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Resumo

Os linfomas estdo entre as neoplasias mais freqientes na espécie canina.
Do ponto de vista etiolégico, epidemioldgico, clinico, morfolégico e
imunofenotipico os linfomas caninos apresentam muitas semelhancas com
os linfomas ndo-Hodgkin humanos. No presente trabalho utilizou-se a técnica
de Puncédo Aspirativa por Agulha Fina (PAAF) como método de diagndstico
de 59 casos de linfoma canino, que foram submetidos as classificacdes de
Kiel e Working Formulation, utilizadas nos Linfomas ndo-Hodgkin humanos, e
a classificacéo citoldgica para linfomas caninos, proposta por FournektFleury
et al. em 1994. Além disso, foram utilizados métodos imunocitoquimicos para
a determinacdo do imunofenétipo de 38 destas neoplasias utilizando um
marcador de células T (CD3) e um marcador de células B (CD79a). De
acordo com a Classificacao de Kiel, 61,02% dos linfomas foram classificados
como de grau alto de malignidade e 38,98% como de grau baixo. O tipo mais
freqliente nesta classificacdo foi o Linfoma Centroblastico. Segundo a
Classificagdo da Working Formulation, 11,86% dos animais eram portadores
de linfomas de grau baixo de malignidade, 61,02% de grau intermediario e
27,12% de grau alto. O tipo mais frequiente nesta classificacdo foi o Linfoma
de Grandes Células Nao Clivadas. Utilizando a classificagdo proposta por
Fournel-Fleury et al. (1994), 38,98% dos animais eram portadores de

linfomas de grau baixo e 61,02% de grau intermediario ou alto. O tipo mais
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freqUente nesta classificacdo foi o Linfoma Centroblastico. A classificacdo de
Kiel foi aquela que melhor se adaptou ao material colhido pelo método da
PAAF. No presente estudo, foram identificadas neoplasias que
apresentavam imunofenétipo T (CD3+/CD79a-) em 57,89% dos casos,
imunofenotipo B (CD3-/CD79a+) em 34,21% dos casos e imunofendtipo T/B
(CD3+/CD79+) em 7,90% dos casos. Entre os 22 casos de Linfomas T, o tipo
citolégico mais frequiiente foi o Linfoma Linfoblastico (27,30%). Entre os 13
casos de Linfoma B predominaram os Linfomas Centroblasticos (38,46%),
seguidos pelos Linfomas Imunoblasticos (30,77%). Os resultados obtidos
mostram que o método da PAAF pode ser incorporado a rotina diagnoéstica,
pois permite a obtencdo de dados que ajudam a estabelecer o
comportamento biolégico dos linfomas e protocolos de tratamento melhor

direcionados.

Palavras Chave: linfoma; cado; citologia; imunocitoquimica
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Abstract

Lymphoma is one of the most frequent canine neoplasia and share
many similarities with human non-Hodgkin’s lymphoma in respect of etiology,
epidemiology, clinical, morphological and immunophenotipical aspects. The
aim of this study was to apply Kiel, Working Formulation and Fournel-Fleury’s
et al. (1994) non-Hodgkin’s classifications in a survey of 59 cases using Fine
Needle Aspiration (FNA) and immunocytochemistry. According to Kiel
scheme 61.02% were high-grade lymphomas and 38.98% low-grade. The
Working Formulation, showed 11.86% of low-grade, 61.02% intermediate
grade and 27.12% high-grade. In Fournel-Fleury’s protocol revealed a
predominance of medium or high-grade lymphoma, with 61.02% over 38.98%
of low -grade. Among the T-cell lymphomas the most frequent was
Limphoblastic Lymphoma (27.30%) and for B-cell cases Centroblastic
Lymphoma (38.46%) was predominant followed by Imunoblastic Lymphoma
(30.77%). Immunophenotyping was performed with a panel of two antibodies
CD3 (T-cell marker) and CD79a (B-cell marker). The immunocytochemical
study revealed 57.89% of T-cell lymphomas, 34.21% of B-cell lymphomas
and 7.90% were T/B lymphomas. In conclusion, FNA can be used as a

diagnostic method and in canine Ilymphoma cytological and
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immunocytological classification. Kiel's system showed the best results, once

is based on cytological aspects.

Key words: lymphoma; dog; cytology; immunocytochemistry
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1. Introducéo

Linfoma é uma das neoplasias mais freqiientes na espécie canina e
representa cerca de 7 a 24% de todas as neoplasias caninas e 83% dos
tumores de origem hematopoiética. Anatomicamente, os linfomas caninos
sdo classificados em: multicéntrico, digestivo, timico, cutdneo e solitario.
Ainda pode-se classifica-los de acordo com o grau de malignidade em
linfomas de baixo, médio e alto grau e quanto ao imunofendtipo em linfomas
T, linfomas B ou de celularidade mista (T e B).

Como os linfomas caninos apresentam caracteristicas semelhantes as
dos linfomas nao-Hodgkin humanos, as classificagcbes morfolégicas dos
linfomas n&o-Hodgkin humanos tém sido adotadas por diversos autores no
estudo deste tipo de neoplasias dos cdes (GREENLEE et al., 1990; TESKE,
1994; FOURNEL-FLEURY et al., 1997 e FOURNEL-FLEURY et al., 2002).

No seres humanos a associacdo do tipo citolégico com o
imunofendtipo da neoplasia é obrigatoria para a determinacao do diagndstico
e do tratamento (SOARES & ARIAS, 1999). Nos cées a imunofenotipagem
dos linfomas tem sido utilizada com os mesmos objetivos, sendo realizada
tanto em material incluido em parafina quanto em material citolégico
(GREENLEE et al. 1990; TESKE, 1994; FISHER et al. 1995 CANIATTI et al,.

1996; MILNER et al., 1996; FOURNEL-FLEURY et al., 1997; DE MOURA,
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2000 e FOURNEL-FLEURY et al., 2002). O alto custo e a auséncia de
marcadores especificos para os caes faz com que esta técnica ainda seja
pouco utilizada na classificagéo dos linfomas caninos.

Recentemente a Puncdo Aspirativa por Agulha Fina (PAAF) tem sido
utilizada no diagndstico de lesbes neoplésica, inclusive dos linfomas néo
Hodgkin do homem. Esta técnica € um método de diagnostico rapido, de
baixo custo, eficaz, causa desconforto minimo ao paciente e permite o
diagnéstico primario dos linfomas e o estadiamento clinico. Auxilia também a
classificacdo anatdbmica e a verificacdo da evolucédo da doenca (VERNAU et
al., 2001).

A associacdo entre a classificacdo citologica e a técnica
imunocitoquimica em material colhido pelo método da PAAF permite obter
além da tipificacdo da neoplasia, o estabelecimento de protocolos clinicos de

tratamento de maneira rapida e eficiente (CANIATTI et al., 1996).

Diante do que foi exposto, este trabalho teve como principais
objetivos:

v Investigar as caracteristicas dos linfomas caninos utilizando métodos
citomorfolégicos em material colhido pelo método da Puncao
Aspirativa por Agulha Fina (PAAF);

v' Verificar a aplicabilidade das classificacdes de Kiel e Working

Formulation % utilizadas para os linfomas ndo-Hodgkin no homem %
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em exames citolégicos de linfomas caninos, correlacionando-as com a
classificacdo citologica proposta por Fournel-Fleury et al. (1994) para

os linfomas do céo;

Realizar a imunofenotipagem dos linfomas em esfregacos citolégicos
de linfomas caninos e estabelecer a origem T ou B das células

neoplasicas;

Correlacionar as caracteristicas citoldgicas dos linfomas caninos com

as caracteristicas imunofenotipicas das neoplasias;

Avaliar a eficacia da PAAF em associacdo com métodos de
classificacdo citologica e de imunofenotipagem, no diagndstico dos

linfomas caninos;

Acrescentar dados sobre as caracteristicas dos linfomas caninos que
permitam ampliar a sua comparagdo com os linfomas humanos,
possibilitando assim, a utilizagdo do linfoma canino como modelo da

doenga humana.
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2. Revisao de Literatura

Linfoma é uma das neoplasias mais freqlentes na espécie canina.
Também chamado de linfossarcoma e linfoma maligno, representa cerca de
7 a 24% de todas as neoplasias caninas e 83% dos tumores de origem
hematopoiética. (CAPURRO et al., 1992; TESKE, 1994 e TESKE et al., 1994,
MILNER et al., 1996; VONDEHAAR & MORRISON, 1998).

Na espécie canina a incidéncia é de seis a trinta casos em cada
100.000 caes/ano (VONDEHAAR & MORRISON, 1998), sendo maior que na
espécie humana (APPELBAUM et al., 1984; GREENLEE et al., 1990;
JACOBS et al., 2002). Ocorre mais freqientemente em animais entre cinco e
11 anos, mas ha relatos de casos em cédes com menos de um ano e acima
de 12 anos (VALLI 1993; JONES et al., 1997; JACOBS et al., 2002).

Apesar de ndo haver predilecdo por sexo, ha evidéncias de
predisposi¢cao racial envolvendo, principalmente, animais das racas Boxer,
Scottish Terrier, Basset Hound, Airedale Terrier, Chow Chow, Pastor Alemé&o,
Poodle, Sdo Bernardo, Beagle, Golden Retriever e Bulldog. Ragas como
Dachshund e Cocker Spaniel sdo pouco acometidas (TESKE, 1994;
VONDEHAAR & MORRISON, 1998).

