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RESUMO

Setti RA. Linfoma de células B na espécie canina, estudo propondo um novo
método diagndstico para imunofenotipagem e estadiamento clinico. Sao Paulo;

2017. [Dissertacao de Mestrado-Fundacao Antdnio Prudente].

O linfoma ¢ uma das neoplasias mais comuns que atingem a espécie canina. Estima-
se representar 20% do total de neoplasias diagnosticadas e 83% das neoplasias
hematopoiéticas. A sintomatologia pode se manifestar de diversas maneiras, como
linfoadenomegalia periférica, multicéntrica ou na forma extranodal, prostracao,
hiporexia, alteragdes hematologicas ou simplesmente pelo comportamento indolente,
sendo diagnosticada em achados de exames rotineiros. O método diagndstico mais
utilizado ¢ a citologia aspirativa de linfonodos, seguida pela bidpsia incisonal ou
excisional do linfonodo. A fenotipagem do linfoma em caes para subclassificagdo
tem aplicagdo clinica e pode ser realizada por imunoistoquimica ou citometria de
fluxo. Na pratica, muitos casos ndo sdo fenotipados dada a dificuldade de obtencao
do fragmento por abordagem cirurgica ou a pouca disponibilidade da citometria de
fluxo na rotina diagndstica. Este ¢ um estudo prospectivo que tem por objetivo testar
a viabilidade da fenotipagem para o linfoma canino utilizando a imunocitoquimica
em material para diagndstico citoldgico obtido por meio de pungdo aspirativa por
agulha fina e processamento em meio liquido. A andlise citologica em meio liquido
(ThinPrep®) foi processada, corada em HE e seu excedente processado para pesquisa
dos anticorpos monoclonais anti-CD79a, CD3, CD10, e MUM-1 em protocolo
padronizado para imunocitoquimica em reagao manual. Com base nesses achados, as
amostras foram analisadas e classificadas de acordo com sua imunofenotipagem em
linfomas de células T e linfomas de célula B de origem de centro germinativo e
células ativadas. A maioria dos linfomas foi classificada como linfoma de célula B
de células ativadas. A citologia em meio liquido e a imunofenotipagem por
imunocitoquimica sdo métodos alternativos para o diagndstico e estadiamento do

linfoma da espécie canina.



SUMMARY

Setti RA. [B-Cell canine lymphoma, a new approach to immunophenotyping
diagnostic method and clinical staging]. Sao Paulo; 2017.[Dissertacdo de

Mestrado-FundacaoAntonio Prudente].

Canine lymphoma is one of the most common neoplasms in dogs, with an incidence
at 20% of all neoplasms and 83% of all hematopoietic tumors. The clinical signs are
variable and could affects peripheral lymph nodes, multicentric form or extra nodal,
generalizes painless, anorexia, blood involvement or in a indolene form found in
routine exams. Cytology examination of fine needle aspiration is the most used
diagnostic method then the incisonal or excisional lymph node biopsy. The
immunohistochemistry and flow cytometry had been used to immunophenotyping
canine lymphoma and had implication on clinical approach. Surgery procedure are
impossible in some dogs and flow cytometry method is not a routine yet, so in many
cases the immunophenotyping is not available. The aim of this prospective study was
to verified the immunophenotapying of canine lymphoma by fine neddle aspiration
on liquid based cytology using the immunocytochemistry method. The liquid based
cytological analysis (ThinPrep®) was process, staining in HE and the remaining cells
was processed to research monoclonal antibodies anti-CD79a, CD3, CD10 e MUM-1
using the immunocytochemistry in manual standardized proceeding. Based on
results, the samples was analyzed and classificated by immunophenotyping in T cells
lymphoma and B cells lymphomas origins in germinative center and active cells. The
most of the samples was active B cells lymphoma. The liquid based cytology and the
immunophenotyping by immunocytochemistry could be alternative methods for

diagnosis and staging of canine lymphoma.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

LISTA DE FIGURAS

Diagrama do linfonodo...........cceevierieiiiiiieiieieceee e

Diagrama colorido dos territorios linfaticos do

Centros linfaticos comparados entre caes e humanos..........c.cccceueeneen.

Similaridades no cancer compartilhada entre humanos e caes............

Atual fluxograma de desenvolvimento de pesquisa de drogas usando

CACS TMOTITIALS. ..vvvvvvvereeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeaeaaeeeeeeeeeeeeeeseeseseeseeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeees

Fotomicrografia de linfoma canino mostrando exemplo de presenga

de expressao imunocitoquimica de CD79a..........cccoeeievieniencieeieees

Fotomicrografia de linfoma canino mostrando exemplo de presenga

de expressao imunocitoquimica de CD3 .........cccoeevvieciiiiciienciir e,

Fotomicrografia de linfoma canino mostrando exemplo de presenga

de expressdao imunocitoquimica de CD3..........ccoecveviieiiienienieeieens

Fotomicrografia de linfoma canino mostrando exemplo de presenga

de expressao imunocitoquimica de CDI1O0.........c.ccccveeeeviieriiencierennens

Fotomicrografia de linfoma canino mostrando exemplo de presenga

de expressao imunocitoquimica de MUM-1........cccoevvieiienienieeiieen,

Fotomicrografia de imunocitoquimica mostrando presenca de

expressdo para CD79a........cocviiiiiiiiieceeeeeeee e

Fotomicrografia de citologia em meio liquido de linfonodo por

aspirado de agulha fina em coloragdo HE..........cccoecvieiiiiiiniininens

21

31

32

33

34

35

36



Quadro 1

Quadro 2

Quadro 3

Tabela 1

Tabela 2

LISTA DE QUADRO E TABELAS

Estadiamento do linfoma CaninoO............eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 8

Sumario da Classificagdo Revista de Linfomas Caninos baseado na

Classificacdo Revisada Europeia-Americana de Neoplasias de

Origem Linféide/World Health

Classificationoflymphoidneoplasms............cccceeevieeciiencieeenieenveeeen. 10
Reatividade e padrao de marcag@o dos anticorpos..........cccceeeveruennen. 26
Relagdo entre as amostras e a expressao dos anticorpos testados........ 29

Associagdo entre as amostras € a expressdo na reacao

TMUNOCIEOQUINNICA. 1.vveevtieeereeniietieeieeteeteeteeseeesteeseeseenseesseeenseeseeseas 29



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

BL Linfoma de Burkitt e Burkitt-like

CEUA Comité de Etica e Pesquisa no Uso de Animais
CELBA célula B ativada

CEL B CG Célula B centro germinativo

CHOP Protocolo quimioterapico vincristina/ciclosfostamida/doxorrubicina/
prednisona

DAB Diaminobenzidine Tetrahydrochloride

DLBCL Linfoma difuso de grandes célula B / Difuselarge B celllymphoma

DNA Acido desoxirribonucleico

F Fémea

FC Citometria de fluxo

FISH Hibridizagdo in situ

HE Hematoxilina - Eosina

LBC Liquidbasedcitology / citologia em meio liquido

LBT Linfoma linfoblastico de célula T

M Macho

MZL Linfoma zona marginal

N° Numero

OMS Organizacdo mundial de saude

PAFF Aspirado por agulha fina

PBS Tampaofosfatosalino/ phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PTCL Linfomas periféricos de célula T ndo especificados

