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RESUMO:

O linfoma é uma neoplasia maligna frequentemente encontrada nos felinos, a
qual origina-se em 6rgaos linféides sdlidos, como linfonodo, bago, figado ou medula
0ssea, entretanto pode ocorrer em qualquer regido do corpo. Apesar de sua etiologia
ser desconhecida e provavelmente multifatorial, estudos apontam que varios fatores
podem influenciar seu desenvolvimento, como fatores genéticos, moleculares,
presenca de inflamacao crénica e doencgas virais. O virus da Leucemia viral felina, por
ser uma doenga oncogénica, pode aumentar em até 60 vezes as chances de um felino
desenvolver esta neoplasia. O linfoma pode apresenta-se em diversas formas
anatbmicas, sendo as principais a forma multicéntrica, mediastinal, alimentar e
extranodal. O diagnodstico se baseia no exame fisico, exames complementares
(hemograma, bioquimica sérica, radiografia, ultrassonografia e urinalise) e exames
especificos para detectar o diagndstico definitivo. O exame citoldégico € bastante
utilizado na rotina clinica por ser um exame pratico e acessivel. Para estabelecer a
classificacdo e analisar a arquitetura do tecido acometido, recomenda-se a analise
histopatoldgica. Os tipos e subtipos de linfoma sdo identificados por técnicas de
imunofenotipagem e técnicas moleculares. Devido a alta incidéncia desta neoplasia,
€ de suma importancia ter conhecimento das diversas técnicas disponiveis para
diagnosticar o linfoma e caracteriza-lo. Portanto este trabalho objetiva-se realizar uma

revisao de literatura das técnicas de diagnostico do linfoma em felinos.

Palavras chaves: Citologia. Histopatologia. Imunofenotipagem.



ABSTRACT:

Lymphoma is a malignant neoplasm often found in felines, which originates in
solid lymphoid organs, such as lymph node, spleen, liver or bone marrow, however it
can occur in any region of the body. Although its etiology is unknown and probably
multifactorial, studies show that several factors can influence its development, such as
genetic and molecular factors, the presence of chronic inflammation and viral diseases.
The feline viral leukemia virus, being an oncogenic disease, can increase the chances
of a feline developing this neoplasm by up to 60 times. Lymphoma can present itself
in several anatomical forms, the main ones being the multicentric, mediastinal,
alimentary and extranodal forms. Diagnosis is based on physical examination,
complementary tests (blood count, serum biochemistry, radiography, ultrasound and
urinalysis) and specific tests to detect the definitive diagnosis. The cytological exam is
widely used in clinical routine as it is a practical and accessible exam. To establish the
classification and analyze the architecture of the affected tissue, histopathological
analysis is recommended. Lymphoma types and subtypes are identified by
immunophenotyping and molecular techniques. Due to the high incidence of this
neoplasm, it is extremely important to be aware of the different techniques available to
diagnose lymphoma and characterize it. Therefore, this work aims to carry out a

literature review of diagnostic techniques for lymphoma in felines.

Keywords: Cytology. Histopathology. Immunophenotyping.
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INTRODUCAO

O linfoma esta entre as principais neoplasias malignas que acometem cées e
gatos (VAIL et al., 2019). Sdo considerados neoplasias soélidas caracterizadas pela
proliferacdo clonal de linfcitos. Originam-se em 6rgéaos linféides como medula éssea,
baco e linfonodos, todavia pode se desenvolver nos demais 6rgéos do corpo, onde ha
presenca de células linféides (CARDOSO et al., 2004). Pode ser chamado de linfoma
maligno ou linfossarcoma, correspondendo a expanséao clonal de um determinado tipo
de células linfoides (linfoplasmocitico ou linfoma centroplastico) (PELETEIRO et al.,
2011).

A etiologia do linfoma em gatos nao é bem definida, entretanto ha estudos que
avaliam a influéncia de fatores genéticos, moleculares, presenca de inflamacéo
cronica e doencas virais (VAIL et al., 2019). Nesta espécie, a leucemia viral felina
(FeLV) e a imunodeficiéncia viral felina (FIV) sado consideradas fatores de risco
importantes para o surgimento do linfoma em gatos jovens (CRISTO et al., 2018;
GIEGER, 2011).

Os principais orgaos afetados sao os linfonodos, pois neles ha grande
guantidade de células linfoides. Nos linfonodos podem ocorrer a forma primaria da
doenca ou a sua afeccdo pode auxiliar no estadiamento e classificacdo, de forma
secundaria (PELETEIRO et al., 2011). Anatomicamente o linfoma € classificado em
multicéntrico, mediastinal, alimentar, cutaneo e extranodal (LAKOORAJ et al., 2018).

O diagnodstico decisivo em caracteristicas anatomoclinicas € baseado na
localizacdo anatbmica, avaliacdo citopatoldgica, caracteristica histologicas, imuno-
histoquimicas e moleculares, porém técnicas moleculares sédo feitas em menor
frequéncia (GRANDI; BARRA, 2019; LAKOORAJ et al., 2018).