A etiologia deste tipo de neoplasia € desconhecida. A presenca de

agentes virais ndo foi comprovada na espécie canina ao contrario do que



acontece nos seres humanos, felinos, bovinos, roedores, aves e alguns
primatas (SEQUEIRA & FRANCO, 1992; TESKE, 1994a e SEQUEIRA et al.,
1999). Fatores ambientais, como exposicao crénica a substancias quimicas,
séo citados como predisponentes ao desenvolvimento de linfoma nos cées
(HAYES et al.,, 1991; 1995). Recentemente, GAVAZZA et al. (2001),
relacionam o aparecimento precoce da neoplasia em cdes que habitam
areas industriais, com alta poluicdo ambiental, e com o uso de produtos
quimicos como tintas e solventes pelos proprietérios.

Os sinais clinicos relacionados aos linfomas dos cdes séo, na maioria
das vezes, inespecificos e dependem do 6rgdo ou 6rgdos envolvidos.
Entretanto linfadenopatia indolor, perda de peso progressiva, caguexia,
edema local ou generalizado, apatia e emese Sdo 0sS mais comumente
encontrados. Anatomicamente, os linfomas caninos sdo classificados em:
multicéntrico, digestivo, timico, cutaneo e solitario ou extranodal, sendo a
forma multicéntrica a mais frequente (SEQUEIRA & FRANCO, 1992;
JACOBS et al., 2002).

Alteracbes hematolégicas sdo comuns, podendo ocorrer anemia,
trombocitopenia, leucopenia ou leucocitose, e linfopenia ou linfocitose.
Infiltracdo na medula d&ssea e leucemizacdo raramente ocorrem.
Hipercalcemia € uma sindrome paraneoplasica que pode ocorrer em céaes
com linfoma devido a producdo, pelas células neoplasicas, de uma

substancia de agdo semelhante ao paratormonio (TESKE 1994,
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VONDEHAAR & MORRISON, 1998). Segundo FOURNEL-FLEURY et al.,
(2002), hd uma maior incidéncia de hipercalcemia nos linfomas de origem T.

O estadiamento clinico dos linfomas caninos € realizado durante o
diagndstico clinico e serve como guia para o prognostico e tratamento da
neoplasia (DOBSON et al., 2001). Este estadiamento, estabelecido
inicialmente para linfomas nos seres humanos, € também utilizado para a
espécie canina (SEQUEIRA & FRANCO, 1992), e segue 0 protocolo
proposto pela Organizacdo Mundial de Saude OWEN 1980; GRAY et al.,
1984). Grande parte dos casos de linfoma canino apresenta-se em estadio
clinico avancado (IV ou V) no momento diagnostico (DOBSON & GORMAN,
1993), o que indica uma pior resposta ao tratamento e menor sobrevida do
animal (DOBSON et al., 2001).

De acordo com a classificacdo anatdbmica, a forma multicéntrica,
freqientemente envolve linfonodos periféricos e profundos, além de 6rgaos
como figado, bago, rins, pulméo, coragdo, trato gastrintestinal e medula
O0ssea. Na forma digestiva, as lesdes envolvem érgédos do trato gastrintestinal
e linfonodos regionais, podendo, entretanto, haver comprometimento de
outros 6rgdos abdominais como o figado, bagco e rins. O linfoma timico
usualmente acomete o timo e linfonodos regionais. O linfoma cutaneo ocorre
como massas solitarias ou multiplas na pele, podendo ser uma leséo tardia

de um envolvimento sistémico como o que ocorre no linfoma multicéntrico. A
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forma solitaria é aguela que envolve apenas um 6rgdo nao linféide (JACOBS

et al., 2002).

TABELA 1 - Estadiamento Clinico dos Linfomas Caninos proposto pela
Organizacdo Mundial de Saude (OWEN, 1980; GRAY et al, 1984)

ESTADIO CRITERIO

I Envolvimento limitado a um anico linfonodo ou tecido linféide de um
Unico 6rgao (exceto medula 6ssea)

Il Envolvimento de véarios linfonodos regionais com ou sem envolvimento
das tonsilas

Il Envolvimento generalizado dos linfonodos

v Envolvimento do figado e/ou baco, com ou sem envolvimento
generalizado dos linfonodos.
Vv Envolvimento do sangue, medula éssea e/ou outros 6rgaos.

Obs: Os estadios sdo ainda subdivididos em A (sem sinais sistémicos) ou B (com sinais
sistémicos), segundo GREENLEE et al. ((990). Os sinais sistémicos sdo inespecificos,

podendo ocorrer febre, letargia, anorexia, vomitos e diarréia.

TABELA 2 - Classificagdo Anatomica dos Linfomas Caninos segundo
JACOBS et al. (2002)

FORMA LOCALIZACAO

Multicéntrica  Linfonodos periféricos e profundos podendo envolver 6érgdos como
figado, baco, rins, pulmao, coracao, trato gastrintestinal e medula

ossea.

Digestiva Trato gastrintestinal e linfonodos regionais. Podendo envolver
orgaos abdominais como figado, baco e rins.

Timica Envolve o timo e linfonodos regionais.

Cuténea Envolve a pele sob a forma de massas solitarias ou multiplas,

estas acompanhadas ou ndo de envolvimento sistémico.
Solitaria Envolve apenas um 6rgéo
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Os linfomas nado-Hodgkin (LNH) do homem apresentam varias
caracteristicas em comuns com os linfomas dos cées, particularmente com
relacdo a epidemiologia, etiologia, clinica, morfologia e fenotipagem. Gracas
a essas semelhancas, os esquemas para classificacdo morfolégicos
propostas para os LNH — como as de Kiel (LENNERT & FELLER, 1990) e
Working Formulation (NCI, 1982) — sédo utilizadas com sucesso por diversos
autores para diagnosticar os linfomas da espécie canina. De acordo com
(ASTER & KUMMAR, 1999; MILITO et al., 2002 e MELLANBY et al., 2002)
as caracteristicas morfologicas dos LNH do homem servem como base para
0 estabelecimento do progndstico e de protocolos de tratamento. No céo, o
tipo celular determinado pela classificacdo de Kiel foi um importante fator
prognostico para indicar o tempo de remissdo da doenca em animais
tratados, enquanto que a classificagdo dos linfomas pela Working
Formulation teve maior importancia com relacdo ao progndstico do tempo de
sobrevida desses animais (TESKE, 1994).

No homem, uma vez estabelecido o diagndstico de linfoma, procura-
se determinar além da morfologia celular, a linhagem a qual pertencem as
células neoplasicas, o que geralmente € de importancia terapéutica e
diagnodstica. Em termos praticos, nos seres humanos, os linfomas de células
T sdo mais agressivos e de pior prognostico que os linfomas de células B

(WAKAMATSU et al., 1995).
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Os estudos comparativos dos linfomas ndo-Hodgkin nas espécies
humana e canina evidenciaram semelhancas suficientes para embasar a
proposicdo de se empregar a espécie canina como modelo experimental
para estudo dessa doenca, inclusive para teste de terapias e procedimentos
clinico-cirargicos contra os linfomas n&o-Hodgkin na espécie humana
(PARODI et al., 1988; GREENLEE et al., 1990; RALLIS et al., 1992; TESKE,
1994; FOURNEL-FLEURY et al., 1997 e FOURNEL-FLEURY et al., 2002).

A maioria dos estudos citomorfologicos dos linfomas caninos utiliza
material incluido em parafina, sendo escassos os trabalhos que empregam
métodos de diagndstico citoldgicos FISHER et al.,, 1995; TESKE & VAN
HEERDE, 1996).

A Puncao Aspirativa por Agulha Fina (PAAF) tem sido empregada,
tanto no homem quanto nos animais, como método de diagndstico de lesbes
das mais diversas origens, inclusive neoplasicas (OERTEL et al., 1988;
SNEIGE et al.,, 1990). As vantagens deste método estdo relacionadas a
rapidez do diagndstico, ao baixo custo e a sua eficacia (RASKIN & NIPPER,
1992; ROCHA et al.,, 1998). Além disso, causa desconforto minimo ao
paciente, permitindo que se realizem multiplas colheitas e amostragens em
série, particularmente interessantes quando surgem resultados inconclusivos
ou quando existe suspeita de recidiva da lesdo VERNAU et al., 2001). No
homem, este método tem sido utilizado com freqtiéncia no diagnostico dos

linfomas, porém no cédo, sdo poucos os estudos que empregam a PAAF na
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sua metodologia (ROBEY et al., 1987; TESKE & VAN HEERDER, 1996). Nos
casos de linfadenopatia, este exame permite a diferenciacdo rapida entre
processos reacionais benignos e neoplasicos (FOURNEL-FLEURY et al.,
1994). Quando ha suspeita de lesdo ou alteracdo em 6rgaos internos, como
visceras abdominais ou tor4cicas, a PAAF também pode ser realizada com
auxilio da ultra-sonografia (CIVARDI et al., 2001).

Segundo FISHER et al. (1995), existe uma excelente correlacdo entre
os resultados obtidos pela PAAF e por biopsias, tanto na classificacao
morfolégica como na imunofenotipagem dos linfomas.

Os métodos de obtencdo para exame citolégico, particularmente a
PAAF, apresentam como principal limitacdo a impossibilidade de serem
obtidos dados sobre a arquitetura da lesdo. No entanto, nos linfomas dos
caes, este tipo de exame tem sido aceito como uma eficiente técnica de
diagnoéstico, visto que a grande maioria dos tumores, nesta espécie,
apresenta a forma difusa, sendo a forma folicular bastante rara (CARTER et

al., 1986).

