Dayse Helena Lages da Silva

CLASSIFICACAO IMUNOFENOTIPICA DO
LINFOMA DE GATOS DOMESTICOS E SUA
CORRELACAO COM O VIRUS DA
LEUCEMIA FELINA

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncia Animal da Escola de
Veterinaria da UFMG como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Mestre na area de concentracdo
de Medicina e Cirurgia Veterinarias.

Orientadora; Profa Fabiola de Oliveira Paes Leme
Co-orientadores: Prof. Felipe Pierezan

Prof. Rodrigo Horta dos Santos

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria-UFMG
2019



S586¢

Silva, Dayse Helena Lages da, 1987- ,

Classifica¢do imunofenotipica do linfoma de gatos domésticos ¢ sua correlagdo com o
virus da leucemia felina / Dayse Helena Lages da Silva. —2019.

69 p. :il.

Orientadora: Fabiola de Oliveira Paes Leme

Co-orientadores: Felipe Pierezan, Rodrigo Horta dos Santos

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais. Escola de Veterinaria.
Inclui bibliografia ‘

1. Gato — Doengas — Teses. 2. Linfoma — Teses. 3. Leucemia felina — Teses. 4. Virus da
leucemia felina — Teses. 5. Imunohistoquimica — Teses. I. Leme, Fabiola de Oliveira Paes.
II. Pierezan, Felipe. II1. Santos, Rodrigo Horta dos. IV. Universidade Federal de Minas
Gerais. Escola de Veterinaria. V. Titulo.

CDD - 636.089 699 4




l | F m UNIVERSIDADE FEDERAL
DE MINAS GERAIS
s o

FOLHA DE APROVACAO

DAYSE HELENA LAGES DA SILVA

Dissertagdo submetida a banca examinadora designada pelo Colegiado do
Programa de Pds-Graduagdo em CIENCIA ANIMAL, como requisito para
obtengd@o do grau de MESTRE em CIENCIA ANIMAL, érea de concentragdo
MEDICINA E CIRURGIA VETERINARIAS .

Aprovada em 06 de Fevereiro de 2019, pela banca constituida pelos

membros:

o

4

fu Ae

Prof2, Fabiola de=2tiveira Paes Leme

Presidente - Orientador

A1

Profa. Tathiana Mourdo dos Anjos
Faculdade de Estudos Administrativos - FEAD

(\

X

ke

Prof. Ro

Universi

“ Kt

rigo dos Santos Horta
ade Vila Velha - UW

gc,cO

Universidade Federal de Minas Gerais
Escola de Veterinaria

Av. Antonio Carlos, 6627 -

Caixa Postai 567 - CEP 30123-970

Belo Horizonte — Minas Gerais
Telefone: (31) 3409-2057/2059(fax)
www.vet.afmg. br

E-mail cap@vet.ufmg.br

Profa@. Roselene Ecco
Escola de Veterinaria - UFMG

\ $
Escola de Veterinariz
Fuar







Dedico este trabalho a todos os gatos, que me proporcionam amor pela veterinaria e pela vida.



AGRADECIMENTOS

Agradeco & Deus pela oportunidade de ter feito este trabalho, por guiar meu caminho, ter me ajudado
a superar todos os obstaculos, me dando forcas para continuar mesmo nos momentos mais dificeis.

Agradeco imensamente a minha orientadora Fabiola de Oliveira Paes Leme, que foi professora, irma,
e principalmente mée. Foi a Unica pessoa que acreditou em mim no momento que mais precisava de
apoio, obrigada pelos ensinamentos, pela dedicacdo, paciéncia e compreensdo. Estard no meu coracdo
para sempre, gratiddo eterna.

Ao meu co-orientador Felipe Pierezan por ter me proporcionado conhecimento e oportunidade para
a realizag&o deste trabalho.

Aos colaboradores que me ajudaram na aquisicdo de amostras: Tathiana Mourdo, Marina Moller, e
agradecimento especial ao Rodrigo Horta por aceitar a co-orienta¢éo e ter conseguido amostras para
este trabalho.

Ao setor da Patologia Animal da UFMG por liberar a utilizacdo dos casos de linfomas em gatos, e
cedido a estrutura do laboratdrio para realizacdo do processamento dos materiais. Aos colegas da
Patologia Animal que sempre me avisavam quando chegava um caso de suspeita de linfoma: Clarissa
Santana, Sdstene Apolo, Samantha Kuran e Luis Henrique.

A minha IC, Rossana Priscilla, que se dedicou muito para o sucesso deste trabalho. A Aline Costa
por ter passado horas me ajudando no processamento e confec¢do dos materiais.

Ao laboratério de Patologia Comparada do ICB por ter fornecido todo o apoio para o processamento
da Imuno-histoquimica, em especial ao prof. Geovanni Cassali por ter aceitado ser colaborador e dar
todo suporte de estrutura e materiais para a realizacdo da imuno-histoquimica. Um agradecimento
muito especial a Aline De Biasi por ter passado incessantes horas e dias executando todo o
processamento da imuno-histoquimica.

Ao Retrolab do setor de Medicina Preventiva da Escola de Veterinaria da UFMG, em especial ao
prof. Jenner K. Pimenta por ter aceitado a colaboracdo e cedido a estrutura e 0s materiais para a
elaboracdo deste trabalho. Um agradecimento muito especial, aos responsaveis por resultados
importantes deste trabalho: Raphael Mattoso, Emilia Delarmelina e Juliana Marques muito obrigada
pela dedicacéo e apoio.

A profa. Erika Azevedo por ter ajudado no planejamento e nas escolhas de ferramentas para a
realizacdo da PCR deste trabalho.

A Escola de Veterinaria da UFMG por me proporcionar a realizacdo de um sonho.

O agradecimento especial aos meus gatos que a cada dia me ensinam a amar, compreender, ter
esperanca e fé. Eles sdo os responsaveis pela minha histéria na veterinaria e pela realizacdo deste
trabalho.



SUMARIO

LISTADE ABREVIAGOES........oooooieieeieee et es s 9

RESUMO ...ttt bbbt bbbt n e e e 11
1. [N 2T 510 07-Y0 I 12
2. OBUIETIVOS ... 13
3. REVISAO LITERATURA ..ot 13
3.1 Epidemiologia do linfoma em gatos dOMESLICOS ........cccccvevvieeiievicie e 13
3.2 Etiologia e fatores de risco do linfoma felino...........ccccooevviic i 15
3.2.1  Virusda Leucemia FeliNa.........ccocoiiiiiiiiiiiiise e 15
3.2.1.1 Patogénese do Virus da Leucemia Felina .........ccccoeiirviiieinniiiiiisesessesia 16
3.2.1.2 INFECGAD. ...ve ittt bbb e nre s 17
3.2.1.3 Linfomagénese Viral .........cccouiiiiiiiiieieese s 18
3.2.2  Virusdaimunodeficiencia felina............ccouovirieiiniiiie e 20
3.2.3 Gammaherpesvirus 1 Felis catus (FCAGHWVL........cc.cccooviviiic i 20
3.2.4  INTECCOES DACTEITANGS. ... evveveieie ittt 21
3.25 Exposicdo a fumaga de tabaco..........ccovreiriiiiiiie e 22
3.2.6  INFIAMAGAD CrONICA. .. ..veveeieeieiesie sttt 22
3.2.7 Importéancia da Dieta e Compontes GENELICOS. .........cucvvereieieeriese e sre e 23
3.3 Classificacdo do linfoma ndo-Hodgkin em felinos domésticos...........c.coverrennnne 23
3.3.1 Classificagdo anatdmica do liNfOma............cocuveiiiiiiiiiiiiee s 23
3.3.2 Classificagao histologica do lifoma.........ccoceviieiiiiiininie s 24
3.3.3 Classificagdo Imuno-histoquimica do linfoma............ccceevvenineiciicieiceeees 27
3.4 ManifestaGies CHNICAS. ... .civerieieieieire e 27
3.5 Diagndstico do lINFOMA........cceiiiiiiee s 29
3.5.1 EXames COMPIEMENTAIES. ......ccoiiiiiiiriiieieisi e 29
3.5.2  EXAME de IMAgemM......coiiiiiiiiciecc ettt st re s 30
TR TC T O 1 (o] (oo - VOSSO 31
3.5.4 Biopsia por Endoscopia X Bidpsia por laparotomia............c.cceeerrrienniineenneninns 32
3.5.5  HiStOPAtOIOgIa. . .c..eiviiiicic i e e 32
3.5.6  IMUNO-NIStOQUIMICA. ......ccviiiiiiiciccie e s reene 33
3.5.7 Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR)........cccveiiiriiieieieceieceeee s 35
3.6 PrOGNOSTICO. ... vttt bbb b bbbttt 36
4. MATERIAIS EMETODOS........coiiiiiieieieieiee s 38
41 AAMNIOSTTAS. ...ttt sttt st s a bt e e st bt e be e st e e e bb e e s a bt e b b e e e be e e nreeebre e 38
4.2 Histopatologia e imuno-hiStOqQUIMICA...........ccoureiiiiiireieeee s 38
4.3 Extracdo do DNA do material parafinizado...........cccccooiiiiiiii i 39
4.3.1 PCR paraavaliagdo da eficiéncia da extragd0 do DNA..........c.ccoiveervrerieienesene 39
4.3.2 PCR semi-nested para deteccdo do FeLV no tecido neoplasico............cccccervervennne. 39
4.4 ANALISE BSTALISTICA. ...veveveiviieeiciece e 41
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........coooeceeieeeeseeeeesesesiessessssissssesiss s snsens 41
6. CONCLUSAO. ..ottt 47
1. CONSIDERAGOES FINAIS......cooiieeeeiieeeieseeeeeetes s ses s st ss s 47



8. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA...........ooiiveveroeeeseesiereesesessssssessnsessessensens 48
9. ANEXO.... oottt ettt teneenre e 69
9.1 Certificado do projeto na comissao de ética no uso de animais/fUFMG...................... 69

LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Classificacdo do Instituto Nacional do Cancer dos EUA (NCIWF) para linfomas... 25
Figura 2- Classificacao das neoplasias linfoides segundo a Organiza¢do Mundial da Satude 26

Figura 3- Estadiamento clinico do linfoma felino multicéntrico.............cccoovvvviveveiciecnenn, 27
Figura 4- Marcadores imunohistoquimicos usado em CEeS € gat0S...........ccvrrerirerereieriniennns 34
Figura 5- Etapa da rea¢éo do anticorpo primario e suas particularidades.............cc.ccoeevernne. 38
Figura 6- Descricao dos primers e o tamanho dos produtos para PCR dos genes beta actina

B PrOVIIUS O FELYV .ottt be b re et e 39
Figura 7- Resultado dos casos que foram avaliados PCR para o provirus FeLV do tecido
neoplasico e a marcagao de imuNO-NiStOQUIMICA........ccoveerereiirierine e 40
Figura 8-Linfoma gastrointestinal em regido do cardia............ccccevveveviiiiniiii i, 41
Figura 9- Imuno-histoquimica. reatividade intramembranosa e citoplasmatica de células

B NEOPIASICAS COM CDT78.......ccuiiiieieieisieesie ettt 42

Figura 10- Eletroforese em gel de agarose 1,5%0......cccceieiieiieiecieie et 43



LISTA DE ABREVIATURAS

AgNOR: Regido organizadora nucleolitica argirofilica
BCR: Receptor de células B

BSAP: Proteina Ativadora especifica de células B
BUN: Nitrogénio Uréico sanguineo

C: constantes

CD: Clusters of differentiation

COP: Ciclofosfamida, Vincristina e Prednisolona
D: diversidade

DAB: Diaminobenzidina

EATCL.: Linfoma de células T associado a enteropatia
EBV: Epstein-Barr

ELISA: Ensaio imunoenzimético

enFeLV: Virus da Leucemia Felina Enddgena
env: envelope

EPF: Enterite linfoplasmocitaria felina

EUA: Estados Unidos da América

FELV: Virus da Leucemia Felina

FIV: Virus da imunodeficiéncia felina

FOCMA: Antigeno de membrana celular de Oncornavirus felino
gag: antigeno grupo especifico