No Brasil o tratamento na maioria das vezes baseia-se no diagnostico
citopatoldgico, devido a facilidade de execucdo e menor custo (GRANDI; BARRA,
2019). Exames complementares (hemograma, bioquimica sérica, exames de imagem)
sa0 necessarios para avaliar o quadro clinico do animal (ZANDVLIET, 2016). Portanto
este trabalho objetiva-se realizar uma revisao de literatura das técnicas de diagnostico

do linfoma em felinos.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 LINFOMA EM FELINOS

Dentre as neoplasias hematopoiéticas, o linfoma € o diagndstico mais
comumente observado nos felinos, sendo a forma gastrointestinal a mais prevalente
(TIDD et al., 2018). Geralmente o surgimento do linfoma est4 associado a infeccao
pelo Felv, sendo comumente detectado em animais jovens portando a forma
timica/mediastinal, seguido pela multicéntrica (SCHMIDT et al., 2010; HAGIWARA,;
RECHE, 2016).

Os felinos acometidos progressivamente com Felv possuem 60 vezes mais
chances de desenvolver linfoma em relacdo a felinos ndo acometidos, podendo
ocorrer em até um quarto dos pacientes com infeccdo progressiva da Felv
(HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020).

Além da Felv outra doenca associada ao desenvolvimento de linfoma em
felinos é o virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV). Esta infeccdo possui impacto
indireto no desenvolvimento do linfoma aumentando em até cinco vezes as chances
de os pacientes infectados apresentarem linfoma (HORTA et al., 2020). Desta forma,
€ de suma importancia ter conhecimento do historico do paciente para conduzir o caso

clinico.

1.2 CLASSIFICACAO POR LOCALIZACAO ANATOMICA

1.2.1 Multicéntrico

A forma multicéntrica estd presente na maioria dos casos em caes,
apresentando-se por linfadenopatia periférica ou generalizada, com presenca ou nao
de hepatomegalia, esplenomegalia e podendo haver envolvimento de medula 6ssea
(LAKOORAJ et al., 2018). A linfadenomegalia pode ser observada no exame fisico ou
pelo exame radiografico, a hepatomegalia pode ser visualizada através de
ultrassonografia (CALAZANS et al., 2016).
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1.2.2 Mediastinal

A forma anatdbmica de apresentacdo mediastinal caracteriza-se por uma
linfadenomegalia mediastinal podendo ou ndo acometer medula 6ssea (NELSON;
COUTO, 2015). E caracterizada pelo alargamento dos linfonodos mediastinal
cranianos, timo ou ambos (VAIL et al., 2019). Nos felinos, a forma mediastinal é
ocorrente em animais jovens positivos para Felv (LEITE-FILHO et al., 2019).

A neoplasia pode ser um achado acidental na radiografia toracica e os
principais sinais associados sao tosse, dispneia e regurgitacdo (ZANDVLIET, 2016).
Tais sinais podem estar associados a compressao exercida pela neoplasia (BROMAN;
MILLER, 2016). A hipercalcemia é uma alteracdo frequentemente associada a forma
mediastinal em cées, porém é rara em gatos (MORRIS; DOBSON, 2001).

1.2.3 Gastrointestinal/ Alimentar

O linfoma alimentar é considerado o tumor mais frequente encontrado no trato
gastrointestinal dos felinos, caracterizado pela infiltracao de linfécitos neoplasicos com
acometimento ou ndo do linfonodo mesentérico, podendo afetar tanto o trato
digestorio superior quanto o inferior, além do figado e pancreas (GIEGER, 2011).

Atualmente sabe-se que ndo ha uma forte associacao retroviral com o linfoma
alimentar, todavia é necessario ter conhecimento se o paciente € portador do virus,
pois a infeccdo pode trazer implicagcbes ao tratamento e prognéstico (BARRS;
BEATTY, 2012). Esta afeccdo pode acometer gatos de todas as idades, porém a
forma gastrointestinal € principalmente uma enfermidade de animais idosos e negativo
para o virus da Felv (CALAZANS et al., 2016).

Os tipos de linfoma alimentar sdo distintos com sintomatologia, tratamento e
prognostico diferentes, além de ser dificil de diferencid-lo de doencas inflamatérias

intestinais ou outras doencas de carater crénico (WILSON, 2008).

1.2.4 Cutaneo

O linfoma cutdneo é considerado o mais complexo no ponto de vista

terapéutico, pois a resposta ao tratamento é diminuida (CALAZANS et al., 2016). Nos



13

felinos é considerada rara, acometendo geralmente animais idosos sem predominio
de sexo ou ragca (ROOK, 2018). Sua apresentacao pode ocorrer de forma solitaria ou
difusa através de manchas eritematosas, alopecia, descamacao e nédulos dérmicos.
As principais regides acometidas em gatos séo cabeca e rosto, com auséncia de dor
(VAIL et al.,, 2019). A forma cutanea classifica-se em epiteliotropico (células
neoplasicas presentes na epiderme) e ndo epiteliotropico (células neoplasicas
presentes na derme) (CHAN, 2018).

1.2.5 Extranodal

A forma extranodal ocorre quando o tumor linfoide acomete qualquer 6rgao
distinto do tecido linfoide (RIBEIRO, 2015). O linfoma extranodal é a segunda forma
mais encontrada em gatos, podendo acometer principalmente regido nasal, renal,
sistema nervoso central, ocular e subcutaneo (MEICHNER; BOMHARD, 2014). Os
sinais clinicos estdo ligados a localizacdo anatdbmica do tumor e extensdo da
enfermidade (VAIL et al., 2019).