RNA Acido ribonucléico

TZL Linfoma zona T

UNISA Universidade Santo Amaro

WHO World Health Organization



1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.7.1

3.1
3.2
3.3

4.1
4.2
4.3

INDICE

INTRODUCAO 1
O cANcer Na ESPECIE CANINA ....uverurieeereetinieeteeitenieenteete et et e etesaeesae et seeesbeenees 1
O linfoma na eSPECIE CANINA ....c..eeeuviereieeiieiieeieeiie et eieeete e sae e saeenseeeenas 2
O sistema linfatico na eSPECIC CANING .....c.eevuvieieeriieiiieeieeiieeie e 3
CASUISTICA 1.ttt ettt ettt et e st e bt e et e bt e sabeebeesneeeaes 6
PatOZENESE.c...eiiiieiee e 7
Classificacdo do linfoma da espécie canina............ecceeeveereeeeieeneeeiieeneeeieenes 8
Linfoma de células B ..........cocooiiiiiiiiiieeeeeeee e 11
Linfoma de células B de centro germinativo e células ativadas ..................... 11
Linfoma de celulas T........ooeiiiiiiiiiiiieeee e 13
Fatores PrognoStiCOS .......coouiiiiieriieeiieiieeie ettt et 13
MEL0A0S DIAGNOSTICOS ... ueivvieiiieiieiiieiieeieette e et e eteebeesaeebeesreeeveesseeensaens 14
Citologia por aspirado de agulha fina (PAFF) ......ccccooviiiiiiicieeieeeeeee 15
IMUNOCTEOQUIMICA ...ttt ettt et tee e e ssee e 16
IMUNOISTOQUITIICA. ...ttt et et e bt esnaeenee s 17
Citologia em meio HQUIdO........oocuieriiiiiiiiieciieieee e 17
A espécie canina como modelo animal............ccccoeeveriieiiieniiieiiecieeeeee e, 19
JUSTIFICATIVA DO ESTUDQ ...uucuiinuecsersensnecsensesssessssssesssssssssssssssseses 22
OBUJETIVOS..uiiiiniininsnissenssnsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssasssssss 23
ODbBJEtIVO GOTAL.....eieeiiieiiieciieeee ettt e st e e seae e e saaeeesaee s 23
ODbjetivo ESPECifiCO....civuiiiiiiiiiiiiiiceccetcc e 23
JUSHIFICATIVA .ot 23
MATERIAIS E METODOS ....coiunninncssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 24
CASUISTICA 1.ttt ettt ettt ettt et ettt et e et e esbte et e e bt e snbeenteesnbeenseaens 24
IMUNOCTEOQUIMICA ....eievieiieeiieciie ettt ettt ettt et eseaeebe e taeenbeessneenseens 25
Critério de eXCIUSAO ...ceuveiiuiiiiiieiiieiie ettt 27



5.1
52
53
54
5.5
5.6

RESULTADOS ...cuuiiitininnininnnnnssnssessessissssssssssssssssssesssssssssssssssssasssssssssssses
Imunocitoquimica do anticorpo CD790L.......cc.coveviiviiniiniiiinieneeiceeeeee
Imunocitoquimica do anticorpo CD3..........ccoeviieiiiiiiiieeieee e
Imunocitoquimica do anticorpo CD10...........cccueeviiiriiiiiieiieiecieeee e
Imunocitoquimica do anticorpo MUM-1.........cccooeiiiiiiiiiniieee e,
Exemplo de painel imunocitoquimico para linfoma canino .............cccceeuueen.

Exemplo de citologia de linfonodo através de PAFF em meio liquido...........

DISCUSSAD..cuieeerreeeressssesessssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssnsssssssssssnssssns

CONCLUSAQD . eeeeeevereressesessessesssssssssssssssesssnssssssessenssssssessssssssssssssssssessssses

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........coveevrerrerrersenee

ANEXOS
Anexo 1Carta de aprovagio do Comité de Etica e Pesquisa no uso de
Animais (CEUA — UNISA)
Anexo 2Quadro da classificagdo de Kiel modificada para linfomas Non-
Hodgkin

Anexo 3Quadro da relagao dos 25 casos analisados

44



1 INTRODUCAO

1.1 O CANCER NA ESPECIE CANINA

A relagdo entre cdes e humanos vem sofrendo mudangas ao longo de 15.000
anos. Inicialmente os cdes eram escolhidos por suas capacidades, sendo sua fun¢do
ajudar na caga e na prote¢do do grupo (SCHIFFMAN e BREEN 2015). Hoje, esses
animais sdo companheiros, dividem a mesma casa e sdo considerados membros da
familia, mantendo ainda uma rela¢do de co-dependéncia. Segundo o ultimo dado
disponibilizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE 2013), a
populacdo nacional de cdes foi estimada em 52,2 milhdes sendo 2,5 milhdes na
cidade de Sao Paulo (TEDARDI et al. 2015).

Nos ultimos anos, registrou-se aumento na incidéncia de varias doencas em
animais de companhia, em particular o cancer. Uma das causas provaveis ¢ o
aumento na expectativa de vida desses animais (KOMAZAWA et al. 2016), que
corresponde a aproximadamente um sétimo (1/7) da expectativa de vida dos
humanos (GAMLEM et al. 2008).

O cancer em cdes aparece de forma espontanea e apresenta sinais clinicos e
patofisiologia semelhantes aos observados em seres humanos (SCHIFFMAN e
BREEN 2015). Dois estudos sobre causa morte em caes adultos, realizados nos EUA
(FLEMING et al. 2011) e Inglaterra (O’NEILL et al. 2013) indicam que a principal

causa atribuida a morte nesses animais foi o cancer.



Atualmente, mais de 400 racas de caes sdo reconhecidas mundialmente.
Algumas racas puras sdo conhecidas pela alta incidéncia e elevado risco de
desenvolver alguns subtipos de cancer — em alguns casos, até mais de um subtipo
(SCHIFFMAN e BREEN 2015). Ragas como boxer, goldenretriever, sdo bernardo,
rottweiller e bulldog, por exemplo, s3o associadas com alto risco em desenvolver
linfoma. Racas de grande porte, como mastiff, sdo associados a tumores 0sseos.
Heranga genética e sindromes hereditarias podem estar associadas as racas descritas.
Estudos genéticos de caes assintomaticos ainda ndo se tornaram exames de rotina na

medicina veterindria (SCHIFFMAN e BREEN 2015).

1.2 O LINFOMA NA ESPECIE CANINA

O termo linfoma descreve um grupo heterogéneo de desordens envolvendo
proliferacdo monoclonal de linfocitos malignos (ITO et al 2014). O linfoma canino
se encaixa na mesma descricdo, sendo um grupo heterogéneo de doencas que
compartilham a transformag¢do maligna dos linfocitos (BIENZLE e VERNAU 2011;
FRANTZ et al. 2013; VALLI et al. 2013), exibe um comportamento biolégico de
acordo com seu subtipo histologico e distribuigdo sistémica (MARCONATO et al.
2017) sendo o linfoma nao-Hodgkin (non-Hodgkin, como ¢ conhecido em inglés) o
mais comum na espécie canina (PONCE et al. 2010). Como um grupo, s3o a causa
mais comum de tumores em cdes (COMAZZI et al. 2014) e consequentemente a

neoplasia mais comumente tratada com quimioterapia, afetando cdes de todas as

ragas ¢ idades (VALLI et al. 2011).



Estudos americanos recentes estimam taxa anual de 21,7 casos de linfoma
para cada 100.000 caes, o que sustenta a conclusdo que esse grupo de doencas
acomete proporcionalmente mais cdes do que humanos (ITO et al. 2014,
RICHARDS e SUTER 2015). O linfoma ndo-Hodgkin ¢ a neoplasia hematopoiética
mais comum, demonstrando representar aproximadamente 10% de todos os tumores
e 83% de todas as neoplasias hematopoiéticas (COMAZZI et al. 2014), ocupando o
segundo lugar entre todas as neoplasias caninas, sendo a primeira o tumor mamario

(RICHARDS e SUTER 2015).

1.3 O SISTEMA LINFATICO NA ESPECIE CANINA

A expressdo “sistema linfatico” inclui, num sentido amplo, os aspectos
descritivos e funcionais das estruturas do tecido linfatico, constituido pelos vasos

linfaticos e linfonodos (GETTY 1975).



Fonte: Adaptado de KOFFMAN (2015).
Figura 1 - Diagrama do linfonodo. 1, centro germinativo; 2 e 3, vasos linfiticos aferentes; 4,

cortex; 5, foliculo; 6, corddo medular; 7, sinus medular; 8, hilus; 9, vasos linfaticos eferentes; 10,

trabécula; 11, sinussubscapsular; 12, capsula.

Um centro linfatico ¢ um linfonodo ou um grupo de linfonodos que ocorrem
constantemente na mesma regido do corpo e recebem vasos aferentes de regides
semelhantes em todas as espécies. Os linfonodos dos mamiferos sdo agrupados em
centros linfaticos: cabeca (mandibular, parotideo e retrofaringeo), pescogo (cervical
superficial e profundo), membro anterior (axilar), cavidade toracica (toracico dorsal e
ventral, mediastinico e bronquial), paredes pélvica e abdominal (lombar, iliossacral,
inguinofemoral e isquiatico), membro posterior (ileofemoral e popliteo), visceras

abdominais (celiaco, mesentérico cranial e caudal) (GETTY 1975).



Fonte: Adaptado de SUAMI et al. (2013).
Figura 2 — Diagrama colorido dos territdrios linfaticos do cdo. 1, submandibular; 2,
parotideo; 3, cervical dorsal superficial; 4, axilar; 5 iliaco medial; 6, lateral sacral; 7, hipogastrico; 8,

popliteo; 9, inguinal superficial; 10, cervical superficial ventral.

Fonte: Adaptado de SUAMI et al. (2013).
Figura 3 - Centros linfaticos comparados entre cades e humanos. 1, frontal cervical; 2,
pardtideo; 3,cervical posterior; 4, axilar; 5 retroperitoneal; 6, popliteo; 7 superficial inguinal; 8§,

subclavicular.