GALT: Gut Associated Lymphoid Tissue

Hhe: Helicobacter heilmannii

HIV: Virus da imunodeficiéncia humana

Ig: Imunoglobulina

IHQ: Imuno-histoquimica

J: juncionais

KSHV: Sarcoma de Kaposi

LCR: Liquido Cefalorraquidiano

LG: Linfoma gastrointestinal

LGBG: Linfoma Gastrointestinal de baixo grau
LGL: Linfoma de grandes células granulares
LTR: Repeti¢Oes terminais longas

MALT: Tecido linfoide associado a mucosa
MgCly: Cloreto de Magnésio

NCIWF: Instituto Nacional do cancer nos EUA
NK: Natural killer

OMS: Organizagdo Mundial da Satde



PAAF: Puncao aspirativa por agulha fina

PARR: Rearranjo do receptor de antigeno

PAX: Dominios pareados altamente conservados
PBS: Tamp&o fosfato salino

PCNA: Antigeno nuclear de proliferacdo celular
PCR: Reacdo em cadeia da polimerase

pol: polimerase

REAL: Revised European — American Classification of lymphoid neoplasms
RT: Transcriptase reversa

SIC: Sitio de integracdo comum

SNC: Sistema nervoso central

TCR: Receptor de células T

V: variareis

WF: Working Formulation

WHO: World Health Organisation

10



RESUMO

O linfoma é a neoplasia mais comum em gatos, apresenta varias formas anatémicas, sendo a mais
comum a gastrointestinal. Entretanto, envolvimento do gammaretrovirus pode predispor a
apresentacdo de outras formas anatémicas como a mediastinal e a multicéntrica. O objetivo deste
trabalho foi realizar um estudo retrospectivo do linfoma felino e relacionar & forma anatémica, o
imunofenotipo com a presenca do DNA proviral do virus da leucemia felina (FeLV), para tanto foram
avaliados 56 casos. A forma do linfoma mais comum foi a gastrointestinal. Nao houve diferenca
significativa na proporgdo entre linfoma de células T (28) e o de células B (26). Utilizando DNA
extraido de tecido parafinizados de 29 gatos, foram obtidos 24 positivos para 0 DNA proviral do
FeLV através do PCR semi nested. A forma anatdmica multicéntrica apresentou maior percentual
(37,5%) da presenca do DNA proviral do FeLV, seguida da mediastinal. O imunofenétipo que teve
maior correlacdo com a presenca do virus foi o linfoma de células T (50%). Aparentemente no Brasil,
existe uma alta relacéo entre o linfoma e a presenca do DNA proviral do FeLV.

Palavras chave: Imuno-histoquimica, forma anatdmica, células T, células B, provirus do FeLV.

ABSTRACT

Lymphoma is the most common neoplasm in cats, presenting several anatomical forms, the most
common being gastrointestinal. However, involvement of the gammaretrovirus may predispose the
presentation of other anatomical forms such as the mediastinal and multicentric. The objective of this
work was to conduct a retrospective study of feline lymphoma and to correlate the anatomical form,
the immunophenotype with the presence of feline leukemia virus proviral DNA (FeLV), for which
56 cases were evaluated. The most common form of lymphoma was gastrointestinal. There was no
significant difference in the proportion between T-cell (28) and B-cell lymphoma (26). Using DNA
extracted from paraffinized tissue from 29 cats, 24 positive for FeLV proviral DNA were obtained
through semi nested PCR. The multicentric anatomical form had a higher percentage (37.5%) of the
presence of FeLV proviral DNA, followed by mediastinal. The immunophenotype that had the
highest correlation with the presence of the virus was T-cell lymphoma (50%). Apparently in Brazil,
there is a high relation between the lymphoma and the presence of the proviral DNA of FeLV.

Key words: Immunohistochemistry, anatomical form, T cells, B cells, FeLV provirus.
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1. INTRODUCAO

O linfoma é definido como uma neoplasia linfoide que se origina em 6rgéos sélidos, como linfonodos,
figado e baco. Isso diferencia os linfomas das leucemias linfoides, que se originam da medula 6ssea
(Couto, 2001). O linfoma € um tumor de grande importancia em gatos domésticos, representando
90% de todos os tumores de origem hematopoiética nesta espécie (Valli et al., 2017).

O linfoma de felinos domésticos é divido em quatro formas anatémicas: mediastinal, multicéntrica,
gastrointestinal e extranodal (Couto, 2001). Atualmente, a imunofenotipagem é uma ferramenta
importante no diagnostico e classificagdo de neoplasias linfoides. A imuno-histoquimica (IHQ)
representa um método simples e eficaz em termos de tempo para avaliar a expressédo de proteinas em
tecidos, e é uma ferramenta valiosa na pesquisa do cancer. Essa técnica tem sido aplicada em véarios
linfomas felinos. Foram realizados varios estudos que relataram a utilidade diagnéstica de alguns dos
marcadores mais utilizados no linfoma felino. Dentre estes marcadores estdo CD3 que identifica
linfécitos T e CD79a, BLA 36 e CD20 para linfécitos B (Felisberto et al., 2016).

O céncer ocorre quando ha alteragdo dos processos que controlam o crescimento e a proliferacéo
celular. H& muitos pontos em que o equilibrio delicado entre a iniciacdo e a reducéao do ciclo celular
pode ser subvertido e os virus contribuem para a transformacdo celular através de diversos
mecanismos (Beatty, 2014). A integracdo do Virus da leucemia felina (FeLV) no genoma do
hospedeiro pode atuar como um mutagénico insercional e alterar o controle de crescimento das células
(Rezanka et al., 1992).

Segundo Hardy (1981) a incidéncia do linfoma em 1968 era de 200 a cada 100.000 gatos. Na década
de 70, aproximadamente 70% dos linfomas felinos foram associados & infecgdo persistente pelo
FeLV, nos Estados Unidos (Rojko et al., 1989).

Atualmente o controle do FeLV tem sido considerado bem sucedido nos EUA. As mudancas nas
praticas de manejo envolvendo identificagdo e isolamento de gatos progressivamente infectados
foram seguidas pelo desenvolvimento de vacinas contra o FeLV (Hardy et al., 1976; Weijer et al.,
1986; Hoover e Mullins, 1991; Hoover et al., 1991; Poulet et al., 2003). Como resultado, a incidéncia
da infeccdo por FeLV diminuiu nestes paises e, com isso, a populagdo em risco de linfoma associado
ao FeLV também (Levy et al., 2006; Gleich e Hartmann, 2009; Gleich et al., 2009).

No Brasil, estudos soroldgicos realizados em Sdo Paulo e no Rio de Janeiro mostraram que a
prevaléncia do FeLV varia de 12,5 a 20,3%, respectivamente (Hagiwara et al., 1997; Souza et al.,
2002). Em um estudo, utilizando o método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), realizado por
Coelho et al. (2011), sobre a ocorréncia do FelLV, realizado na cidade de Belo Horizonte, foram
coletados amostras de 1072 gatos e, em 507 foram detectados o DNA proviral do FeLV representando
47,5% da populacdo de gatos com a infecgdo viral.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo realizar um estudo retrospectivo do linfoma de felinos
domésticos e avaliar a forma anatémica, a histopatologia, a imuno-histoquimica e a presenca do DNA
proviral do FeLV pela PCR nas amostras coletadas.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O linfoma é um grupo diverso de neoplasias que tem em comum sua origem em células
linforreticulares. O linfoma origina, comumente, em tecidos linfoides como linfonodos, figado e baco,
porém, também pode se originar em qualquer outro tecido do corpo. O linfoma é a neoplasia mais
comum encontrada em gatos (Vail, 2013).

Na medicina, o linfoma é dividido em Hodgkin e ndo-Hodgkin. O linfoma do tipo Hodgkin tem sido
relatado em gatos, mas a grande maioria dos linfomas em animais domésticos é do tipo ndo-Hodgkin
(Valli et al., 2016). Em humanos, a doenga de Hodgkin €é descrita como uma neoplasia lentamente
progressiva. Origina-se em um Unico linfonodo ou cadeia de linfonodos e se espalha através dos
linfonodos contiguos (Walton e Hendrick, 2001). Encontra-se dividido em duas entidades: o linfoma
de Hodgkin de predominio linfocitico nodular (NLPHL) e o linfoma de Hodgkin cléssico. O primeiro
é uma neoplasia monoclonal de células B com uma proliferacdo nodular ou difusa e nodular, com
células grandes. E um subtipo de linfoma de Hodgkin embora se diferencie da variante classica em
termos de morfologia, fendtipo, gendtipo e apresentagdo clinica. Provavelmente se origina de células
do centro germinativo no estadio de diferenciagdo centroblastico (Pireli et al., 2002; Swerdlow et al.,
2008). O linfoma Hodgkin classico é composto por células mononucleares (Hodgkin) ou
multinucleares (Reed-Sternberg (RS)) residindo num infiltrado contendo uma mistura varidvel de
células ndo-neoplasicas (linfocitos pequenos, eosindfilos, neutréfilos, histidcitos, plasmdcitos e
fibroblastos). A célula de RS e suas variantes ndao é patognomonica da doenca, mas é essencial para
um diagnostico histopatolégico (Walton e Hendrick, 2001). S&o grandes, medindo entre 20-60um de
diametro, com citoplasma abundante e ligeiramente basofilico e possuem pelo menos 2 nucleos
redondos, de cromatina palida, com uma membrana nuclear proeminente e por vezes irregular, sendo
obrigatorio a presenca de, pelo menos, um nucléolo (Pireli et al., 2002 e Swerdlow et al., 2008).

Como linfoma ndo-Hodgkin sdo designadas neoplasias malignas sélidas originadas do tecido linfoide,
a partir de células B, T ou Natural Killer (NK), podendo se estender para outros érgaos ou tecidos
nado linfoides. Sua origem pode ser, tanto de células linfoides precursoras, como maduras (Muller,
2005). O comportamento biol6gico e o resultado clinico dos diferentes subtipos do linfoma néo-
Hodgkin séo variados, de muito indolente a altamente agressivo (Swedlow et al., 2008).

3.1 Epidemiologia do linfoma em gatos domésticos
Os linfomas s&o os tumores malignos mais comuns em gatos, sendo responsaveis por cerca de 50-
90% dos tumores hematopoiéticos (Sapierzynski et al., 2015) e representam 30% de todas as

neoplasias malignas que acometem gatos (Malik et al., 2001). Segundo Hardy (1981), em
levantamento realizado em 1968, o linfoma acometia 200 a cada 100.000 gatos.
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As infecgOes retrovirais tém sido associadas ao desenvolvimento de linfoma felino. Estudos
realizados na década de 1980, antes da ampla vacinagéo contra o FeLV, especialmente nos Estados
Unidos da América (EUA), indicaram que aproximadamente 70% dos gatos com linfoma eram
positivos para FeLV (Rojko et al., 1989). A prevaléncia de viremia em gatos com linfoma varia com
a forma anatdmica de sua apresentacéo. Os gatos jovens com linfoma sdo, geralmente positivos para
FeLV, enquanto gatos mais velhos sdo negativos. Nos Ultimos anos, a prevaléncia de infeccdo por
FeLV em gatos com linfoma nos EUA, Europa e alguns paises do oriente tem diminuido (Couto,
2001).

Na era pré-vacinacdo (América do Norte e Europa) o linfoma mediastinal (envolvendo timo,
linfonodo esternal e mediastinal) foi a forma anatdmica mais comum, representando 20-40% dos
casos nos EUA, 10-50% dos casos no Reino Unido e 70% dos casos no Japdo (Takahashi et al., 1974).
A introdugdo da vacinagdo contra 0 FeLV em 1985 resultou em uma diminuigdo significativa na
prevaléncia da infecgéo entre a populagéo felina e, a0 mesmo tempo, observou-se uma diminuicéo da
proporcdo de casos de linfoma felino com a forma mediastinal (Louwerens et al., 2005).