1.2.5.1 Linfoma nasal

O linfoma nasal é a forma extranodal mais comumente encontrada nos felinos
(DEMKO; COHN, 2007). Os sinais clinicos do linfoma nasal séo evidenciados por
secrecdo nasal mucopurulenta, espirros, ruido respiratorio superior, tosse,
deformidade facial, hiporexia e podendo ocorrer linfadenomegalia regional (COUTO,
2000). O diagnostico baseia-se em radiografias de cranio, tomografica
computadorizada, ressonancia magnética, analise citopatoldgica, histopatoldgica,
imunofenotipagem e molecular (GRANDI; BARRA, 2019).

1.2.5.2 Linfoma renal

O linfoma renal € comum em felinos, sendo a segunda forma mais comum de
linfoma extranodal em gatos (MORRIS; DOBSON, 2001). A idade mais afetada sao
0S pacientes mais idosos, porém estudos apontam que gatos jovens podem ser

acometidos (VAIL et al., 2019). Geralmente os sinais clinicos estdo associados a
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insuficiéncia renal, pois na maioria dos casos ambos 0s rins sdo acometidos
(WILLIAMS et al., 2020). A doenca geralmente acomete todo o cortex renal de forma
difusa, a citologia ou biopsia atrelada a ultrassonografia pode fechar o diagndstico na
maioria dos casos (TAYLOR et al., 2014). Estudos apontam que a progressao do
linfoma renal para o sistema nervoso central € comumente ocorrida (TAYLOR et al.,
2019).

1.2.5.3 Linfoma no Sistema Nervoso Central (SNC)

O linfoma no SNC é considerado uma neoplasia comum encontrada em felinos,
sendo o linfoma espinhal a segunda mais comumente identificada (MARIONI-HENRY
et al., 2008). Embora haja controvérsias, a literatura aponta que 0s animais mais
acometidos para esta forma de linfoma, s&o gatos jovens positivos para Felv (VAIL et
al., 2019). Clinicamente classifica-se em trés apresentacdes: linfoma epidural,
neuropilo (intracraniana e intraespinhal) e do nervo periférico (NELSON; COUTO,
2015). A variedade de sintomas neurolégicos ocasionados pelo linfoma é consequente
a localizac&o do tumor e extenséao da doenca (COUTO, 2000). Sinais intracranianos
envolvem ataxia, cegueira, alteracdes de consciéncia, entre outros. Ja as relacionadas
ao envolvimento de medula espinhal estdo: paresia, paraplegia e constipacdo. As
radiografias da coluna, tomografia computadorizada, ressonancia magnética e analise
citologica sdo importantes para chegar ao diagnostico do linfoma (MANDARA et al.,
2016).

1.2.5.4 Linfoma ocular

O linfoma ocular pode ser primario ou secundario a forma multicéntrica, sendo
a forma secundaria mais prevalente em comparacao a forma primaria (MUSCIANO et
al, 2019). Diversos sinais podem ser descritos incluindo fotofobia, epifora,
blefarospasmo, uveite, hifema, deslocamento de retina e massa ocular (COUTO,
2000). O linfoma ocular € mais comum nos felinos do que em cdes (MORRIS;
DOBSON, 2001).
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1.3 DIAGNOSTICO

Para animais com suspeita de linfoma, inicialmente recomenda-se a realizagéo
do exame fisico, hemograma, bioquimica sérica (alanina aminotransferase (ALT),
creatinina, fosfatase alcalina, proteina total, ureia, albumina e calcio), urindlise,
exames radiogréficos, ultrassonografia e testes sorolégicos para Fiv e Felv em gatos.
Para diagndstico definitivo recomenda-se avaliacao citopatoldgica ou histopatol6gico
do tecido comprometido (CALAZANS et al., 2016).

1.3.1 Exame fisico

A sintomatologia clinica pode variar conforme o 6rgéo afetado ou localizagéo
do tumor, diante disto exame fisico € de suma importancia no animal suspeito (VAIL;
YOUNG, 2007). A palpacéo dos linfonodos deve buscar linfadenomegalia (Figura 1),
sinal bem prevalente em linfomas e informac&o importante para o estadiamento do
tumor (SANCHEZ et al., 2019; FIGHERA et al., 2006; CARDOSO et al., 2004).
Recomenda-se avaliar as mucosas, a procura de alteracbes de coloracdo que
remetem a origem do problema, por exemplo mucosas palidas podem apontar
presenca de anemia, sinal frequente em pacientes com linfoma (WILLIAMS et al.,
2020). Palpacao abdominal faz-se necessaria para identificar possiveis sinais como
hepatomegalia ou esplenomegalia, sinais encontrados no linfoma multicéntrico
(FIGHERA et al., 2006). Além de, quando necessario realizar o exame neuroldgico
gue podem apontar e localizar afeccdo no SNC, no caso de linfoma extranodal
(MANDARA et al., 2016).
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Figura 1: Paciente felino apresentando linfadenomegalia.
Fonte: COMIN, A., 2021

