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RESUMO

O linfoma é uma neoplasia de linfécitos que representa cerca de 90% das neoplasias
hematopoiéticas caninas. Quando se manifesta na derme, € denominado linfoma
cuténeo, e corresponde a 13% dos casos de linfoma canino. Nao foram encontrados
estudos sobre a utilizagdo da citologia no diagnéstico do linfoma cutaneo. O presente
estudo avaliou as caracteristicas clinicas e citologicas do linfoma e inflamagbes
linfociticas cutaneas em caes. Para tal, foram reavaliadas 40 amostras citoldgicas,
sendo 28 com resultado citolégico prévio de amostras sugestivas/compativeis com
linfoma cutaneo, trés de amostras sugestivas/compativeis com inflamagao linfocitica
e nove de amostras nao conclusivas para inflamacao linfocitica ou linfoma cutaneo.
No exame de PARR, considerando todas as amostras, 73% resultaram em
proliferacdo monoclonal e 28% em proliferagcédo policlonal. Apdés comparagéo
estatistica entre o linfoma e a inflamacéao, as caracteristicas clinicas mais associadas
ao linfoma foram idade dos animais (mediana de 106 meses no linfoma x 29 meses
nos casos de inflamacéo; p = 0,0034) e tamanho dos nodulos (5,0 x 1,5 cm; p =
0,0013). As caracteristicas citoléogicas mais associadas ao linfoma foram nucléolos
visiveis unicos/multiplos (p = 0,0195), basofilia citoplasmatica intensa (p = 0,0080) e
maior concentracdo de figuras de mitose (p = 0,0372), além de fundo de lamina
basofilico (p = 0,0289) com maior concentragao de vacuolos de gordura (p = 0,0197).
Dos animais com linfoma, 52% foram submetidos a tratamento quimioterapico. A
mediana de sobrevida desses animais foi de 60 dias. Nos animais sem tratamento
quimioterapico a mediana de sobrevida foi de 28 dias. Nos animais submetidos a
cirurgia a mediana de sobrevida foi de 148 dias. No total, a mediana de sobrevida foi
de 52 dias. Conclui-se que o linfoma cutaneo canino apresenta menor sobrevida que
o descrito na literatura e que a citologia, aliada as informacgdes clinicas, € um método
eficiente para diagnéstico, sendo necessario aprofundar o estudo das caracteristicas

celulares e seu impacto no comportamento biolégico da doenga.

Palavras- Chave: Caes; linfocitos; diagndstico; neoplasia; citologia.



ABSTRACT

Lymphoma is a lymphocyte neoplasm that accounts for nearly 90% of all hematopoietic
neoplasms. When it affects the dermis, it is classified as cutaneous lymphoma,
representing 13% of all cases. No studies were found regarding the use of cytology in
diagnosing cutaneous lymphoma. This study evaluates clinical and cytological
characteristics of cutaneous lymphoma and lymphocytic inflammation in dogs. A total
of 40 cytological samples were reevaluated: 28 with a prior cytological result or findings
suggestive/compatible with cutaneous lymphoma, three suggestive/compatible with
lymphocytic inflammation, and nine inconclusive for both conditions. PARR analysis of
all samples revealed monoclonal proliferation in 73% and polyclonal proliferation in
28% of samples. Clinically, cutaneous lymphoma was significantly associated with
older age (median: 106 months vs. 29 months in inflammation; p = 0.0034) and larger
nodule size (5.0 cm vs. 1.5 cm; p = 0.0013). Cytological features most associated with
cutaneous lymphoma included prominent nucleoli (p = 0.0195), intense cytoplasmic
basophilia (p = 0.0080), increased mitotic figures (p = 0.0372), basophilic background
(p = 0.0289), and higher fat vacuole concentration (p = 0.0197). Among lymphoma
cases, 52% underwent chemotherapy, with a median survival of 60 days. Untreated
dogs had a median survival of 28 days, while those undergoing surgery survived a
median of 148 days. Overall, the median survival was 52 days. In conclusion,
cutaneous lymphoma in dogs has a shorter survival time than previously reported.
Cytology, when combined with clinical data, is a valuable diagnostic tool. Further
studies are needed to assess cellular characteristics and their impact on disease

behavior.

Key words: Dogs; lymphocytes; diagnosis; neoplasia; cytology.
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1. INTRODUGAO
O linfoma, anteriormente conhecido como linfossarcoma ou linfoma maligno, é

uma neoplasia causada pela mutagao e proliferacdo clonal de linfocitos. Dada a
continua migracdo dessas células aos diferentes tecidos, o desenvolvimento do
linfoma pode se dar em qualquer 6rgao do corpo. Nao obstante, ha uma maior
ocorréncia da neoplasia nos 6rgaos linfoides, como linfonodo, medula 6ssea e bago
(Calazans et al., 2016). Nos caes, a localizagdo anatémica mais comum €& a que
acomete os linfonodos palpaveis no exame semioldgico, como popliteo e
submandibular. Esse linfoma, denominado multicéntrico, representa

aproximadamente % dos linfomas caninos (Vail et al., 2013).

Os linfomas multicéntricos podem ter um comportamento biolégico agressivo,
como no caso do linfoma de grandes células B, linfoma de células T periféricas ndo
especificado e linfoma linfoblastico; ou um comportamento biolégico indolente, como

no caso do linfoma de zona T e linfoma de zona marginal (Valli et al., 2013).

Quando apenas a pele estda acometida, a neoplasia é denominada linfoma
cutaneo (Vermeer, 2021). Em caes, essa localizagdo anatbmica € a segunda mais
comum, representando de 10 a 15% dos linfomas da espécie (Comazzi; MacNeil,
2017). Geralmente, de acordo com o grau de invasdo da epiderme observada no
exame histopatolégico, o linfoma cutaneo é classificado como epiteliotropico ou nao
epiteliotropico (Vezzali, 2009). Alguns estudos tém demonstrado um comportamento

mais agressivo para a forma epiteliotrépica (Azuma et al., 2022).

Apesar do exame histopatoldgico ser o teste ouro para o diagnéstico do linfoma
cutaneo, associado ou ndo a testes complementares, como a imuno-histoquimica
(IHQ), o diagndstico inicial da neoplasia em cées geralmente é obtido por meio do
exame citologico. A citologia, por ser pouco invasiva e de resultado rapido e
econdmico, frequentemente é o uUnico exame realizado na rotina veterinaria para o
diagnéstico do linfoma cutaneo. Isso ocorre tanto por questdo de custo, quanto pela
frequente impossibilidade do animal ser submetido a anestesia para coleta de amostra
histopatoldgica (Ipek; Cangul; Akkoc, 2021). Apesar disso, ndo foi encontrado na
literatura nenhum estudo associando as caracteristicas da citologia com o

comportamento do linfoma cutaneo canino.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Linfécitos e Linfoma

Os linfécitos séo leucécitos, que apresentam como principal fungao atuar no
sistema de defesa do organismo. Animais com deficiéncia dessas células tem como
principal consequéncia a redugcdo da habilidade de evitar doengas por meio da

imunidade celular e humoral (Day, 2010).

Essas células podem ser subdivididas em trés populagdes distintas,
denominadas a partir da presenga de imunoglobulinas e marcadores de superficie
(CDs, do inglés cluster of differentiation). A primeira populagdo, composta pelos
linfocitos B, é responsavel pela promog¢ao da imunidade humoral, a partir da producao
de anticorpos. Na segunda, os linfécitos T atuam na imunidade celular por meio de
producgao de citocinas. Os linfocitos T sdo compostos por dois tipos celulares: células
T-indutoras (CD4+) e células T-citotdéxicas (CD8+). O terceiro grupo, composto por
células nulas, isto é, ndo positivas para B ou T, incluem principalmente os linfocitos
natural killers (células-NK) e os grandes linfécitos granulares (Weiser, 2015). As
células linfoides apresentam um precursor medular comum, entretanto, a maturacao
das células designadas a se tornarem linfécitos B ocorre basicamente na propria
medula 0ssea, enquanto a maturacdo das células destinadas a linfécitos T ocorre

principalmente no timo e placas de Peyer (Stockham e Scott, 2011).

Diversas condi¢cdes podem provocar alteragdes nas concentragdes sanguineas
dos linfécitos. A concentracdo acima dos valores de referéncia para a espécie,
denominada linfocitose, pode ser causada por varios fatores, que incluem processos
fisiologicos (liberagdo de catecolamina em resposta a situagdes de estresse agudo),
inflamacgao crénica, neoplasia linfoide (linfoma/leucemia) e hipoadrenocorticismo. Ja
a concentragao abaixo dos valores de referéncia, denominada linfopenia, pode ocorrer
em situacdes de inflamagao aguda, excesso de glicocorticoide endégeno ou exdégeno,
deplecao celular em efusbes cavitarias linfoides, e aplasia ou hipoplasia linfoide
(Stockham e Scott, 2011).

A mutacgao e proliferagao de linfécitos neoplasicos resulta no desenvolvimento
da neoplasia maligna denominada linfoma, que pode ocorrer em praticamente todo
orgao do corpo. O linfoma corresponde a um grupo heterogéneo e relacionado, apesar

de distinto, representando uma das neoplasias mais comuns, tanto na medicina
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veterinaria, quanto na humana (Krapcho et al., 2015). Apesar da incidéncia de
neoplasias caninas serem subdiagnosticadas, o linfoma €& reconhecidamente a
neoplasia hematopoética mais comum, representando aproximadamente 90% dos
casos (que incluem as leucemias e mastocitose, histiocitoses e plasmocitoses
sistémicas), e 6% de todas as neoplasias da espécie canina, sendo uma das trés

neoplasias mais frequentes (Dorn et al., 1996; Seelig et al., 2016).

Quando ocorre em orgaos linfoides, a denominacéo do linfoma se da a partir
da separagéao de diretrizes reprodutiveis e com relevancia clinica. A classificagao, feita
a partir dos achados em humanos, segue as diretrizes da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS). Nessa classificacdo os linfomas sdo definidos de acordo com a
citomorfologia, imunofenétipo e caracteristicas genéticas, moleculares e clinicas
(Campo et al., 2011).