Em um estudo realizado por Louwerens et al. (2005), o hospital de medicina veterinéria da
Universidade de Davis na California (EUA) recebeu, no periodo entre 1983 a 2003, 546 casos de
linfomas felinos em que, apenas 79 (14,5%) eram positivos para o antigeno do FeLV, entretanto os
467 casos negativos ao virus através do teste de antigeno, ndo foram submetidos a PCR para detectar
DNA pro-viral.

Estudos recentes relataram que a forma mediastinal foi observada em menos de 15% dos casos de
linfoma felino nos EUA em 1998 e 2005 e, em aproximadamente 25% dos casos na Australia em
1997 (Vail et al., 1998; Louwerens et al., 2005).

O risco relativo de que gatos positivos para o FeLV desenvolvam linfoma é 60% maior do que o de
animais negativos para o virus. Ja para o virus da imunodeficiéncia felina (FIV), o risco é menor, de
aproximadamente cinco vezes. No entanto em portadores de FIV e FeLV a probabilidade aumenta,
sendo quase 80 vezes maior do que animais negativos (Shelton et al., 1990).

Atualmente o controle do FeLV tem sido considerado bem sucedido nos EUA, Europa, Japdo e
Australia. As mudangas nas praticas de manejo envolvendo identificacdo e isolamento de gatos
progressivamente infectados foram seguidas pelo desenvolvimento de vacinas contra o FeLV (Hardy
et al., 1976; Weijer et al., 1986; Hoover e Mullins, 1991; Hoover et al., 1991; Poulet et al., 2003).
Como resultado, a prevaléncia global de infeccdo diminuiu e, com isso, a populacdo em risco de
linfoma associado ao FeLV também (Levy et al., 2006; Gleich e Hartmann, 2009; Gleich et al., 2009).
Tais medidas resultaram em um aumento na prevaléncia relativa do linfoma gastrointestinal, uma vez
que h& fraca associacdo deste tipo de linfoma com a antigenemia do FeLV (Barrs e Beatty, 2012).

O linfoma gastrointestinal é a forma anatdmica de maior ocorréncia nos felinos domésticos,
representando de 32 a 72% dos casos de linfoma (Wilson, 2008). Afeta predominantemente gatos de
meia idade e senis, acima de 10 anos de idade (Barrs e Beatty, 2012). O adenocarcinoma é a segunda
neoplasia intestinal mais comum no felino, seguido pelo tumor mastocitario. Em um estudo de 1129
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neoplasias intestinais felinas diagnosticadas histologicamente, 55% eram linfomas, 32% eram
adenocarcinomas intestinais e 4% eram mastocitomas (Rissetto et al., 2011).

3.2 Etiologia e fatores de risco do linfoma felino

O linfoma é considerado uma doenca multifatorial. VVarias causas ja foram descritas, principalmente
o0 envolvimento de retroviroses como FeLV, FIV, e atualmente o envolvimento de outros virus como
0 gammaherpesvirus. Outros fatores como a exposi¢do a fumaga de tabaco, inflamagdo crénica,
componentes genéticos e a dieta também podem contribuir para o desenvolvimento do linfoma em
felinos domésticos (Bertone et al., 2002; Barrs e Beatty, 2012; McLuckie et al., 2016).

3.2.1 Virus da Leucemia Felina (FeLV)

O FeLV é um gammaretrovirus, membro da subfamilia Oncornavirus envelopado, com RNA de fita
simples e que contém a enzima transcriptase reversa (RT) (Hartmann, 2012a). O genoma do FeLV
contém trés genes: o gene envelope (env) que realiza a codificacdo para a glicoproteina de superficie
gp70 e a proteina transmembrana p15E; o gene polimerase (pol) que realiza a codificacdo para a
transcriptase reversa, protease e integrase; e 0 gene de antigeno especifico do grupo (gag), que
codifica proteinas internas do virus, incluindo a proteina nucleocapsideo p27 (Coffin, 1979).

O gato doméstico possui um gammaretrovirus endogeno, semelhante ao FelLV, naturalmente
incorporado em seu genoma, que nado é transmitido horizontalmente, chamado de virus da leucemia
felina enddgeno (enFeLV). Esse retrovirus enddgeno, ndo patogénico, € herdado pelo filhote através
da linha germinal materna. Essas fragdes enddgenas de DNA proviral ndo produzem particulas virais
infecciosas, estdo presentes em todas as células do felino, mas ndo se replicam. Sua relevancia
principal se baseia no fato de que estas fragdes de DNA podem, potencialmente, recombinar com o
DNA proviral do FeLV-A (Unico subtipo contagioso), dando origem aos demais subtipos do FeLV
(B, CeT), antigenicamente relacionados, mas com patogénese distinta e classificados de acordo com
0s receptores celulares especificos e as respostas as suas agdes mutagénicas (Soe et al., 1983; Lutz et
al., 2009).

O subtipo A é onipresente e estad envolvido em todas as infecgcdes. O subtipo B origina-se da
recombinagdo do FeLV-A com enFeLV. O subtipo C € uma mutacdo do gene env, e o subtipo T
representa multiplas mutacoes do gene env que é definido pelo seu linfotropismo pelos linfocitos T
(Lutz et al., 2009).

O FeLV-A é minimamente patogénico na auséncia de outras variantes. Uma das variantes, é
replicacdo defeituosa devido a uma mutacdo no gene env, que pode induzir a sindrome da
imunodeficiéncia (Mullins et al., 1986; Overbaugh et al., 1988). O FeLV-C pode ser exclusivamente
associado ao desenvolvimento de aplasia pura de células vermelhas. Os isolados de FeLV-B parecem
estar associados a uma variedade de propriedades patogénicas. A forma predominante é o linfoma
mediastinal, onde a anemia ndo regenerativa e variedades de neoplasias linféides e leucemias
mieldides agudas também sdo documentadas (Fujino et al., 2008).
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A principal via de transmissao do FeLV-A é por secrecdo oronasal contendo o virus. Altas cargas do
FeLV estdo presentes na saliva de gatos virémicos (Francis et al., 1979; Gomes-Kellen et al., 2006).
Embora o virus seja relativamente instavel no meio ambiente, a transmissao pela saliva ¢ facilitada
devido ao comportamento social dos felinos, como habitos de higiene matua por lambedura, a partilha
de tigelas de alimentagéo ou por meio de brigas (Francis, 1979).

A transmissdo iatrogénica pode ocorrer através de agulhas, instrumentos, fémites ou transfus@es de
sangue contaminados (Hartmann, 2012a). A transmissdo transplacentaria pode ocorrer caso a fémea
infectada esteja na fase virémica, no momento da concepcéo, podendo resultar em morte embrionaria,
natimortos ou filhotes virémicos (Pacitti et al., 1986). Em fémeas com infeccéo latente, o virus ndo é
transmitido pelo Gtero, podendo o filhote se infectar com o leite ou saliva maternos, apds o nascimento
(Lutz et al., 2009).

O FeLV se replica dentro de muitos tecidos, incluindo medula 6ssea, glandulas salivares e epitélio
respiratorio. Caso, a resposta imune ndo intervenha apés a infecgdo inicial, o FeLV se espalha para a
medula 6ssea e infecta as células precursoras hematopoiéticas. O genoma de RNA de cadeia simples
é transcrito de forma reversa para 0 DNA, que € integrado aleatoriamente no genoma celular do
hospedeiro, sendo o DNA integrado chamado de "provirus" (Hartmann, 2012a).

3.2.1.1 Patogénese do virus da Leucemia felina (FeLV)

A patogénese do FeLV desde a infeccdo, até a eliminacéo viral, pode ser descrita em seis estagios.
No estégio I, ocorre o contato do virus com as células hospedeiras, primariamente nos linfocitos
presentes na faringe e tonsilas nos primeiros dois dias apds a exposic¢ao oronasal ao virus. Em seguida
(estagio 2) o virus replica-se em linfonodos e o FeLV é transportados através de linfdcitos e
macrofagos para locais secundarios, medula 6ssea e ao tecido linfoide associado ao intestino — GALT
(Gut Associated Lymphoid Tissue) (Rojko e Olsen, 1984). A proliferacdo do FeLV em locais distantes
da inoculagdo como em bago, linfonodos e GALT ocorre entre 3 e 12 dias (estagio 3). O estagio 4,
por sua vez, envolve a replicacdo viral na medula 6ssea, em precursores de neutrofilos e plaquetas, e
no epitélio das criptas intestinais (7-21 dias). No estagio 5 ocorre infeccao de neutrdfilos e plaquetas
circulantes e estabelecimento da viremia entre 14 e 28 dias. Entre 28 e 56 dias ocorre infecgdo epitelial
generalizada e excregdo do virus, correspondendo ao estagio 6 (Rojko et al., 1979).

A infeccdo é geralmente estabelecida cerca de duas a seis semanas apds a exposi¢ao ao virus. Se ndo
houver uma resposta imune eficiente nessa fase da infeccédo, existe o potencial de producdo macica
de virus e o estabelecimento de uma viremia persistente. A viremia persistente de origem na medula
Ossea é geralmente estabelecida cerca de quatro a seis semanas ap6s a infec¢do. Tanto o virus livre
quanto o celular estdo presentes no sangue, e ha disseminacgdo da infeccdo para multiplos tecidos
glandulares e epiteliais, incluindo as glandulas salivares e a mucosa da faringe e nasal, levando a
disseminagdo oronasal do virus e ao potencial de transmissdo (Sparkes, 1997).

A imunidade para o FeLV é construida através da producdo de titulos protetores de anticorpos de
neutraliza¢do do virus direcionados contra o epitopo da glicoproteina do envelope viral gp70, que
impede que o mesmo se ligue a célula hospedeira e elimine o virus da corrente sanguinea (Rojko e
Olsen 1984, Rojko e Kociba 1991).
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A maioria dos filhotes séo protegidos por anticorpos maternos até a idade de seis semanas. Filhotes
infectados no Utero ou infectados no periodo de transigdo, entre seis a 14 semanas de vida, podem
ndo ser capazes de responder eficazmente a infeccdo viral e uma proporc¢do significativa desses
animais torna-se persistentemente infectados. Gatos adultos expostos a doses muito altas de virus
também podem se tornar persistentemente infectados, especialmente em grandes col6nias onde a
doenca se torna endémica (Barr, 1998).

A explicagdo pela qual gatos mais velhos tornam-se mais resistentes ao virus deve-se ao nimero de
receptores celulares necessarios para o FeLV-A entrar nas células-alvo, como linfécitos, macrofagos,
e que parece diminuir nesses gatos e, assim, o estabelecimento da infecgdo torna-se mais dificil
(Hartmman, 2012a).

O antigeno de membrana celular de oncornavirus felino (FOCMA) é um antigeno presente na
superficie de células transformadas (Essex et al., 1973), sendo considerado o primeiro antigeno
celular expresso a partir da infeccéo por FeLV ou transformag&o tumoral (Essex et al., 1975; Snyder
et al.,, 1978). O desenvolvimento de grandes quantidades de anticorpos contra FOCMA poderia
proteger contra o desenvolvimento de linfomas induzidos por FeLV por lise dependente do
complemento de células tumorais (Cotter et al., 1975; Essex et al., 1975; Grant et al., 1980). Os
anticorpos anti-FOCMA indicam exposi¢do ao FeLV e podem fornecer um mecanismo protetor
contra o desenvolvimento do tumor (Hartmann, 2012a).

3.2.1.2 Infeccéo

Infeccdo abortiva: Podem desenvolver uma imunidade humoral e celular efetivas, limitando a
replicagdo viral ao tecido linfoide na regido da orofaringe, dessa forma esses gatos ndo se tornam
virémicos e apresentam altos niveis de anticorpos neutralizantes. Tanto o antigeno viral quanto o
RNA viral e DNA proviral ndo sdo detectados no sangue. A infeccdo abortiva provavelmente ocorre
guando o gato é exposto a baixas cargas do virus (Hartmann, 2012a; Hartmann 2012b).