CARTAGENA et al. (1992), sugeriram como principais indicacdes da
PAAF: puncdes em massas internas de pacientes com grandes riscos
cirdrgicos, que nao apresentem massas superficiais uma vez que esta
técnica ndo necessita de qualquer tipo de sedagdo do paciente, nas

avaliagcbes de novas massas e no estadiamento da doenca. A acuracia da
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PAAF nos casos de linfomas nao-Hodgkin chega a 85% e quando
combinada a citomorfometria com outros exames como, por exemplo,
imunocitoquimica, esta eficacia chega a 91%.

A classificagdo imunomorfoldgica dos linfomas caninos ¢é feita
empregando-se técnicas de imunoistoquimica, utilizando-se marcadores
celulares especificos para cada caso. Em Medicina Veterinaria, esta técnica
€ ainda pouco utilizada devido ao alto custo e a auséncia de marcadores
especificos em alguns casos (CHABANNE et al., 1994; FISHER et al., 1995;
MILNER et al., 1996).

Os primeiros trabalhos de pesquisa que procuraram caracterizar as
populacdes de linfocitos que constituiam os linfomas caninos esbarraram em
algumas dificuldades relacionadas a metodologia utilizada. Nestes estudos
pioneiros, as células que apresentavam capacidade de formar rosetas com
hemacias humanas eram classificadas como T HOLMBERG et al., 1976;
ONIONS, 1977). Esta metodologia mostrouse inadequada, ja que 40% a
60% das células com esta capacidade também eram Slg+, ou seja, possuia
imunoglobulinas de superficie, caracteristica associada as células B
(ATKINSON et al., 1980). Na realidade, ainda n&o havia anticorpos Anti-la
gue pudessem ser empregados nos linfomas caninos, ou mesmo nos
linfomas humanos para os quais eram de importancia capital APPELBAUM

et al., 1984).
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Posteriormente, a utilizacdo de um painel de anticorpos, incluindo
aqueles capazes de identificar células B (Slg) e células T (McAb DT2),
empregando-se técnicas de citofluorimetria, demonstrou que a frequiéncia de
neoplasias T e B, em caes, eram muito proximas as das encontradas no
homem (APPELBAUM et. al. 1984).

GREENLEE et al., (1990), efetuaram a imunofenotipagem de linfomas
caninos empregando o método de citometria de fluxo ampliando o painel de
anticorpos pela inclusdo de anticorpos pan-T (LQl, DT-2 E Thy-1),
marcadores de linfocitos T supressores (T811) e linfécitos T ativados (Anti-
Tac) e marcadores de imunoglobulinas de superficie para a caracterizacao
de células B como o Slg+ B (GoatF ab 2 antidog) e o Slg M+ B (IgM).

A utilizacdo de um painel de anticorpos amplo e as técnicas de
imunoperoxidase em cortes de congelacdo foi relatada por TESKE et al.,
(1994). De acordo com estes autores os linfomas foram considerados como
de células B quando apresentavam positividade para CD21, anti-IlgM, anti-
IgG, anti-lgA e negatividade para os marcadores de células T. Os linfomas
foram considerados como de células T quando apresentavam positividade
para CD3, CD4, CD8, Thy-1, CD49 e negatividade para os marcadores de
células B. A maioria dos linfomas (58%) foi caracterizado como de células B.

O emprego de técnicas imunoldgicas no estudo e classificagdo das

desordens linfoproliferativas tem se mostrado particularmente importante no



estabelecimento de um diagnéstico preciso (CANIATTI et al.,, 1996 e
DOBSON et al., 2001).

As determinac¢des do imunofenétipo T ou B e do grau de maturagéo
das células linféides neoplasicas auxiliam no diagndstico dos linfomas e no
monitoramento da recidiva destes tumores na espécie humana. Atualmente a
imunofenotipagem é indispensavel para determinar o diagndstico de linfoma
nao-Hodgkin de acordo com as classificacdes mais atuais, Kiel (LENNERT &
FELLER, 1990), Real (HARRIS et al., 1994) e WHO (JAFFE et al., 2001).

Durante muito tempo a determinacdo do imunofendtipo dos linfomas
caninos foi dificultada pela falta de marcadores especificos. Entretanto, os
métodos imunoistoquimicos tém sido aplicados com sucesso em cortes
histolégicos de tecido incluido em parafina, utilizando o anticorpo policlonal
anti-CD3 para marcar linfomas de células T e o anticorpo monoclonal anti-
mbl (CD79a) para marcar linfomas de células B (MILNER et al., 1996;
FOURNEL-FLEURY et al.,, 1997; FOURNEL-FLEURY et al.,, 2002). Em
trabalho de pesquisa recente, tivemos a oportunidade de padronizar a
marcacao imunofenotipica de linfomas caninos utilizando material incluido
em parafina e 0s mesmos anticorpos citados acima (DE MOURA et al.,
2000).

Nos cées, assim como no homem, o imunofenotipo T dos linfomas tem
sido associado a um progndstico ruim, com sobrevida menor e periodos de

remissao mais curtos, quando comparado aos linfomas de células B (KIUPEL
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et al., 1999; DOBSON et al., 2001). No entanto, algumas diferencas ocorrem
dentro de cada um destes grupos no que diz respeito a apresentacao clinica,

resposta ao tratamento e prognéstico (KIUPEL et al., 1999).

A utilizacdo de métodos imunoldgicos nos estudos histopatolégicos
deu um grande incremento ao diagndstico das neoplasias humanas e
atualmente estad definitivamente incorporado a rotina dos laboratérios de
patologia (SOARES & ARIAS, 1999).

A definicho do imunofenétipo dos linfomas, por métodos
imunocitoquimicos, auxilia na tipificacdo da neoplasia e permite estabelecer
protocolos clinicos de tratamento de maneira rapida e eficiente (CANIATTI et
al., 1996).

Sao escassos 0s estudos em que se associam métodos citoldgicos ¥
como a PAAF ¥ e imunocitoquimicos na avaliacdo dos linfomas caninos, no
entanto, estes exames podem se mostrar eficazes na identificagcdo do tipo
citolégico e do imunofendtipo das neoplasias, assim como € realizado para
0s casos humanos.

De acordo com estudos ja realizados, os linfomas caninos apresentam
muitas semelhancas com os linfomas ndo Hodgkin humanos, do ponto de
vista epidemioldgico, morfolégico e imunofenotipico. Portanto, aplicar as
classificacfes citohistologicas e imunofenotipicas nos linfomas caninos, além

de adicionar dados aos estudos dessa neoplasia canina % relacionando-as
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com a clinica para melhor determinar o tratamento, progndstico e tempo de
vida dos animais (CARTER et al., 1986; FISHER et al., 1995; KIUPEL et al.,

1999) % permitira que estes resultados possam ser incorporados ao modelo

experimental da doenca humana.



3. Material e Métodos

3.1. Estudo prospectivo dos casos de Linfomas

Foram utilizadas as amostras citologicas obtidas de 59 cées
previamente diagnosticados como portadores de linfoma por meio do método
da PAAF, pelo Servi¢co de Patologia do Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia- UNESP- Campus de Botucatu-SP, durante
o periodo de maio de 2000 a julho de 2003.

Por ocasido da colheita do material os dados de identificacdo do
animal, como sexo, idade e raca, evolucdo do processo e estadiamento

clinico foram anotados em fichas individuais (Anexo A).

3.2. Estadiamento Clinico e Classificacdo Anatdmica dos linfomas

O estadiamento das neoplasias foi realizado de acordo com o
protocolo estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saude (OWEN 1980;
GRAY et al., 1984) e a classificacdo anatbémica foi estabelecida de acordo
com JACOBS et al. (2002), em 44 animais portadores de linfoma.

Além do exame fisico, foram utilizadas técnicas de diagnostico por
imagem, como radiografias ou ultra-sonografias e a puncédo de medula 6ssea
para a determinagéo do estadiamento clinico e da classificacdo anatdmica da

neoplasia.



Os protocolos do estadiamento clinico e da classificacdo anatémica
estdo apresentados nas tabelas 1 e 2 respectivamente.

A puncgdo da medula 6ssea foi realizada de acordo com a técnica
padronizada pelo Servico de Laboratério Clinico do Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia- UNESP- Campus de
Botucatu-SP, utilizando a agulha para aspiracdo de medula 6ssea Bierman
de aco inox, reutilizavel, BD. O local da puncdo em todos os animais foi a

regido da crista iliaca, devido a facilidade de acesso.

A técnica da puncao de medula 6ssea foi a seguinte:
v' Anti-sepsia com alcool iodado da regido a ser puncionada;
v' Apbs ultrapassar a pele a agulha foi fixada na parede 6ssea
empregando-se movimentos rotatorios;
v' Uma seringa descartavel de 10ml foi acoplada a agulha
Bierman de ac¢o inox sendo realizada a aspiragdo do material;
v" O material foi distendido em lamina histolégica, fixado em alcool
metilico e corado pelo método de Giemsa.
Nos animais que vieram a Obito antes da realizagdo de exames
complementares a determinacédo do estadiamento clinico e da classificacao

anatdbmica da neoplasia foi realizada durante a necropsia.



3.3. Processamento Citologico

O material foi colhido de acordo com a técnica de Puncédo Aspirativa
por Agulha Fina padronizada no Servigo de Patologia Veterinaria do Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia- UNESP-
Campus de Botucatu-SP. Na maioria dos animais, as pungdes foram
realizadas nos linfonodos periféricos que apresentavam linfadenomegalia ou
em lesBes palpaveis extranodais (Figura 1). Também foi utilizado, embora
com menos frequéncia, material proveniente de lesées em érgdos internos
obtidos com o auxilio da ultra-sonografia, bem como de efuséo pleural.