Na histopatologia, trés fatores principais determinam a classificagdo do linfoma:
1- arquitetura do tumor; 2- morfologia das células (tamanho, forma, alteragdes
nucleares e citoplasmaticas) e; 3- atividade mitética (Serdlow et al., 2008). Na
arquitetura, os linfomas sao classificados como difuso, quando toda ou quase toda
arquitetura do linfonodo € afetada pelas células neoplasicas, ou nodular/folicular,
quando o infiltrado neoplasico é organizado de forma a imitar ou poupar alguma
porcao do tecido original. As células sao entao classificadas pelo tamanho (pequenas,
médias ou grandes) e caracteristicas nucleares e citoplasmaticas. Por fim, pode-se
avaliar a proliferagao celular por meio do indice mitético, que determina a quantidade
de figuras de mitose em um numero pré-definido de campos microscopicos. Para a
classificacdo final da neoplasia, geralmente é necessaria a determinacdo do
imunofendtipo do linfoma, realizada por meio de testes de IHQ e/ou citometria de fluxo
(Seelig et al., 2016). As principais classificacbes de linfoma encontram-se

sumarizadas na figura 1.
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_ Difuso Nodular
Arquitetura

Grande | | Média | |Pequena Meédia Pequena

Tamanho
das Células

DLBCL LBL BL ||SLL || LPC FL

ALT PTCL-NOS TZL

Imunofendtipo

Do inglés: DLBCL — Linfoma Difuso de Grandes Células B; LBL — Linfoma Linfoblastico; BL — Linfoma
Bukitt; SLL — Linfoma de Pequenas Células; LPC — Linfoma Linfoplasmocitoide; MZL — Linfoma de Zona
Marginal; MCL — Linfoma de Células do Manto; FL — Linfoma Folicular; ALC — Linfoma Anaplasico de
Grandes Células; PTCL-NOS - Linfoma de Células T Periféricas Inespecifico; TZL — Linfoma de Zona
T. Fonte: Adaptado de Seelig et al. (2016).

Figura 1. Principais classificagdes do linfoma canino.

2.2 Patogenia, Apresentagoes e Diagnéstico do Linfoma Cutaneo
Quanto a localizagéo, o linfoma mais comumente diagnosticado em cées € o

linfoma multicéntrico, que atinge um ou mais linfonodos palpaveis ao exame fisico, e
representa aproximadamente 3/4 dos linfomas na espécie. A segunda localizagao
mais comum de linfoma canino € a pele, que representa entre 10 e 15% da casuistica
da espécie (Vezzali et al., 2009). O linfoma cutdneo ocorre a partir da infiltracdo e
proliferacdo neoplasica de linfécitos B ou T em tecidos cutdneos, que pode ser
apresentado como um processo neoplasico primario ou secundario a extensédo do

linfoma extra cutdneo multicéntrico (Watton et al., 2021).

Na medicina veterinaria, o diagnostico inicial do linfoma geralmente é obtido
por meio de exame citoldgico, que € um teste pouco invasivo, econdmico e com

resultado rapido. Entretanto, a citologia nem sempre € diagndstica definitiva,
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principalmente nos casos de linfoma multicéntrico indolente, como linfomas
foliculares/nodulares e difusos de pequenos linfocitos, e linfomas cutaneos de
pequenos linfocitos, que podem ser confundidos com inflamacgdes linfociticas. Nesses
casos € imprescindivel o uso de ferramentas diagndsticas adicionais, que incluem o
PARR (PCR de Rearranjo de Receptor de Antigeno), a citometria de fluxo e o exame

histopatolégico com marcagao IHQ (Ipek; Cangul; Akkoc, 2021).

O linfoma cutaneo é classificado como epiteliotropico a partir do tropismo das
células neoplasicas pela epiderme e/ou epitélio anexial e corresponde a uma
neoplasia exclusiva de linfécitos T. Baseadas em evidéncias clinicas e
histopatologicas, o linfoma epiteliotropico pode ter trés apresentagcdes distintas:
micose fungoide, sindrome de Sezary e reticulose pagetoide (Gilbert, 2004; Valli,
2013).

No exame histopatoldgico, a micose fungoide é caracterizada pela infiltragdo
de linfocitos pequenos e médios na epiderme, sem disseminagdo sanguinea e com
comportamento agressivo. Em lesdes bem diferenciadas € possivel perceber fendas
na epiderme chamadas de micro abscesso de Pautrier, que compreende um
aglomerado de células neoplasicas (Valli, 2016). Ainda n&o foi bem descrita a causa
da micose fungoide, mas evidéncias sugerem que sua ocorréncia se da a partir de
estimulagado antigénica cronica originando mutacéo, proliferacdo e acumulo de
linfécitos T na pele. Esse estimulo sofre grande influéncia do microambiente da pele,
que envolve células dendriticas, células T citotoxicas reativas (CD8+) e T reguladoras
(CD4+). A doenga, pode se iniciar como dermatite, progredindo para placas (Jawed et
al., 2014; Lobato et al., 2021).

A sindrome de Sezary é reconhecida como uma evolugédo da micose fungoide,
sendo diagnosticada quando existe a presenca de células T neoplasicas na circulagao
sanguinea, além da presenga de lesbGes cutdneas eritematosas e linfadenopatia
periférica (Foss e Girardi, 2016; Valli, 2016; Lee et al., 2021). Ja a reticulose pagetoide
€ descrita como uma alteragdo cutanea linfoproliferativa que apresenta
comportamento biolégico indolente, porém, com potencial de disseminacao. Diferente
da classificagdo da medicina humana, que considera a reticulose pagetoide como uma
variante da micose fungoide, na medicina veterinaria a reticulose pagetoide é

classificada como um tipo especifico raro de linfoma cutaneo epiteliotropico com curso
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clinico indolente (Mazaro et al., 2018). Os animais com reticulose pagetoide
geralmente apresentam papulas, nodulos ou placas solitarias eritematosas ou
queratinécicas, podendo ou nao estar ulceradas. Na histopatologia os linfécitos podem
se apresentar restritos a epiderme e ao epitélio anexial, sem invasdo da derme, mas

a principal diferenciagéo dos linfomas epiteliotropicos é clinica (Gross, 2005).

Diferentemente do linfoma epiteliotropico, que € exclusivamente de células T,
no linfoma nao epiteliotrépico a origem pode ser em células B ou T. Sua identificagédo
se da a partir da presenca de camadas e aglomerados de linfécitos neoplasicos
principalmente na derme. A presenga de leve infiltrado na epiderme pode ocorrer,
entretanto sem afetar as estruturas anexas da pele, como ocorre no linfoma
epiteliotropico (Bosschere e Declercq, 2008; Fontaine, 2009; Hendrick, 2017). As
lesdes neoplasicas macroscopicamente podem variar e se apresentar como escamas
generalizadas, placas ou nédulos (Cortina et al., 2020). Na histopatologia, a aparéncia
do linfoma nao epiteliotropico varia consideravelmente de acordo com a morfologia
das células neoplasicas e do arranjo do tumor, gerando uma variedade de subtipos
histologicos para a doenga, sendo os mais comuns o linfoma anaplasico de grandes
células T, linfoma de células T periféricas inespecifico, linfoma de células T semelhante
a paniculite subcutanea e linfoma difuso de grandes células B (Kondo et al., 2018;
Noland et al., 2018).

No exame histopatoldgico, o linfoma anaplasico de grandes células T é
caracterizado por uma proliferacdo densa de linfécitos neoplasicos substituindo
grande parte da derme e anexos cutaneos, podendo estar organizados em manto ou
formando areas nodulares a coesas (Jacobsen, 2006; Moodley et al., 2019). O linfoma
de células T semelhante a paniculite subcuténea e o linfoma difuso de grandes células
B tém em comum a presenca de uma populacédo bem delimitada e densamente celular
infiltrando e substituindo o tecido subcutédneo por meio de grandes lobos separados
por feixes de colageno, mas mantendo os espagos vazios dos adipdcitos (Noland et
al., 2018; Mazaro et al., 2023). O linfoma de células T periféricas inespecifico
corresponde a um grupo heterogéneo de apresentagdes histoldgicas de todos aqueles

linfomas que ndo puderam ser incluidos nas outras categorias (Cerroni, 2014).

Adicionalmente ao diagnédstico histopatoldgico, pode ser realizado o exame

IHQ, que permite a localizag&o e visualizagdo de antigenos em cortes histoldgicos. Na
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oncologia clinica, essa técnica permite a determinagdo do imunofendtipo das células
neoplasicas, util como fator prognostico e, também, diagnodstico de neoplasias
indiferenciadas (Fernandez et al., 2005; Subapriya et al., 2021). No quadro 1 estado
representados os principais marcadores fenotipicos para o diagnéstico de linfoma em

caes.

Quadro 1. Marcadores fenotipicos de interesse para o diagndstico de linfoma cutaneo canino.

Marcador Fungao
Vimentina Marcador de células mesenquimais
CD45 Marcador de todas as células hematopoiéticas nucleadas
CD3 Marcador de células T
CD4 Marcador de superficie de células T indutoras
CD8 Marcador de superficie de células T citotoxicas
CD79a Marcador de células B e plasmacitos
CD20 Marcador de células B e alguns plasmdcitos.
Pax5 Marcador de células B

Fonte: Adaptado de Amorim et al. (2016)

Outra técnica de diagnéstico que vem sendo amplamente utilizada consiste no
PCR para ensaio de rearranjo de receptor de antigeno (PARR), que se baseia em uma
ferramenta de base molecular com aplicagdes para o diagndstico de linfomas e
leucemias (Avery, 2009). Sua fundamentacao se da nos genes receptores de linfocitos
normais que, ao realizarem rearranjo genético durante a maturagdo, apresentam
sequéncias policlonais. Ja os linfocitos neoplasicos descendem de apenas um unico
clone, o que faz com que os genes receptores apresentem a mesma sequéncia e
tamanho. No exame PARR esses genes receptores sao amplificados, com tecidos
normais e reativos tendendo a formar bandas ou esfregagos policlonais apds a
eletroforese em gel, enquanto o linfoma tende a formar uma unica banda, ja que a
maioria dos linfocitos presentes na amostra apresentam um gene de tamanho unico
gerado apenas de um unico clone (Burnett et al., 2003; Nowosh et al., 2017). Em
estudos, a sensibilidade do teste PARR para diagndstico de linfoma canino foi de 74%
(Thalheim et al., 2013), 75% (Avery, 2009) e 91% (Burnett et al., 2003).

2.3 Epidemiologia

Considerando todas as neoplasias cutaneas que acometem a espécie canina,
o linfoma cuténeo é considerado uma neoplasia incomum (Ponce et al., 2010; Houtana
e Geine-Romanova, 2022). Em estudos retrospectivos, o linfoma representou de 0,2
a 2,4% dos casos de tumores cutaneos caninos (De Souza et al., 2006; Villamil et al.,
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2011; Kok et al., 2019) e de 5 a 15% dos linfomas caninos (Ponce et al., 2010; Houtana
e Geine-Romanova, 2022).