Infeccdo Regressiva: Desenvolvem uma resposta imune eficaz, sendo a replicacdo do virus e a
viremia contidos antes ou logo ap6s a infec¢do da medula éssea. Essa é conhecida como infecgdo
regressiva. Depois da infeccdo inicial, o virus se replica e propaga sistematicamente através da
infeccdo de linfdcitos e mondcitos. Nesse estagio, o gato pode ter resultado positivo nos testes que
detectam o antigeno viral no plasma sanguineo, como o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA). Em alguns
gatos, a viremia pode persistir por mais de trés semanas. Apos este periodo, as células da medula
Ossea podem ser infectadas como as células precursoras hematopoiéticas e produzir granulécitos e
plaguetas infectados (Hartmann, 2012a; Hartmann 2012b). Essa condigdo ¢ chamada de “infeccdo
latente”. Embora o DNA proviral permanega presente dentro do genoma celular, nenhum virus é
produzido ativamente, porque uma resposta imunoldgica eficiente restringe a replicagéo e a expressao
do virus. A infeccdo regressiva pode ser reativada, devido a informacdo para producdo de particulas
virais completa que esta presente no genoma do gato (Hartmann, 2012a; Hartmann 2012b).

Infeccdo progressiva: Gatos com infeccdo progressiva sdo persistentemente virémicos. Ocorre

extensiva replicagdo viral, primeiro em tecidos linfoides, seguido pela medula dssea, mucosa e
epitélio glandular. As infeccdes regressiva e progressiva podem ser distinguidas através de testes
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rapidos para pesquisa do antigeno viral no sangue periférico. Na infeccao regressiva os gatos tornam-
se negativos no maximo 16 semanas apos a infec¢do, enquanto na infeccdo progressiva os gatos
infectados permanecem positivos (Hartmann, 2012a; Hartmann, 2012b). Em ambas, as infec¢bes do
DNA proviral do FeLV é detectado no sangue pela reagdo em cadeia de polimerase (PCR). Mas,
quando mensurado no PCR quantitativo, a carga viral da infeccdo regressiva é baixa, enquanto na
infeccdo progressiva a carga viral é alta (Torres et al., 2005; Pepin et al., 2007).

Infeccdo focal: A replicacdo viral atipica persistente, como na glandula mamaria, bexiga e olhos pode
ser considerada focal ou atipica. Essa replicacdo pode levar a uma producéo intermitente de antigenos,
além disso, esses gatos podem ter resultados fracamente positivos ou discordantes na pesquisa de
antigenos, ou podem alternar entre resultados positivos e negativos (Levy et al., 2008).

3.2.1.3 Linfomagénese viral

A infeccdo progressiva do FeLV estd associada a indugdo de vérias doengas degenerativas e
proliferativas na linhagem de células hematopoiéticas em gatos (Linenberger e Abkowitz, 1995; Roy-
Burman, 1995; Rohn et al., 1996). O FeLV aumenta 60 vezes o risco de linfoma em gatos infectados,
por isso é considerado o virus mais importante conhecido como indutor de tumor em felinos (Shelton
et al., 1990; Rezanka et al., 1992). Alguns estudos evidenciam a ocorréncia de linfomas em gatos na
infeccdo regressiva. Um estudo realizado por Jackson e colaboradores (1993) dos 70 casos de
linfomas em gatos, 30% eram negativos para o antigeno viral e positivos para PCR, as hipbteses
apontadas pelos autores seria a presenca de uma infecgdo latente por FeLV, bem como a presenca de
um virus recombinante defeituoso. Além disso também pode haver a presenca de apenas uma porcao
do genoma do FeLV, que também o torna defeituoso na replicacdo, ou um fendmeno de “"batida e
corrida”, de tal forma que o FeLV induza ao linfoma, mas ndo se integra ao genoma da célula
hospedeira.

A infeccdo da célula hospedeira é iniciada pelo reconhecimento celular do receptor para a
glicoproteina do envelope (gp70). O nlcleo viral é internalizado e as duas copias do genoma do RNA
de cadeia simples e senso positivo sdo liberadas. O RNA viral é dependente da DNA polimerase,
transcriptase reversa, que faz uma cdpia de DNA do genoma viral, conhecido como provirus. O
provirus se integra ao genoma do hospedeiro, ladeado por repeticdes terminais longas (LTR) que sdo
uma série de nucleotideos derivados da extremidade 5° ¢ 3° do RNA viral. Dentro da regido U3 da
LTR estdo as sequéncias promotoras e potenciadoras que controlam a transcri¢do do gene viral. O
provirus forma o modelo para a producdo de novos virides — virus (Beatty, 2014).

Os tumores induzidos pelo FeLV sdo causados, pelo menos em parte, pela mutagénese insercional
adquirida somaticamente (Forman et al., 2009). Na mutagénese insercional o retrovirus é integrado
préximo ao gene celular, como um proto-oncogene. A transcricdo do gene pode ser regulada
positivamente pela regido U3 da L TR retroviral, cuja funcdo promotora e intensificada sdo elementos
necessarios para a expressao do gene viral. Por outro lado, se a integracdo for no gene supressor de
tumor, a transcricdo pode ser alterada ou interrompida, entdo a célula adquire vantagens para o
crescimento descontrolado (Fujino et al., 2008).
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Os proto-oncogenes codificam uma variedade de proteinas, tais como fatores do crescimento,
receptores de fatores do crescimento, proteina quinases, cuja ativacdo inadequada favorecem a
proliferacdo celular (Tsatsanis et al., 1994).

Anélises moleculares do linfoma associado ao FeLV tém identificado Sitios de Integragdo Comum
(SIC), que favorecem a integracdo do prévirus e influenciam na expressdo de um proto-oncogene
préximo, resultando em vantagens de sobrevivéncia a célula. Os principais locus para SIC no linfoma
associado ao FeLV sdo c-myc, flvi-1, flvi-2, fit-1, pim-1 e flit-1 (Fujino et al., 2008).

O primeiro SIC do FeLV, descrito, resulta em alteracbes na expressdo e organizagédo do proto-
oncogene c-myc. O produto da proteina myc é uma fosfoproteina (Ramsay et al., 1982; Hann et al.,
1983) nuclear que desempenha um papel na progressdo do ciclo celular, apoptose e transformacao
celular (Ramsay et al., 1982; Abrams et al., 1982; Persson et al., 1984).

Duas alteragbes do proto-oncogene myc tém sido descritas em linfomas associados ao FelLV:
integracdo e transducdo. As transformagdes nas células pelo gene myc podem ser, devido a
desregulacéo de sua expresséo. Isso ocorre pela alteracdo do proto-oncogene myc, devido a integracdo
do virus na proximidade do gene, gerando um oncogene denominado c-myc. A transdugdo do gene
myc pelo retrovirus gera um oncogene viral v-myc que remove sua unidade normal de transcrigdo
(Rezanka et al., 1992; Beatty, 2014).

As inser¢des provirais do FeLV nas regifes do gene bmi-1, codificadas por flvi-2 e pim-1, séo
comumente afetadas em linfomas que também contém v-myc e sdo descritos como ‘colaboradores do
gene myc’ (Levy et al., 2008; Fujino et al., 2008). O Flit- 1 tem um papel importante no
desenvolvimento de linfomas timicos e parece representar um novo dominio de SIC proviral para o
FeLV. A insercdo esta associada com a superexpressao de um gene celular, como o receptor de ativina
A tipo Il, que codifica um receptor na superficie da célula para a superfamilia do fator de crescimento
transformador B -TGF (Fujino et al., 2008).

Outra consequéncia de grande importancia clinica em gatos infectados por FeLV é a
imunossupressdo, que promove uma diminuigdo dos mecanismos de vigilancia tumoral causando um
aumento indireto do risco do desenvolvimento de tumor. A imunossupressao aparentemente é
especifica para linfécitos T e particularmente linfdcitos T helper ou CD4* e linfécitos T supressores
ou CD8* (Hartmann, 2012b). Outro achado comum ¢ a falha de linfdcitos T helper, que causa uma
vigilancia tumoral ineficaz das células pré neoplasicas e neoplésicas portadoras de FOCMA (Rojko
e Olsen, 1984).
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3.2.2 Virus da imunodeficiéncia Felina

O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é um retrovirus do género lentivirus. Infecta gatos
domésticos, € endémica em todo 0 mundo, com prevaléncias que variam de menos e 5% a mais de
30%, dependendo da regido e da populacgdo testada (Bendinelli et al., 1995).

Os estudos que abordam o mecanismo de linfomagénese pelo FIV sugerem que a oncogénese direta
é um evento raro (Terry et al., 1995; Endo et al., 1997). Parece provavel que a linfomagénese seja
uma consequéncia indireta da disfuncdo imune induzida pelo FIV. Avaliacbes dos parametros
imunoldgicos em gatos infectados com FIV relataram uma diminuicdo de linfécitos CD4 que pode
estar associada ao desenvolvimento do linfoma, devido a diminui¢do da “vigilancia imunoldgica”
realizada por essas células (Brown et al., 2009).

Wang et al. (2001), identificaram a presenca de sequéncias provirais do FIV em dois dos quatorze
casos de linfoma felino demonstrada por PCR e confirmada com anélise de Southern blot. Os autores
sugeriram que um papel oncogénico direto do FIV na estimulacdo proto-oncogénica poderia ser o
responsavel pelo desenvolvimento do linfoma.

Outras evidéncias sobre o mecanismo de inducdo do linfoma pelo FIV, seria a superestimulagéo
antigénica de linfdcitos B (Hutson et al., 1991), em gatos naturalmente infectados. Tal processo leva
a consequente amplificacdo da mutagéo somatica que ocorre normalmente na geragdo da diversidade
de receptores de células B que pode predispor a mutacGes oncogénicas (Beatty, 2014).

Os linfomas que foram associados a infeccdo pelo FIV incluem tumores de células B, células T, ndo
T e ndo B. Varios estudos caracterizaram o fen6tipo do linfoma associado ao FIV, a grande maioria
identificou linfomas de células B com maior frequéncia em gatos infectados com FIV do que 0s outros
tipos de fendtipos. Magden et al. (2011), relataram que a frequéncia de linfoma de células B associado
ao FIV tem sido entre 40 e 87%, enquanto que os linfomas de origem de células T variam entre 0 e
28%.

Beatty e colaboradores (1998) realizaram experimento inoculando o FIV em gatos e relataram a
potencial importancia que o FIV desempenha para disfuncdo imunitaria e na tumorigénese.
Elucidaram o mecanismo indireto do FIV, com a hiperatividade de linfécitos B, explicando a
proliferagdo desses linfocitos e o risco do desenvolvimento de uma célula neoplésica.

3.2.3 Gammaherpesvirus 1 Felis catus (FcaGHV1)
Outro virus oncogénico que esta sendo estudado atualmente é o Gammaherpesvirus 1 Felis catus

(FcaGHV1), descoberto em 2014. Estima-se que este infecte pelo menos um quarto dos gatos
domeésticos do mundo, cerca de 600 milhGes (Troyer et al., 2014).
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Como os outros gammaherpesvirus, o FcaGHV1 é linfotropico e pode ser detectado circulando em
linfocitos B e linfocitos T CD4+ e CD8+ (McLuckie et al., 2016). Em outras espécies, a oncogénese
associada ao gammaherpesvirus € o resultado de infecgdo crénica. Fatores adicionais, como disfuncéo
imune ou coinfec¢des, as vezes sdo necessarios para a expressdo do fendtipo maligno (Ackermann,
2006).

Alguns estudos corroboram o papel da infeccdo por FcaGHV 1 na linfomagénese, particularmente nos
casos em que héa coinfec¢do com o lentivirus FIV. Em humanos, dependendo do subtipo de linfoma,
30 a 95% dos linfomas associados ao HIV sdo causados por gammaherpesvirus Epstein-barr (EBV)
e 0 Herpesvirus associado com o Sarcoma de Kaposi (KSHV), levando a considerar que o FcaGHV1
pode ser um co-patdgeno no linfoma associado ao FIV nos gatos (Cesarman, 2011).