As puncdes foram feitas empregando-se seringa descartavel de
plastico de 10ml e agulha 30 x 7mm acopladas ao citoaspirador de Valeri
(Figura 2). Os locais a serem puncionados foram previamente submetidos a
anti-sepsia com alcool iodado. O material colhido foi distendido em laminas
histologicas de vidro e posteriormente fixado em alcool metilico durante cinco
minutos (Figura 3). Essas laminas fixadas, em média de trés por local
puncionado, foram coradas pelo método de Giemsa e utilizadas tanto para o
diagndstico como para as classificacdes citologicas das neoplasias (Figura
4). Os tipos citolégicos foram determinados de acordo com as classificacdes
de Kiel CENNERT & FELLER, 1990) e Working Formulation (NCI, 1982),
utilizadas para os linfomas n&o-Hodgkin humanos e com a classificacéo
citolégica proposta por Fournel-Fleury et al. (1994) para os linfomas caninos

(Anexo B).



Figura 1 — Linfoma Multicéntrico- PAAF -Puncéo de nédulo cutaneo

Figura 2 — Citoaspirador de Valeri com seringa e agulha acopladas
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Figura 3 - Preparacao do esfregaco citolégico pelo método do squash

Casa 11 E
D& BB | CASO 47
o RG 105.262
GIEMSA

Figura 4 — Laminas citol6gicas montadas e coradas pelo método de Giemsa



3.4. Avaliacdo imunocitoquimica
3.4.1 Padronizacéo datécnicaimunocitoquimica
A técnica imunocitoquimica utilizada no presente trabalho foi baseada
na metodologia descrita por HSU et al. (1981). Sua padronizacdo foi
realizada no Laboratorio de Imunoistoquimica do Servico de Patologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, Botucatu - SP.
Para a padronizacdo desta técnica foram utilizados esfregacos
citologicos de linfonodos normais de cées, colhidos por meio da PAAF. Este
material foi fixado e mantido em alcool 95° até o0 momento da realizacdo da

técnica imunocitoquimica.

3.4.2. Anticorpos primarios
CD3 (DAKO A0452) — Anticorpo policlonal humano que reconhece uma

molécula (antigeno C3) ligada ao receptor das células T

CD79a (DAKO M7051) — Anticorpo monoclonal humano que reconhece
um polipeptideo que faz parte do complexo receptor de antigeno dos
linfécitos B.

Cada anticorpo foi diluido em solucédo de 1% de albumina bovina e
solugéo tampéo de TRIS (TRIZMA base, D5637 Sigma Chemical CO, St.
Louis, E.U.A)).

As concentracdes testadas foram:



CD3 — 1:100 e 1:50 - ficando estabelecida a concentracdo de 1:50 como
padrao;
CD79a - 1:50 e 1:25 — ficando a concentracéo de 1:25 como padréo;

Para a determinacdo do imunofenétipo da neoplasia foram
considerados o0s seguintes parametros:

Foram classificados como linfomas T aqueles que apresentaram células
neoplasicas positivas para CD3 e negativas para CD79a. Os linfomas B
foram aqueles que apresentaram as células neoplasicas positivas para
CD79a e negativas para CD3. As neoplasias positivas tanto para CD3 como

CD79a foram classificadas como linfoma de celularidade mista (T/B).

3.4.3. Fixacao dos esfregacos citolégicos paraimunofenotipagem

O material colhido por meio da PAAF e distendido nas laminas foi
fixado imediatamente em alcool 95° a fim de evitar alteracdes celulares que
pudessem prejudicar a reag¢do imunocitoquimica. Os esfregacos
armazenados em porta laminas de plastico com alcool 95° foram mantidos a

temperatura ambiente até o momento da realizacao da imunocitoquimica.

3.4.4. Imunocitoquimica

Recuperacdo antigénica

Apos a retirada das laminas do fixador, estas foram hidratadas antes

do inicio da etapa de recuperacao antigénica.



Foram testados dois tipos de recuperacdo antigénica sendo, o
primeiro, a solucédo de EDTA 10mM, pH 8,0, previamente aquecida a 95°C,
em cozimento por vapor (Steammer) por vinte minutos. Em seguida o
material foi resfriado até atingir a temperatura ambiente e depois submetido
ao bloqueio da peroxidase endodgena. O outro tipo de recuperacao foi em
solugdo tampéo de citrato 10mM, pH 6,0, e colocadas em forno de
microondas (poténcia maxima), por 15 minutos, completando-se a solucéo a
cada trés minutos. Em seguida o material foi resfriado a temperatura
ambiente e também submetido ao bloqueio da peroxidase endbgena.

Para os dois anticorpos utilizados neste trabalho, os melhores

resultados foram obtidos com a recuperacdo antigénica com solucao de

EDTA em Steammer.

Blogueio da peroxidase endégena

O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado de duas formas, em
solucdo de partes iguais de 4gua oxigenada 20 volumes e metanol, durante
20 minutos, sendo dois banhos de dez minutos cada e, em solucéo de partes
iguais de agua oxigenada 20 volumes e &gua destilada, durante trinta

minutos, sendo dois banhos de 15 minutos cada.
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Os melhores resultados foram obtidos com a utilizacdo da solucéo de
partes iguais de agua oxigenada 20 volumes e agua destilada para os dois

anticorpos utilizados.

Reacdo com 0s anticorpos primarios e secundarios

Foram realizados dois tipos de reacdo com Kkits de anticorpos
secundarios diferentes. O primeiro método utilizou o kit LSAB (K0690 —
DAKO). As laminas foram incubadas com os anticorpos primarios em camara
Uumida, por 18 horas a 4°C, lavadas em solucdo tampé&o de TRIS e incubadas
com anticorpo biotinilado e solucdo de estreptavidina-biotina-peroxidase do
kit LSAB (K0690-DAKO), por 30 minutos cada reacdo, em camara Umida, a
temperatura ambiente.

O outro método empregou o kit ABC (K0492, DAKO) com a
concentracdo de 1:200 . As laminas foram incubadas com os anticorpos
primarios em camara Umida, por 18 horas a 4°C, lavadas em solucdo de
TRIS e incubadas com anticorpo biotinilado e solucdo de estreptavidina-
biotina-peroxidase do kit ABC (K0492, DAKO), por trinta minutos cada
reacdo, em camara Umida, a temperatura ambiente.

Melhores resultados foram obtidos com a utilizacdo do kit ABC

(KO942, DAKO) para os dois anticorpos utilizados.
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Revelacéo

Para visualizacdo da reacao, as laminas foram tratadas com solucao
de 3,3’ diaminobenzidina (DAB) (1mg/ml) em TRIS (D5637- Sigma Chemical
CO) e 600m de H»0,, de 20 volumes durante cinco minutos em camara
escura a temperatura ambiente. Os esfregacos foram contra-corados com
Hematoxilina de Meyer, por dois minutos. ApGs este processamento, as

laminas foram desidratadas, montadas e lidas em microscoépio oOptico.



4. Resultados
4.1 Dados clinicos dos animais

Dos 59 animais puncionados nenhum foi submetido a sedacéo ou
anestesia para a colheita do material. Em 54 animais, as lesdes eram
superficiais e a simples contencao fisica foi suficiente para que o exame
fosse realizado.

Foi constatada linfadenopatia em 44 animais, geralmente com
comprometimento de mais de um linfonodo superficial. Nestes casos, eram
puncionados preferencialmente os linfonodos cervicais superficiais e
popliteos, devido a facilidade de acesso. Em dez animais foi feita PAAF em
lesbes cutaneas; em quatro animais o material foi colhido por meio de
puncdo toracica, sendo trés animais com efusdo pleural e outro
apresentando massa localizada na regido antero-ventral do torax. Neste
altimo, assim como em um animal que apresentava massa esplénica, a
puncéo foi guiada por ultra-som.

O estadiamento e a classificacdo anatdbmica das neoplasias foram
realizados de acordo com o protocolo estabelecido pela Organizacéo
Mundial de Saude (OWEN, 1980; GRAY et al., 1984).

Dos 59 animais utilizados no presente estudo, 21 eram sem raca
definida (SRD), 12 animais da raca Boxer, seis animais da raca Pastor

Aleméo, quatro animais da raca Rottweiller, trés animais da raca Fox



Paulistinha e trés animais da raca Fila Brasileiro. Os outros dez animais
pertenciam a outras racgas (tabela 3). Em relacéo ao sexo entre os 59 animais
portadores de linfomas 29 eram fémeas e trinta eram machos (tabela 4). A
idade dos pacientes variou de dois a 17 anos, sendo que 54,4% dos animais
possuiam idade acima de seis anos, apresentando como média 7,2 anos
(tabela 5).

O estadiamento clinico e a classificacdo anatémica foram realizados
em 46 animais. Destes animais, 33 estavam no estadio 1V, oito apresentaram
comprometimento da medula 6ssea, portanto se apresentaram no estadio V
e cinco pacientes possuiam apenas acometimento dos linfonodos e foram
classificados como estadio Il (tabela 6).

Em relacdo a classificacdo anatbmica, 44 animais apresentaram a
forma multicéntrica da neoplasia com acometimento de varios 6rgdos e dois
casos foram classificados como timicos, com comprometimento mediastinal
(tabela 7).