1.4 CASUISTICA

A maioria dos caes acometidos pela doenga e ndo tratados morre entre 4 a 6
semanas apoOs a diagndstico (ITO et al. 2015; MUNASINGHE et al. 2015).
Aproximadamente, entre 60% e 90% dos cdes em tratamento quimioterapico entram
em remissdo, com sobrevida de 6 a 12 meses (MUNASINGHE et al. 2015). Caes que
alcancam a remissdo, posteriormente apresentardo recidiva da doenca, com maior
dificuldade em atingir a segunda remissdo. Para esses cdes, ha também a
possibilidade do surgimento de clones neoplasicos resistentes as drogas anti-
neoplasicas (MUNASINGHE et al. 2015).

Usualmente ¢ observada tendéncia particular em algumas ragas de cdes em
desenvolver certos subtipos de linfomas (ITO et al. 2014). Linfomas de célula B
representam entre 35% e 40% de todos os linfomas diagnosticados em caes. Essa
prevaléncia pode ser desproporcionalmente influenciada por tragos hereditarios.
Algumas racas nordicas e asidticas normalmente desenvolvem linfomas de célula T
enquanto algumas racas europeias desenvolvem mais linfomas célula B
(SAPIERZYNSKI et al. 2012). Esses dados sdo regionais e ndo ha uma raga
apontada como mais propensa a desenvolver neoplasias hematopoiéticas no geral.
Nao h4 uma diferenca significativa entre sexo ou idade para linfomas de célulaBe T
na espécie canina (PONCE et al. 2010; ZANDVLIET 2016). Fémeas ndo castradas
demostram ter menor risco (ZANDVLIET 2016), sendo observado maior incidéncia
na faixa entre 6 ¢ 9 anos (STARKEY e MURPHY 2010). H4 estudos que

correlacionam a polui¢do do ar com a incidéncia de linfoma em cdes na cidade de



Sao Paulo, tragando comparacdo com a mesma incidéncia na espécie humana
(KIMURA et al. 2013).

Com o passar das ultimas décadas foi observado o aumento da incidéncia de
linfoma em caes tal qual nos humanos (ZANDVLIET 2016). De acordo com
SUEIRO et al. (2004), ha um aumento na expressao positiva do gene p53 com o
avanco da idade , sustentando a hipotese que as mutagdes genéticas tendem a se
acumular com o envelhecimento, quando a reparacdo do DNA fica menos eficiente,

isso pode ser aplicado aos caes.

1.5 PATOGENESE

O linfoma usualmente acomete tecidos linfoides, como linfonodos, bago e
medula 6ssea mas pode aparecer em qualquer tecido do corpo (WITHROWet al.
2013b). Os sintomas clinicos sdo variaveis e dependem da extensdo e da localizagdo
do tumor. O estadiamento do linfoma canino baseia-se na localizagdo, estagio clinico

e manifestacao clinica, conforme visto no Quadro 1.



Quadro 1 - Estadiamento do linfoma canino

Localizagao

A Generalizado

B Alimentar

C Timico

D Cutaneo

E Leucemia

F Outros (incluindo renal isolado)

Estagio Clinico (a incluir localizagdo anatdmica)

I Envolvimento limitado & um tnico linfonodo ou tecido linfoide em drgdo isolado
11 Envolvimento de varios linfonodos em uma regido

III | Envolvimento generalizado dos linfonodos

IV | Figado e/ou bago acometidos (£ estagio I1I)

\ Manifestacdo sanguinea e envolvimento de medula dssea e/ou outro 6rgdo (xestagio V)

Subclassificacdo de cada estagio

a Sem sinais sistémicos

b Com sinais sistémicos

Fonte: Adaptado de WITHROW et al. (2013b)

A classificagdo do linfoma canino segue o sistema de classificagdo

desenvolvido para humanos e caracterizado por meio de adaptagcdes em linha com a

ultima Classificacdo de Doengas dos Tecidos Linfaticos da Organizacdo Mundial da

Saude (OMS) — World Health Organization (WHO) Classification of Neoplastic

Diseases of Lymphoid Tissues, na sigla em inglés (FRANTZ et al. 2013; VEZZALI

et al. 2010).

1.6 CLASSIFICACAO DE LINFOMA NA ESPECIE CANINA

Linfoma ¢ um termo que generaliza grupos de uma doenga heterogénea,

englobando grande numero de subtipos, resultante da transformagao neoplasica dos

linfocitos de célula B e T em diferentes estagios de seu desenvolvimento (ARESU

2016).



O mais recente sistema de classificacio WHO para linfomas de célula Be T
incluiu aproximadamente 30 subtipos. O sistema combina morfologia, topografia,
imunofenotipagem e progressdao clinica (FRANTZ et al. 2013). De acordo com
FRANTZ et al. (2013), seis subtipos s3o mais comumente observados: linfoma
difuso de grandes células B (DLBCL), linfoma zona marginal (MZL), linfoma de
Burkitt e Burkitt-like (BL), linfomas periféricos de célula T ndo especificados
(PTCL), linfoma zona T (TZL), linfoma linfoblastico de célula T (LBT). Eles podem
ser subdivididos em trés subgrupos moleculares: linfomas célula T de alto grau
(LBT, PTCL), linfomas célula T de baixo grau (TZL), e linfomas de célula B
(DLBLC, BL e MZL).

Essa classificacdo foi adaptada da medicina humana e acrescida de outros
tumores hematopoiéticos mieldides seguindo os critérios do painel WHO de
veterindrios especializados. A classificagdo do linfoma animal é uma lista pragmatica
de neoplasias hematopoiéticas (VEZZALI et al. 2010).

Recentemente, foi publicado um estudo internacional realizado com
patologistas veterinarios experientes (VALLI et al. 2011) indicou que 80% deles
concordam com a aplicagdo da classificacio WHO como critério para o diagnostico

do linfoma canino baseado na histologia e imunoistoquimica (ARESU 2016).
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Quadro 2 -Sumario da Classificacdo Revista de Linfomas Caninos baseado na
Classificagdo Revisada Europeia-Americana de Neoplasias de Origem
Linfoide/World Health Classificationoflymphoidneoplasms.

Neoplasias de célula B

Neoplasia precursoras de célula B

Leucemia/linfoma linfoblastico precursor célula B

Neoplasia maduras (pefiéricas) de célula B

Leucemia linfocitica/prod linfocitica crénica de célula B

Leucemia/linfoma linfocitico de pequenas células

Leucemia pro linfocitica de célula B

Linfoma linfoblasmocitico

Linfoma esplénico de zona marginal de célula B

Plasmocitoma/Mieloma multiplo

Linfoma extranodal de zona marginal de célula B de mucosa associado a tecido linfoide

Linfoma nodal de zona marginal

Linfoma folicular

Linfoma de células do manto

Linfoma difuso de grandes célula B

Linfoma mediastinal de grandes células B

Linfoma de Burkitt/ leucemia de células de Burkitt

Linfoma de alto grau de grandes células B Burkitt like (nomenclatura proviséria)

Linfoma de efusao primario

Neoplasias de célula T e Natural Killer

Neoplasias precursoras de célula T

Linfoma/leucemia linfoblasticas precursoras de célula T

Neoplasias de célula T madura e neoplasias de célula natural killer

Leucemia pro linfocitica de célula T

Leucemia linfocitica de células grandes granulares (LGL)

Leucemia agressiva de células natural killer

Linfoma periférico de célula T (ndo especifico)

Linfoma/leucemia adulto de célula T

Linfoma intestinal de célula T

Linfoma hepatoesplenico de célula Tys

Sindrome de Sezari/micose fungoide

Linfoma anaplastico de grandes células T e null cell cutaneo primario

Linfoma periférico de célula T ndo especificado

Linfoma angioimunoblastico de célula T

Linfoma angiocéntrico de célula T

Fonte: Adaptado de VALLI et al. (2011).



11

1.7 LINFOMAS DE CELULAS B

O linfoma de célula B é o mais comum entre caes, sendo o linfoma difuso de
grandes células B (DLBCL) o subtipo mais comum. Ele possui muitas semelhangas
com a manifestagdo em humanos, incluindo comportamento bioldgico, genética do

tumor e resposta ao tratamento (MARCONATO et al. 2014).

1.7.1 Linfoma de células B de centro germinativo e células ativadas

O DLBCL ¢ reconhecido por apresentar sinais clinicos heterogéneos. A
grande variedade de sintomas associada ao mesmo quadro histologico levou ao
estabelecimento de uma subcategoria molecular desses tumores (RICHARDS et al.
2013).