Ndo existe consenso na literatura a respeito da maior prevaléncia de
manifestacdo histopatoldgica do linfoma cutdneo como epiteliotropico ou néo
epiteliotrépico. Mazaro et al. (2023) encontraram prevaléncia de 55% de linfoma nao
epiteliotropico e 45% de linfoma epiteliotrépico, proporcées semelhantes as
observadas por Duarte et al. (2016) e Vezzali et al. (2009). Ja Araujo et al. (2012)
relataram 25% da forma nao epiteliotrépica e 58% epiteliotrépica, com 17% nao sendo
possivel realizar a classificagao devido a ulceragao na epiderme, enquanto Ponce et

al. (2010), observaram prevaléncia de 56% de linfoma epiteliotropico.

A literatura também é controversa com respeito a proporg¢ao de imunofendtipos
B e T nos linfomas nao epiteliotrépicos. Alguns autores afirmam que as concentragdes
de ambos sao semelhantes, formando dois grupos homogéneos (Miller et al., 2013;
Kondo et al., 2019). Entretanto, na medicina veterinaria foram encontrados apenas
quatro relatos de linfoma néo epiteliotropico de células B (Bosschere e Declercq, 2008;
Witt et al., 2018; Cortina et al., 2020; Antognoni et al., 2021).

Considerando outros aspectos epidemioldgicos do linfoma epiteliotropico
canino, Mazaro et al. (2023) encontraram maior prevaléncia em fémeas (56%) com
relacdo aos machos (44%), mediana de 10 anos de idade, e predominio de animais
de raga definida, buldogue francés (29%) e cocker spaniel (21%). Outro estudo
realizado por Chan et al. (2017) encontrou predominio de 63% em fémeas e 38% em
machos, além da prevaléncia de animais sem raga definida, seguidos por golden
retriever e labrador retriever. Considerando os linfomas nao epiteliotrépicos, Mazaro
et al. (2023) encontraram maior prevaléncia de machos (67%), com mediana de 8,5
anos de idade. A maior concentragdo de casos também acometeu animais de raca
definida (72%), com maior predominio no pastor alemao, dachshund, cocker spaniel

e pitbull.

2.4 Métodos de Classificagao dos Linfécitos e Prognéstico
Outra forma de classificagao dos diferentes tipos de linfomas esta baseada

principalmente no tamanho das células linfoides, que podem ser divididas entre
células linfoides pequenas, médias ou grandes. Além disso, diferentes formas de

contagem de indice mitético classificam o tumor em alto ou baixo grau. Varios autores
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ja fizeram uma extensa revisédo a respeito da maneira como se medir o tamanho dos
linfocitos e sobre a quantidade de mitoses por campo que devem ser consideradas.
Sobre a forma de medicdo do tamanho dos linfocitos, a maneira mais utilizada nos
caes diz respeito a comparagcao do tamanho do nucleo da célula linfoide com o
tamanho de uma hemacia (Fornel-Fleury et al., 1997; Comazzi; MacNeil, 2017; Valli
et al., 2017; Raskin, 2023). Segundo Jain (1993), o diametro médio de uma hemacia

canina é de 7,0 um.

Fornel-Fleury et al. (1997) realizaram um estudo para classificacao de linfomas
caninos, em comparagao com linfomas na espécie humana. Para esse estudo, células
linfoides pequenas foram definidas como aquelas com nucleo menor do que o
equivalente a duas hemacias, células linfoides médias como aquelas com nucleo igual
a duas hemacias, e células linfoides grandes como aquelas com nucleo maior do que
0 equivalente a duas hemacias. Além disso, o indice mitético (IM) foi calculado a partir
da contagem de mitoses em cinco campos na objetiva de 50x. O IM foi definido como
baixo na presenca de 0-1 mitoses/campo, médio na presenca de 2-4 mitoses/campo,
e alto na contagem de cinco ou mais mitoses por campo. Comazzi, MacNeil (2017)
classificaram os linfécitos da mesma forma, entretanto a partir de comparacoes diretas

apos medigao, com o diametro das hemacias, considerado de 7,0 um.

Valli et al. (2017) classificaram por meio da histopatologia as células linfoides
pequenas como aquelas que apresentam o nucleo menor que o equivalente a uma
hemacia e meia, células linfoides médias com nucleo equivalente a uma hemacia e
meia e células linfoides grandes com nucleo igual ou maior que o equivalente a duas
hemacias. Para Valli et al. (2017), o IM é estabelecido a partir da contagem de figuras
de mitose em 10 campos na objetiva de 40x, sendo considerado baixo com 0 a 5,

moderado com 6 a 10, e alto com mais de 10.

Ja Raskin (2023), classifica as células linfoides pequenas a partir do nucleo de
tamanho 1-1,5x hemacias, células linfoides médias como 2-2,5x hemacias e células
linfoides grandes maior do 3x o tamanho de uma hemacia. O indice mitdtico é
classificado em 10 campos de objetivas de 40x ou 15 campos 50x, sendo campos que
contenham mais mitoses (hot-spots). O indice baixo é definido com 0-2 figuras por
campo, indice moderado com 2-5 figuras por campo e indice alto com mais do que 6

figuras por campo.
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As diferentes formas de classificagdo quanto ao tamanho dos linfécitos e indice
mitotico dos principais autores citados anteriormente foram resumidas nos quadros 2

e 3 respectivamente.

Quadro 2. Classificagdo do tamanho de linféocito quando comparado ao tamanho de uma
hemacia canina.

Tamanho da célula linfoide
Referéncia Pequena Média Grande
Fornel-Fleury et al. (1997) e Comazzi, MacNeil (2017) <2,0 2,0 >2,0
Valli et al. (2017) <1,5 1,5 22,0
Raskin (2023) 1,0-1,5 2,0-2,5 >3,0

Quadro 3. indice mitético (IM) de acordo com a quantidade de mitoses por campo (cp) nas
objetivas de 40x e 50x.

IM Baixo IM Moderado IM Alto
Referéncia Objetiva Objetiva Objetiva
40x 50x 40x 50x 40x 50x
Fornel-Fleury et al. (1997) - 0-1/5¢cp - 2-4/5¢cp - =25/5¢cp
e Comazzi, MacNeil (2017)
Valli et al. (2017) 0-5/10cp - 6-10/10cp - >10/10cp -
Raskin (2023) 0-2/10cp | 0-2/15¢cp | 2-5/10cp | 2-5/15cp | =6/10cp | =6/15cp

Um ponto controverso na literatura corresponde ao progndstico correlacionado
com o tipo histopatologico do tumor, estabelecido com a associagdo do tempo de
sobrevida dos pacientes. Avaliando o linfoma cutédneo canino, Deravi et al. (2017)
relataram mediana de sobrevida de 388 dias apds o diagndstico, ndo sendo
considerada a classificacdo histolégica do tumor. Nos linfomas cutaneos caninos
epiteliotropico e nao epiteliotrépico, Azuma et al. (2022) relataram medianas de
sobrevida de 141 e 374 dias, respectivamente. Outros estudos apresentaram
sobrevidas entre trés e cinco meses para o linfoma epiteliotrépico: 90 dias (Beale,
1993), 96 dias (Dettwiler et al., 2023), 130 dias (Chan et al., 2018) e 150 dias
(Fontaine, 2010). Ainda no linfoma epiteliotrépico, Azuma et al. (2022) relataram
medianas de sobrevida de 138 e 251 dias para a micose fungoide e reticulose
pagetoide, respectivamente. Ja no linfoma nao epiteliotrépico, as medianas de
sobrevida obtidas por Azuma et al. (2022) foram de 353 e 660 dias no linfoma de
células T periféricas inespecifico e linfoma anaplasico de grandes células T,

respectivamente.

Para associar as caracteristicas dos subtipos de linfoma cutdneo com as
respectivas sobrevidas médias, foram agrupados os achados de Mazaro et al. (2023)

e Azuma et al. (2022) no quadro 4.



22

Quadro 4. Caracteristicas clinicas e citologicas do linfoma cutaneo em caes, de acordo com
Azuma et al. (2022) e Mazaro et al. (2023).

Linfoma Epiteliotropico Linfoma Nao Epiteliotropico
Linfoma Linfoma de Linfoma de Linfoma
Variavel Micose Reticulose Anaplasico de Células T Células T Difuso de
Fungoide Pagetoide Grandes Células Periféricas Semelhante a Grandes
T Inespecifico Paniculite Células B
Subcutanea
Prevaléncia 60,86% 6,52% 14,04% 19,56% - -
(1)* (28/46) (3/46) (6/46) (9/46)
Prevaléncia 34,2% 10,5% 23,95% 10,5% 10,5% 5,2%
(2)* (13/38) (4/38) (9/38) (4/38) (4/38) (2/38)
Mediana de 138 dias 251 dias 660 dias 353 dias - -
Sobrevida (1)*
Tamanho dos Médios Grandes Grandes Médios Pequenos ou Grandes
Linfocitos (2)* médios
Pequena a Moderada Quantidade Pequena Pequena a Pequena a
moderada quantidade de moderada ou quantidade de moderada moderada
Citoplasma quantidade citoplasma abundante de citoplasma quantidade de | quantidade de
(2)* de citoplasma homogéneo, citoplasma homogéneo e citoplasma citoplasma
homogéneo e | eosinofilico ou homogéneo eosinofilico homogéneo e homogéneo e
eosinofilico claro eosinofilico ou eosinofilico eosinofilico
palido
Redondo, Redondos, Redondos, ovais, Ovais ou Redondo ou Redondo, oval
oval, ovais ou edentados ou redondos, oval, com ou edentado,
Nucleo (2)* edentado, reniformes, irregulares, com cromatina cromatina solta cromatina
reniforme ou cromatina cromatina frouxa frouxamente solta ou
irregular frouxa ou ou vesicular disposta vesicular
vesicular
Unicos, Unicos, Unicos ou Unico, volume Unico, Unico,
Nucléolo (2)* pequenos e pequenos e multiplos, com intermediario e pequeno ou grande,
basofilicos basofilicos caracteristicas basofilico médio e eosinofilico ou
variaveis basofilico basofilico
Mediana de 12 5 50 14 9 38
indice
Mitético (2)*

*(1): Azuma et al. (2022). (2): Mazaro et al. (2023).

Azuma et al. (2021) também avaliaram outros paradmetros que poderiam
influenciar no tempo de sobrevida dos animais. Foi constatado que, animais que
exibiram linfécitos neoplasicos na circulacdo, apresentaram reduzido tempo de
sobrevivéncia global, bem como animais com trombocitopenia apresentaram tempo
reduzido de sobrevida quando comparados aos animais com concentragdes de

plaquetas normais esperadas para a espécie.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Estabelecer as caracteristicas morfolégicas das células linfoides dos casos de
linfoma cutaneo e inflamacgdes linfociticas em caes, correlacionando-as a clonalidade

no PARR e o tempo de sobrevida dos pacientes com linfoma cutaneo.