Os herpesvirus alternam entre os ciclos de replicagdo litica e latente. Os transcritos associados a
laténcia conferem uma vantagem de sobrevivéncia para manter um reservatorio viral por meio de
diversos mecanismos que promovem o crescimento celular, inibem a apoptose e regulam
negativamente os alvos imunoldgicos (Ackermann, 2006). Esses mesmos genes promovem a
transformacao celular e o cancer associado ao gammaherpesvirus, incluindo o linfoma (Pierangeli et
al., 2015).

A presenca do virus transcricionalmente ativo nas células cancerigenas é um pré-requisito para
estabelecer uma relagdo causal direta. Além de repertorios estabelecidos de transcritos associados a
laténcia, um nimero crescente de genes liticos esta implicado na tumorigénese (Tierney et al., 2015;
Borozan et al., 2018).

Aghazadeh e colaboradores (2018) analisaram o RNA tumoral de alguns subtipos de linfoma em
gatos que apresentavam coinfeccao pelo FcaGHV1 e o FIV através do sequenciamento transcricional
e 0 PCR transcriptase reversa. Concluiram que os transcritos de FcaGHV1 podem ser detectados em
alguns linfomas associados a FIV, mas com baixo nimero de copias. Isso impede uma avaliacdo mais
precisa sobre a importancia do papel potencial do FcaGHV1 na linfomagénese. Dessa forma
consideraram que estudos mais complexos devam ser elaborados para elucidar o real potencial
oncbgenico que este gammaherpesvirus possui no desenvolvimento do linfoma.

3.2.4 InfeccBes bacterianas

Estudos em humanos demonstraram uma forte associagdo entre infeccdo por Helicobacter pylori e
desenvolvimento de inflamacéo cronica e cancer géastrico (Richter, 2003; Hartmann, 2006). A
infecgdo esta fortemente associada ao desenvolvimento de adenocarcinoma e do linfoma associado a
mucosa (MALT) (Farinha e Gascoyne, 2005; Wang et al., 2014). A infec¢do pela bactéria gastrica
proporciona estimulacdo antigénica que pode ser suficiente para estimular 0s processos
linfoproliferativos da transformagdo do MALT gastrico. Em humanos, o linfoma associado a MALT
concomitante a infeccdo por H.pylori é potencialmente responsivo a antibioticoterapia, portanto pode
ocorrer remissdo da neoplasia apds o tratamento (Mueller, 2005).

21



Bridgeford e colaboradores em 2008, realizaram um estudo sobre a correlacdo de cepas de
Helicobacter spp. em gatos com linfoma gastrico. Apontaram que as estirpes gastricas de
Helicobacter heilmannii (Hhe) promovem o linfoma géastrico felino. Estes autores utilizaram 47
gatos, onde respectivamente 14 de 16 e 2 de 16 apresentaram linfomas linfoblasticos e linfocitarios e
foram positivos para os microrganismos (especialmente as estirpes Hhe2 e Hhe 4).

Hoehne et al. (2016), analisaram 33 linfomas epiteliotropicos de intestino delgado de células T de
baixo grau e detectaram eubactérias invasoras da mucosa e a colonizacao da serosa em 18% e 11%
dos casos, respectivamente. Em comparacdo, dos 17 linfomas do intestino delgado de alto grau, 14
(82%) foram associados a bactérias invasivas da mucosa; a colonizagdo da serosa foi evidente em 10
(57%) e bactérias intravasculares foram observadas em 5 (29%) casos. As bactérias invasivas da
mucosa foram observadas com mais frequéncia em gatos com linfoma de células grandes de qualquer
imunofenotipo.

Ainda ndo estd claro se bactérias invasoras podem desencadear o desenvolvimento do linfoma
gastrointestinal ou, em vez disso, estdo oportunisticamente colonizando a mucosa danificada ap6s o
desenvolvimento do linfoma (Hoehne et al., 2016).

3.2.5 Exposi¢do a fumaca de tabaco

Varios estudos sugerem gue a exposi¢ao ao tabaco possa aumentar o risco de desenvolver o linfoma
ndo-Hodgkin (Herrinton e Friedman, 1998; Adami et al., 2000). Nao ha nenhum estudo consolidado
que explique o mecanismo exato pelo qual o tabaco desenvolva o linfoma. Mas, hipéteses relacionam
componentes da fumaca do tabaco que podem ser carcinogénicos para o tecido linfoide e causar
mutacdo nos linfocitos precursores (Linet et al., 1992; Adami et al., 2000). S&o conhecidos mais de
40 agentes mutagénicos e carcinogénicos da fumaca do tabaco, muitos dos quais foram implicados
na carcinogénese humana (Bertone et al., 2002).

Bertone et al. (2002), realizaram um estudo correlacionando gatos com linfoma e o indice de
exposicdo a fumaca de tabaco e sugeriram que o risco relativo de linfoma para gatos com qualquer
exposicao a fumaca de tabaco foi 2,4 vezes maior. O risco aumentou com a duracéo e quantidade de
exposicdo, sendo 3,2 vezes maior, comparado com individuos de lares onde ndo haviam fumantes.

3.2.6 Inflamacao cronica

Varios estudos em humanos tém sugerido associacdo de doengas inflamatorias intestinais cronicas,
como doenca celiaca e a doenga inflamatdria intestinal associada a sensibilidade ao gluten, com o
desenvolvimento do linfoma gastrointestinal. Em individuos geneticamente predispostos, o linfoma
de células T associado a enteropatia - EATCL (Enteropathy-associated T-cell lymphoma) pode surgir
da transformacdo clonal de linfdcitos intraepiteliais intestinais apds estimulacdo antigénica cronica
(Green e Cellier, 2007; Ferreri et al., 2011).

Varias linhas de evidéncias apoiam a proposic¢ao de que a doenca inflamatdria intestinal seja um fator

de risco para o desenvolvimento de linfoma de células T (de qualquer grau histoldgico) e linfoma
gastrointestinal de baixo grau (LGBG). Em dois estudos, 60% dos gatos com linfoma intestinal de

22



células T e 33% dos gatos com LGBG tinham doencas clinicas cronicas sugestivas de doenca
inflamatoria preexistente (Moore et al., 2005; Roccabianca et al., 2006).

A enterite linfoplasmocitaria felina (EPF) foi identificada em outras regides do trato gastrointestinal
em 41% dos gatos com LGBG de imunofendtipo de células T (Briscoe et al., 2003; Carreras et al.,
2003) A progressdo histologica aparente de EPF para linfoma gastrointestinal (LG) foi documentada
em casos individuais (Barrs e Beatty, 2012).

3.2.7 Importancia da Dieta e componentes genéticos

A dieta tem sido sugerida como um possivel fator de risco para o linfoma gastrintestinal. A teoria
deriva do aumento relativo e absoluto no numero total de gatos diagnosticados com linfoma
gastrointestinal nos ultimos anos. Ao mesmo tempo, mudancas significativas na composicéo da dieta
de alimentos comerciais para gatos ocorreram e nenhuma evidéncia conseguiu apoiar esta teoria (Vail,
2007).

A incidéncia do linfoma é particularmente varidvel em certas ragas, sugerindo fortes influéncias
genéticas negativas e positivas (Madewell e Theilen, 1987). Os gatos siameses parecem ter uma
predisposigdo para o desenvolvimento do linfoma, principalmente do tipo mediastinal, com padréo
de heranca potencialmente recessivo. O linfoma mediastinal de inicio precoce foi documentado em
ragas de gatos do tipo siamés na Australia e na Europa. A alta incidéncia de linfoma mediastinal em
gatos siameses jovens, em torno de 2 anos de idade, e ragas relacionadas aos siameses - por exemplo,
a Oriental Shorthair - sugere uma predisposicdo genética (Louwerens et al., 2005).

3.3 Classificagdo do linfoma nao-Hodgkin em felinos domeésticos
3.3.1 Classificacéo anatémica do linfoma

Ha quatro apresentacdes anatdbmicas do linfoma reconhecidas em cdes e gatos: mediastinal,
gastrointestinal, multicéntrica e extranodal (Couto, 2001).

A forma nodal que tem envolvimento limitado aos linfonodos periféricos é incomum no gato,
representando aproximadamente 4 a 10% dos casos. Estima-se que um terco dos gatos com linfoma
nodal apresentem imunofendtipo de células T e reagentes para o FeLV (Vail et al., 1998; Cotter,
1998). Uma forma incomum e distinta de linfoma nodal em gatos se refere ao “linfoma tipo Hodgkin”.
Como envolvimento de linfonodos solitarios ou regionais da cabeca e pescoco e histologicamente se
assemelha ao linfoma Hodgkin em humanos (Day et al., 1999; Walton e Hendrick, 2001).

A forma mediastinal inclui timo e linfonodos mediastinais e esternais, que podem se estender para
fora da entrada toracica. Os linfomas mediastinais sdo mais comumente originados por células T
(Gabor et al., 1999) e os gatos afetados sdo geralmente jovens e positivos para FeLV (Court et al.,
1997).

Na forma multicéntrica, ao contrario dos cées, o envolvimento de linfonodos periféricos por si s6 é
raro em gatos. Mais comumente, ha também envolvimento esplénico e / ou hepatico, e a doenca pode
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evoluir para a medula éssea (Ettinger, 2003). Um importante diferencial para a linfadenomegalia
periférica é a hiperplasia periférica distinta. A hiperplasia periférica distinta € um disturbio néo
neoplasico de gatos jovens e estd associada a episodios de febre, infecgdes virais prévias e gamopatia
policlonal. Foi relatada uma forma rara e distinta de linfoma que envolve apenas linfonodos de cabeca
e pescoco, solitarios ou regionais (Gabor et al., 1998), que segundo Ettinger (2003) pode ser
comparavel ao linfoma do tipo Hodgkin humano.

Dentro da forma anatémica extranodal encontra-se o linfoma renal que pode ser primario ou associado
ao envolvimento gastrointestinal ou multicéntrico. Vinte a 50% destes animais serdo reagentes para
FeLV. No momento da recaida, a extensdo para o sistema nervoso central (SNC) é comumente
observada (Mooney et al., 1987). Alguns autores classificam o linfoma renal no grupo alimentar;
alguns a consideram uma forma separada, e alguns como um grupo de linfoma abdominal (Moore e
Ogilvie, 2001).

O linfoma do SNC pode ser primario ou secundario a doenga multicéntrica, especialmente se houver
doenca renal ou da medula 6ssea. O meningioma é a neoplasia cerebral mais comum em gatos e,
portanto, € um diferencial para a doenca intracraniana. As lesdes do linfoma da medula espinhal sdo
tipicamente extradurais e 0s gatos apresentam paresia dos membros posteriores, sendo geralmente
jovens, idade média de 3-4 anos, e em 85-90% dos casos reagentes para FeLV (Mooney e Hayes,
1986; Court et al., 1997).

O tumor do trato respiratorio mais comum em felinos é o linfoma (Santagostino et al., 2015). O
linfoma nasal ou nasofaringeo primario ocorre comumente em gatos mais velhos entre 8 a 9 anos e
ndo reagentes para o FeLV. O imunofenotipo predominante é o de células B (Ettinger, 2003).

O linfoma cuténeo pode ser solitario ou generalizado e ocorre em gatos mais velhos, negativos para
FeLV. Duas formas foram descritas: o epiteliotrépico que consiste de células T e a segunda forma,
nao-epiteliotropica. Esta consiste de células B, que sdo observadas mais profundamente na epiderme
(Ettinger, 2003).