ALIZADEH et al. (2000) demostrou que ¢ necessario mais que a avaliagdao
imunoistoquimica do linfoma na espécie humana para identificar subgrupos de
diagnostico nos casos de DLBCL. O perfil de expressdo génica identificou dois
subtipos: células B ativadas (CBA) e células B de centro germinativo (CCGQG)
(RICHARDS et al. 2013; HABINEZA NDIKUYEZE et al. 2014). Essas
subcategorias refletem a origem celular, sendo a CBA originaria de células do pos-
centro germinativo e a CCG de células do centro germinativo (RICHARDS et al.
2013). Comparativamente, os linfomas de centro germinativo apresentam melhores
prognosticos (ALIZADEH et al. 2000; SATO et al. 2012; ARESU et al. 2015).

HANS et al. (2004), em estudo complementar, comprovou que a expressao de
CD10, bcl-6, MUM-1, bcl-2 e ciclina D2 podem ser usados como marcadores

prognodsticos no DLBCL. Os resultados combinados de CD10, bcl-6 e MUM-1
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podem dividir os DLBCL nos subgrupos de células de centro germinativo e células
ativadas como ja havia sido proposto por ALIZADEH et al. (2000).

CHOI et al. (2009) propds um algoritmo de histoquimica mais apurado para a
subclassificagdo dos DLBCL, que se replicam mais proximos ao proposto por
ALIZADEH et al. (2000), proporcionando novas formas de tratamento para os
subgrupos de linfoma de grandes células. Esses dados sdo pouco divulgados na
medicina veterinaria até o presente momento.

DLBCL acomete caes entre 5 e 9 anos, comprometendo multiplos ou todos os
linfonodos, nesses animais, a resposta a poliquimioterapia ¢ variavel. O protocolo de
tratamento de primeira escolha (51%) ¢ o CHOP (vincristina, ciclofosfamida,
doxorrubicina e prednisona) (RICHARDS e SUTER 2015). Aproximadamente 85%
dos cdes com linfoma respondem ao tratamento (ITO et al. 2011) que ¢ baseado na
remissdo e controle da doenga. A sobrevida de cdes em tratamento varia entre 8
meses € 1 ano.

Histologicamente, o DLBCL ¢ caracterizado por uma proliferacao difusa de
grandes células linfoides neoplasicas. O DLBCL expressa, normalmente, os
anticorpos CD79, CD20 e PAXS5 (ARESU 2016).

O linfoma difuso canino de células B ¢ morfologicamente similar ao linfoma
difuso humano de células B, especialmente em relagdao aos subtipos de CCG e CBA,
e seu tratamento ¢ baseado em protocolos quimioterapicos similares (FRANTZ et al.
2013; RICHARDS et al. 2013). O DLBCL ndo pode mais ser considerado uma
doenga tunica, pois seu comportamento bioldogico demonstra ser dependente de ter ou

ndo origem em cé¢lulas B ativadas (ARESU 2016).
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1.8 LINFOMA CELULAST

A porcentagem de linfomas de origem de célula T varia entre 17 e 28%
(MOORE 2016). Os subtipos de linfoma de célula T mais registrados na medicina
veterinaria sdo: linfoma célula T de alto grau, linfoma extranodal de célula T e
linfoma de célula T indolente (MOORE 2016). Esses linfomas geralmente expressam
CD3 (SOZMEN et al. 2005). Algumas células T neoplasicas perdem o antigeno
CD3, mas mantém o receptor de célula T, uma vez que sdo negativas CD3 mas
positivas no teste por PCR (MOORE 2016).

Quando tratados com protocolos baseado no CHOP, cdes com linfoma de
célula T de alto grau tém taxa de remissd@o menor. Aqueles que entraram em remissao
apresentaram recidiva mais rapida e sobrevida menor se comparados a cdes com
linfoma de célula B. Linfomas indolentes de célula de T apresentam melhor
prognostico. Nao hd aumento na sobrevida se comparados protocolos agressivos
como o CHOP aqueles baseados em clorambucil, prednisona e L-aspariginase. Ja foi
descrita a alta prevaléncia de linfoma célula T em cdes com menos de 3 anos

(MOORE 2016).

1.9 FATORES PROGNOSTICOS

Virios fatores prognosticos atualmente sdo relatados nos linfomas caninos,
incluindo peso corporal, presenca de anemia, estidgio clinico e imunofenotipagem.

Mesmo assim, ainda ndo se sabe qual o papel que o entendimento adequado da
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biologia celular do tumor pode ter na defini¢ao do prognostico e se sua falta justifica
prognosticos ruins (RICHARDS et al. 2013).

De acordo com MUNASINGHE et al. (2015), propondo um estudo
comparando analise citologica de linfonodo de cdes com linfoma no momento do
diagnostico e apds tratamento, o numero de mitoses € maior no momento do
diagndstico se comparados aos achados de cdes em remissdo. Esse fator prognostico
ndo faz parte da rotina clinica até o momento. Nao hd um fator prognostico
estipulado na medicina veterinaria como o Indice Internacional Prognéstico usado na
medicina humana para linfomas de alto grau (ZANDVLIET 2016).

Maiores indices de sobrevida sdo associados aos linfomas de célula B e curtos
periodos de remissao e sobrevida aos linfomas de célula T (MUNASINGHE et al.

2015).

1.10 METODOS DIAGNOSTICOS

Os métodos diagnosticos na suspeita de linfoma incluem exame fisico,
ultrassom abdominal, radiografia toracica, citologia aspirativa e biopsia incisional ou
excisional, sendo essa ultima a forma de fenotipagem mais utilizada até o presente
momento. Na medicina veterindria, o diagnostico morfologico dos linfomas caninos
esta historicamente ligado a detalhes citologicos (ARESU et al. 2015).

Na rotina, a citologia e a histopatologia podem ser suplementadas com
imunoistoquimica, citometria de fluxo e PCR no diagndstico do linfoma canino,
buscando a determinacdo imunofenotipica, que demostra ser um dos mais

importantes indicadores de prognosticos da doenga (THALHEIM et al. 2013). A
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técnica de imunofluorescéncia para fenotipagem do linfoma canino foi descrita por
SAWA et al. (2015) e a citometria de fluxo ¢ demostrada em vérios estudos como
mais uma forma de imunofenotipagem da doenca na espécie (SOZMEN et al. 2005;
COMAZZI ¢ GELAIN 2011; THALHEIM et al. 2013). Segundo levantamento
realizado entre abril/2009 e maio/2011 na NationWideLaboratories, em 837 amostras
de citologia de linfonodo realizadas em caes, 284 (33,9%) tinham o historico clinico
de comprometimento de linfonodo como tnico sinal clinico e 271 (32,4%)
associavam sintomas clinicos sistémicos. Em 928 amostras citologicas, 351 casos
foram conclusivos para linfoma e 97 foram classificadas como possivel linfoma e 31

como provavel linfoma (AMORES-FUSTER et al. 2015).

1.10.1 Citologia por aspirado de agulha fina (PAFF)

A analise citologica de aspirado dos linfonodos ¢ o diagndstico mais
comumente utilizado na suspeita de linfoma (SOZMEN et al. 2005; MUNASINGHE
et al. 2015; SAPIERZYNSKI et al. 2016) e permite diagnosticar um linfoma na
maioria dos casos. Adicionalmente, permite dividi-los em baixo ou alto grau
(SAPIERZYNSKI et al. 2012). A ampla utilidade dessa técnica se deve a facilidade
em coletar amostras, procedimento minimamente invasivo, precisdo diagnoéstica e
facilidade em acesso a servigos de patologia (KU et al. 2017).

A grande maioria dos linfomas caninos sdo difusos e intermedidrios de
grandes células e, para esses tipos, a citologia ¢ um método adequado (REGAN et al.
2013). Durante a analise citoldgica, as células tumorais geralmente se descamam.
Assim, varios componentes podem contaminar a amostra (debris necréticos e células

inflamatorias), interferindo em sua analise (IMURA et al. 2014). Segundo KU et al.
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(2017), o exame citoloégico por PAFF dos linfonodos ¢ altamente especifico para
neoplasia com alto valor preditivo positivo.

Em caes com suspeita de linfoma, o exame citolégico dos linfonodos pode
indicar o linfonodo mais representativo para a bidpsia excisional, monitorar a
resposta ao tratamento e auxiliar no estadiamento da doenca (SAPIERZYNSKI et al.
2016).

A imunofenotipagem do linfoma, baseada em exemplos de analise citologica
coletados de forma ndo invasiva, pode ser excelente alternativa em comparag¢do ao
exame histopatologico, procedimento que, normalmente, necessita de anestesia geral

para ser realizado.