3.2 Objetivos Especificos
Determinar o tamanho das células linfoides no exame citolégico a partir das

classificagdes estabelecidas por Valli et al. (2017).

Identificar as caracteristicas morfolégicas nucleares e citoplasmaticas das células

linfoides das amostras.

Estabelecer a clonalidade das células linfoides a partir da técnica de PARR, e

apontar o imunofenétipo das neoplasias.

Comparar as caracteristicas citolégicas dos linfomas cutaneos com as de amostras

de causas inflamatodrias.
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4. ARTIGO (LINFOMA CUTANEO CANINO: ASPECTOS CITOLOGICOS, DE
CLONALIDADE E TEMPO DE SOBREVIDA)

Resumo
O linfoma é uma neoplasia de linfécitos que representa cerca de 90% das neoplasias
hematopoiéticas caninas. Quando se manifesta na derme, € denominado linfoma
cuténeo, e corresponde a 13% dos casos de linfoma canino. Nao foram encontrados
estudos sobre a utilizagdo da citologia no diagnéstico do linfoma cutaneo. O presente
estudo avaliou as caracteristicas clinicas e citologicas do linfoma e inflamagbes
linfociticas cutaneas em céaes. Para tal, foram reavaliadas 40 amostras citoldgicas,
sendo 28 com resultado citolégico prévio de amostras sugestivas/compativeis com
linfoma cutaneo, trés de amostras sugestivas/compativeis com inflamagao linfocitica
e nove de amostras nao conclusivas para inflamacgéo linfocitica ou linfoma cutaneo.
No exame de PARR, considerando todas as amostras, 73% resultaram em
proliferacdo monoclonal e 28% em proliferagdo policlonal. Apdés comparagéo
estatistica entre o linfoma e a inflamacéao, as caracteristicas clinicas mais associadas
ao linfoma foram idade dos animais (mediana de 106 meses no linfoma x 29 meses
nos casos de inflamacéo; p = 0,0034) e tamanho dos nodulos (5,0 x 1,5 cm; p =
0,0013). As caracteristicas citolégicas mais associadas ao linfoma foram nucléolos
visiveis unicos/multiplos (p = 0,0195), basofilia citoplasmatica intensa (p = 0,0080) e
maior concentracdo de figuras de mitose (p = 0,0372), além de fundo de lamina
basofilico (p = 0,0289) com maior concentragao de vacuolos de gordura (p = 0,0197).
Dos animais com linfoma, 52% foram submetidos a tratamento quimioterapico. A
mediana de sobrevida desses animais foi de 60 dias. Nos animais sem tratamento
quimioterapico a mediana de sobrevida foi de 28 dias. Nos animais submetidos a
cirurgia a mediana de sobrevida foi de 148 dias. No total, a mediana de sobrevida foi
de 52 dias. Conclui-se que o linfoma cutaneo canino apresenta menor sobrevida que
o descrito na literatura e que a citologia, aliada as informacgdes clinicas, € um método
eficiente para diagndstico, sendo necessario aprofundar o estudo das caracteristicas

celulares e seu impacto no comportamento bioldgico da doenga.

Palavras- Chave: Cées; linfocitos; diagnostico; neoplasia; citologia.



29

4.1 Introdugao
Os linfocitos, células importantes no sistema de defesa do organismo, estdo

presentes em praticamente todos os tecidos do corpo (Calazans et al., 2016;
Junqueira; Carneiro, 2017). Com excecdo dos orgaos linfoides, a presenca de
concentracado significativa de linfocitos esta associada as inflamagdes crénicas,
principalmente imunomediadas. Esse processo deve ser diferenciado da neoplasia de
linfécitos, denominada linfoma (Albanese, 2017). O linfoma faz parte das neoplasias
hematopoiéticas, que incluem as leucemias, mastocitose sistémica, histiocitose
sistémica e tumores de plasmadcitos. Dessas afecgdes, o linfoma representa
aproximadamente 90% dos casos caninos (Pinello; Dagli, 2022). O linfoma é
caracterizado pela proliferacdo clonal de linfocitos neoplasicos B, T ou nulos
(Calazans et al., 2016). Apesar das neoplasias caninas serem subdiagnosticadas,
estudos indicam que o linfoma representa 6% de todas as neoplasias da espécie,
sendo uma das trés neoplasias mais frequentes (Dorn et al., 1996; Seelig et al., 2016).
Em cées, o linfoma mais comum é o que atinge os linfonodos palpaveis no exame
fisico, denominado linfoma multicéntrico. O segundo tecido mais acometido pelo
linfoma é o tegumento, que representa de 10 a 15% dos casos da neoplasia na
espécie (Vail et al., 2013)

O linfoma cutadneo ocorre a partir da mutagao e proliferagdo neoplasica de
linfécitos em tecidos cutaneos (Watton et al., 2021). De acordo com o tropismo das
células neoplasicas para a epiderme observado no exame histopatoldgico, a neoplasia
é classicamente dividida em epiteliotrépica e ndo epiteliotropica. Também na
histopatologia, as células linfoides neoplasicas podem ser classificadas de acordo
com o seu tamanho. Valli et al. (2017), comparando-as com o tamanho das hemacias
presentes na amostra, definiram as células neoplasicas como pequenas quando
menor que uma hemacia e meia; média quando igual a uma hemacia e meia, e grande

quando maior que duas hemacias.

Na medicina veterinaria, o diagnostico inicial do linfoma geralmente é obtido
por meio de exame citolégico, que € um exame pouco invasivo, econémico e com
resultado rapido. Entretanto, a citologia nem sempre é diagndstica, principalmente nos
casos de linfomas multicéntricos indolentes, como linfomas foliculares e difusos de
pequenos linfécitos, e linfomas cutaneos de pequenos linfécitos que podem ser

confundidos com inflamagdes linfociticas. Nesses casos € imprescindivel o uso de
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ferramentas diagnosticas adicionais, que incluem o PARR, a citometria de fluxo e o
exame histopatoldégico com marcagao de IHQ (Ipek; Cangul; Akkoc, 2021). Para um
estudo retrospectivo de citologia do linfoma, o PARR apresenta como vantagem a
possibilidade de realizagdo utilizando material biolégico da amostra citoldgica
armazenada. Nas amostras de linfoma, a tendéncia € que PARR resulte em

proliferagdo monoclonal T ou B (Thalheim et al., 2013).

Apesar da literatura se mostrar bem estabelecida quanto aos diferentes tipos
de linfoma canino de acordo com sua classificagao histopatoldgica, particularmente
os multicéntricos, ndo foi encontrado na literatura estudos que associem as
caracteristicas morfoldgicas destas células no exame citolégico com o progndstico e
tempo de sobrevida, bem como a definicdo de caracteristicas para auxiliar na
diferenciagao de linfomas cutaneos e inflamagdes linfociticas. O objetivo do presente
estudo foi estabelecer as caracteristicas clinicas e citolégicas do linfoma cutaneo e
inflamacgdes linfociticas, analisando as possibilidades de diferenciacéo entre estes,
assim como, estabelecer possiveis progndsticos de acordo com os achados clinicos
e citologicos observados no linfoma cuténeo canino. Para tal, utilizou-se o PARR como

teste ouro para o diagnéstico de linfoma/inflamacgao linfocitica.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Casos Clinicos

Dos casos da rotina de exames citoldgicos realizados entre 2016 e 2024 no
Laboratorio de Patologia Clinica da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), foram selecionados aqueles com sugestdo diagnostica de
linfoma cutaneo, inflamacao linfocitica e ndo conclusivos para inflamacgao linfocitica
ou linfoma cutaneo, excluindo amostras com menos de 10 células integras em média
por campo. No total, foram incluidos no estudo 40 amostras de 40 animais, sendo 28
com resultado citolégico de amostra sugestiva/compativel com linfoma cutaneo, trés
de amostra sugestiva/compativel com inflamacgao linfocitica e nove de amostra
compativel com processo proliferativo linfocitico, ndo conclusivo para inflamagao ou

linfoma cutaneo.

Os dados das caracteristicas fisicas/clinicas dos animais foram obtidos nas
fichas do sistema integrado utilizado pelo Hospital Veterinario da UFMG. Quando

disponivel, foi considerada a idade no dia da coleta de amostra para o exame
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citolégico. As lesdes foram classificadas como nodular/nédulo quando disposta na
forma vertical e como placa quando disposta horizontalmente. As lesdes verticais
foram denominadas nodulares quando <1cm e nodulos quando >1cm (Albanese
2017). Quando multiplas, foi considerado a lesdo de maior tamanho. O tempo de
sobrevida foi determinado a partir da data do exame citolégico até a data do ébito.
Nos casos com data de 6bito indisponivel no sistema, foi realizado contato telefénico

com o tutor do animal.

4.2.2 Avaliagao Morfolégica na Citologia
As amostras citologicas foram coletadas por clinicos experientes, utilizando

pungao por agulha (25x7) e, posteriormente, foram coradas com corante rapido (Diff
Quick, Pandtico). A concentragédo de células linfoides foi obtida a partir da contagem
média de cinco campos de 430 pm, utilizando objetiva de 40x. As células foram
classificadas como pequenas, médias e grandes, de acordo com o sistema de Valli et
al. (2017), como demonstrado na figura 2. Posteriormente, as células foram avaliadas
quanto a proeminéncia e quantidade de nucléolos, presenga de binucleagdes ou
multinucleagdes, intensidade de basofilia citoplasmatica e eventuais alteragoes
morfologicas adicionais de nucleo e citoplasma. A quantidade de mitoses foi
determinada em 10 campos, hot spot, utilizando objetiva de 40x. Na avaliagdo de
fundo de lamina, utilizando objetiva de 4x foi observada a presenga ou auséncia de
material amorfo basofilico e quantidade de vacuolos de gordura, e na objetiva de 40x
foram descritas a quantidade de hemacias e de fragmentos citoplasmaticos, a partir

das médias obtidas em cinco campos.

De acordo com as porcentagens de tamanho das células linfoides, as amostras
foram distribuidas formando seis grupos: grupo de células pequenas (GP), pequenas
e médias (GPM), médias (GM), pequenas, médias e grandes (GPMG), médias e
grandes (GMG) e grandes (GG). No GP, GM e GG foram incluidas as amostras com
267% de células linfoides pequenas, médias e grandes, respectivamente, isto €, com
evidente predominio de um tipo celular. Sem essa caracteristica, foram incluidas no
GPMG as amostras com todos os tipos celulares em concentragdes =220%, € no GPM

e GMG as amostras com <20% de células grandes e pequenas, respectivamente.
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Figura 2. Representacgao de células pequenas (seta amarela), médias (seta preta) e grandes (seta

vermelha) segundo critérios de Valli et al. (2017) na citologia de linfoma cutaneo canino.