O linfoma gastrointestinal no gato envolve tipicamente o intestino delgado, estdmago, linfonodos
mesentéricos e figado. Outros 6rgdos que podem estar envolvidos incluem a boca, es6fago e pancreas
(Hittmair et al., 2000; Vail, 2007). O linfoma gastrointestinal de células grandes pode se estender
além do sistema alimentar, envolvendo o baco, os linfonodos periféricos, os linfonodos toracicos e a
medula dssea. J& os de pequenas células estdo tipicamente contidas no sistema intestinal. As lesGes
podem ser focais ou difusas (Wilson, 2008). Embora todas as se¢des do trato gastrintestinal possam
ser acometidas, os locais mais comuns incluem o jejuno, o ileo, intestino delgado e a juncdo ileo-
célico (Fondacaro et al., 1999; Lingard et al., 2009; Moore et al., 2012).

3.3.2 Classificacdo histoldgica do linfoma
Ao longo do ultimo século patologistas desenvolveram varios sistemas de classificacdes para 0s

tumores linfoides humanos. Os patologistas veterinarios adaptaram essas classifica¢cdes do linfoma
ndo-Hodgkin em humanos para classificar os linfomas nos animais domesticos, baseados em critérios
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morfol6gicos, imunofenotipicos e, recentemente, genotipicos. Todos 0s esquemas de classificacdo
tentaram correlacionar os histotipos com o comportamento biol6gico, a fim de alcancar um
prognostico confiavel, selecionar terapias eficientes e fornecer ao tutor do animal informacGes
comparativas (Berhard e Hutchison, 1997; Parodi, 2001).

A classificagédo de Rappaport em 1966 representa um dos primeiros sistemas de classificagéo aplicado
ao linfoma canino. Essa classificagdo se baseou na presenga de modularidade e tamanho celular de
linfécitos pequenos, médios, os grandes linfomas celulares foram denominados histiocitoses
(Holmberg et al., 1976). Com o crescente conhecimento dos aspectos imunolégicos dos linfomas
malignos, uma melhor compreensdo da maturacgdo e diferenciacéo das células linféides e o avanco da
guimioterapia, novos sistemas de classificacdo foram desenvolvidos (Valli et al., 2011).

Quase simultaneamente, a classificacdo de Lukes-Collins (Lukes e Collins, 1974) na América do
Norte e a classificacdo de Kiel (Lennert e Mohri, 1978) na Europa foram publicadas. A classificacao
de Lukes-Collins foi a primeira classificagcdo baseada na origem celular (linfécito B ou T, histidcito),
sitio de origem (folicular) e estado de transformacéo, pela combinacdo do tamanho celular (pequena
ou grande) e forma nuclear (redondo ou clivado, relacionado a fissuras/edentacdes nucleares), e
apontaram que apenas os linfomas de centro folicular resultavam em nodularidade. Ja a classificagdo
de Kiel introduziu o conceito de graduagdo tumoral, acrescentando-se o sufixo —citico para tumores
de baixo grau, e —blastico, para tumores de alto grau. Ambos os sistemas foram baseados em conceitos
imunolégicos e so diferiram significativamente na posicdo dos centrécitos dentro da linha de
maturacdo em cada classificagdo. Apesar dessas diferengas, a traducdo de uma classificacdo para
outra ainda era possivel (Lennert et al., 1983).

Para evitar mais confusdo e, em uma tentativa de unificar as classifica¢cbes européia e norte-
americana, o Instituto Nacional do Céncer dos EUA (NCIWF) realizou uma revisao, propondo um
painel internacional de hematopatologistas, a partir do estudo de 1.175 casos de linfomas bem
documentados (Valli et al., 2000 e Valli et al., 2011). As varias entidades de linfoma nesta
classificagdo foram baseadas em grupos de pacientes humanos com curvas de sobrevivéncia
semelhantes, e as caracteristicas morfolégicas de cada grupo foram descritas. Para auxiliar no
prognéstico e no manejo, as categorias diagndsticas foram organizadas em trés graus de progresséo,
sendo baixo, intermediério e alto (rapidamente progressivo). A classificagdo Working Formulation
(WF) rapidamente se tornou o padrdo internacional aceito, fornecendo aos patologistas um meio
pragmatico de comunicagdo do subtipo de tumor baseado no comportamento bioldgico (baixo,
intermediario e alto grau) usando a tecnologia universal de preparacGes histologicas coradas com
hematoxilina e eosina (HE) (Valli et al., 2000).

O esquema NCIWF classifica o linfoma (figura 1) de acordo com sua taxa natural de progresséo,
reconhecendo trés graus histoldgicos (alto, intermedirio e baixo) e a frequéncia de mitoses (Barrs e
Beatty, 2012).

Numerosos estudos abordaram as limitagdes da WF e nos anos subsequentes, essas deficiéncias

tornaram-se mais aparentes a medida que novas entidades foram descritas (Lieberman et al., 1986;
Delverdier et al., 1988; Burke, 1990). A WF tornou-se amplamente usada na América do Norte com
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estudos em animais baseados nesse sistema, enquanto o sistema de Kiel tornou-se amplamente
utilizado na Europa para seres humanos e animais (Valli et al., 2011).

Baixo Grau Grau Intermediario Alto Grau

Linfoma linfocitico de Linfoma folicular de grandes Linfoma imunoblastico de
pequenas células células grandes células

Linfoma folicular de Linfoma difuso de pequenas Linfoma linfoblastico
pequenas células células

Linfoma folicular misto de Linfoma difuso misto de Linfoma de células
pequenas e grandes pequenas e grandes células pequenas nao clivadas
células (tipo Burkitt e ndo Burkitt)

Linfoma difuso de grandes
células

Fonte: adaptado do National Cancer Institute (NCI).
Figura 1. Classificagdo do Instituto Nacional do Cancer dos EUA (NCIWF) para linfomas.

A classificacio de Kiel foi “atualizada” e introduziram um conceito-chave baseado em critérios cito-
imunoldégicos (Vonderhaar e Morrison, 2002), aplicavel a linfomas malignos caninos. Multiplos
estudos documentaram sua utilidade progndstica (Teske et al., 1994; Kiupel et al., 1999). A
classificacdo de Kiel foi limitada a patologia nodal e os avangos na imunologia e imuno-histoquimica
indicaram a necessidade de atualizar todos os sistemas anteriores (Valli et al., 2011). Isto levou a
formagdo, em 1992, do Grupo Internacional de Estudo do Linfoma, que prop6s uma nova
classificagdo, a Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms-REAL (Harris
etal., 1994).

As caracteristicas Unicas da proposta REAL era que as neoplasias eram identificadas como doencas
e ndo como tipos de células. Com a inclusdo dos critérios diagndsticos das informaces relevantes:
morfologia celular e linhagem celular, bem como topografia e biologia geral de cada neoplasia,
passou a ser definida como uma entidade especifica de doenca. Em 2002, o sistema REAL foi
adotado, em grande parte intacto, como o sistema revisado de classificacdo da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) (figura 2) (Harris et al., 1999).

Esta classificacdo foi adaptada da medicina sob a orientacdo da OMS por patologistas veterinarios
para classificacdo do linfoma de animais domésticos. O sistema de classificacdo da OMS para o
linfoma animal é uma lista pragmatica de neoplasias hematopoiéticas. Seu principal objetivo é
correlacionar cada categoria de linfoma ao seu proprio comportamento e grau de malignidade (Valli
et al., 2000; Vonderhaar e Morrison., 2002; Valli et al., 2007). Este sistema usa morfologia (citologia
e histologia), IHQ, caracteristicas moleculares e o comportamento biol6gico (indolente, agressivo e
altamente agressivo) para chegar ao diagndstico e classificacdo do linfoma (Valli et al., 2011).
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Neoplasias de células B Neoplasia de células T e Natural Killer (NK)
Neoplasia de células B precursoras Neoplasia de células T precursoras

Linfoma e Leucemia linfobléstica de células B. Linfoma e Leucemia linfoblastica de células T.
Neoplasia de células B maduras (periféricas) Neoplasia de células T maduras (periféricas) e de
Leucemia linfocitica cronica e Linfoma linfocitico de | células NK

pequenas células B. Leucemia prolinfocitica de célula T.

Leucemia prolinfocitica de célula B. Leucemia linfocitica granular de células T.

Linfoma linfoplasmocitico. Leucemia de células NK agressivo.

Linfoma de células B de zona marginal esplénico. Leucemia ou Linfoma de célula T adultas.

Linfoma de células B de zona marginal extranodal | Linfoma extranodal de células T e NK, tipo nasal.
associado a mucosas (MALT). Linfoma de células T, tipo enteropatia.

Linfoma de células B de zona marginal nodal. Linfoma de células T hepatoesplénico.

Linfoma folicular. Linfoma subcutaneo de células T, do tipo paniculite.
Linfoma de células do manto. Micose fungoide e Sindrome de Sézary.

Linfoma difuso de grandes células B. Linfoma cutdneo primério de grandes ceélulas
Linfoma mediastinal de grandes células B. anaplésicas.

Linfoma primario de efusdo. Linfoma de células T periféricas, ndo especificado.
Linfoma de Burkitt ou Leucemia de células de | Linfoma de células T angioimunobléstico.

Burkitt. Linfoma de células T angiocéntrico.

Fonte: Valli et al. (2011).
Figura 2. Classificacdo das neoplasias linfoides segundo a Organizacdo Mundial da Saude.
3.3.3 Classificagdo Imuno-histoquimica do linfoma

A imunofenotipagem é uma ferramenta importante no diagndéstico e classificagdo de neoplasias
linfoides (Waly et al., 2005), representando um método simples e eficaz para avaliar a expresséo
proteica em tecidos, além de ser uma ferramenta valiosa na pesquisa do cancer (Keller et al., 2007).
Os marcadores mais utilizados na medicina veterinaria sdo o CD3, que detecta linf6citos T e 0 CD79,
que detecta linfdcitos B. Em gatos, CD20 e Pax-5 sdo comumente usados no lugar do CD79, devido
a artefatos na ligacdo nuclear que podem ocorrer com este marcador (Valli et al., 2016).

3.4 Manifestacdo clinica

Os achados clinicos associados com linfoma felino séo variados e dependem da forma anatémica e
da extensao da doenga (Vail, 2013).

Pacientes com a forma generalizada ou multicéntrica podem apresentar sinais clinicos inespecificos.
Geralmente os tutores relatam perda de peso, anorexia e letargia. O edema pode aparecer,
especialmente quando os linfonodos estiverem aumentados, o que consequentemente causa obstrucéo
mecanica da drenagem linfatica, e compressdo da via aérea, 0 que pode levar a tosse como outra
queixa presente (Couto, 2001). O exame fisico de gatos com linfoma multicéntrico geralmente revela
linfadenopatia, com ou sem hepatomegalia, esplenomegalia ou lesdes extranodais, como por exemplo
lesBes oculares, cutdneas, renais ou neurais. Os linfonodos afetados podem estar acentuadamente
aumentados, cerca de 5 a 15 vezes do tamanho normal, indolores e livremente méveis. Uma sindrome
de linfadenopatia reativa idiopatica ou hiperplasia atipica pode mimetizar as caracteristicas
clinicopatoldgicas do linfoma multicéntrico em gatos (Couto, 2014).
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O estadiamento clinico (figura 3) tem sido usado para dar o progndstico do linfoma multicéntrico,
segundo Terry et al. (1995) adaptado por Vail (2013).

ESTAGIO LOCAL ANATOMICO

| Naédulo solitério (extranodal) ou em um Gnico linfonodo (nodal).
Inclui tumores primarios intratoracicos.

1 Envolvimento de dois ou mais linfonodos do mesmo lado do diafragma.

Presenca de dois tumores extranodais localizados do mesmo lado do diafragma, com ou sem
envolvimento dos linfonodos regionais.

Presenca de um nédulo primario localizado no TGI excisavel, comumente na regido ileocecal,
com ou sem envolvimento apenas do linfonodo mesentérico associado.

11 Presenca de dois tumores (extranodal) do mesmo lado do diafragma.
Aumento de dois ou mais linfonodos acima ou abaixo do diafragma.
Nodulo intra-abdominal primério ndo excisavel.

Nodulo paraespinhal ou epidural, independente das outras areas tumorais.

v Estagio I, Il e 111, com envolvimento do figado e/ ou baco.