1.10.2 Imunocitoquimica

A imunocitoquimica ¢ aplicada na medicina humana como diagndstico
citolégico de acompanhamento usando antigenos de superficie especificos e outros
marcadores (FISHER et al. 1995). Na rotina da medicina veterinaria, essa técnica ¢
pouco utilizada, embora tenha sido descrita por FISHER et al. (1995) e CANIATTI
et al. (1996), utilizando método em citospin, ¢ FERNANDES et al. (2016), em
cellblock.

O citodiagnostico de neoplasias ¢ normalmente associado a sua precisdo e
seguranca, particularmente nos casos de linfoma. A imunocitoquimica pode ser
usada como método de confirmagdo na linhagem celular (FISHER et al. 1995).

Os anticorpos CD79a, Pax5 e CD20 sdo utilizados para determinar linfoma de
origem de célula B e o anticorpo CD3 para determinar linfoma de origem de célula T

(BIENZLE e VERNAU 2011; WITHROW et al. 2013a).
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1.10.3 Imunoistoquimica

Confirmando a importancia da imunofenotipagem, 76% dos oncologistas
veterindrios solicitam a diferenciacdo entre linfocitos B ¢ T. Apos o resultado de
linfoma, 31% realizam tratamentos diferenciados (THALHEIM et al. 2013). Com o
desenvolvimento de anticorpos monoclonais para leucécitos de animais de
companhia (caes e gatos), a imunofenotipagem de subpopulacdes de leucocitos se
tornou método mais utilizado na rotina diagnostica.

Mais comumente, a imunofenotipagem do linfoma canino ¢ realizada por
meio de exame histopatolégico (pode ser optado pela forma de bidpsia incisional ou
retirada completa do linfonodo). Isso exige que o paciente seja submetido a anestesia
geral para a realizagdo do procedimento. Muitas vezes, ndo ¢ possivel submeter o
paciente canino com sintomatologia de linfoma a esse tipo de procedimento. Antes
de 2009, o diagnostico era baseado no exame citoldgico de aspirado da medula dssea
e a imunofenotipagem era determinada por meio de imunoistoquimica de biopsia de
linfonodo. Desde entdo, a imunoistoquimica de bidpsias de linfonodos vem sendo
substituida pelo uso de citometria de fluxo de aspirado de linfonodo, tecido aspirado
de figado e bago, sangue periférico, efusdo cavitaria ou amostra de medula dssea
(MUTZ et al. 2015).

Consequentemente, a imunoistoquimica e imunocitoquimica sdo métodos

estabelecidos para caracterizag¢io de tecido linfoide (RUTGEN et al. 2010).

1.10.4 Citologia em meio liquido
O método de esfregaco convencional tem algumas desvantagens. Entre elas, a

necessidade de um técnico para preparar as laminas, de uma extensa area para analise
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e resultados falso negativos (ABEDI-ARDEKANI e VIELH 2014). A citologia em
meio liquido (LBC) foi introduza ha duas décadas primeiramente por ginecologistas
(ABEDI-ARDEKANI e VIELH 2014) e foi ampliada para outras areas além da
ginecologia, sendo hoje utilizada para citologia de regido cervical, citologia de
linfonodos (HONG et al. 2014), citologia pulmonar (KONOFAOS et al. 2006), entre
outros.

O material ¢ coletado por aspirado de agulha fina (KONOFAOS et al. 20006),
primeiramente preservado em meio liquido e as laminas s3o preparadas por um
sistema automatizado (ABEDI-ARDEKANI e VIELH 2014). Com o método LBC,
as cé¢lulas sdo mais bem preservadas, mantendo melhor estrutura citomorfologica,
melhor distribuicdo no material pela lamina, melhor visualizagdo das caracteristicas
nucleares, sem sofrer interferéncia de sangue ou muco (ABEDI-ARDEKANI e
VIELH 2014) e eliminando artefatos (KONOFAOS et al. 2006). O material residual
pode ser utilizado para extragdo de alta qualidade de DNA/RNA mesmo apos longo
tempo de preservagdo e podem ser aplicadas técnicas como as de reagdo de
polimerase em cadeia (PCR) e de hibridizacao in situ (FISH) (ABEDI-ARDEKANI e
VIELH 2014).

FERNANDES et al. (2016)demonstrou a técnica de citologia em meio liquido
na veterinaria, com material obtido da pungao aspirativa de linfonodos de um grupo
de cdes com diagndstico prévio de linfoma e de outro grupo com diagnoéstico de
leishmaniose. A comparacdo desse método com o de com laminas de esfregaco
citologico evidenciou qualidade superior do primeiro. O mesmo estudo realizou

analise imunocitoquimica por meio do método de conservacao cellblock.
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1.11 A ESPECIE CANINA COMO MODELO ANIMAL

Tumores espontaneos nos animais de companhia, especialmente em caes, sao
unicos e pouco usados como pesquisa como modelo para biologia do cancer em
humanos e para terapias translacionais (PINHO et al. 2012). O crescente interesse de
pesquisadores focados em cancer neste modelo animal e o aumento de publicagdes
da area de oncologia veterinaria faz da oncologia comparada ponto importante da
medicina translacional, permitindo rapido fluxo de dados para a aplicacdo na
medicina humana (PINHO et al. 2012). A atualizacdo recente da sequéncia do
genoma canino mostra alta homologia e similaridades proéximas com o genoma
humano (PINHO et al. 2012). Vantagens exclusivas podem ser atribuidas a espécie
canina como modelo animal: ocorréncia espontanea da doenca, cronologia da doenca
comparada a expectativa de vida, compartilhar o meio ambiente e ‘status’ social que
permite ao cdo ser tratado como paciente e ao mesmo tempo poder explorar
eticamente inovagdes translacionais e a organizacdo em ragas que permite uma
homogeneidade genética (ITO et al. 2014).

Alguns genes que predispdem cancer nos seres humanos e ja foram descritos
em cdes com cancer incluem BRCA1/BRCA2, que lideram sindromes hereditérias
em cancer de mama e ovario e mutacdo no TP53, que lidera a sindrome de Li-

Fraumeni em humanos (SCHIFFMAN e BREEN 2015).
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Fonte: Adaptado de SCHIFFMAN e BREEN (2015)

Figura 4 - Similaridades no cancer compartilhada entre humanos e caes.

Caes de estimagao que desenvolvem linfoma non-Hodgkins sao reconhecidos
como modelo animal clinicamente relevante para o linfoma em humanos
(HABINEZA NDIKUYEZE et al. 2014), dadas suas caracteristicas intrinsecas
(COMAZZI et al. 2014). Crescente numero de estudos demostra que linfomas
espontaneos em caes podem ser um valioso método de pesquisa para compreender a
biologia e o tratamento dessa patologia (RICHARDS e SUTER 2015). A espécie
canina compartilha o mesmo ambiente com os humanos hd milhares de anos. Assim,
os tumores caninos capturam a “esséncia” dos tumores humanos de maneira tnica,
que nio pode ser emulada por qualquer outra espécie animal (RUTGEN et al. 2010),
dividindo caracteristicas como apresentacao clinica, biologia do tumor, resposta ao
tratamento quimioterapico (LIU et al. 2015) e similaridades como diversidade

genética e heterogeinidade fenotipica (MUDALIAR et al. 2013).
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A exploracdao desse modelo pode permitir a criacdo € o uso de modelos
laboratoriais, criando uma estratégia para aprimorar tratamentos nos animais, que
permitiria um melhor entendimento da doenga em humanos pela referéncia cruzada
entre espécies e suas caracteristicas oncogendmicas,enquanto se aprimora o estudo

do cancer na veterinaria (RICHARDS e SUTER 2015).

Pré clinico '. | L

Nova droga
Cées com linfoma: Cées com linfoma: aprovada
- ajuste dose - dose/protocolo - humanos
- definir biomarcadores de - definir biomarcadores de - Cies
inibi¢do de alvo inibi¢do de alvo
- toxicidade - definir biomarcadores de
resposta preditiva

- mensurar taxa de resposta

Fonte: Adaptado de RICHARDS e SUTER (2015).
Figura 5 - Atual fluxograma de desenvolvimento de pesquisa de drogas usando caes

normais. Caes com linfoma poderiam ser estudados em fases iniciais.
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2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O linfoma estd entre as maiores causas de cancer em caes e, até o presente
momento, o diagndstico mais efetivo se dad pelo exame anitomo patoldgico e
imunoistoquimico de amostras provindas de bidpsia incisional ou excisonal, sendo a
ultima mais indicada para a realizacao dos exames.

Hé ainda muitos casos em que os pacientes caninos t€ém o protocolo de
tratamento para o linfoma estipulado somente pelo exame citologico. Essa escolha de
tratamento ¢ definida basicamente por dois motivos: custo do método de diagnostico
proposto e condi¢des do paciente canino em suportar uma anestesia inalatoria.