1.3.2 Hemograma, Analises Bioquimicas e Urinalise

As anormalidades hematoldgicas em pacientes com linfoma incluem na maioria
das vezes anemia, trombocitopenia, leucocitose, neutrofilia ou neutropenia,
monocitose e linfocitose (BERALDO et al., 2020). Estas alteracdes sao oriundas do
comprometimento da medula éssea resultando na diminuicdo da hematopoese,
destruicdo de células (imunomediada) e sequestro esplénico (COUTO, 2000). A
anemia geralmente € caracterizada como, normocitica normocrémica arregenerativa
de caréater crbnico, todavia pode ocorrer anemias regenerativas oriundas de
hemorragias e hemdlises (GIEGER, 2011). A presenca de linfocitos atipicos na
circulagdo pode apontar o acometimento da medula, nesses casos recomenda-se a
realizacdo do mielograma para distinguir o linfoma multicéntrico de estagio V da
leucemia linfocitica primaria (CALAZANS et al., 2016). A monocitose e linfocitose,
podem resultar da producgéo local ou geral de substancias bioativas das células
neoplasicas (NELSON; COUTO, 2015).

As anormalidades bioquimicas sdo mais presentes em cdes do que gatos

(OLIVEIRA, 2014). Geralmente as alteracdes refletem as afec¢cbes nos oOrgaos
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envolvidos, producdo de substéncias bioativas pelas células neoplasicas ou
sindromes paraneoplasicas (COUTO, 2000). Recomenda-se dosar enzimas hepaticas
(ALT e fosfatase alcalina) para detectar lesdo hepatica e creatina para avaliar as
alteracoes renais (BERALDO et al., 2020).

A urindlise faz-se necessério para avaliar a funcdo renal e trato urinario dos
pacientes suspeitos de linfoma (GIEGER, 2011). Animais acometidos com linfoma
renal podem apresentar hematlria e sinais relacionados a insuficiéncia renal
(polidpsia, poliaria, dentre outros) e animais acometidos com a forma multicéntrica
podem apresentar proteinuria (WILLIAMS et al., 2020). Desta forma, faz-se necessario
monitoramento da funcéo renal no tratamento e evolugdo da doenca (CALAZANS et
al., 2016).

1.3.3 Imagem

O exame radiografico € utilizado para identificar a localizacdo do tumor em
algumas formas anatémicas como renal, mediastinal, alimentar, renal ou medular
espinhal (MORRIS; DOBSON, 2001). Nas radiografias de pacientes suspeitos de
linfoma multicéntrico € possivel observar linfadenopatia intra-abdominal,
hepatomegalia, renomegalia ou massas intra-abdominais (FIGHERA et al., 2006). Ja
no linfoma mediastinal € possivel observar uma massa mediastinal e no alimentar
podem incluir hepatomegalia, esplenomegalia ou massas na parede abdominal
mediana (SGARIONI, 2019). Exames com uso de contraste podem ser aditivos para
o diagnostico. Desta forma as radiografias sdo um exame auxiliar para diagnosticar a
localizacdo anatémica do linfoma (NELSON; COUTO, 2015).

O exame ultrassonografico faz-se necesséario para identificar alteracoes,
infiltracdo, mudanca de arquitetura e extensao da lesédo nos 6rgdos acometidos. Além
de ser uma ferramenta (til para orientar a punc¢éo por agulha fina ou biopsias, métodos
usados no diagndstico de linfoma (SANCHEZ et al., 2019).

A tomografia computadorizada e ressonancia magnética podem ser uteis no
diagnostico de metastase e extensdo do linfoma, no entanto estas técnicas sao
poucos utilizadas na medicina veterinaria devido ao seu alto custo (CALAZANS et al.,
2016).
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1.3.4 Testes soroldgicos para Fiv/Felv

Segundo os autores Morris; Dobson (2001), todos os gatos com suspeita de
linfoma devem ser testados. Vail et al., 2019, afirmam que o virus da Felv foi
considerado a causa mais comum de neoplasias hematopoiéticas nos anos de 1960
a 1980. A prevaléncia da viremia em animais com linfoma pode variar de acordo com
a localizagdo anatébmica do tumor, entretanto geralmente gatos jovens acometidos
com linfoma séo Felv positivo e animais idosos sdo negativos para o virus (NELSON;
COUTO, 2015). Com o advento e avanco da vacinacdo muitos casos de animais
positivos para o virus diminuiram, mas ndo exclui a importancia de sempre testar o
paciente suspeito de linfoma (WILSON, 2008).

A Felv é causada por um retrovirus que se integra ao DNA da célula alterando
seu desenvolvimento, o que pode resultar na transformagéo maligna. Ja a Fiv por ser
uma doenca imunossupressora, impede o sistema imune de destruir as células
neoplasicas (HARTMANN; HOFMANN-LEHMANN, 2020). A coinfec¢do de ambos os
fatores virais potencializa ainda mais o desenvolvimento de neoplasias
linfoproliferativas (HORTA et al., 2020). A prevaléncia da infeccéo por Fiv e Felv séo
considerados fatores predisponentes ao linfoma, diante disto pacientes felinos
suspeitos devem realizar os de triagem para os referidos agentes virais (HERMO et
al., 2011).