\ Estagio I, I1, 111, IV com envolvimento inicial do SNC e/ou medula 6ssea

Fonte: adaptado por Vail (2013).
Figura 3. Estadiamento clinico do linfoma felino multicéntrico.

Os sinais clinicos de gatos com linfoma mediastinal incluem dispneia, taquipneia, polifagia e
regurgitacdo. Ao exame fisico, as anormalidades geralmente estédo confinadas a cavidade torécica e
consistem em sons broncovesiculares diminuidos, deslocamento dos sons pulmonares normais para
a cavidade toracica dorsocaudal, som do bago na percusséo da cavidade toracica ventral e mediastinal
anterior ndo compressivel (Couto, 2001). Raramente, pode-se observar a sindrome de Horner e a
sindrome da veia cava superior. Efusdo pleural é comum e do tipo serosanguinolenta ou quilosa, e
em muitos casos, células neoplasicas podem ser identificadas (Forrester et al., 1991; Davies e
Forrester, 1996).

No linfoma gastrointestinal de baixo grau a perda de peso, vémito, diarreia e anorexia sdo 0s achados
mais comuns, ja a icteria é incomum (Kiselow et al., 2008; Lingard et al., 2009; Gieger, 2011). A
palpagdo abdominal é anormal em aproximadamente 70% dos casos, com metade consistindo de
espessamento da parede intestinal e um terco com massa palpavel. Os sinais clinicos geralmente estdo
presentes por varios meses (Kiselow et al., 2008).

Jé& a forma linfoblastica de alto grau tende a causar sinais clinicos similares, com progresso mais
rapido, de dias ou semanas. Na palpagdo abdominal é perceptivel a presenca de massas, aumento do
linfonodo mesentérico e figado (Mahomy et al., 1995; Fondacaro et al., 1999; Gieger, 2011). Ictericia
pode estar presente em linfomas de células grandes. Hematoquesia e tenesmo também podem ocorrer
se caso o colon estiver envolvido (Slawienski et al., 1997). Nos linfomas de grandes células granulares
pode ocorrer anorexia, perda de peso, letargia e vémito (Roccabianca et al., 2006; Krick et al., 2008).
Na palpacdo abdominal pode haver presenca de massas em aproximadamente metade dos casos.
Efusdo abdominal, efusdo pleural e ictericia sdo observados em menos de 10% dos casos (Vail et al.,
2013).
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Os sinais clinicos e os achados do exame fisico em gatos com linfoma extranodal sdo extremamente
variaveis e dependem da localizacdo da massa. Formas extranodais comuns em gatos incluem
nasofaringe, ocular, renal e neural. Em geral, os sinais clinicos sdo o resultado da compresséo ou
deslocamento de células parenguimatosas normais no 6rgao afetado, como por exemplo, aumento de
uréia e creatinina no linfoma renal, sinais neuroldgicos no linfoma do SNC (Couto, 2001).

As principais queixas clinicas para gatos com linfoma nasal s&o corrimento nasal, espirros, estertor,
dispnéia, epifora ou secrecdo ocular, epistaxe e anorexia (Santagostino et al., 2015). A descarga nasal
¢ geralmente mucopurulenta, embora a epistaxe possa ocorrer em um terco dos casos.
Linfoadenopatia regional pode estar presente. A média de duracéo dos sinais clinicos anterior ao
diagnostico € de 2 meses (Vail et al., 2013).

Gatos com linfoma renal apresentam sinais consistentes com insuficiéncia renal: inapeténcia, perda
de peso, polidria/polidipsia (Mooney et al., 1987; Taylor et al., 2009). O exame fisico pode revelar
renomegalia, geralmente bilateral, firme e irregular e palpavel, na maioria dos casos (Vail et al.,
2013).

Gatos com linfoma do SNC podem apresentar sinais como anorexia, letargia e sinais referentes a
lesdes intracranianas, lesdes da coluna vertebral ou ambas (Spodnick et al., 1992; Lane et al., 1994;
Tomek et al., 2006; Marioni-Henry et al., 2008; Taylor et al., 2009). Os sinais intracranianos podem
incluir ataxia, consciéncia alterada, agressao, cegueira central e anormalidades vestibulares. Os sinais
clinicos referentes ao acometimento da medula espinhal podem incluir paresia ou paraplegia, ataxia,
dor e constipagdo, e sinais inespecificos, como anorexia, letargia, perda de peso (Lane et al., 1992;
Marioni-Henry et al., 2008). Em gatos com comprometimento da medula espinhal, o exame
neurolégico pode revelar ainda tetraparesia, flacidez da cauda e auséncia de dor profunda. A
disfuncdo neurolégica pode ser insidiosa ou progredir rapidamente (Vail et al., 2013).

O linfoma ocular pode ser primario ou secundario a forma multicéntrica. Uma variedade de sinais e
lesbes pode estar presente nesses pacientes, incluindo fotofobia, blefaroespasmo, epifora, hifema,
hip6pio, massas oculares ou retro-orbitais, infiltracdo de terceira palpebra, uveite anterior,
envolvimento coriorretiniano e descolamento de retina (Couto, 2014).

O linfoma cuténeo pode ser focal ou difuso com uma grande variedade de apresentacdes (Gilbert et
al., 2004; Fontaine et al., 2011). Em ordem decrescente de probabilidade, as lesdes podem incluir
manchas eritematosas, alopecia, descamagdo, nddulos dérmicos ou placas ulcerativas.
Linfoadenopatia periférica também pode ocorrer. Em muitos gatos, os sinais clinicos podem ser
prolongados, com duracdo de varios meses (Vail et al., 2010).

3.5 Diagnoéstico do linfoma
A abordagem do diagnostico do linfoma em felinos domésticos deve ser realizada com cautela, uma
vez que essa neoplasia pode estar presente em qualquer localizacdo. A avaliacdo clinica é muito

importante para entender qual regido do corpo esta sendo acometida. Além disso, exames
complementares sdo fundamentais para direcionar e concluir o diagndstico definitivo do linfoma.
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3.5.1 Exames complementares

A realizacdo do teste soroldgico para FIV e FeLV é fundamental para determinacdo do prognostico
do linfoma (Ettinger, 2003). Uma variedade de anormalidades hematoldgicas e bioquimicas séricas,
ndo especificas, podem ser detectadas. Uma das causas da citopenia pode ser a infiltracdo da medula
Ossea pelas células neoplésicas. Como também pode ser devido a consequéncias da patogenia do
FeLV, que pode levar a hipoplasia eritréide e megacariocitica, hiperplasia neutrofilica ineficaz,
anemia hemolitica imune mediada. Pode ser observado anemia por doenca crénica ou anormalidades
paraneoplasicas relacionadas a imunidade, como anemia hemolitica ou trombocitopenia, mas é raro
em gatos (Schmidt e Crystal, 2011; Couto, 2001). Alguns subtipos de LG podem resultar em
alteracdes no leucograma. Como no linfoma de grandes células granulares pode ocorrer a leucocitose
neutrofilica com desvio a esquerda regenerativo. Além disso a linfocitose periférica pode vir acrescida
de alteragdes morfoldgicas como a presenca de linfocitos granulares (Barrs e Beatty, 2012).

Outras alteragBes hematoldgicas também podem ser observadas, tais como monocitose, reagdes
leuceméides e eosinofilia, que podem ser causadas pela producdo local ou sistémica de substancias
bioativas pelas células tumorais, como por exemplo, fatores de crescimento hematopoiéticos e
interleucinas (Couto, 2001).

A realizagdo do perfil bioquimico pode ajudar a monitorar a satide geral do animal e, em alguns casos,
pode sugerir um local especifico do envolvimento tumoral (Vail, 2013). As alteragdes bioquimicas
que ocorrem podem ser por comprometimento direto ou indireto do linfoma. No caso, da
hipoalbuminemia h4 um comprometimento indireto observada no LG. Ocorre devido a perda de
albumina no lumen através do comprometimento da parede intestinal (Barrs e Beaty, 2012). O
aumento de enzimas hepaticas pode indicar infiltracdo neoplésica no tecido hepéatico e aumento de
uréia e creatinina pode indicar linfoma renal (Vail, 2013).

Nos LG que acometem o intestino delgado, a concentragdo de cobalamina sérica pode estar baixa,
especialmente devido a reducdo da absorcéao no ileo e no jejuno (Lingard et al., 2009; Briscoe et al.,
2011; Moore et al., 2012). A utilizacdo de cobalamina pela proliferagdo da microbioma intestinal no
intestino proximal pode reduzir ainda mais a cobalamina disponivel (Ruax, 2008).

A dosagem de folato em linfoma gastrointestinal € muito importante. Baixos niveis séricos de folato
ocorrem em linfomas que atingem a regido proximal do intestino delgado, devido a reducdo da
absorcdo da mucosa. Nesta regido se encontra a folato deconjugase que é a enzima necessaria para a
absorcao de folato (Carreras et al., 2003 e Barrs e Beatty, 2012).

A hipercalcemia é raramente relatada em gatos com linfoma, mas pode ocorrer em casos de diferentes
sitios anatdmicos. A hipoglicemia ja foi relada em um tergo em gatos com linfoma em um estudo na
Australia (Garbor et al., 2000).

3.5.2 Exame de imagem

Anormalidades radiograficas em gatos com linfoma variam com as formas anatdmicas e, em geral,
sdo secundarias a linfadenopatia ou organomegalia, especialmente & hepatomegalia, esplenomegalia
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e renomegalia (Couto, 2001). As radiografias torécicas sdo realizadas para avaliar a presenca de
massas mediastinais, que podem indicar timo ou linfonodo mediastinal. Efusdo pleural em
consequéncia ao infiltrado neoplasico pulmonar, ou outro envolvimento de linfonodos também pode
ser observada (Ettinger, 2003).

A ultrassonografia abdominal facilita a avaliagdo do trato gastrointestinal pela avaliacdo da espessura
da parede, camadas, motilidade e contetdo luminal. A parede intestinal normal aparece como uma
imagem de cinco camadas, alternadas hiper e hipoecoicas correspondendo a superficie luminal,
mucosa, submucosa, muscular e serosa. As alteraces encontradas no ultrassom abdominal em casos
de linfoma sdo massas hipoecoicas da parede gastrica ou intestinal, focal. Espessamento difuso da
parede gastrica, espessamento simétrico da parede intestinal (Couto, 2001), cujos valores normais sao
duodeno e jejuno < 2,8mm, ileo < 3,2mm e cdlon < 1,7mm (Goggin et al., 2000), perda da aparéncia
normal em camadas da parede gastrointestinal, e linfadenopatia abdominal. O didmetro do linfonodo
mesentérico ¢ geralmente < 5mm, 0 aumento do tamanho e a hipoecogenicidade indicam
linfoadenomegalia mesentérica (Schreus et al., 2008).

A ultrassonografia é usada para avaliar massas mediastinais. Mudanca na ecogeneicidade dos 6rgaos
parenquimatosos, ou seja, figado, baco e rins refletem mudancas na textura do érgdo secundaria a
infiltracdo neoplasica. Além disso, estruturas ou 6rgdos linfoides aumentados podem ser facilmente
identificados e aspirados ou biopsiados (Couto, 2001).

3.5.3 Citologia

O linfoma felino pode ser dificil de diagnosticar definitivamente apenas pela citologia, devido ao
aumento da prevaléncia de envolvimento de 6rgédos internos e morfologia de pequenas células, em
comparagdo com o linfoma canino (Twomey e Alleman, 2006). Segundo Couto (2001), na citologia
os diagndsticos compativeis com linfoma podem ser realizados em 70 a 75% dos gatos avaliados. O
método através da punc¢éo aspirativa por agulha fina (PAAF) € obtido preferencialmente de linfonodo.
Em érgdos internos a PAAF deve ser feita guiada por ultrassom.