A citologia em meio liquido ainda ¢ pouco estudada dentro da medicina
veterinaria. Além de permitir a avaliagdo morfologica convencional, permite
preservar amostra do mesmo material ja coletado para exames futuros, incluindo a
imunocitoquimica. A proposta inicial deste estudo ¢ ampliar o uso desse método,
juntamente com a imunofenotipagem do linfoma canino, cooperando para um
diagnostico especifico e ndo invasivo, tratamento efetivo e um prognostico apurado.
Propoe-se, também, estabelecer um comparativo entre o linfoma humano e canino
analisando suas similaridades e propondo o cdo como modelo animal para essa

doenga.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilidade do meio citologico de base liquida como alternativa de

diagnostico e classificagdo para o linfoma canino;

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICO

Definir o método de citologia em meio liquido como alternativa diagnostica
para a linfoma canino;

Diferenciar linfocitos de células B e linfocitos de células T através da técnica
imunocitoquimica em material fixado em meio liquido;

Diferenciar, no linfoma difuso de grandes células B, as células de origem do

centro germinativo e células ativadas;

3.3 JUSTIFICATIVA

O maior desafio deste projeto € mostrar que o método de citologia em meio
liquido ¢ possivel e util no diagnostico do linfoma canino, avaliar o custo beneficio

do estudo sugerido perante a rotina patoldgica na medicina veterinaria.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 CASUISTICA

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa no uso de animais da
Universidade de Santo Amaro (CEUA-UNISA) (Anexo 1). Os 25 caes selecionados
para este estudo apresentavam sintomatologia suspeita para linfoma, em investigagao
diagnostica no Hospital Veterinario Pompéia e no Hospital Veterinario da
Universidade Santo Amaro. Os pacientes foram submetidos a aspirado de agulha fina
de linfonodos periférico. A selecdo das puncdes foi baseada no historico clinico,
linfoadenomegalia e condi¢des clinicas do paciente.

O procedimento de aspira¢ao por agulha fina abrange a compressao manual e
aspiracao com agulha 24G, sem sedacdo ou anestesia geral para tais procedimentos.
Todos os exames foram autorizados pelos proprietdrios que estavam presentes no
momento da coleta.

Pacientes ja em tratamento para linfoma foram incluidos no projeto. Essa
decisdo foi tomada posto que ndo ha influéncia do tratamento na andlise citologica e
imunocitoquimica.

As amostras coletadas foram dispostas em esfregacos e armazenadas em meio
liquido (ThinPrep®). As amostras conservadas em ThinPrep® foram processadas no
equipamento ThinPrep 2000 processor e analisadas posteriormente por patologistas.

As laminas foram processadas e mantidas em dalcool at¢ o momento da

execucdo. Seguindo o seguinte protocolo de imunocitoquimica manual.
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4.2 IMUNOCITOQUIMICA

As 25 amostras foram identificadas com etiquetas de cddigos de barras,
marcadas com caneta hidrofobica e submetidas ao bloqueio da peroxidase enddgena
com solucdo aquosa de peroxido de hidrogénio a 3% (Rioquimica Industria
Farmacéutica, Sao José do Rio Preto, SP) v/v com metanol (Merck, 1.06009.1000,
Darmstadt, Alemanha). Foram realizadas 3 trocas de 5 minutos cada e 10 minutos no
Novocastra Peroxidase Block ( Leica Biosystems Newcastle Ltd, RE7101, Newcastle
Upon Tyne, Reino Unido), seguido de lavagem em &agua corrente e destilada.
Posteriormente, foram submetidas ao bloqueio das proteinas inespecificas com
NovocastraProtein Block (Leica Biosystems Newcastle Ltd, RE7102, Newcastle
Upon Tyne, Reino Unido) por 5 minutos a temperatura ambiente, em seguida o
bloqueador foi desprezado. As laminas foram entdo incubadas com os anticorpos
primdrios diluidos nos titulos previamente estabelecidos, conforme tabela abaixo, em
tampao PBS contendo albumina bovina (BSA) 1% (Inlab, 1870, Sao Paulo, SP) e
azida sodica (Merck, 6688, Rio de Janeiro, RJ) 0,1%, por 30 min a 37°C e por 18

horas a 4°C em caAmara Umida.
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Quadro 3 -Reatividade e padrao de marcagao dos anticorpos

Anticorpo | Clones | Titulos Fabricantes Reatividade Padrao 9 ¢
marcacio
CD3 F7.2.38 1:200 Dako, M.7254’ Células linfoides T menbrana
Glostrup, Dinamarca
Células linfoides B
CD10 56C6 1:50 Dako, M7308 de origem de centro | membrana
germinativo
CD7% | JCB117 | 1:50 Dako, M7050 Células linfoides B | Vcmorana/cit
oplasma
MUM-1 | MUMIp | 1:50 Dako, M7259 Células linfoides B | 0
ativadas

Seguidamente passaram por lavagem em tampdao PBS com 3 trocas de 3
minutos cada. As laminas posteriormente foram incubadas com Post Primary Block
(NovoLink Max Polymer, Leica Biosystems Newcastle Ltd, RE7150-k, Newcastle
Upon Tyne, Reino Unido) por 30 min a 37°C e entdo passaram por lavagem com
tampao PBS com 3 trocas de 3 min cada. Posteriormente, foram incubadas com o
NovoLink Polymer do kit por 30 min a 37° C, passaram por lavagem em tampao
PBS com 3 trocas de 3 minutos cada. As laminas foram entdo incubadas em solugao
substrato: 100 mg de 3,3’ Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) (Sigma, D-
5637, St Louis, MO, EUA); 1 mL de Dimetilsulfoxido (J. T. Baker, 9224-03, Center
Valley, PA, EUA); 1 mL de H,O, 6% Quimesp Quimica, Guarulhos, SP); 100 mL de
PBS por 5 minutos a 37°C, ao abrigo da luz. Submetidas a andlise ao microscopio,
nas laminas controles, foi observado o desenvolvimento de precipitado castanho
dourado, como produto final da reacdo. Passaram entdo por lavagem em agua
corrente e agua destilada por 3 minutos. Posteriormente, foram contracoradas com
Hematoxilina de Harris por 20 segundos e entdo nova lavagem em agua corrente e
destilada. Seguidas de duas imersdes em solucdo de hidroxido de amoénio 0,5%,
lavando em seguida em d4gua corrente e destilada. As ldminas foram entdo

desidratadas em: etanol 80%, 30 segundos, etano 1 95%, 30 segundos, etanol 100%,
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30 segundos cada. Diafanizadas com Xilol 4 vezes, 30 segundos cada. Finalmente
foram montadas com laminulas e Entellan neu (Merck, 1.07961.100, Alemanha).

Os quatro anticorpos utilizados sao monoclonais.

43 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Andlises citologicas de pacientes caninos ndo-conclusivas para linfoma foram

excluidas do estudo.
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5 RESULTADOS

Com os resultados obtidos, os questionamentos deste trabalho foram a
importancia da imunofenotipagem das células do linfoma para o tratamento do
paciente canino; provar que o método de citologia em meio liquido pode
proporcionar diagnostico apurado e, fazer uma correlagdo com o linfoma no paciente
humano proporcionando o modelo animal para pesquisas futuras.

A idade dos pacientes caninos analisados variou entre os extremos de 6 a 15
anos. Dos 25 pacientes caninos, 12 eram fémeas e 13 machos e estavam em estagios
diferentes da doenca. A sobrevida dos pacientes caninos ndo foi analisada neste
estudo. O diagndstico de linfoma foi realizado por analise citoldgica das amostras em
HE por patologistas veterindrios de diferentes instituicdes sendo que as amostras
foram reavaliadas pelos pesquisadores.

Das 25 amostras que foram analisadas, 20 amostras (80%) expressaram
positividade para CD79a, 7 amostras (28%) expressaram positividade para CD10, 3
amostras (12%) expressaram positividade para CD3 e 18 amostras (72%)
expressaram positividade para MUM-1; 2 amostras foram positivas para todos os
anticorpos testados, 2 amostras foram negativas para todos os anticorpos testados e 1
amostra ndo apresentou reacdo em nenhum dos anticorpos testados. Para todas as 25
amostras foram confeccionadas laminas de esfregaco citologico e coradas em HE

para comparag¢do futura com as laminas de LBC.
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Tabela 1 -Relagdo entre as amostras e a expressao dos anticorpos testados.