Dentre os 44 animais portadores de linfoma multicéntrico, 37
apresentaram aumento de volume dos linfonodos periféricos, sendo os
cervicais superficiais e submandibulares os mais acometidos, destes 37
apenas em cinco havia envolvimento somente dos linfonodos, 32 possuiam
infiltrac&o neoplasica nos 6rgéo internos. Trés animais apresentaram lesdes
cutdneas e comprometimento de Orgdos internos, e outros trés animais

possuiam envolvimento apenas dos 6rgdos internos como baco e figado,



linfonodos iliacos e mesentéricos os quais foram puncionados com auxilio da
ultra-sonografia (Figuras 5 e 6).
Os dois casos classificados como linfomas timicos apresentaram

acometimento do timo, dos linfonodos mediastinicos e efuséo pleural.

Tabela 3 — Distribuicao racial dos 59 animais portadores de linfomas caninos

diagnosticados pelo método da PAAF

RACAS N° DE CASOS %
SRD 21 35,60
Boxer 12 20,34

Pastor Aleméo 06 10,17
Rottweiller 04 6,78
Fox Paulistinha 03 5,08
Fila Brasileiro 03 5,08
Outras 10 16,65

TOTAL 59 100




Tabela 4 — Distribuicdo por sexo dos animais em 59 casos de linfomas

caninos diagnosticados pelo método da PAAF

SEXO N° DE CASOS %
Machos 30 51
Fémeas 29 49
TOTAL 59 100
Tabela 5 - ldade dos animais portadores de linfoma em 59 casos

diagnosticados pelo método da PAAF

IDADE N° DE CASOS %
0 a3 anos 5 8,47
4 a 6 anos 22 37,29
Acima de 6 anos 32 54,24

TOTAL 59 100
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Tabela 6 - Estadiamento clinico proposto pela Organizacdo Mundial de

Saude (OWEN, 1980; GRAY et al., 1984) nos 46 casos de linfomas caninos
diagnosticados pelo método da PAAF

ESTADIAMENTO CLINICO N° DE CASOS %
Estadio Il 5 10,87
Estadio IV 33 71,74
Estadio V 8 17,39
TOTAL 46 100

Tabela 7 - Classificagdo Anatdomica (JACOBS et al., 2002) dos linfomas

caninos diagnosticados pelo método da PAAF

CLASSIFICAQAO ANATOMICA N° DE CASOS %
Multicéntrica 44 95,65
Timica 02 4,35

TOTAL 46 100




Figura 5 - Bacgo. Linfoma multicéntrico. Acentuada esplenomegalia, palidez e
hemorragias multifocais devido a infiltracdo neoplasica do 6rgao.

Figura € - Intestino delgado e mesentério. Linfoma multicéntrico. Aumento
acentuado dos linfonodos mesentéricos.
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4.2. Aplicacéo das classificacdes citologicas dos linfomas caninos: Kiel,
Working Formulation e Fournel-Fleury et al. (1994)

Para cada caso de linfoma diagnosticado, o tipo citologico foi
caracterizado segundo as classificacfes de Kiel (LENNERT & FELLER,
1990) e Working Formulation (NCI, 1982) propostas para os linfomas nao-
Hodgkin humanos, e a Classificacdo Citolégica para linfomas caninos,
proposta por FournekFleury et al., (1994). Os achados citolégicos foram
descritos em fichas individuais para cada animal, nas quais se podia
estabelecer a correlacdo entre as diferentes classificacdes utilizadas (Anexo
B).

As amostras obtidas utilizando-se o método da PAAF foram de boa
qualidade e com celularidade suficiente para permitir o diagndstico e a
classificagdo citolégica do linfoma. A coloragdo dos esfregagos pelo método
de Giemsa permitiu a identificacdo das caracteristicas celulares,
principalmente da morfologia nuclear, do padréo de distribuicdo da cromatina
e dos nucléolos que sédo elementos importantes na determinacédo do tipo
celular predominante.

Os resultados da classificacdo citologica de acordo com os critérios
das classificacdes de Kiel, da Working Formulation e de Fournel-Fleury estéao

apresentados na tabela 8.



Tabela 8 - Classificacdo Citolégica de 59 casos de linfomas caninos de

acordo com as classificagfes de Kiel (LENNERT & FELLER, 1990) , Working
Formulation (NCI, 1982) e FournelFleury et al. (1994)

KIEL WORKING FOURNEL - NUMERO DE
FORMULATION FLEURY CASOS

GRAU BAIXO GRAUBAIXO GRAU BAIXO

Linfocitico Linfocitico Linfocitico 7
GRAU
INTERMEDIARIO

Centrocitico Células Pequenas Centrocitico 8
Clivadas

Centrocitico- Misto de Células Centrocitico- 8

Centroblastico Pequenas e Grandes Centroblastico

GRAU )
GRAU ALTO INTERMEDIARIO
OU ALTO
Centroblastico Grandes Células ndo Centroblastico 20
Clivadas
GRAU ALTO
Imunoblastico Imunoblastico Imunoblastico 7
Linfoblastico Linfoblastico Pequenas Células 8
Blasticas
Anaplasico Anaplésico Anaplasico 1

TOTAL 59




51

Quando se utilizou a classificacdo de Kiel predominaram os linfomas
de grau alto de malignidade, resultado semelhante ao encontrado quando se
empregou a classificacdo proposta por Fournel-Fleury. A classificagcdo da
Working Formulation quando aplicada a esta série de neoplasias mostrou
predominancia dos linfomas de grau intermediario.

Para os linfomas de grau baixo de acordo com a classificacédo de Kiel,
foram identificados sete casos de Linfomas Linfociticos, oito casos de
Linfomas Centrociticos e oito casos do tipo Centrocitico-Centroblastico.

Os Linfomas Linfociticos se caracterizavam pela presenca de células
pequenas, de ndcleos redondos e pequenos, cujo diametro era semelhante
ao de uma hemacia. A cromatina mostrava padrdo denso com pequenos
agregados mais grosseiros, ndo sendo observados nucléolos. O citoplasma
destas células era sempre escasso (Figura 7).

Nos Linfomas Centrociticos o tipo celular predominante caracterizava-
se pelo seu tamanho pequeno, com didmetro equivalente a uma heméacia ou
uma hemacia e meia e por possuir nucleo também pequeno e clivado, com
aspecto irregular e cromatina densa. O citoplasma era sempre escasso. Este
tipo de linfoma equivale ao Linfoma de Pequenas Células Clivadas na
classificacdo da Working Formulation, sendo considerado nesta classificacédo
como linfoma de grau intermediario (Figura 8).

Os Linfomas Centrociticos-Centroblasticos eram constituidos por uma

populacdo celular bimérfica na qual estavam presentes células pequenas
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com nucleo irregular ou clivado e células grandes com nucleos nao clivados.
As células pequenas tinham caracteristicas semelhantes as do tipo
centrocitico descrito anteriormente e as células grandes possuiam as
caracteristicas do tipo centroblastico que sera descrito a seguir. Este tipo de
linffoma equivale ao Linfoma Misto de Células Pequenas e Grandes na
classificacdo da Working Formulation sendo considerado nesta classificacdo
como linfoma de grau intermediario.

Nos linfomas de grau alto pela classificacdo de Kiel, foram
identificados vinte casos de Linfomas Centroblasticos, sete Imunoblasticos,
oito casos de Linfoma Linfoblastico e um Anaplésico.

Os Linfomas Centroblasticos se caracterizavam pela presenca de
células grandes, com nucleos de diametro equivalente a duas ou trés
hemécias, cromatina vesicular e nucléolos multiplos e periféricos. As figuras
de mitose eram frequentes. O citoplasma destas células podia ser escasso
ou abundante. Este tipo de linfoma equivale ao Linfoma de Grandes Células
ndo-Clivadas na classificacdo da Working Formulation, sendo considerado
nesta classificagdo como linfoma de grau intermediario (Figura 9).

Os Linfomas do tipo Imunoblastico eram constituidos por células de
tamanho médio ou grande, nucleo com diametro variando entre uma e meia
a duas hemacias, cromatina vesicular e nucléolo proeminente e central. As
figuras de mitose eram frequentes. O citoplasma era variavel, anféfilo ou

basofilico (Figura 10).



A composicao celular dos Linfomas Linfoblasticos se caracterizava por
células pequenas, cujo nucleo equivalente a uma e meia hemacia
apresentava forma redonda ou oval. Nestas células a distribuicdo da
cromatina era uniforme, ndo permitindo a observacdo dos nucléolos. As
figuras de mitose eram freqlentes. Na maioria das células o citoplasma
escasso e fracamente basofilico formava um anel ao redor do nucleo (Figura
11).

O Linfoma Anaplasico caracterizava-se por apresentar uma populagéo
de células grandes pleomdrficas, que possuiam nicleo grande e irregular,
com cromatina fina ou granular e citoplasma claro ou levemente basofilico. O
namero de mitoses era sempre muito alto (Figura 12).

De acordo com a Classificacdo de Kiel, 61,02% (36 casos) das
neoplasias se enquadram como de grau alto de malignidade e 38,98% (23
casos) como de grau baixo de malignidade. Segundo a classificacdo da
Working Formulation, 11,86% (sete casos) dos animais eram portadores de
linfomas de grau baixo de malignidade, 61,02% (36 casos) de grau
intermediario e 27,12% (16 casos) de grau alto. Utilizando a classificacéo
proposta por FournelFleury et al. (1994), 38,98% (23 casos) dos animais
eram portadores de linfomas de grau baixo de malignidade e 61,02% (36

casos) de grau intermediario ou alto.