4.2.3 Determinagao da Clonalidade e Imunofenétipo
Todas as amostras foram submetidas a avaliagdo de clonalidade e

imunofendtipo das células por meio do teste de PARR (VetPat — Tecsa Laboratérios).
As amostras foram submetidas a extracdo utilizando Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, EUA), seguindo as informagdes do fabricante. As células
foram recuperadas e submetidas a extragao usando o Invisorb® Spin Tissue Mini Kit
(Stratec, Alemanha), seguindo as diretrizes do fabricante. Apds a extragdo, o DNA de
cada amostra foi quantificado usando o Quantifluor® (Promega, EUA) (Nowosh et al.,
2017).

4.2.4 Histopatologia
Andlises histopatolégicas foram realizadas em trés laboratérios diferentes,

incluindo o Laboratério de Anatomia Patoldgica da UFMG, Laboratério Celulavet, Belo
Horizonte, MG e Laboratério VETPAT, Campinas-SP. Os linfomas cutaneos foram

classificados como epiteliotropico e n&o epiteliotropico.
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4.2.5 Analise Estatistica
Todas as analises realizadas na citologia foram descritas em tabela de Excel,

separando em dois grupos de diagnostico, linfoma cutaneo e inflamacgéao linfocitica.
Foi realizada a descricao de média, mediana e desvio padrao de todas as variaveis
observadas de acordo com cada grupo. A estatistica inferencial foi realizada usando

o software GraphPadPrism v. 6.02 com um indice de significancia de 5%.

O teste de Pearson foi usado para estimar a correlagéo das variaveis citolégicas
com o diagnéstico a partir da analise de clonalidade do PARR. As correlagdes
significativas foram consideradas fracas (r < 0,30), moderadas (0,30 <r < 0,7) ou fortes
(r=0,70).

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para determinar a normalidade das
variaveis paramétricas. Foram utilizadas comparacées da média (dados paramétricos
com distribuicdo normal) ou mediana (dados nao paramétricos ou com distribuicao

nao normal) pelo teste t de student e Mann-Whitney, respectivamente.

Apds separacao dos casos de linfoma cutaneo com relacdo ao tamanho das
células e determinacéo dos scores, o teste de logrank de Cox-Mantel foi utilizado para

a analise de sobrevida e o teste Kruskal-Wallis ad-hoc Dunns para as demais analises.

4.3 Resultados
No exame de PARR, 73% (29/40) das amostras resultaram em proliferacao

monoclonal e 28% (11/40) em proliferacdo policlonal. Todas as trés amostras
citolégicas sugestivas/compativeis com inflamacg&o linfocitica resultaram em
proliferacdo policlonal. Ja nas nove amostras com citologia ndo conclusiva para
linfoma cutdneo ou inflamacgao linfocitica, 44% (4/9) resultaram em proliferagao
policlonal e 56% (5/9) em proliferagdo monoclonal. Os quatro casos com citologia
inconclusiva e PARR policlonal e os trés com citologia de inflamagdo foram
considerados como de inflamagao linfocitica, totalizando 18% (7/40) do total de casos.

As caracteristicas desses pacientes e de suas lesdes estao resumidas na tabela 1.
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas da inflamacgao linfocitica cutianea canina, diagnosticadas por
meio de citologia, PARR e histopatologia.

Lesao Diagnéstico
Caso Raca* Idade Género** Citologia Tipo N° | Tamanho Histologia PARR Histoérico
(meses) (cm) Clinico***
-1 SRD 29 F Inflamagéao Noédulo 24 2,0 Policlonal LSM
-2 ShihTzu 63 F Inflamagéao Nodular 0,5 Policlonal LSM
-3 Border 6 M Inflamagéo Nodular 1 0,5 Policlonal LSM
Collie
-4 Boxer 28 M Inconclusivo Nédulo 1 5,0 Dermatite Policlonal Cirurgia
I-5 Buldogue 7 M Inconclusivo Ndédulo 1 1,5 Dermatite Policlonal Cirurgia
Francés
-6 SRD 29 F Inconclusivo Noédulo 1 1,5 Policlonal LSM
-7 Buldogue 107 M Inconclusivo Ndédulo 1 1,0 Policlonal LSM
Francés

*SRD: Sem raga definida; **M: Macho; F: Fémea; **LSM: Les&o sumiu com medicamento (anti-inflamatério).

Dos animais portadores de inflamacéo linfocitica cutanea, 71% (5/7) eram de
raca definida, com mediana de idade de 29 meses (tabela 1). As lesbes, todas
classificadas como nodulares, em 86% (6/7) dos casos eram unicas e em 86% (6/7)
dos casos com no maximo dois centimetros de didmetro. Dois animais foram
submetidos a cirurgia e posterior exame histopatolégico, com resultado de dermatite.
Os demais cinco animais foram tratados com medicamentos anti-inflamatorios, com
as lesdes sumindo apos o tratamento. Até o ultimo levantamento, apenas dois animais
haviam ido a ébito: I-4 e |-5, com sobrevidas de 2550 e 880 dias, respectivamente. Os
demais animais continuavam vivos no fechamento do estudo. As caracteristicas

observadas no exame citolégico desses casos estdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas de amostras citolégicas de inflamagao linfocitica canina.

Fundo de Lamina Caracteristicas Celulares dos linfécitos
Caso Grupo* Basofilia** Vacuolos Hemacias Fragmentos Linfécitos Citoplasma Nucléolos Mitoses
Gordura* kol Citoplasmaticos*** Fkk falaiall
1-1 GP Ausente 0 304 12 24 Discretamente Pouco 0
Basofilico Proeminentes
-2 GP Ausente 0 354 0 10 Discretamente Pouco 0
Basofilico Proeminentes
1-3 GP Ausente 57 172 0 30 Discretamente Pouco 0
Basofilico Proeminentes
-4 GPMG Ausente 4 468 192 116 Intensamente Unicos 9
Basofilico
I-5 GP Ausente 0 114 72 42 Discretamente Pouco 1
Basofilico Proeminentes
-6 GPMG Presente 5 51 242 406 Discretamente Pouco 0
Basofilico Proeminentes
-7 GP Presente 0 49 240 66 Discretamente Pouco 0
Basofilico Proeminentes

*GP = grupo de células linfoides pequenas, GPMG = grupo de células linfoides pequenas, médias e grandes, **Média
por campo, em objetiva de 4x; ***Média por campo, em objetiva de 40x, ****Em 10 campos de 40x.

Os linfocitos representaram de 40 a 90% das células inflamatérias das

amostras citologicas dos casos policlonais, sendo que nos trés casos com diagndstico
citolégico de inflamacgéo linfocitica (I-1 a 1-3, tabela 2), os linfécitos representaram 40

a 60%, enquanto nos quatro casos nao conclusivos para linfoma ou inflamacéao
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linfocitica (I-4 a I-7), os linfocitos representaram 70 a 90%. Os trés casos com
diagnéstico citologico de inflamagéo linfocitica foram incluidos no GP, enquanto nos
quatro casos nao conclusivos para linfoma ou inflamagao linfocitica, dois foram

incluidos no GP e dois no GPM.

O fundo de lamina das amostras citolégicas de inflamagdes linfociticas
apresentou medianas com auséncia de basofilia e vacuolos de gordura, e mediana de
concentracdo de linfocitos de 42 células/campo (tabela 2). Em 86% (6/7) dos casos
os linfocitos apresentaram basofilia citoplasmatica discreta, nucléolo pouco
proeminente € no maximo uma figura de mitose. Em um mesmo caso (I-4) foi
observado basofilia citoplasmatica intensa, nucléolo Unico proeminente e nove

mitoses em 10 campos.

Dos 28 casos com diagnodstico citologico de linfoma cutaneo, 82% (23/28)
resultaram em proliferagdo monoclonal no PARR e 18% (5/28) em proliferagao
policlonal. Dos cinco casos policlonais, em um também foi realizado exame
histopatoldgico, que resultou em conclusivo para linfoma cutaneo epiteliotropico. Esse
caso, mais os 23 com diagndstico citoldgico de linfoma cutdneo e PARR monoclonal,
e ainda os cinco casos com citologia inconclusiva para linfoma ou inflamagao
linfocitica e PARR monoclonal, totalizaram 29 casos. Esses casos, definidos no
presente estudo como linfoma cuténeo canino, estdo descritos nas tabelas 3 e 5. Os
quatro casos com diagndstico citolégico de linfoma e PARR policlonal estdo descritos