1.3.5 Avaliacao Citoldgica

O exame citologico permite definir o diagnéstico de linfoma em cées e gatos,
sendo considerada um método nédo invasivo, de baixo custo, baixo indice de falso-
positivo e de facil realizacdo (COSTA et al., 2005; BORGES et al., 2015). Dentre as
técnicas disponiveis para realizacdo do exame citologico, temos a citologia aspirativa
por agulha fina (CAAF), puncao por capilaridade e decalque (GRANDI; ROCHA,
2014). Emrelacédo a 6rgaos linfoides, recomenda-se 0 uso da puncao por capilaridade,
pois ela diminui possivel hemodiluicdo das amostras ou rompimento das células
(Figura 2.A). A pressao feita no momento da preparacdo da lamina também deve ser

moderada, pois as células sdo bem sensiveis e podem se romper. Recomenda-se
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despejar o contetudo sobre a lamina (Figura 2.B) e realizar a técnica do squash
(GRANDI; BARRA, 2019).

. . ".‘- b
=
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Figura 2: A) Execucdo da técnica de pungdo por capilaridade em felino apresentando
linfadenomegalia. B) Deposicdo da amostra sobre a lamina.
Fonte: Arquivo pessoal, 2021

Para o diagndstico citoldgico alguns critérios devem ser observados na amostra
sugestiva de linfoma tais como: forma e tamanho das células, coloracdo e volume do
citoplasma, forma, tamanho e posicdo do nudcleo, quantidade, tamanho, nitidez e
localizacdo dos nucléolos, aparéncia da cromatina e indice mitético (IM)
(JANKOWSKA et al., 2019). Comumente os linfocitos neoplasicos sdo de tamanho
superior comparado aos neutréfilos, os de dimensédo média a grande sédo 1,5 a 2 vezes
ou >2 a trés vezes o diametro de uma hemacia, respectivamente. A cromatina é
caracterizada como finamente granular e dispersa, citoplasma basofilico, relacéo
nucleo-citoplasma baixa e nucléolos evidentes (COWELL et al., 2009). O indice
mitético € avaliado em cinco campos contando figuras de mitoses, sendo classificadas
em: indice mitotico baixo (0-1 mitoses/5 campos), moderado (2-4 mitoses/ 5 campos)
e alto (>5 mitoses/ 5 campos) (FOURNEL — FLEURY et al., 2002).

Diversas alteragfes podem ser identificadas na avaliacéo citolégica do linfoma
(PELETEIRO et al., 2011). O primeiro parametro a ser observado € a densidade

celular, a qual é feita em baixa ampliagdo no microscopio e por toda amostra. A


about:blank
about:blank
about:blank

20

densidade celular encontra-se invariavelmente aumentada, essa densidade pode ser
comparada com outras laminas feitas pela mesma técnica. O segundo parametro é a
monotonia celular, com a progressiva substituicdo de células normais pelas células
neoplésicas, observa-se uma monotonia celular aumentada de um ou dois tipos de
células tumorais. O indice mitético apresenta-se elevado com presenca de mitoses
atipicas. Embora este aumento esteja atrelado a alto grau de malignidade,
normalmente apresenta boa resposta ao tratamento. A presenca de corpos
linfoglandulares sao abundantes, esta formacdo corresponde a detritos de células
destruidas, a qual apresenta-se em formas arredondadas de cor azul claro. A
fragilidade celular € bem marcante no linfoma o que pode ser observado por bastantes
material nuclear livre. Ha presenca de células macrofagicas elevadas, com corpos
tingiveis no citoplasma. As atipias celulares sdo bem marcantes e comuns no linfoma
sendo observadas por células linfoides binucleadas ou multinucleadas (PELETEIRO
et al., 2011).

Figura 3: Amostra citologica de linfonodo, canino, fémea, SRD, adulto.

Amostra citolégica de marcada celularidade composta por uma populagdo homogénea de linfécitos,
onde h& predominio de médios a grandes seguidos de pequenos. O citoplasma apresenta-se distinto,
moderado a abundante e basofilico. O nlcleo apresenta-se redondo, central a periférico contendo
cromatina condensada e os nucléolos evidentes, multiplos e periféricos. Foram observados presenca
de macréfagos, neutréfilos e figuras de mitoses (0-1/0Obj 40x). Fundo de Iamina claro a basofilico
contendo corpusculo linfoglandulares. Inter.: Amostra citologica sugestiva de linfoma.

Fonte: Comin A., 2021
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O exame citopatoldégico de um linfonodo ou tecido acometido € bastante
utilizado como diagndstico de linfoma, todavia ha situacdes a qual o diagndstico
definitivo pode ficar comprometido ou até mesmo ndo ser concluido (ZANDVLIET,
2016). Para diagnostico definitivo e classificacdo do linfoma, recomenda-se a
avaliacéo histopatologica (WOLFESBERGER et al., 2016). Por meio da histopatologia
serd possivel categorizar o linfoma, para entdo determinar a conduta terapéutica e
prognéstico do paciente (RASKIN; MEYER, 2012).