Figura 7 — PAAF. Linfoma Linfocitico (Kiel, Fournel-Fleury et al., 1994 e WF).
Neoplasia composta por células pequenas que possuem nucleos redondos,

Figura 8 - PAAF. Linfoma Centrocitico (Kiel e Fournel-Fleury et al.,1994),
equivalente ao Linfoma de Pequenas Células Clivadas (WF). As células
mostram nucleos irregulares e clivados. Giemsa, (400X)



Figura 9 - PAAF. Linfoma Centroblastico (Kiel e Fournel-Fleury et al., 1994),
equivalente ao Linfoma de Grandes Células ndo Clivadas (WF). As células
mostram nucléolos mdultiplos, proeminentes e periféricos. Giemsa, (400X)

Figura 10 - PAAF. Linfoma Imunoblastico (Kiel, Fournel-Fleury et al., 1994

e WF), As células mostram nucléolo Unico, proeminente e central. Giemsa,
[ ANNV\



Figura 11 - PAAF. Linfoma Linfoblastico (Kiel e WF) equivalente a Linfoma de
Pequenas Células Blasticas (Fournel-Fleury et al., 1994). As células mostram
nacleos pequenos com distribuicdo uniforme da cromatina. Giemsa, (400X)

Flgura 12 - PAAF Linfoma Anaplasmo Acentuado pleomorfismo celular,
nacleos grandes e irregulares (Kiel, FournelFleury et al., 1994 e WF).
Giemsa, (400X)
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4.3. Avaliacdo Imunocitoquimica

A imunofenotipagem foi realizada em 38 casos de linfomas caninos.
Os linfomas T (Figura 13) foram os de maior freqiiéncia, ocorrendo em 22
casos (57,89%), seguidos pelos linfomas B (Figura 14), diagnosticados em
13 casos (34,21%) e pelos linfomas T/B em trés casos (7,90%) (Tabela 9).

Os linfomas com imunofendétipo T mais frequentes sdo os Linfomas
Linfoblasticos em seis casos, seguido pelos Linfomas Centroblasticos e
Centrociticos em quatro casos cada tipo. Dentre os linfomas B sdo mais
freqlientes os Linfomas Centroblasticos em cinco casos e Linfomas

Imunoblasticos em quatro casos (Tabela 10).

bY

Os 59 casos de linfomas foram submetidos & técnica de
imunocitoquimica, porém, alguns casos foram inconclusivos. A desvantagem
do material citolégico € ndo permitir a avaliacdo prévia das laminas como
pode ser feito na histologia e em alguns esfregacos, as células neoplasicas
ndo se apresentaram com qualidade ou quantidade suficiente para a

avaliac@o imunofenotipica.

Nos casos de linfomas classificados nesta pesquisa, foi observada a
marcacdo de linfécitos T normais, tanto nas neoplasias de origem T como
nas neoplasias de origem B, 0 que indica resto de populagcdo normal dos

orgaos linféides ou um infiltrado reacional a neoplasia. Antes de avaliar a



imunocitoquimica deve-se determinar no esfregaco citolégico corado pelo
método do Giemsa, a classificacao citol6gica da neoplasia e depois avaliar
se as células neoplasicas apresentam reacdo positiva para os marcadores

imunocitoquimicos.

Estas marcacbes devem ser avaliadas com muita cautela, pois o
marcador de células T (anti-CD3) possui a marcacdo de membrana mais
intensa, o que facilita a identificacdo dos Infécitos marcados, enquanto o
marcador de linfocitos B (anti-CD79a) possui a marcacéo fraca dificultando a

avaliacao.



Tabela 9 - Frequéncia da classificacdo imunofenotipica de 38 casos de

linfomas caninos diagnosticados pelo método da PAAF

IMUNOFENOTIPO N° DE CASOS %
Linfoma T 22 57,89
Linfoma B 13 34,21

Linfoma T/B 3 7,90
TOTAL 38 100

Tabela 10 - Relacao entre o imunofendtipo e o tipo citolégico de acordo com
a classificacdo de Kiel (LENNERT & FELLER, 1990)

TIPO CITOLOGICO LINFOMA T LINFOMA B LINFOMA T/B
Linfocitico 3 0 1
Centrocitico 4 2 0
Centrocitico-Centroblastico 2 1 1
Linfoblastico 6 1 1
Centroblastico 4 5 0
Imunobléastico 2 4 0

Anaplasico 1 0 0




Figura 14 - Linfoma B — positividade para CD79a, ABC, Hematoxilina, (400X)
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5. Discussao

5.1. Dados Epidemiolégicos

Segundo a literatura, a predisposi¢cao racial neste tipo de neoplasia &
um assunto controverso e j4 foi relatada por diversos autores para caes da
raca Boxer, Scottish Terrier, Basset Hound, Airedale Terrier, Chow Chow,
Pastor Aleméo, Poodle, Sdo Bernardo, Beagle, Golden Retriever e Bulldog
(TESKE et al., 1994b; VONDERHAAR & MORRISON, 1998 e JACOBS et al.,
2002).

Os animais portadores de linfomas no presente estudo eram
predominantemente sem raca definida (SRD) em 21 casos, seguido dos
animais da raca Boxer (12 casos), animais da raca Pastor Aleméao (seis
casos), animais da raca Rottweiller (quatro casos), animais da ragca Fox
Paulistinha (trés casos) e Fila Brasileiro (trés casos). Os outros dez animais
pertenciam a outras racgas.

De acordo com SEQUEIRA et al. (1999), ndo existem dados sobre a
composicdo racial da populacdo dos cées da regido de Botucatu.
Provavelmente, a freqiéncia encontrada esteja mais relacionada a proporcao
de cada raca na populacdo canina do que a predisposicao racial para o
desenvolvimento deste tipo de neoplasia.

A maioria dos animais, com raca definida, acometida pela neoplasia

neste estudo, pertencia ao grupo das racas de grande ou médio porte. Este
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resultado concorda com o trabalho realizado por SEQUEIRA et al. (1999),
gue observaram 50%, dos 34 animais avaliados, pertencente as racas de
grande ou médio porte.

Em relacédo a idade dos animais portadores de linfoma, este trabalho
observou uma maior ocorréncia da neoplasia (54,24%) em cdes com idade
superior a seis anos, seguido dos animais com idade entre quatro a seis
anos (37,29%) e animais de até trés anos (8,47%), apresentando como
média 7,2 anos. Os dados observados neste trabalho estédo de acordo com
SEQUEIRA & FRANCO, (1992) que afirmam haver maior ocorréncia desta
neoplasia nos animais adultos entre quatro a 13 anos. SEQUEIRA et al.
(1999), observaram que 80% dos animais apresentaram idade acima de
quatro anos e nos trabalhos realizados por TESKE (1994) e TESKE et al.
(1994) a idade média dos cades acometidos pela neoplasia foi de 6,4 e 7,7
anos respectivamente.

Entre os animais utilizados neste estudo encontravam-se trinta
machos (51%) e 29 fémeas (49%). Existe grande discordancia na literatura
sobre a influéncia do sexo no aparecimento dos linfomas caninos. TESKE et
al. (1994b), obtiveram uma prevaléncia maior em fémeas, porém RALLIS et
al. (1992) e SEQUEIRA et al. (1999) observaram maior niumero de caes
machos. J& JACOBS et al. (2002) afirmam que né&o existe influéncia do sexo

do animal.



No presente estudo foi realizado o estadiamento clinico dos linfomas
em 46 animais, destes, 33 estavam no estadio IV da doenca, oito se
apresentaram no estadio V e cinco foram classificados como estadio Ill.
Estes dados concordam com SEQUEIRA et al. (1999), que verificaram que a
maior parte dos portadores de linfoma (94%) encontrava-se nos estadios
mais avancados da doenca (lll, IV e V), o que piora o prognostico e dificulta a
determinacdo de um protocolo para o tratamento da neoplasia.

Dos 46 animais avaliados, 44 foram classificados como Linfomas
Multicéntricos e 2 casos como Linfomas Timicos.

Estes dados estdo de acordo com a literatura consultada. A forma
multicéntrica € considerada como a mais freqiientemente observada, sendo
seguida pelas formas digestiva, timica, cutanea e solitaria (TESKE, 1994;
MILNER et al., 1996 e VONDERHAAR & MORRISON, 1998 e JACOBS, et
al., 2002). SEQUEIRA et al. (1999), em sua casuistica, observaram 91,2%
de Linfomas Multicéntricos, 5,9% de Linfomas Timicos e 2,9% de Linfomas
Digestivos.

O estadiamento clinico e a classificagdo da forma anatbmica da
neoplasia foram realizados em 46 animais devido a ndo autorizacdo dos
proprietarios para realizacdo de exames complementares ou entdo devido ao
fato de apd6s o diagndstico de neoplasia 0os animais nao retornarem as

consultas o que ndo permitia a avaliacdo do comprometimento tumoral.



DOBSON et al. (2001), observaram que a maioria dos pacientes
estudados encontrava-se nos estadios Ill e IV da doenga no momento do
diagnostico, embora em alguns destes animais ndo tenha sido avaliada a
medula 6ssea. O comprometimento da medula 6ssea implica na mudanca do
estadiamento clinico para o estadio V. Esta € uma das dificuldades mais
freqlentes para o estabelecimento do grau de comprometimento da
neoplasia.

Os mesmos autores afirmam gque embora o estadiamento clinico ndo
interfira na resposta tumoral a quimioterapia, modifica o tempo de sobrevida
do animal. Os animais que se apresentam na fase adiantada da doenca
apresentam uma menor sobrevida quando tratados em relacdo aos animais
com a neoplasia em fase inicial.

Um inconveniente da avaliagdo clinica da doenca € que o
estadiamento é realizado com base no exame clinico e de alguns exames
complementares, ndo havendo muitas vezes a confirmacdo histolégica ou
citolégica do envolvimento dos 6érgdos. Disto podem resultar classificacfes

equivocadas (DOBSON et al., 2001).