nas tabelas 4 e 6.
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Tabela 3: Caracteristicas clinicas de caes portadores de linfoma cutaneo diagnosticado por meio de citologia, PARR e histopatologia.
Idade Lesao Diagnéstico Histérico Clinico Sobrevida
CASO Raca (meses) Género Tipo Numero Tamanho Histologia PARR Fenoétipo Cirurgia Quimioterapia Medicamento (dias)
(cm) (Sessoes)
L-1 Beagle 132 M Noédulo 24 4,0 LCE Policlonal - Sim 3 Lomustina 59
L-2 Basset 194 M Noédulo 3 5,0 LCE Monoclonal B Sim 4 Citostal 179
Hound
L-3 SRD 144 F Noédulo 1 6,0 LCE Monoclonal T Sim 5 Lomustina, Citostal 117
L-4 Yorkshire 162 F Nédulo 1 2,0 LCE Monoclonal T Sim 2 Lomustina 365
L-5 SRD 36 F Noédulo 1 3,0 LCNE Monoclonal T Sim 16 Citostal 530
L-6 SRD 24 M Nédulo 1 3,0 LCE Monoclonal T Sim 1 Lomustina 28
L-7 SRD 105 M Nédulo 1 - - Monoclonal T Néao 0 - 30
L-8 ShihTzu - M Placa 24 3,0 - Monoclonal T Néo 2 Lomustina 52
L-9 SRD 156 M Placa 24 9,0 - Monoclonal T Nao 0 - 88
L-10 Poodle 48 M Nédulo 3 - - Monoclonal T Nao 1 Vincristina 7
L-11 Bull Terrier 36 F Placa 3 5,0 - Monoclonal T Nao 0 - 7
L-12 SRD 96 F Nédulo 1 - - Monoclonal T Nao 0 - 24
L-13 SRD 96 F Nodulo 1 - - Monoclonal T Nao 0 - 62
L-14 Poodle 120 F Nédulo 2 - - Monoclonal T Nao 0 - 1
L-15 Rottweiller 21 F Noédulo 24 10,0 - Monoclonal T Nao 0 - 1
L-16 SRD 108 F Nédulo 1 5,0 - Monoclonal T Nao 0 - 1
L-17 Poodle 144 M Placa 24 5,0 - Monoclonal T Néo 1 Lomustina 15
L-18 Poodle 168 F Noédulo 1 5,0 - Monoclonal B Nao 4 Lomustina 180
L-19 SRD 120 M Noédulo 1 2,0 LCNE Monoclonal T Néao 1 Lomustina 210
L-20 Yorkshire 100 M Nédulo 2 - LCNE Monoclonal T Néao 0 - 3
L-21 SRD 96 M Noédulo 24 5,0 - Monoclonal T Néao 0 - 29
L-22 ShihTzu 144 F Nédulo 2 10,0 - Monoclonal T Nao 7 Citostal, Epirrubicina 60
L-23 Golden 64 F Noédulo 3 0,7 - Monoclonal T Néao 7 Citarabina, Vincristina 58
Retriever
L-24 Labrador 108 M Noédulo 1 3,0 - Monoclonal B Nao 0 - 61
L-25 SRD 84 F Noédulo 3 12,0 - Monoclonal T Nao 1 Lomustina 7
L-26 Poodle 168 F Nédulo 24 - - Monoclonal B Nao 4 Citostal 90
L-27 SRD 60 M Nédulo 24 - - Monoclonal T Nao 0 - 30
L-28 SRD 24 M Noédulo 1 7,0 - Monoclonal B Néao 0 - Sem contato
L-29 Poodle 156 M Placa 24 - - Monoclonal T Néo 0 - Sem contato

F: Fémea; M: Macho LCE: Linfoma cutaneo epiteliotrépico; LCNE: Linfoma cutaneo nao epiteliotrépico
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Dos animais com diagnéstico de linfoma cutaneo, 55% (16/29) eram de raga
definida, com idade variando entre 21 e 168 meses e mediana de 100 meses (tabela
3). Foram descritas lesdes unicas em 41% (12/29) dos casos, duas ou trés lesdes em
28% (8/29) e quatro ou mais lesdes em 31% (9/29). A forma de nddulo foi descrita em
83% (24/29) dos casos e de placa em 17% (5/29). Das lesbes com descricdo de
tamanho, 85% (17/20) apresentaram mais de dois centimetros de didmetro e 15%
(3/20) no maximo dois centimetros. Nos casos com exame histopatoldgico, 63% (5/8)
resultaram em linfoma cutaneo epiteliotrépico e 38% (3/8) em linfoma cutaneo nao
epiteliotropico. Nas amostras monoclonais, o imunofendtipo foi T em 82% (23/28) e B
em 18% (5/28). Nos linfomas epiteliotropicos, quatro resultaram em imunofendtipo T
e um em imunofendtipo B, enquanto nos trés casos nao epiteliotrépicos todos

resultaram em imunofendétipo T.

Em 52% (15/29) dos animais com linfoma cuténeo foi realizado tratamento
quimioterapico, sendo utilizados cinco diferentes medicamentos: lomustina, citostal,
vincristina, citarabina e epirrubicina, em uma a 16 sessdes (tabela 3). O tempo de
sobrevida, determinado em 93% (27/29) dos casos, variou de 1 a 530 dias, com
mediana de 52 dias. Entre os 15 animais que receberam tratamento quimioterapico, a
sobrevida variou de 7 a 530 dias, com mediana de 60 dias. Entre os 11 animais que
nao receberam tratamento quimioterapico e tiveram o tempo de sobrevida
estabelecido, a sobrevida variou de 1 a 88 dias, com mediana de 27 dias. Nos animais
submetidos a cirurgia, a sobrevida variou de 3 a 530 dias, com mediana de 148 dias
e 88% (7/8) dos caes com no minimo 28 dias de sobrevida. Nos animais nao

submetidos a cirurgia, a sobrevida variou de 1 a 180 dias, com mediana de 30 dias.

Tabela 4: Caracteristicas clinicas dos pacientes e historico clinico dos casos com diagnéstico
citoldgico de linfoma cutaneo canino e resultado policlonal no PARR

Caso Raca Idade Género Lesao Histérico Clinico Sobrevida
(meses) Tipo Numero | Tamanho | Cirurgia | Quimioterapia | Medicamento (dias)
(cm) (sessoes)
E-1 Pastor 60 M Placa 24 3,0 Nao 1 Citarabina,
Alemao Vincristina,
Lomustina,
Doxorubicina
E-2 SRD 120 F Placa 4 5,0 Nao 0 - 30
E-3 Lhasa 108 M Nédulo 24 - Nao 5 Citostal 90
Apso
E-4 Maltés 60 M Nédulo 24 5,0 Nao 0 15

F: Fémea; M: Macho F: Fémea; M: Macho

Os quatro casos com citologia sugestiva/compativel com linfoma cutédneo, mas

PCR-PARR policlonal apresentaram mais de quatro lesées no momento da coleta de
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amostra citolégica, sendo dois com lesdes nodulares e dois com lesbes em placa
(tabela 4). Nos trés casos com descricdo do tamanho das lesbes, dois apresentaram
cinco centimetros e um trés centimetros. Em dois casos foi realizado tratamento
quimioterapico, sendo um com cinco sessdes de citostal e outro com uma sessao de
Citarabina, Vincristina, Lomustina e Doxorubicina. A sobrevida variou de 8 a 90 dias,

com mediana de 23 dias.
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Citologia Fundo de Lamina Caracteristicas Celulares
Caso Tamanho Conclusiao Basofilia* Vacuolos Hemacias** Fragmentos Linfécitos** Citoplasma Nucléolos Mitoses***
Celular Gordura* Citoplasmaticos**
L-1 GPM Linfoma Presente 4 105 22 608 Moderadamente Basofilico Unicos 11
L-2 GP Linfoma Presente 11 120 2 256 Discretamente Basofilico Pouco Proeminentes 7
L-3 GPM Inconclusivo Presente 280 112 145 Moderadamente Basofilico Pouco Proeminentes 0
L-4 GP Inconclusivo Presente 44 228 180 324 Moderadamente Basofilico Pouco Proeminentes 0
L-5 GPMG Linfoma Presente 24 520 216 240 Intensamente Basofilico Multiplos 15
L-6 GG Linfoma Presente 0 536 188 104 Moderadamente Basofilico Unicos 17
L-7 GPMG Inconclusivo Presente 34 452 68 11 Discretamente Basofilico Unicos 0
L-8 GP Inconclusivo Presente 84 45 472 360 Intensamente Basofilico Pouco Proeminentes 1
L-9 GG Linfoma Presente 238 84 120 191 Intensamente Basofilico Mltiplos 14
L-10 GPMG Linfoma Ausente 16 612 65 43 Intensamente Basofilico Multiplos 7
L-11 GG Linfoma Presente 63 16 180 258 Intensamente Basofilico Mltiplos 7
L-12 GP Inconclusivo Presente 128 268 224 184 Discretamente Basofilico Pouco Proeminentes 0
L-13 GG Linfoma Presente 0 386 16 50 Moderadamente Basofilico Pouco Proeminentes 5
L-14 GMG Linfoma Presente 111 150 88 102 Intensamente Basofilico Pouco Proeminentes 3
L-15 GPMG Linfoma Presente 128 188 44 16 Intensamente Basofilico Multiplos 6
L-16 GMG Linfoma Presente 10 544 192 258 Intensamente Basofilico Mltiplos 3
L-17 GPM Linfoma Presente 30 254 212 182 Intensamente Basofilico Multiplos 4
L-18 GPM Linfoma Ausente 0 488 120 312 Intensamente Basofilico Unicos 3
L-19 GPM Linfoma Presente 28 272 140 284 Intensamente Basofilico Multiplos 11
L-20 GMG Linfoma Presente 7 516 10 258 Intensamente Basofilico Pouco Proeminentes 12
L-21 GPM Linfoma Presente 16 218 72 111 Discretamente Basofilico Pouco Proeminentes 7
L-22 GPM Linfoma Ausente 2 604 132 166 Intensamente Basofilico Multiplos 5
L-23 GPMG Linfoma Presente 664 40 18 32 Intensamente Basofilico Unicos 0
L-24 GPM Linfoma Presente 108 240 75 180 Discretamente Basofilico Mdltiplos 0
L-25 GPMG Linfoma Ausente 8 664 89 42 Moderadamente Basofilico Pouco Proeminentes 1
L-26 GG Linfoma Ausente 0 172 0 11 Intensamente Basofilico Mdltiplos 0
L-27 GMG Linfoma Ausente 5 588 278 366 Intensamente Basofilico Mltiplos 15
L-28 GPMG Linfoma Ausente 0 828 274 228 Intensamente Basofilico Unicos 0
L-29 GG Linfoma Presente 185 13 144 216 Discretamente Basofilico Pouco Proeminentes 4

GP: Grupo pequenos; GPM: Grupo pequenos médios; GPMG: Grupo pequenos médios e grandes; GMG: Grupo médios grandes; GG: Grupo grandes. *Média por campo, em objetiva
de 4x; **Média por campo, em objetiva de 40x.; ***Em 10 campos de objetiva de 40x.
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Tabela 6: Caracteristica de fundo de lamina e celulares dos casos com sugestao citolégica de
linfoma cutaneo canino e resultado policlonal no PARR

Caso | Tamanho Fundo de Lamina Linfocitos Caracteristicas Celulares
Celular | Basofilia* | Vacuolos | Hemacias** Fragmentos Citoplasma Nucléolos | Mitoses***
Gordura* Citoplasmaticos**

E-1 GPMG Presente 178 65 105 194 Intensamente Mltiplos 5
Basofilico

E-2 GPMG Presente 42 120 206 114 Moderadamente Unicos 0
Basofilico

E-3 GP Ausente 35 236 112 58 Moderadamente Multiplos 4
Basofilico

E-4 GMG Presente 23 504 152 476 Intensamente Unicos 17
Basofilico

GP: Grupo pequenos; GPMG: Grupo pequenos médios e grandes; GMG: Grupo médios grandes. *Média por campo,
em objetiva de 4x; **Média por campo, em objetiva de 40x.; ***Em 10 campos de objetiva de 40x.