1.3.6 Avaliacao histopatolégica

Embora o exame citopatolégico seja adequado para o diagndéstico, a analise
histopatoldgica fornece informagdes adicionais em relagdo a arquitetura do tecido,
organizacgao celular e figuras de mitoses. Além de proporcionar material para técnicas
de imunofenotipagem que auxiliam na identificacdo e classificacdo dos tipos de
linfomas (BURKHARD; BIENZLE, 2015).

A técnica histopatoldgica pode ser realizada a partir de fragmentos de tecidos
oriundos de necropsias ou por biopsias incisional ou excisional. O material € coletado
por punch ou procedimento cirurgico, onde os fragmentos de tecidos sao
padronizados, fixados em formol a 10%, processados rotineiramente para histologia e
corados por hematoxilina e eosina (BRAZ et al., 2016; LEITE-FILHO et al., 2018). A
analise histologica do linfoma é constituida de uma marcada infiltracdo celular, com
aparéncia monomorfica de linfocitos imaturos e substituicdo de estruturas do tecido
por células neoplasicas infiltrantes (MOORE et al.,, 2005). Com a avaliacao
histopatopatolégica, é possivel classificar os linfomas em diferentes categorias de
acordo com os parametros designados pelos sistemas de classificacdo do linfoma
(CHINO et al., 2013).

Os linfomas caninos e felinos sao classificados em Hodgkin-similes (LH) e ndo
Hodgkin-similes (LNH) (GRANDI; BARRA, 2019). Para detalhar as classificacdes,
diversos sistemas foram descritos, dentre eles destaca-se: a classificacéo de Kiel que
se baseia em caracteristicas cito-imunoldgicas, a Working Formulation (NCI-WF) que
classifica os linfomas em alto e baixo grau, a Revised European American Lymphoma

Classification (REAL), além destes a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
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desenvolveu um sistema que correlaciona as categorias de linfoma com seu
comportamento e grau de malignidade (VEZZALI et al., 2009).

A maioria dos sistemas de classificacdes requerem amostras histolégicas,
exceto a de Kiel qgue também pode ser aplicada na citologia (GRANDI; BARRA, 2019).
O sistema mais utilizado atualmente para classificar linfomas felinos sdo NCI-WF e
OMS, contudo o sistema NCI-WF nao utiliza imunofenotipagem, baseando-se apenas
na arquitetura, propor¢cdo de células, caracteristica nucleares e indice mitético
(GRANDI; BARRA, 2019). J4 o sistema da OMS correlaciona os critérios
citomorfologicos e clinicos, incluindo a imunofenotipagem (VEZZALI et al., 2009). A
Figura 4 exemplifica uma amostra histopatolégica compativel com linfoma, a qual é

possivel observar a integridade do tecido.

Figura 4: Amostra histopatolégica do Intestino grosso (célon), felino, SRD, fémea, adulto.

Massa composta por uma proliferacdo densamente celular, ndo encapsulada, expansiva. Padréo de
organizacéo celular formado por um manto de células neoplésicas correspondendo a grandes linfécitos,
redondos com moderada quantidade de citoplasma homogéneo e eosindfilico. Os nicleos apresentam-
se redondos a ovais, com localizacdo central e cromatina frouxa. Nucléolos Unicos, basofilicos e
evidentes. Observa-se duas mitoses em 10 campos de grande aumento (400x). Interpretacéo: Linfoma
difuso de grandes células néo clivadas e de baixo grau.

Fonte: Fighera, R.; Mazaro, R, 2021
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1.3.7 Imunofenotipagem

A imunofenotipagem é considerada uma técnica de grande valor diagnéstico
para linfomas, esta técnica permite utilizar marcadores em células tumorais de uma
determinada linhagem celular B ou T, ou seja, determinam o tipo de linfoma. Para
melhor eficiéncia da técnica, recomenda-se utilizar mais de um anticorpo, pois pode
ocorrer que um unico marcador ndo seja interpretavel (PELETEIRO et al., 2011).

Os principais marcadores utilizados para linfomas séo o anti-CD3 para linfomas
tipo T e anti-CD 79acy para linfomas do tipo B (SAPIERZYNSKI et al., 2016;
JANKOWSKA et al., 2019). O marcador CD3 € um anticorpo policlonal que marca
membrana celular e citoplasma de células linfoides do tipo T. Em contrapartida o
marcador CD 79 acy € um anticorpo monoclonal que marca o citoplasma celular,
identificando células linfoides do tipo B normais ou tumorais (PELETEIRO etal., 2011).

Esfregacos citolégicos corados com giemsa, podem sugerir determinados tipos
de imunofendtipos, baseando-se em caracteristicas morfolégicas. Entretanto para
determinacdo do imunofendtipo com precisdo, recomenda-se a realizacdo das
técnicas de imunocitoquimica ou imunohistoquimica (FOURNEL-FLEURY et al.,
2002).

A imunocitoquimica é considerada uma técnica que nao apresenta dificuldades
na aplicacdo (SAPIERZYNSKI et al., 2016). A coloracdo aplicada tem suas
especificidades e utiliza no minimo dois tipos de marcadores (CD3 e CD 79acy) em
amostras citologicas. O resultado € considerado positivo quando 80% das células
linfoides apresentarem forte reacéo citoplasmatica com os marcadores (JANKOWSKA
et al., 2019).