5.2. Classificacao Citoldgica

A Puncéo Aspirativa por Agulha Fina (PAAF) vem sendo utilizada na

medicina veterinaria por ser um método de diagnostico eficaz, rapido e de



baixo custo. Além dessas vantagens, ndo ha necessidade de sedar o animal
e permite que se realizem multiplas colheitas e amostragens em série,
particularmente necessarias quando se observam resultados inconclusivos
ou quando existe suspeita de recidiva da lesdo (VERNAU et al., 2001). Essa
versatilidade da citologia aspirativa, somada a rapidez com que as
coloracdes podem ser realizadas, proporcionam aos clinicos diagndstico

rapido, seguro e definitivo na grande maioria das situacdes (ROCHA, 1998).

A forma multicéntrica do linfoma € a mais comumente observada nos
cdes (SEQUEIRA et al., 1999), e foi a mais frequente entre os casos
utilizados neste trabalho. Esta caracteristica da neoplasia facilitou o0 emprego
da técnica de PAAF, pois na maioria dos casos a pun¢cdo de um ou mais
linfonodos superficiais permitiu que se estabelecesse o diagndstico. Mesmo
guando as lesBes encontravam-se em 0rgaos internos, o auxilio do ultra-som

orientou a puncéo e a colheita do material foi realizada.

Um dos aspectos mais importantes do exame citopatolégico é a
fixacdo do esfregaco. Quando este procedimento ndo é realizado ocorre a
distorcdo da morfologia celular (CARTER et al., 1986; CANIATTI et al., 1996;
VERNAU et al, 2001). Segundo CANIATTI et al. (1996) e VERNAU et al.
(2001), o artefato mais comum presente nos esfregacos ndo fixados € a

alteracdo dos nucleos. No presente estudo, a fixacdo imediata dos



esfregacos preservou a estrutura das células e permitiu a observacdo dos

detalhes celulares mais importantes para cada classificacao.

SNEIGE et al. (1990) citam ser necesséaria a centrifugacdo das
amostras colhidas, antes do preparo dos esfregacos, para se obter material
mais rico em células. No presente estudo, ndo houve necessidade deste tipo
de procedimento, ja que a celularidade do esfregaco foi sempre muito alta. A
Unica excecao foi no processamento do material obtido a partir de efuséo

pleural, no qual o uso da citocentrifuga foi necessario.

Vérios autores utilizam as classificacbes propostas para os linfomas
nao-Hodgkin do homem para diagnosticar os linfomas dos caes
(APPELBAUM et al., 1984; CARTER et al., 1986; GREENLEE et al., 1990;
TESKE 1994; FOURNEL-FLEURY et al., 1997). No entanto, na maioria dos
estudos foi utilizado material incluido em parafina, sendo ainda escassos 0s
trabalhos que empregam o exame citopatolégico para este fim (CARTER et

al., 1986; TESKE & VAN HEERDER, 1996; FOURNEL-FLEURY et al., 1997).

As caracteristicas citomorfolégicas encontradas nas amostras
analisadas permitiram inclui-las nas categorias descritas para as diferentes
classificacdes de Kiel (LENNERT & FELLER, 1990) e Working Formulation
(NCI, 1982), embora nem todos os tipos descritos em cada uma delas

tenham sido encontrados em nosso trabalho.
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No presente estudo, quando foi utilizada a classificacdo de Kiel,
predominaram os linfomas de grau alto (61,02%) em relacao aos linfomas de
grau baixo (38,98%). Este resultado é semelhante ao obtido por TESKE &
VAN HEERDER (1996), que utilizaram esta mesma classificacdo em material
colhido pelo método da PAAF. O predominio dos linfomas de grau alto se
verifica mesmo quando a classificacdo de Kiel é aplicada ao exame
histologico da neoplasia APPELBAUM et al., 1984; PARODI et al., 1988;
GREENLEE et al., 1990; TESKE 1994; FOURNEL-FLEURY et al., 1997). A
classificacdo de Kiel se baseia, principalmente, em critérios citomorfoldégicos
bem definidos, ndo dando énfase ao padrdo arquitetural da neoplasia.
Portanto, torna-se o tipo de classificacdo ideal para ser empregada nos
exames citopatologicos. Os Linfomas Centroblasticos (33,9%) foram os mais
freqUentes em nossa casuistica, resultado também obtido por diversos
autores que utilizaram essa mesma classificacdo (PARODI et al., 1988;
GREENLEE et al.,, 1990; TESKE 1994; TESKE & VAN HEERDE, 1996;

FOURNEL-FLEURY et al., 1997).

A utilizacdo da classificacdo da Working Formulation em nossa série
de linfomas mostrou prevaléncia maior para os linfomas de grau
intermediario (61,02%), seguidos dos linfomas de grau alto (27,12%) e dos
linfomas de grau baixo (11,86%), a mesma proporcdo foi obtida por

FOURNEL-FLEURY et al. (1997) O tipo citolégico mais frequente foi o



Linfoma de Grandes Células nao-Clivadas (33,9%). A literatura consultada
indica diferenca significativa na freqtiéncia dos tipos citolégicos entre o0s
diferentes autores que utilizaram esta classificacdo, tanto em exames
citolégicos como nos histolégicos. O Linfoma de Grandes Células nao-
Clivadas € apontado como o mais freqlente por GREENLEE et al. (1990),
RALLIS et al. (1992) e FOURNEL-FLEURY et al. (1997), em 48,3%, 36,8% e
40,2% dos casos, respectivamente. No entanto, para APPELBAUM et al,
(1984) e CARTER et al. (1986), a prevaléncia maior foi para os Linfomas
Imunoblasticos com 37,5% e 24,9%, respectivamente. Em nosso trabalho
este tipo de linfoma respondeu por 11,86% dos casos. Essas diferencas,
provavelmente, sao reflexos da maior complexidade desta classificacdo e da
necessidade da familiarizacdo dos patologistas com os diferentes tipos
citologicos que a compdem. Deve-se ter em mente que os linfomas no
homem podem apresentar caracteristicas regionais e que isto pode ocorrer
também com a espécie canina, podendo este fato ser, a0 menos em parte,
responsavel pelas discrepancias observadas (NCI, 1982; CARTER et al.,

1986).

A classificagao dos linfomas caninos proposta por FournelFleury et al.
(1994), segundo os proprios autores, representa simplesmente uma
adaptacdo, embora pequena, da classificacdo de Kiel para esta espécie.

Esta adaptacdo se justificaria, ainda segundo 0s mesmos autores, porque



alguns linfomas seriam compostos por tipos celulares que ndo séao
observados nos linfomas humanos, como Linfoma Difuso de Células Médias
Macronucleoladas. Nestes, as células sdo de tamanho médio, com nucleo
pequeno ou meédio, nucléolo proeminente, citoplasma moderadamente
basofilico e baixo indice mitético. Esta uUltima caracteristica associada ao
tamanho pequeno das células incluiria este tipo entre os linfomas de grau
intermediario FOURNEL-FLEURY et al., 1994; FOURNEL-FLEURY et al.,
1997). Na nossa casuistica, nenhum dos linfomas mostrou células com estas

caracteristicas.

A classificacdo citolégica dos linfomas caninos, bem como na
medicina humana, tem grande importancia na determinacdo do progndstico,
tempo de vida do paciente e principalmente na escolha do tratamento mais
adequado a cada tipo de neoplasia. De acordo com a literatura os tumores
de grau alto respondem melhor ao tratamento quimioterapico, porém
aumentam os indices de recidiva (CARTER, et al., 1986; FISHER, et al.,

1995 e DOBSON, et al., 2001).

5.3. Imunofenotipagem
A associacdo entre as técnicas citopatolégicas e a técnica
imunocitoquimica tem sido aplicada com sucesso no diagnéstico das

neoplasias humanas, inclusive dos linfomas nao-Hodgkin, permitindo sua
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classificacdo citolégica e imunofenotipica (OERTEL et al., 1988;
CARTAGENA et al., 1992; FISHER et al., 1995; VERNAU et al., 2001). No
homem, uma vez feito o diagndstico de Linfoma ndo-Hodgkin é obrigatorio
gue seja realizada a imunofenotipagem, sendo raros 0s casos nos quais este
procedimento pode ser dispensado (SOARES e ARIAS, 1999).

No que diz respeito a determinacdo do imunofenétipo dos linfomas
caninos o emprego dos anticorpos CD3 e CD79a, marcadores de células T e
células B, respectivamente, tem permitido a utilizacdo de material fixado em
formol e incluido em parafina (MILNER et al., 1996). A padronizacdo deste
tipo de procedimento ja foi obtida em nosso laboratério (DE MOURA, 2000).

Estes mesmos anticorpos foram utilizados por CANIATTI et al. (1996)
e FOURNEL-FLEURY et al. (1997) para a determinacéo do imunofenétipo de
linfomas caninos em material citolégico.

Um dos pontos fundamentais da técnica imunocitoquimica € a
padronizacdo dos procedimentos laboratoriais para que se obtenham
resultados confiaveis. A principal dificuldade encontrada durante esta etapa
deste experimento estava relacionada a fixacdo do material e seu
armazenamento. Segundo alguns autores, os esfregacos devem ser fixados
em acetona e estocados congelados a uma temperatura entre —20°C e
—70°C, por no méaximo 15 dias (RASKIN & NIPPER, 1992 e FISHER et al.,

1995). VERNAU et al. (2001) relataram que o aparecimento de artefatos de
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técnica que alteravam os nucleos celulares eram prevenidos pela fixacao
rapida em alcool.