Nas amostras citologicas dos linfomas cutédneos, a média de concentragao de
células linfoides por campo variou de 11 a 608 células/campo, com mediana de 184
(tabela 5). De acordo com as concentragdes dos tamanhos das células linfoides, 14%
(4/29) das amostras foram incluidas no GP, 28% (8/29) no GPM, 0% no GM (0/29),
24% (7/29) no GPMG, 14% (4/29) no GMG e 21% (6/29) no GG. Foi observada uma
fraca correlagcado negativa entre a concentracéo de células na amostra e o tamanho
celular (r =-0,313). Nas amostras citolégicas com diagnostico de linfoma e PCR-PARR
policlonal, a concentracdo de linfocitos variou de 58 a 476 células/campo, com
mediana de 154 (tabela 6). Dois casos foram incluidos no GPMG, um no GP e um no
GMG.

No exame citologico, as células linfoides dos linfomas cutaneos apresentaram
basofilia citoplasmatica discreta em 21% (6/29), moderada em 21% (6/29) e intensa
em 59% (17/29) das amostras (tabela 5). Os nucléolos foram classificados como
pouco proeminentes em 38% (11/29) das amostras, unicos em 21% (6/29) e multiplos
em 41% (12/29). Foram observadas até uma figura de mitose em 34% (10/29) das
amostras, mais de uma e menos de 10 em 38% (11/29) e mais de 10 figuras de mitose
em 28% (8/29), com mediana de 4 figuras de mitose/campo. Nas amostras citologicas
com diagnostico de linfoma e PARR policlonal (tabela 6), a basofilia citoplasmatica foi
classificada como moderada em dois casos e intensa nos outros dois, com dois casos
apresentando nucléolos unicos e dois multiplos. A mediana da quantidade de figuras
de mitose foi de 4,5/campo. A analise estatistica das caracteristicas clinicas das

inflamacgdes linfociticas e linfoma cutaneo estdo descritas na tabela 7.
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Tabela 7: Comparagdes de caracteristicas clinicas encontradas em caes diagnosticados com

inflamacgao linfocitica e linfoma cutaneo na analise citolégica e PARR

Caracteristica Inflamacao Linfoma Estatistica
clinica Média (+ DP) | Mediana | Média (£ DP) | Mediana
Idade (meses) 38,4 £ 35,7 29,08 104,1 £50,0 106,5° p =0,0034 (Mann-Whitney)
Numero de 1,011 1,02 2,4+1,3 2,0° p = 0,0832 (Mann-Whitney)
nodulos
Tamanho dos 1,7+£1,6 1,52 5,2+3,0 5,0° p =0,0013 (Mann-Whitney)
nédulos

Entre os casos de linfoma e inflamacdo linfocitica foi observada diferenca
significativa (p < 0,05) entre a idade dos animais (p = 0,0034) e tamanho dos nddulos
(p = 0,013), e nao foi observada diferenca estatistica significativa entre o niumero de
nédulos (p = 0,0832). A analise estatistica das caracteristicas citolégicas das

inflamacgdes linfociticas e linfoma cutédneo estdo descritas na tabela 8.

Tabela 8: Comparag6es de caracteristicas citologicas de caes diagnosticados com inflamagéao

linfocitica e linfoma cutaneo na analise citolégica e PARR

Caracteristica Inflamacao Linfoma Estatistica
citoldgicas Média (£ DP) | Mediana | Média (= DP) Mediana
Nuimero de hemacias / 216 +£162,1 172,08 352,2 +225,6 268,0° p =0,3091 (Mann-
campo Whitney)
Numero de vacuolos de 9,4+21,1 0,0 67,3 +130,1 16,0° p=0,0197 (Mann-
gordura / campo Whitney)
Material amorfo 0,3+0,5 0,0° 0,8+0,4 1,0° p =0,0289 (Mann-
basofilico* Whitney)
Numero de fragmentos 108,3 = 72,0 141,8+110,8° 120,0 p=0,4795 (t-
citoplasmaticos / 112,8° student)
campo
Numero de linfécitos / 99,0 £139,9 42,0° 192,0 £ 133,1 184,0° p =0,0544 (Mann-
campo Whitney)
Basofilia 1,3+0,8 1,02 2,4+0,8 3,0° p =0,0080 (Mann-
citoplasmatica** Whitney)
Nucléolos*** 0,1+0,4 0,0° 1,0£0,9 1,0° p =0,0195 (Mann-
Whitney)
Figuras de mitose**** 1,4+£3,4 0,0° 5,454 4,0° p =0,0372 (Mann-
Whitney)

*Score: 0 — ausente, 1 — presente; **Score: 1- Discretamente basofilico, 2 — Moderadamente basofilico,
3 — Intensamente basofilico; ***Score: 0 — Pouco proeminentes, 1 — Unicos, 2 — Mdltiplos; ****Em 10
campos de objetiva de 40x.

Para as comparagdes de fundo de Iamina na citologia de linfoma cutaneo e
inflamacgdes linfociticas, houve diferenga estatistica significativa para as analises de

numero de vacuolos de gordura (p = 0,0197) e presenga de material amorfo basofilico
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(p = 0,0289). Nao houve diferencga estatistica significativa para o numero de hemacias

(p = 0,3091) e numero de fragmentos citoplasmaticos (p = 0,4795).

Houve diferenca estatistica significativa para as avaliacbes de basofilia
citoplasmatica (p = 0,0080), nucléolos (p = 0,0195) e figuras de mitose (p = 0,0372).
Apesar de nao apresentar diferenca estatistica significativa, o numero de linfocitos

apresentou tendéncia a significancia (p = 0,0544).

Também objetivou-se realizar comparagées dos achados morfologicos
celulares e de sobrevida entre os grupos de score de linfoma determinados no
presente trabalho. Nao houve diferenga estatistica significativa entre as avaliagdes de
morfologia celular entre os grupos avaliados, para os parametros de basofilia
citoplasmatica (p = 0,2192), nucléolos (p = 0,1813), figuras de mitose (p = 0,3951) e
tempo de sobrevida (p = 0,1689). Apesar de nao apresentar diferenga estatistica
significativa, o numero de linfocitos (p = 0,0500) apresentou tendéncia a significancia.

Essas informacgdes estdo reunidas no Apéndice A.

As caracteristicas de sobrevida nos diferentes grupos citolégicos dos casos
PARR monoclonal estdo descritas na tabela 9, sendo que dois animais foram

excluidos desta analise devido a impossibilidade de obtencéo desta informacao.

Tabela 9: Média, desvio padrao e mediana de dias de sobrevida de 27 casos de linfoma cutaneo
canino de acordo com o tamanho celular predominante na amostra citolégica

Tempo de Sobrevida (dias) % de Obitos

Grupo n Média (DPx) Mediana <90 dias >90 dias
GP 4 155 (£155) 166 50% (2/4) 50% (2/4)
GPM 8 91 (£71) 61 63% (5/8) 38% (3/8)
GPMG 6 106 (£209) 19 83% (5/6) 17% (1/6)

GMG 4 9 (x14) 2 100% (4/4) 0% (0/4)

GG 5 55 (=37) 62 100% (5/5) 0% (0/5)
Total 27 85,0 (+121,3) 52,0 78% (21/27) 22% (6/27)

GP: Grupo pequenos; GPM: Grupo pequenos médios; GPMG: Grupo pequenos médios e
grandes; GMG: Grupo médios grandes; GG: Grupo grandes. DP: Desvio-padrao.

A mediana de sobrevida dos animais com proliferagdo monoclonal foi de 52
dias, com 78% indo a 6bito nos primeiros 90 dias e 22% sobrevida maior que 90 dias
(tabela 7). Nos casos com baixa concentragdo de células linfoides grandes na citologia

(GP e GPM), 58% (7/12) foram a 6bito nos primeiros 90 dias. Nos casos com pelos
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menos 20% de células grandes (GPMG, GMG e GG), 93% (14/15) foram a ébito nos
primeiros 90 dias. Foi observada correlagdo negativa moderada entre a presenca de
células linfoides grandes (GPMG, GMG, GG) e a sobrevida 290 dias (r = -0,321). Nos
casos com diagnostico citologico de linfoma e PARR policlonal a mediana de

sobrevida foi de 23 dias, com todos os quatro animais indo a 6bito nos primeiros 90
dias.

A propor¢ao de animais vivos dentro dos grupos de score em relagéo aos dias
encontra-se representada na figura 3.
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Figura 3. Proporgcdo de animais vivos dentro de cada grupo de score de tamanho de linfécitos

observado no exame citoldgico de caes portadores de linfoma cutaneo.

4.4 Discussao

Apesar da sua relevancia na medicina veterinaria de pequenos animais, este é
possivelmente o primeiro estudo que avalia as caracteristicas citolégicas do linfoma
cutaneo canino. Um achado importante deste estudo foi o pequeno tempo de
sobrevida dos animais portadores da enfermidade, com mediana de sobrevida inferior
a dois meses. Em outros estudos foram encontradas medianas de 388 dias para o
linfoma cutaneo (Deravi et al., 2017), 374 dias para o linfoma n&o epiteliotropico
(Azuma et al, 2022) e de 90 a 150 dias para o linfoma epiteliotropico (Beale, 1993;
Fontaine, 2010; Chan et al., 2018; Azuma et al, 2022; Dettwiler, 2023). O menor tempo
de sobrevida observado no presente estudo pode ser justificado pelas diferencas

metodolbgicas empregadas, ja que na literatura mencionada o diagnéstico foi baseado
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no exame histopatolégico. A mediana de sobrevida de 148 dias dos casos com exame
histopatologico do presente estudo, sugere que o maior tempo de sobrevida relatado
na literatura esta principalmente relacionado as condicdes fisicas do animal
permitirem a realizagdo do procedimento cirurgico da biopsia. Um dado que reforga
essa afirmagao € o fato de que mais da metade dos casos com diagndstico citolégico
de linfoma cutdneo e PARR monoclonal foram submetidos a quimioterapia, isto &,
receberam tratamento e, ndo obstante, resultaram em mediana de sobrevida de 60

dias.

Outro resultado relevante do presente estudo foi o da eficiéncia do exame
citologico no diagnodstico do linfoma cutaneo. Dos 28 casos com diagndstico
sugestivo/compativel com linfoma cutaneo, 82% resultaram em PARR monoclonal,
isto &, confirmaram o diagndstico da neoplasia. Dos cinco casos policlonais, apenas
um apresentava exame histopatoldgico. Isto chama a atengdo a uma importante
limitagdo do presente estudo, que € a auséncia de histopatologia na maioria dos
casos. De qualquer modo, o caso com citologia sugestiva/compativel com linfoma,
PARR policlonal e exame histopatologico, resultou em diagndstico histopatoldgico de
linfoma cutaneo epiteliotropico. Apesar de utilizarmos o PARR como método ouro para
a confirmagédo de linfoma / inflamagdo, o resultado do exame histopatoldgico,
associado as caracteristicas presentes no caso, tipicas do linfoma cutaneo, como
idade (132 meses), numero de lesdes (24), tamanho de lesdo (4 cm), aspecto
citolégico sugestivo/compativel com linfoma, que incluiu 11 figuras de mitose/campo,
e decisao clinica de tratamento quimioterapico, com o6bito em 59 dias, determinaram

a inclusao do caso, apesar do PARR policlonal, nos casos de linfoma.