Em amostra de tecidos oriundos de analises histopatoldgicos, recomenda-se o
uso da imunohistoquimica, para realizacdo da imunofenotipagem (GAMBINI et al.,
2021). As amostras de tecidos fixadas em formalina e embebidas em parafina, devem
passar por processos de desparafinizacdo e submissdo para recuperacdo do
antigeno, pois a subfixacdo ou superfixacdo podem alterar a deteccdo dos antigenos
(BURKHARD; BIENZLE, 2015). Ap6s este procedimento as amostras sao
encaminhadas para coloracdo por imunohistoquimica e aplicacdo dos marcadores
para identificagdo de células linfoides (CD3 e CD 79acy) (NAGATA et al., 2012).

Um dos critérios avaliados para classificacdo da gravidade do linfoma é

medicdo da atividade proliferativa que pode ser avaliada pelo indice mitético ou por
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imunomarcacéo pelo marcador Ki67 (SAPIERZYNSKI et al., 2016). A utilizagdo do
marcador Ki67 identifica atividade proliferativa e mostrou-se eficiente na diferenciacéo
entre neoplasias malignas e ndo malignas em conjunto com as demais analises,
podendo ser utilizada tanto na imunocitoguimica quanto na imunohistoquimica
(FERNANDES et al., 2015).

A citometria de fluxo € um método de imunofenotipagem que se baseia na
identificacdo de superficies Unicas ou diversas de antigenos em suspencao, por
disperséao de luz. Os anticorpos monoclonais com fluoresceina marcam os antigenos
de membrana, caracterizando as células separadamente por suas propriedades,
como tamanho, citoplasma, contetdo genético (DNA ou RNA) e proteinas associadas
a membrana ou intracelular (CULMSEE; NOLTE, 2002). A citometria de fluxo tem sido
utilizada para identificar populagcdes de células linfoides, avaliar maturacao celular e
monitorar doencas. Sendo considerada uma ferramenta importante para determinar o
imunofendtipo de neoplasias hematopoiéticas em caes e gatos, todavia esta técnica
apresenta dificuldades atreladas ao alto custo dos equipamentos e capacitacdo de
profissionais (BURKHARD; BIENZLE, 2015).

A utilizacdo da imunofenotipagem tem se tornado uma ferramenta de valor
diagnostico na classificacdo dos tipos de linfoma (FERNANDES et al., 2015). A
determinacao do tipo linfoma viabiliza a melhor escolha de medidas terapéuticas, pois
linfomas tipo B tem demostrado melhor prognostico comparado ao do tipo T
(PELETEIRO et al., 2011). Portanto a aplicacdo das técnicas de imunofenotipagem &

recomendada para definir os tipos e subtipos de linfoma (GAMBINI et al., 2021).

1.3.8 Molecular

O diagnostico molecular € realizado quando os testes convencionais sao
inconclusivos (BERNARDI et al.,, 2020). Este possibilita distinguir populacdes de
linfocitos reativos de linfocitos neoplasicos, permite detectar se a neoplasia € recente
ou ja foi tratada, detecta mutacfes génicas, possibilita detectar os primeiros estagios
do linfoma e viabiliza a escolha do tipo de quimioterapia mais eficaz (AVERY, 2012).

A avaliagdo molecular avalia a clonalidade de células linfoides em uma leséo
linfoproliferativa, ou seja, avalia se o0 grupo de células sdo derivadas de um unico

clone. No linfoma a identificagdo da clonalidade de células B ou T necessitam de uma
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deteccdo clonal do gene receptor (BURKHARD; BIENZLE, 2015). Um método
utilizado para detectar tal clonalidade é o PCR (reagdo em cadeia da polimerase), que
permite a deteccdo do DNA de células linfoides clonadas, extraidas de tecidos em
FFPE (parafina fixada em formalina incorporada) ou amostras de bidpsias congeladas
(FREICHE et al., 2021). Como este ensaio € mais especifico, foi denominado de
ensaio de PARR (PCR para rearranjos de receptor antigeno), este diverge dos
ensaios de PCR convencionais que focam em determinar o DNA do agente infeccioso
(AVERY, 2012). Para realizagdo do PARR, o DNA pode ser colhido de amostras de
fluido, laminas citoldgicas, cortes histologicos ou do sangue (BURKHARD; BIENZLE,
2015).

Durante o desenvolvimento de células T, determinados genes sofrem rearranjo
e codificam o receptor de células T (TCR) e as células B sofre uma alteracao genética
gue codificam o receptor de imunoglobulina (Ig) (BURNETT et al., 2003). Como
resultado cada linfécito tem um ligeiro receptor TCR ou Ig diferente, ou seja, em tecido
linfoide benigno é possivel observa a diversidade de receptores. Em contraposicao na
neoplasia maligna as células filhas possuem 0 mesmo receptor de antigeno originario
de um Unico produto, consequente podemos observar uma populacdo monoclonal
(BURKHARD; BIENZLE, 2015)

Nos felinos a avaliagcdo molecular € bem empregada no diagndstico de linfoma
alimentar, pois este tipo de linfoma apresenta muitas especificagcbes que na maioria
das vezes néo é possivel diferencia-las na analise histopatologica, o que requer uma
avaliacdo mais detalhada, como a molecular (MOORE et al., 2005).