AC CD79A CD10 CD3 MUM-1

N° amostras (%) 20 (80) 7(28) 3(12) 18(72)

As leituras das laminas foram feitas em microscépico comum por um
patologista e os resultados foram classificados em relagdo a intensidade da reagao
positiva, as imagens das laminas foram capturadas por fotomicroscopico e

selecionadas por um patologista.

Tabela 2 -Associacdo entre as amostra € a expressao na reacdo imunocitoquimica.

No. Antigeno
Amostra CD79a CD10 CD3 MUM-1

1 + - - +
2 + - - +
3 + + + +
4 + - - +
5 - - + +
6 + - - +
7 + - +/- +
8 + + - +
9 + - - +
10 + - - +
11 + + - -
12 + + + +
13 - - - +
14 + + - -
15 + - - +
16 celularidade baixa para a analise

17 + - - +
18 + - - +
19 + - - +
20 + - - +
21 - - - -
22 - - - -
23 + + - -
24 + - - +
25 + + - -
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Emrelacdo a imunofenotipagem, tivemos 24 casos com celularidade
suficiente para analise. Destes trés ndo permitiram imunofenotipagem conclusiva,
sendo que dois deles porque nenhum anticorpo foi positivo € outro somente a
coloracdo para MUMI foi positiva. Dos casos que tiveram imunofenotipagem
conclusiva, um caso foi de linfoma de células T e 20 de células B. Quanto ao
subgrupo de células B, 5 casos apresentaram perfil de origem em centro germinativo
(CD10 positivo/MUMI negativo) e 13 casos o perfil de células ativadas (CD10

negativo/MUMI1 positivo). Em dois casos houve a co-expressdo de CD10/MUMI.

5.1 IMUNOCITOQUIMICA DO ANTICORPO CD79A

O imunocitoquimica com o anticorpo CD79A foi a que mostrou a mais
fidedigna entre os marcadores B. Na Figura 6 mostra-se um grupo de células
neoplasicas positivas para CD79A e em meio aos blocos de células neoplasicas ha
linfocitos T ndo-neoplasico negativo para o marcador. Observar que embora haja

uma coloracao citoplasmatica ha nitido reforco de membrana.
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————|
10 pm |

o

Figura 6 - Fotomicrografia de linfoma canino mostrando exemplo de presenca de

expressdo imunocitoquimica de CD79a.Notar Linfocito T ndo-neoplésico negativo para a

reacgao (seta).
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5.2 IMUNOCITOQUIMICA DO ANTICORPO CD3

A marcagdo com anti-CD3 foi bastante confidvel, especialmente quando os
elementos celulares estavam isolados. H4 marcacdo na membrana e o citoplasma
também se cora. Esta identificacdo ¢ um pouco mais dificil quando os linfocitos T

estdo em meio a blocos neoplasicos.

10 um '

Figura 7 - Fotomicrografia de linfoma canino mostrando exemplo de presenca de

expressao imunocitoquimica de CD3em linfocitos.
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—

Figura 8 - Fotomicrografia de linfoma canino mostrando exemplo de presenca de

expressao imunocitoquimica de CD3.

5.3 IMUNOCITOQUIMICA DO ANTICORPO CD10

A Figura 9 sdo representativas da marcagdo das células neoplasicas com
anticorpo anti-CD10. O refor¢o da coloracdo de membrana nao e tdo notavel como
no anti-CD79A fazendo que a interpretacao e a separacao das células seja um pouco

menos apreciavel.
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Figura 9 - Fotomicrografia de linfoma canino mostrando exemplo de presenca de

expressao imunocitoquimica de CD10.
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54 IMUNOCITOQUIMICA DO ANTICORPO MUM-1

O anticorpo anti-MUM foi o que menos coloracdo citoplasmatica

apresentou e de modo geral foi a mais facil de se identificar.

10 pm I

.‘
Ay

Figura 10 - Fotomicrografia de linfoma canino mostrando exemplo de presenca de

expressdao imunocitoquimica de MUM-1.
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55 EXEMPLO DE PAINEL IMUNOCITOQUIMICO PARA

LINFOMA CANINO

Figura 11 - Fotomicrografia de imunocitoquimica mostrando presenca de expressao

para CD79a. (A), auséncia de expressdo para CD10 (B), auséncia de expressdo para CD3 (C) e
presencga de expressdo para MUM-1 (D).
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5.6 EXEMPLO DE CITOLOGIA DE LINFONODO ATRAVES DE

PAFF EM MEIO LiQUIDO

Figura 12 - Fotomicrografia de citologia em meio liquido de linfonodo por aspirado

de agulha fina em coloracao HE.
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6 DISCUSSAO

O estudo foi prospectivo analisando os casos de linfoma canino dos caes
atendidos no Hospital Veterinario Unisa e Hospital Veterinario Pompéia no periodo
entre janeiro de 2015 e outubro de 2016, no momento do diagndstico ou durante o
tratamento quimioterdpico. Nesse periodo, os pacientes que apresentavam
linfoadenomelagia periférica foram submetidos a citologia nos linfonodos
acometidos por meio da puncdo por agulha fina e posteriormente esfregaco
citologico. Diagnoésticos negativos para a suspeita de linfoma foram excluidos no
estudo. Os anticorpos selecionadas ja haviam sido previamente testados para o
diagnostico do linfoma em humanos e apresentacdo reacdo imunocitoquimica
também na espécie canina.

Os métodos de diagndstico do linfoma canino foram explorados por esse
estudo. De acordo com ARESU et al. (2015), na medicina veterinaria o diagnostico
morfologico do linfoma canino ¢ historicamente liderado pelos detalhes citoldgicos,
o valor da andlise histopatologica foi considerado necessario para a avaliagdo
estrutural dos linfonodos ¢ baco.

Com a analise de biopsia de 992 caes com diagnostico clinico de linfoma,
VALLI et al. (2013) concluiu que o diagnostico histopatologico do linfoma canino ¢
fundamental, sendo que o diagnéstico especifico direciona para o protocolo
quimioterapico apropriado, levando em consideracdo que o linfoma na espécie
canina ¢ incuravel e visa somente a remissdo da doenca com qualidade de vida

(MARCONATO et al. 2014). VALLI et al. (2013) reintegra que ¢ possivel o
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diagnostico de linfoma canino por meio de exame citoldgico, mas que ainda nao foi
descrito o diagnostico especifico e subtipo do linfoma canino por meio do método de
citologia aspirativa.

O presente estudo propde a comparagdo entre os métodos de citologia em
esfregaco seco e de citologia em meio liquido e a andlise imunocitoquimica neste
método, sendo esse ultimo um recurso diagndstico pouco explorado na medicina
veterindria. A proposta da imunocitoquimica neste estudo ¢ a avaliagdo da
imunofenotipagem do linfoma canino e sob 0 nosso conhecimento e até o presente
momento, essa técnica em meio liquido ainda nao foi descrita.

A imunocitoquimica foi demostrada por alguns autores, FISHER et al.
(1995), por exemplo, comparou a avaliacdo citologica por meio de citospin e
histologica de 11 pacientes caninos com linfoadenopatia periférica sem avaliar a
imunofenotipagem das amostras. O objetivo foi comparar qual antigeno teria
marcagdo positiva ou negativa nos dois métodos, concluindo que que
imunofenotipagem pode ser realizada por meio de citocentrifugagdo do aspirado de
linfonodos.

No estudo de CANIATTI et al. (1996), 18 amostras de linfomas caninos
foram preparadas em citoespin e submetidas a imunocitoquimica e o resultado obtido
demostrou uma nova op¢ao para o método de imunofenotipagem do linfoma canino.

Por meio do estudo de FERNANDES et al. (2016), 18 amostras de aspirado
de linfonodo canino foram analisadas e comparadas em esfregago citoldgico e
citologia em meio liquido, demostrando que a segunda técnica possibilita melhor
citomorfologia na visualizagcdo e andlise das ldminas. O mesmo estudo realizou a

imunocitiquimica em cellblock para imunofenotipagem de linfoma canino de origem
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de célula B e célula T, propondo a introducdo da citologia em meio liquido na
medicina veterinaria como alternativa no diagnoéstico do linfoma canino.

No presente estudo, a imunofenotipagem entre linfomas de origem de célula
B e célula T foi observada como também a divisdo dos subgrupos de linfoma de
origem de célula B em células de centro germinativo e células ativadas. Dentre as 25
amostras analisadas, 6 foram inconclusivas por diferentes motivos, tais como pouca
celularidade ou expressdo positiva ou negativa para todos os anticorpos testados.
Quatro (4) amostras sugerem linfomas de célula B de origem de centro germinativo,
14 amostras sugerem linfomas de célula B de células ativadas e 1 amostra sugere
linfoma de célula T. Foi demostrado o painel para diagnéstico do linfoma canino de
origem de células B ativadas (Figura 14). A incidéncia maior de linfoma de célula B
na espécie canina ja foi descrita anteriormente (PONCE et al. 2010; VALLI et al.
2011).