No presente estudo optou-se pela fixagdo imediata e estocagem dos
esfregacos em alcool 95°. Este tipo de procedimento permite que o material
fique armazenado durante varios meses, sem que ocorra a producao de
artefatos de técnica indesejaveis. Este armazenamento prolongado permite
gue seja processado um numero maior de esfregacos na mesma reacédo, o
gue leva a reducéo do consumo de reagentes.

Dos 59 casos de linfoma utilizados neste estudo, 38 tiveram seu
imunofendtipo determinado. Isto se deve a variacdo no material obtido pela
PAAF, mesmo quando este provém da mesma puncdo. A principal
desvantagem do material obtido no exame citolégico € ndao permitir uma
avaliacao prévia dos esfregagos produzidos, j& que estes podem apresentar
guantidade de material insuficiente ou baixa qualidade. No trabalho realizado
anteriormente, no qual também foi determinado o imunofendtipo dos linfomas
caninos, este tipo de dificuldade néo foi enfrentada, porque foi utilizado
material incluido em parafina, o que possibilitou a obtencao de vérios cortes
com o mesmo padrao (DE MOURA, 2000).

A determinacdo da origem T ou B dos Linfomas n&o-Hodgkin tem
valor prognéstico e ndo pode ser definida pela morfologia celular
(APPELBAUM et al., 1984 e DOBSON et al., 2001). Os cées portadores de

Linfomas T respondem menos ao tratamento quimioterapico e tém tempo de
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sobrevida menor do que os caes portadores de Linfomas B (DOBSON et al.,
2001). Portanto, a classificacdo imunocitoquimica dos linfomas torna-se um
procedimento importante para a definicAho do comportamento clinico da
neoplasia e sua resposta ao tratamento quimioterapico (TESKE et al, 1994;
TESKE et al, 1994, FOURNEL-FLEURY et al., 1994; FISHER et al., 1995;
FOURNEL-FLEURY et al., 1997; DOBSON et al., 2001 e FOURNEL-
FLEURY et al., 2002).

Na determinagdo do imunofendtipo dos linfomas a avaliagdo da
populacdo celular que apresenta reacdo positiva deve ser cuidadosa. As
neoplasias com imunofenétipo B podem mostrar células positivas para
marcadores de células T, que representam células remanescentes da
populacdo original do 6rgao linféide ou mesmo uma rea¢édo imunoldgica do
organismo a neoplasia. Do mesmo modo, nos Linfomas T podem estar
presentes células que apresentam marcacdo positiva para linfécitos B, que
na verdade representam ceélulas normais ndo neoplasicas (CANIATTI et al.,
1996). No presente estudo, foram tomados todos os cuidados para que se
evitassem erros na determinacao do imunofendétipo da neoplasia. A principal
medida para se realizar com seguranga esta determinacdo é a classificacéo
morfologica do linfoma e a identificacdo da positividade do tipo celular que
compde a neoplasia.

Deve-se ressaltar que a marcacédo de linfécitos normais em meio aos

linfécitos neoplasicos, embora possa dificultar, em alguns casos, a
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classificacdo imunofenotipica da neoplasia, pode também funcionar como um
controle interno positivo da reacao imunocitoquimica (CANIATTI et al., 1996).

Na casuistica utilizada neste trabalho foram identificadas neoplasias
gue apresentavam imunofenétipo T (CD3+/CD79a-) em 57,89% dos casos,
imunofenotipo B (CD3-/CD79a+) em 34,21% dos casos e imunofendtipo T/B
(CD3+/CD79+) em 7,90% dos casos. Estes resultados sdo semelhantes aos
encontrados em trabalho realizado anteriormente em nosso laboratério com
material incluido em parafina, que também detectou a predominancia dos
linfomas de imunofenétipo T (DE MOURA, 2000). MILNER et al. (1996),
referem 0 mesmo tipo de achado, utilizando um painel mais amplo de
anticorpos. A freqiéncia encontrada por estes autores foi de 60% de
Linfomas T e 40% de Linfomas B.

No entanto, a maioria dos autores que trabalharam com
imunofenotipagem dos linfomas caninos relata a predominancia dos
Linfomas B em suas casuisticas, embora também ocorra grande variacao
nas frequéncias encontradas e na metodologia usada (TESKE et al, 1994;
TESKE et al, 1994; FOURNEL-FLEURY et al, 1994; CANIATTI et al., 1996;
TESKE & VAN HEERDE, 1996; FOURNEL-FLEURY et al, 1997 e
FOURNEL-FLEURY et al, 2002).

Quando a determinacédo do imunofenétipo foi realizada pelo método

de Citometria de Fluxo a predominancia foi dos Linfomas T+/B+, porém com



74

a predominancia dos Linfomas B em rela¢do aos Linfomas T (APPELBAUM
et al., 1984; GREENLEE et al., 1990).

A frequéncia de Linfomas B variou de 55,1% a 77,7% nas casuisticas
dos autores que verificaram o predominio deste imunofendtipo utilizando
painéis de anticorpos amplos em material citolégico ou incluido em parafina
(CANIATTI et al., 1996; TESKE & VAN HEERDE, 1996; FOURNEL-FLEURY
et al, 1997). Deve-se ressaltar que mesmo com o predominio do
imunofendtipo B, a frequéncia dos Linfomas T pode ser alta, chegando a
42% dos casos (TESKE & VAN HEERDE, 1996).

Nota-se pelos dados da literatura, que a freqiiéncia do imunofenétipo
dos linfomas caninos sofre a influéncia da metodologia e da amplitude do
painel de anticorpos utilizados. Os autores que empregaram o mesmo painel
de anticorpos utilizados nesta pesquisa obtiveram resultados semelhantes

aos nossos (MILNER et al., 1996; DE MOURA, 2000).

5.4. Correlacéao entre a Classificacdo Citologica e o Imunofenétipo

Os resultados obtidos nesta pesquisa mostram que existe correlacao
entre a classificagdo morfolégica e o imunofenétipo dos linfomas. Entre os 22
casos de Linfomas T o tipo mais frequente foi o Linfoma Linfoblastico (seis
casos). Este também foi o tipo citoldgico predominante nesta categoria
imunofenotipica encontrado por outros autores (APPELBAUM et al., 1984;

FOURNEL-FLEURY et al., 2002). No presente trabalho, considerando-se a
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classificacdo de Kiel, os Linfomas T mostraram-se, na maioria dos casos,
como neoplasias de grau alto. Este resultado € corroborado por
APPELBAUM et al. (1984).

Entre os 13 casos de Linfoma B da nossa casuistica, predominaram
os Linfomas Centroblasticos (cinco casos), seguidos pelos Linfomas
Imunoblasticos (quatro casos). Estes resultados confirmam varios relatos
presentes na literatura, que observaram a predominancia destes tipos
citolégicos entre os linfomas de imunofenétipo B (APPELBAUM et al., 1984;
GREENLEE et al., 1990; FOURNEL-FLEURY et al., 1997).

Segundo LENNERT & FELLER (1990), a morfologia das células que
constituem as neoplasias linféides pode indicar a sua origem T ou B. As
bases da classificacdo de Kiel permitem a incorporacédo dos conhecimentos
da imunologia experimental no estudo das neoplasias do sistema imune.
Portanto, entre os Linfomas B deve-se esperar uma maior freqiiéncia de
Linfomas Centroblasticos, por ser este tipo celular relacionado com o sistema
B. Isto foi confirmado no presente estudo. No entanto, quando séo utilizados
marcadores imunoldgicos para se estabelecer o imunofenétipo dos linfomas
verifica-se, eventualmente, que algumas neoplasias mostram-se
morfologicamente como Linfomas Centroblasticos, porém apresentam
antigenos de superficie especificos de células T (GREENLEE et al., 1990).
Na nossa casuistica, foram verificados quatro casos classificados

morfologicamente como Linfomas Centroblasticos com imunofendtipo T
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(CD3+/CD79a-). Sugere-se, portanto, que soO a classificacdo morfolégica da
neoplasia ndo é suficiente para que se determine o seu imunofendtipo e que

este s6 pode ser estabelecido definitivamente por métodos imunoldgicos.



6. Conclusodes

Os resultados desta pesquisa nos permitiram concluir que:

v" O método citopatolégico da PAAF pode ser utilizado no diagnéstico
dos Linfomas devido a facilidade na colheita, a qualidade e quantidade
do material obtido, permitindo inclusive a classificagdo citolégica e

imunofenotipica deste tipo de neoplasia;

v" Nos exames citopatoldgicos de material colhido pela PAAF podem ser
utilizadas as classificacdes morfolégicas de Kiel, Working Formulation

e FournelFleury et al., 1994;

v Os Linfomas de grau alto predominaram quando se utilizou a
classificacdo de Kiel; os Linfomas de grau intermediario foram mais
freqUentes na classificacdo da Working Formulation e os Linfomas de
grau intermediario a alto foram mais observados na classificagdo de

Fournel-Fleury et al. (1994);

v' A classificacdo de Kiel foi a que apresentou melhores resultados

guando aplicada no material colhido pela PAAF,;
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v' A classificacdo imunofenotipica dos Linfomas realizada no material
colhido pelo método da PAAF revelou a predominancia dos Linfomas

T em relacdo aos Linfomas B e os Linfomas de celularidade mista;

v Entre os Linfomas T e os Linfomas B predominaram os tipos
morfologicos correspondentes aos Linfomas de grau alto da

classificacao de Kiel.
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