Recomenda-se analisar o PARR em conjunto com a clinica, diagndstico
morfoldgico e imunofenotipagem para obtencao de resultados mais fidedignos. Este
método é considerado um método diagnostico sensivel e especifico (MOORE et al.,
2005).
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1.4 ESTADIAMENTO

O linfoma em caes e gatos é formado por um grupo heterogéneo de
enfermidades que apresentam comportamentos biol6gicos diferentes correlacionados
com subtipos histologicos e extensdo sistémica. Além da classificagdo baseada na
histopatologia, o estadiamento clinico é considerado um fator importante para escolha
do tratamento (MARCONATO et al., 2016).

O estadiamento do linfoma canino ou felino é classificado a partir do que fora
definido pela OMS (Organizacdo Mundial de Saude), baseando-se em critérios
clinicopatoldgicos e clinicos (NELSON; COUTO, 2015). Além dos critérios clinicos, a
avaliacdo medular e o diagndstico por imagem podem auxiliar na extensédo da doenca
(VAIL et al., 2019).

A classificagdo consiste em cinco estagios, onde os linfonodos séo
frequentemente afetados, seja de forma primaria ou secundaria (PELETEIRO et al.,
2011). Considera-se também uma subdivisdo de cada estagio, que auxilia na
caracterizacdo do desempenho clinico do animal, sendo definido pela auséncia ou
presenca de sinais sistémicos (ZANDILIVIET, 2016). O estagio | apresenta-se com o
envolvimento de um linfonodo regional ou um nodulo solitario (extranodal), pode-se
destacar que nos felinos esta apresentacdo é bem ocorrente (MOORE et al., 2013).
Apesar da classificacdo anatébmica e o estadiamento serem critérios distintos, ambos
se relacionam para avaliar a extensdo da doenca, sendo utilizados em conjunto para
avaliacdo do animal (NELSON; COUTO, 2015). No quadro abaixo descreve 0s cinco

estagios que compdem o estadiamento com envolvimento dos linfonodos.
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Quadro 1: Sistema de estadiamento clinico empregado no linfoma.

ESTADIAMENTO

Estagio | Um linfonodo acometido ou o6rgéo
linfoide.

No6dulo Unico (extranodal)

Estagio Il Presenca de uma neoplasia extranodal
com envolvimento de um linfonodo
regional
Acometimento de dois ou mais
linfonodos, na mesma area do
diafragma.

Existéncia de duas neoplasias
extranodais no mesmo lado do
diafragma, com ou sem abrangéncia dos
linfonodos regionais.

Existéncia de um nédulo primario
presente no trago gastrointestinal, com
ou sem abrangéncia do linfonodo
mesentérico

Estagio Ill Existéncia de duas neoplasias
extranodais em lados distintos do
diafragma.

Aumento de dois ou mais linfonodos de
ambos os lados do diafragma

Noédulo primario intra-abdominal
Noédulos epidural ou paraespinhal

Estagio IV Envolvimentos do figado e/ou baco,
além dos estagios I, II, llI

Estagio V Envolvimento do SNC e/ou medula, além
dos estagios I, II, lll e IV.

Subclassificacdo de todos os estagios a) Auséncia de sinais sistémicos;

acima. b) Presenca de sinais sistémicos.

Fonte: HORTA et al., 2020
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O estadiamento do linfoma em felinos tem apresentado dificuldade devido as
diversas formas anatbmicas existentes (MOORE et al.,, 2013). Portanto o
estadiamento do linfoma é importante para avaliar a extensdo da doenca e sua ligacéo

com o prognéstico do paciente (RIBEIRO et al., 2015).
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2 CONCLUSAO

O diagnéstico de linfoma em felinos ainda apresenta algumas dificuldades em
sua definicdo, diante disto concluimos que para obter-se o diagndstico decisivo Vvarios
meétodos sdo viaveis. A CAF é um método de baixo custo e de facil realizacéo, todavia
este método pode apresentar resultados inconclusivos. A andlise histopatoldgica
possibilita a visualizagédo da estrutura do tecido acometido e viabiliza a aplicacao das
classificagdes definidas para o linfoma. Os sistemas de classificacdo sdo necessarios
para diferenciar cada tipo e subtipo do linfoma. Para auxiliar nesta classificagéo,
técnicas de imunofenotipagem (imunocitoquimica, imuno-histoquimica e citometria de
fluxo) séo aplicadas para identificar mais especificamente os tipos de células que
compdem a neoplasia. Embora todos os métodos convencionais apresentem boa
aplicagéo, o diagnostico molecular € recomendado em casos que necessite de uma
analise mais especifica. Além da aplicacdo das técnicas de diagnostico, a realizacéo
do estadiamento é recomendado para identificar a extensdo da doenca. Portanto para
gue se possa definir o tratamento mais eficaz e apresentar o melhor progndstico aos
pacientes € necessario o conhecimento das aplicacbes dos diferentes métodos de

diagnastico.
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