De acordo com POGGI et al. (2015), a citologia aspirativa de linfonodo ¢ um
método bem definido e uma ferramenta de diagnéstica muito utilizada no linfoma
canino por ser rapida, minimamente invasiva e de baixo custo. Assim, a proposta do
estudo foi criar um método novo e mais econdmico para a imunofenotipagem e
subclassificagdo do linfoma canino aplicavel a rotina, analisando suas vantagens e
desvantagens.

Além da imunoistoquimica, a citometria de fluxo (FC) vem apresentando
bons resultados para a imunofenotipagem do linfoma canino. Sendo um método
minimamente invasivo, mas com custo mais elevado, a FC se mostra uma opg¢ao para

a imunofetipagem do linfoma. O acesso restrito a técnica e a necessidade de
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processamento em até 24h da data da coleta da amostra (COMAZZI ¢ GELAIN
2011) € uma das desvantagens da técnica.

A proposta inicial do estudo foi processar automaticamente as reacdes de
imunocitoquimica com um painel mais amplo para a subclassificacao do linfoma de
célula B, baseado no algoritmo de Hans ja citado anteriormente. O planejamento
inicial foi avaliar 2 anticorpos por amostra seguindo o seguinte painel: CD20, CD10,
bcl-6 e MUM-1. As reacdes iniciais imunocitoquimicas realizadas ndo expressaram
CD20 e bcl-6 e, assim, esses anticorpos foram excluidos do estudo. Com o numero
reduzido de amostras, foi optado por se realizar 4 reagdes por lamina por meio da
técnica de reacdo manual para melhor definir o painel imunocitoquimico e avaliar a
técnica proposta.

O anticorpo monoclonal CD20, clone EP459Y da Abcam foi selecionado na
etapa inicial do estudo para a avaliacdo dos linfocitos de origem de célula B nas
amostras selecionadas. As reacdes de imunocitoquimica foram realizadas na forma
automatizada ¢ manual ¢ ambas ndo apresentaram padrio de marcagdo para o
anticorpo testado, sendo assim, o anticorpo anti-CD20 foi substituindo pelo anticorpo
anti-CD79A no painel imunocitoquimico deste estudo.

A proteina MUM-1 é membro da familia de fatores reguladores de interferon
dos fatores de transcri¢cdo que sdo envolvidos em varios aspectos da hematopoiese ¢
especialmente na diferenciacdo de linfocitos B em células plasmaticas (KOL et al.
2013). MUM-1 ¢ expressa em uma grande parte das células B de centro germinativo,
células plasmaticas, células T ativadas e em grande parte dos macrofagos e células

dendriticas (RAMOS-VARA et al. 2007). Anticorpos anti-MUM-1 sdo usados como
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parte do painel imunoistoquimico para determinar neoplasias de origem de célula B
na medicina humana (RAMOS-VARA et al. 2007).

Com base nos resultados deste estudo pode-se futuramente avaliar o fator
prognostico dos subgrupos do linfoma canino de célula B. FRANTZ et al. (2013)
analisou a expressdo génica de 35 amostras de pacientes caninos com linfoma e
demostrou ao menos 3 subgrupos moleculares com progndsticos distintos, mas ndo
se encontrou relagdo significativa com a expressdo génica determinante para os
subgrupos de CCG e CA como no linfoma humano.

Assim, temos que a técnica de citologia em meio liquido de aspirado de
linfonodo pode ser uma alternativa viavel para o diagnostico do linfoma canino. A
imunofenopatigem e a subclassificacdo do linfoma de origem de célula B também se
mostrou uma op¢ao vidvel, porém com algumas dificuldades como a pouca
celularidade na amostra e a expressao fraca de alguns marcadores. A possibilidade de
armazenamento da mesma amostra para testes futuros e a melhor visualizagdo da
citomorfologia sdo vantagens deste método.

A associacdo do método proposto neste estudo com o método em técnica de
cellblock proposto por FERNANDES et al. (2016) pode ser uma opg¢do de estudo

prognostico futuro para o linfoma da espécie canina.
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CONCLUSOES

A citologia em meio ¢ um método alternativo e viavel para o diagnostico
citologico do linfoma na espécie canina, embora melhoras técnicas tenham
que ser implementadas no sentido de melhor representatividade do material e
melhor defini¢ao da imunofenotipagem

A imunofenotipagem com os anticorpos CD79a, CD3, CD10 ¢ MUM-1
mostrou-se possivel em citologia no meio liquido. O anticorpo CD20 nao se
mostrou adequado pela técnica testada.

A maioria dos LDGCB estudados nesta amostra foi com o perfil de células B

ativadas definido pela expressao de MUM 1
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Anexo 1 - Carta de aprovagio do Comité de Etica e Pesquisa no Uso de Animais

(CEUA-UNISA)

: L CEUA
Universidade UNIVERSIOADE OF SANTO AMARG
de Santo Amaro Comita de Blice sm Pesguisas ne Uss de Animais

PARECER N.° 1B /2015
REGISTRO CEP UNISA N.° 104 /2015 - PROJETO DE PESQUISA

Projeto de Pesquisa: Linfoma de Células B na espécie canina,
estudo propondo um novo método diaggnéstico para
imunofenotipagem e estadiamento clinico.

Pesquisadores Responsaveis: Claudia Prado de Brito
Renata Andréa Setti
Curso: Mestrado

Prezado Pesquisador:

Ao se proceder & andlise do processo em questdo, coube a seguinte
deliberagdo:

O Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA-UNISA), esta
de acordo com os Principios Eticos, seguindo as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisa envolvendo animais, conforme a Lel federal
n® 11.794 (Lei Arouca) que estabelece os procedimentos para 0 uso
cientifico de animais no pais e a Lei Estadual n® 11.977/05 que institui o
Cédigo de Protecdo aos Animais do Estado de S8o Paulo, manifestando-se
pela APROVAC&O do Projeto” Linfoma de Células B na espécie
canina, estudo propondo um novo método diaggnéstico para
imunofenotipagem e estadiamento clinico”.

*  Trocar nome do coordenador para o da Profa. Claudia Brito — Formulario
Registro de Pesquisa Il

* Prezados Pesquisadores o CEUA solicita:

- Relatério da pesquisa ao término do prazo estipulade no
cronograma do projeto.

- Ser informado sobre qualquer alteracdo na metodologia
informada no Projeto de Pesquisa.
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Anexo 2 - Quadro da classificacdo de Kiel modificada para os linfomas de Non-

Hodgkins.

Linfoma Célula B Linfoma Célula T

Baixo grau Baixo grau
Linfocitico - Linfocitico crdnico e leucemia Linfocitico — linfocitico crénico e leucemia
prolinfocitica; leucemia de células pilosas prolinfocitica
Linfoplasmocitico Linfoepiteliotrépico
Plasmocitico Angioimunoblastico
Centroblastico/Centrocitico Zona T

Alto Grau Pleomorfico, pequenas células
Centroblastico Alto Grau
Imunoblastico Pleomorfico, médio e grandes células
Anaplésico de grandes células Imunoblastico
Linfoma de Burkitt Anaplasico de grandes células
Linfoblastico Linfoblastico

Fonte: Adaptado de STANSFELD et al. (1988).




Anexo 3 - Quadro da relacao dos 25 casos analisados

Raca Idade Sexo Fenotipagem Estadiamento
1 Cocker Spaniel 15 F CélBA v
2 Bichon Frisé 12 F CélBA v
3 S.R.D. 10 M inconclusivo 1l
4 Yorkshire 14 F CélBA |
5 Beagle 10 M CélT v
6 Lhasa Apso 16 F CélBA 1
7 S.R.D. 11 F CélBA 1
8 Beagle 10 M inconclusivo 11
9 SRD 12 M CélBA 1
10 Labrador 9 M CélBA [\
11 Pit Bull 7 M Cél B CG \%
12 SRD 9 F inconclusivo Il
13 Poodle 10 M CélBA IV
14 Shi Tzu 12 M Cél B CG \Y
15 Beagle 11 F CélBA \Y
16 Border Collie 9 F inconclusivo 1l
17 SRD 8 M CélBA \%
18 Maltés 7 F CélBA IV
19 Lhasa Apso 10 M CélBA v
20 SRD 13 F CélBA 1]
21 Cocker Spaniel 9 M inconclusivo v
22 Golden 7 M inconclusivo \Y
23 Lhasa Apso 6 M Cél B CG \Y
24 SRD 10 F CélBA 1]
25 SRD 8 F CélB CG I\