Os outros quatro casos com diagndstico citolégico de linfoma e PARR policlonal
foram excluidos dos casos de linfoma. Entretanto, estes casos também apresentaram
clinica compativel com linfoma cutaneo, com lesées em numero de quatro ou mais
(quatro casos), em forma de placa (dois casos) e com tamanhos maiores que 2 cm
(os trés casos com informagdo de tamanho de lesdo). Além disso, nas amostras
citolégicas de trés casos a concentragdo de células linfoides grandes foi 220%,
caracteristica observada em apenas dois dos sete casos com diagndstico citologico
de inflamacéo / inconclusivo e PARR policlonal. O fato de a literatura relatar valores
de sensibilidade diagnéstica do PARR variando entre 74 e 91% (Burnett et al., 2003;
Avery, 2009; Thalheim et al., 2013), reforca a possibilidade dos quatro casos
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policlonais serem de fato falsos negativos no PARR, ja que com a inclusdo destes
casos, mais aquele policlonal com exame histopatolégico de linfoma epiteliotropico,
resulta em 82% de concordancia do PARR com a citologia no presente estudo. Apesar
de exclui-los dos casos de linfoma, entendemos que os quatro casos policlonais
também ndo podem ser assumidos como falsos positivos do exame citolégico devido

as caracteristicas clinicas e citoldgicas.

Os linfomas nao epiteliotrépicos sao proliferagdes neoplasicas de células T ou
B. Ja linfomas epiteliotropicos sdo neoplasias exclusivamente T (Valli, 2013; Jawed et
al. 2014). Entretanto no presente estudo um mesmo caso (L-2), diagnosticado no
exame histopatoldgico como linfoma cuténeo epiteliotropico, resultou em clonalidade
de células B no teste de PARR. Segundo Thalheim et al. (2013), o PARR é um teste
molecular com maior acuracia para a determinagao de clonalidade e menor acuracia
para determinagao do imunofenétipo, sendo que na literatura ja foi relatado cerca de
30% de ndo concordancia do imunofendtipo quando comparada a outros testes

moleculares.

Entre as caracteristicas clinicas, duas foram estatisticamente mais
associadas ao linfoma ou inflamacéao: idade do animal e tamanho das lesbées, com as
inflamagdes ocorrendo principalmente em animais com menos de trés anos (71%) e
com lesbes menores que 2 cm (86%), e o linfoma sendo diagnosticado
predominantemente em animais com mais de trés anos (89%) e com lesdes maiores
que 2 cm (85%). As lesdes em placa, frequentemente associadas ao linfoma cutaneo

(Vail et al., 2013) foram observadas em 18% das amostras neoplasicas.

Na amostra citologica, foi observada uma tendéncia a maior concentragéo de
linfocitos no linfoma em relagao aos processos inflamatérios (p = 0,05), com os casos
de linfoma apresentando fundo de lamina tipicamente basofilico (76% vs 29% das
inflamagbées) e com vacuolos de gordura (62% vs 14% com mais de 10
vacuolos/campo). Essa diferenga pode ser justificada pela basofilia citoplasmatica e
vacuolos de gordura do fundo de lamina serem resultantes da ruptura celular causada
pela fragilidade celular dos linfocitos, que pode ser mais proeminente nos processos
neoplasicos (Comazzi; MacNeill, 2017; Blauvelt; Messick, 2020). Outro achado
associado a fragilidade celular do linfécito € a concentragédo de fragmentos celulares
(Blauvelt; Messick, 2020) que, entretanto, ndo apresentou diferenga significativa nas

amostras de linfoma e inflamacao.
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Quanto a morfologia do linfocito neoplasico no exame citolégico, as
informacdes sao escassas e, eventualmente, conflitantes. Para Raskin, 2023, o
citoplasma dos linfocitos neoplasicos, além de escasso a moderado, apresenta
basofilia citoplasmatica discreta. Para Albanese, 2017, a intensidade da basofilia varia
de discreto a intenso. No presente estudo, a intensidade da basofilia citoplasmatica
foi estatisticamente diferente entre os casos neoplasicos e inflamatdrios, sendo
definidas como intensa em 59 e 14% das amostras de linfoma e inflamacgao,
respectivamente. Também foi observada diferenga estatistica nas caracteristicas dos
nucléolos das amostras de linfoma e inflamagéo, com presenga de nucléolos multiplos
em 39% das amostras de linfoma e em nenhuma amostra de inflamagdo. Este
resultado nao surpreende, ja que a presencga de nucléolos multiplos esta relacionada

a processos neoplasicos malignos (Meinkoth; Cowell; Tyler, 2020; Raskin, 2023).

A terceira caracteristica morfolégica que resultou em diferencga estatistica foi a
concentracéo de figuras de mitose, com mais de uma figura sendo observada em 66
e 14% das amostras de linfoma e inflamacédo, respectivamente. A mitose ocorre
durante a fase M do ciclo celular, em que decorre a duplicacdo e organizagao do DNA
celular. A contagem de figuras de mitose em analises citoldgicas e histopatoldgicas é
o método mais amplamente utilizado para determinar a proliferacdo celular em
tumores, devido a facilidade e o custo econdmico, apesar de ndo ser um método tao
preciso e reprodutivel quanto outros indices, como a determinagao do Ki-67 (Donovan
et al, 2021). Em um estudo, foi encontrado um indice mitético =7/campo
histopatolégico para definir um pior prognostico para o linfoma cutdaneo canino
(Dettwiler et al., 2023). No presente estudo néo foi observada correlagdo entre a

contagem de figuras de mitose e a sobrevida dos pacientes.

Apesar de nao haver diferenga significativa do tempo de sobrevida entre os
grupos, foi observada correlacdo negativa entre a presenca de células linfoides
grandes (GPMG, GMG, GG) e o tempo de sobrevida 290 dias. Entretanto, a baixa
representatividade dos grupos de linfoma, outra importante limitagdo do presente
estudo, pode ter influenciado na auséncia de associacado entre os tipos celulares e o
tempo de sobrevida. A relativamente baixa incidéncia do linfoma cutédneo canino, que
representou menos de 1% das neoplasias de pele caninas diagnosticadas em estudos

realizados no Brasil e Japao e entre 1 e 2% das neoplasias cutaneas caninas da Suiga
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e Estados Unidos, justifica o baixo numero de casos do presente estudo (De Souza et
al., 2006; Villamil et al., 2011; Graf et al., 2018 e Kok et al., 2019).

Apesar de algumas caracteristicas clinicas e citolégicas terem sido mais
associadas a inflamagao linfocitica ou linfoma cutaneo, entendemos que a
interpretacdo conjunta dessas caracteristicas ocasionalmente n&do permite o
direcionamento para o diagnostico citologico de neoplasia / inflamacédo. Isto fica
evidenciado pelos 23% de casos com citologia conclusiva apenas para proliferagcao
linfocitica, que resultaram em proporgdes quase iguais de PARR monoclonal ou
linfoma (cinco casos) e de PARR policlonal ou inflamagao (quatro casos). Nesses
casos, ficou caracterizado a eventual limitacdo do exame citolégico que, mesmo
associado as informagdes clinicas, torna obrigatéria a utilizagdo de técnicas

diagnésticas adicionais, como molecular, imunofenotipagem ou histopatologia.

Conclui-se que o linfoma cutaneo canino € uma doenga com menor tempo de
sobrevida ao relatado na literatura e que a citologia, associada as informacdes
clinicas, € um método eficiente de diagndstico dessa neoplasia, com possiveis
associacdes das caracteristicas celulares com o desfecho dos pacientes precisando
ser mais estudadas. Além disso, as principais caracteristicas clinicas que diferenciam
o linfoma cutdneo e a inflamacao linfocitica sdo idade e tamanho dos nddulos e
caracteristicas citoldégicas sdo numero de vacuolos de gordura por campo e presenga
de material amorfo basofilico em fundo de lamina, além de intensidade da basofilia
citoplasmatica, numero e quantidade de nucléolos e numero de figuras de mitose em

10 campos na objetiva de 40x.
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APENDICE A - Comparagao de caracteristicas citolégicas de cies diagnosticados com linfoma cutaneo com relagdo ao score de tamanho celular
das células linfoides

GP GPM GPMG GMG GG Estatistica

Média Mediana Média Mediana Média Mediana Média Mediana Média Mediana
105,7 = 18,52 8,8+14,2 2,02 55,0 62,0° p=0,1689
(longrank de
Cox-Mantel)
Numero de 281,0 = 290,0° 248,5 181,0° 91,7 42,0° 246,0 = 258,0° 138,3 147,52 p =0,0500
linfocitos / 77,0 160,4 97,7 108,7 98,3 (Kruskal-
campo Wallis ad-hoc
Dunns)
Basofilia 2,3+0,8 2,52 p=0,2192
Citoplasmatica* (Kruskal-
Wallis ad-hoc
Dunns)

Sobrevida (dias) 155,0 = 115,5° 91,4+ 60,5°
155,4 71,0 209,0 36,7

1,5£1,0 1,0° 2,3+0,9 2,5° 2,4+1,0 3,0° 3,0+0,0 3,0°

1,02 1,2+1,0 1,52 p=0,1813
(Kruskal-
Wallis ad-hoc
Dunns)

Nucléolos** 0,0+£0,0 0,0° 1,3+0,9 1,5° 1,3+£0,8 1,08 1,0£1,2

4,1+5,6 1,0° 8,3+6,2 7,52 7,8+6,4 6,0° p =0,3951
(Kruskal-

Wallis ad-hoc
Dunns)

Mitose*** 2,0+3,4 0,5° 5,1+4,3 4,5%

GP: Grupo pequenos; GPM: Grupo pequenos médios; GPMG: Grupo pequenos médios e grandes; GMG: Grupo médios grandes; GG: Grupo grandes; *Score:
1- Discretamente basofilico, 2 — Moderadamente basofilico, 3 — Intensamente basofilico; **Score: 0 — Pouco proeminentes, 1 — Unicos, 2 — Mdltiplos; ***Em 10

campos de objetiva de 40x.