Em alguns casos, somente a PAAF ndo é suficiente, devido a dificuldade em distinguir o linfoma de
outras condi¢des como a hiperplasia linfoide benigna ou linfonodo reativo. Nesses casos, a excisdo
total do linfonodo ou a bidpsia do érgdo envolvido é indicado, pois o exame histopatolégico detalha
sobre invasividade e anormalidades arquiteturais, que podem ser necessarias para o diagnéstico (Vail,
2013).

O linfoma linfoblastico é o tipo mais comum de ser diagnosticado por citologia. Quando mais de 60%
da populacao de células linféides em todas as areas dos esfregacos ou squashe forem linfoblastos o
diagndstico de linfoma é conclusivo (Valenciano et al., 2011). No caso, de linfoma de pequenas
células, a citologia pode ser sugestiva se houver uma populagdo monomérfica de pequenos linfécitos
maduros em grande ndmero e, auséncia de plasmoécitos ou outras células inflamatdrias.
Ocasionalmente, a morfologia atipica dos pequenos linfocitos neoplasicos pode ser vista como um
leve aumento na quantidade de citoplasma, que se afasta de uma extremidade do nucleo, formando
uma pequena cauda citoplasmatica. Esta morfologia ndo é de forma alguma especifica para o linfoma,
mas pode ser vista ocasionalmente com linfoma de baixo grau em citologia (Valenciano et al., 2011).
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O diagnostico de linfoma de grandes células granulares (LGL), que é um subtipo do linfoma
gastrointestinal, é feito com base em critérios citolégicos amplamente aceitos. As células tém
morfologia de linfocitos maduros ou imaturos, com nicleos Unicos redondos ou levemente edentados,
citoplasma moderado a volumoso e com granulos azurofilicos finos a grandes (Sapierzynskin et al.,
2015).

A aspiracdo ou biopsia da medula dssea deve ser incluida na avaliacdo, especialmente se houver
anemia, linfocitose, linfocitos periféricos atipicos, neutropenia ou trombocitopenia. Um hemograma
ndo exclui o comprometimento da medula 6ssea (Ettinger, 2003). O aspirado medular é necessario
para confirmar um diagndstico de linfoma da medula 6ssea, que deve ter como caracteristia a presenca
de mais de 30% de linfoblastos. Também é (til o diagnéstico de linfoma espinhal, que geralmente
tem envolvimento da medula dssea. 1sso torna o diagnosticado mais facil do que a coleta do liquido
cefalorraquidiano (LCR) (Schmidt e Crystal, 2011).

3.5.4 Bidpsia por endoscopia x bidpsia por laparotomia

As bidpsias endoscdpicas sdo um teste conveniente e minimamente invasivo para distlrbios
intestinais infiltrativos em gatos. A gastroduodenoscopia permite a coleta de amostras intestinais
gastricas, duodenais e possivelmente jejunais. As amostras ileais também podem ser obtidas por
colonoscopia, mas requerem prepara¢do do colon usando uma ou mais solucbes de lavagem,
catarticos e enemas (Scott et al., 2011).

A desvantagem é que a endoscopia ndo alcanca tecidos abaixo da muscular da mucosa, portanto, a
disseminagdo transmural é impossivel de avaliar, resultando em um diagnoéstico padréo de linfoma
da mucosa. O diagndstico de LG é baseado na citomorfologia do infiltrado, no grau de
epiteliotropismo e no padrdo de infiltracdo da lamina propria, por isso a dificuldade de estabelecer o
grau de invasividade com a bidpsia por endoscopia (Moore et al, 2012).

Ja as vantagens das bidpsias obtidas cirurgicamente é que sdo transmurais e, portanto, incluem todas
as camadas do trato gastrointestinal, permitindo que o patologista avalie o processo da doenca
completamente. Além disso, o clinico pode obter bidpsias dos linfonodos mesentéricos, figado e
pancreas durante a laparotomia (Gieger, 2011). As desvantagens da cirurgia incluem maior tempo de
anestesia e um procedimento mais invasivo, seguido por um periodo de cicatrizagdo da cirurgia em
um gato frequentemente debilitado (Gieger, 2011).

3.5.5 Histopatologia

Em muitos casos, quando a citologia ndo conclui o diagnostico de linfoma o método padrédo ouro é o
histopatoldgico. Em especial os linfomas de pequenas células, requerem histopatologia, para
confirmar o diagndstico. O diagnéstico histopatol6gico do linfoma envolve observar a arquitetura do
6rgdo acometido para anormalidades, como a infiltracdo das células neoplésicas e a invasdo capsular
(Valenciano et al., 2011). Determinar o tamanho da célula e o indice mitético e diferenciar o padrdo
difuso do crescimento folicular (Valli et al., 2016).
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O tamanho das células linféides neoplasicas é baseado no tamanho de seus nlcleos em comparacao
com os eritrocitos. As células linfoides pequenas tém ndcleos 1-1,25 vezes o tamanho dos eritrocitos,
as células linféides intermediarias tém nlcleos de aproximadamente 1,5 vezes o tamanho dos
eritrocitos e as células grandes tém ndcleos pelo menos 2 vezes maiores que os eritrocitos (Valli et
al., 2011). O indice mit6tico é determinado como 0 numero médio de figuras mitéticas em 10 campos
no aumento de 40x, nas areas de maior atividade mitética. Um indice mitético baixo é definido como
0-5 mitoses, um indice mitético médio de 6-10 mitosese um alto indice mitdtico é maior que 10
mitoses (Valli et al., 2016).

Atualmente ha dois sistemas de classificagdo para o linfoma felino. Segundo a NCIWF os linfomas
sdo graduados como baixo, intermediario e alto grau com base na morfologia celular e frequéncia de
figuras mitoticas. Os linfomas de baixo grau tém menos de 5 mitoses/ média de 10 campos no
aumento de 40x, o grau intermediario tem entre 5 e 10/ média de 10 campos no aumento de 40x e 0
alto grau com mais de 10 mitoses/ média de 10 campos no aumento de 40x (Gabor et al., 1999). O
outro sistema é de acordo com World Health Organisation (WHO) que classifica o linfoma baseado
na morfologia, imunofenotipo, comportamento biolégico da doenca para diferenciar os subtipos no
grupo heterogéneo de linfomas (Wolfesberger et al., 2016).

Wolfesberger e colaboradores (2016), fizeram um estudo restrospectivo com 30 gatos e concluiram
gue o subtipo de linfoma mais prevalente em gatos era o Linfoma de células T periférico (37%; n=11),
seguido por Linfoma difuso de grandes células B (23%; n=7), intestinal de células T (10%; n=3),
linfoma de células B rico em T (10%; n=3), LGL (7%; n=2), linfoma de grandes células T anaplasico
(7%; n=2), linfoma linfocitico de pequenas células B (3%; n=1), e por ultimo o linfoma de
angiotropico de células T (3%; n=1).

3.5.6 Imuno-histoquimica

Atualmente a imuno-histoquimica se tornou uma ferramenta fundamental para o diagndéstico e
classificacdo de neoplasias linfoides. Representa um método simples e eficaz em termos de tempo
para avaliar a expressao de proteinas em tecidos e é uma ferramenta valiosa na pesquisa do cancer.
Essa técnica tem sido aplicada a varios linfomas felinos, e foi utilizada em véarios estudos que
relataram a sua utilidade diagnoéstica (Felisberto et al., 2016).

A imunofenotipagem é necessaria para se chegar a um diagndéstico conclusivo, porque varias
entidades de linfoma sdo morfologicamente indistinguiveis, mas sdo fenotipicamente heterogéneas.
Como o linfoma linfocitico pequeno, linfoma linfoblastico, linfoma da zona marginal versus linfoma
da zona T ou linfoma difuso de grandes células B versus linfoma T periférico (Valli et al., 2016).

Os anticorpos para proteinas especificas sdo aplicados ao tecido, geralmente seguido por um
anticorpo secundario de uma espécie diferente do paciente ou do anticorpo primério. Os anticorpos
secundarios sdo conjugados a enzimas que catalisam uma mudanca de cor quando o substrato é
adicionado. Este método permite aos patologistas identificarem células individuais que expressam a
proteina de interesse e colocar essas células no contexto da arquitetura do tecido (Avery et al., 2013).
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Em animais, 0 CD3 é usado para detectar células T e o CD79a para linfcitos B. Em cées e gatos, 0
CD20 e o Pax-5 sdo comumente usados, em vez do CD79a que pode apresentar ligacdo nuclear
artefactual (Valli et al., 2016).

As glicoproteinas CD3 e CD79a constituem os dois antigenos clusters of differentiation (CD) mais
comuns utilizados para a caracterizacdo do imunofendtipo do linfoma (Morrison e Neuberger, 2001).
O CD3 é formado por um complexo de quatro polipeptideos associados a cadeia dupla (e / S ouy /
&) do receptor de células T (TCR), que é ativado através da estimulacdo antigénica (Morrison e
Neuberger, 2001; Charney et al., 2002). Similarmente, CD79 existe como um heterodimero duplo
(CD79A e CD79B) associado ao receptor de célula B (BCR) e é necessario para transdugdo de sinal
intracelular de células B (Morrison e Neuberger, 2001).

O BLA.36 € uma glicoproteina de superficie celular de 36 kDa, expresso especialmente em células B
pré-maturas, e B maduras, no centro germinal e na zona do manto de foliculos reativos nos linfonodos
e no baco. O BLA.36 também foi detectado na superficie das células de Reed-Sternberg de Hodgkin
e em células malignas da linhagem de linf6citos B (Imam et al., 1990; Cohen et al., 1995).

O Pax 5, também conhecido como proteina ativadora especifica de células B (BSAP) é um membro
da familia de fatores de transcricdo de dominios pareados altamente conservados (PAX) e
potencialmente regula o gene CD19 que é responsavel por codificar uma proteina de superficie
especifica celular tornando-se um regulador chave no desenvolvimento e diferenciagdo de células B
(Adams et al., 1992; Horcher et al., 2001). Alta expressdo ocorre no desenvolvimento inicial das
células B. Baixa expressdo durante a maturagdo e completa auséncia de expressdo é observada em
plasmdcitos terminalmente diferenciadas e células T (Usui et al., 1997; Krenacs et al., 1998; Horcher
et al., 2001; Mhawech-Fauceglia et al., 2007; Feldman et al., 2010). O Pax5 é expresso na grande
maioria de células B neoplésicas (Mhawech-Fauceglia et al., 2007).

Em um estudo realizado em 2016 Felisberto et al. investigaram a expressdo e deteccdo da BSAP
usando um anticorpo monoclonal anti-Pax5 em amostras de tecido de linfoma ndo-Hodgkin felino
para avaliar sua relevancia diagnéstica como um marcador de célula B. Concluiram que o marcador
anti-Pax5 apresentou imunomarcacdo em 82,6% de todos os linfomas de células B e nenhuma
expressao foi encontrada em nenhum dos linfomas de células T. A imunomarcag&o do anticorpo anti-
Pax5 em linfoma ndo-Hodgkin felino é semelhante a relatada em homélogos humanos e caninos e
pode oferecer um excelente marcador de célula B em gatos.

Os linfomas de grandes linfécitos granulares sdo agrupados em duas linhagens; o de células T, que
expressa CD3 e o de células NK que ndo expressam CD3. Outros marcadores devem ser utilizados
para identificar este subtipo de linfoma. Segundo Roccabianca et al. (2006), em um estudo realizado
com 21 gatos que apresentaram o linfoma de grandes células granulares, os linfocitos expressdo 100%
a leucointegrina CD18. O imunofenotipo de células T, CD3, foi expressado em 19 tumores, 0
imunofenotipo supressor e citotoxico, CD8aa+ foi observado em 13 gatos com esse subtipo de
linfoma.

Além dos CD utilizados como marcadores para estabelecer a origem da neoplasia linfoide, também é
utilizado marcadores de progndstico, esses expressao a taxa de proliferacdo celular da neoplasia. A
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porcentagem da expressdo de Ki67 nas células parece ter uma correlagdo com o grau de malignidade
da neoplasia (Fournel-Fleury et al., 1997). Outro indicador de taxa de proliferacdo celular € o antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA) (Vail et al., 1998). Na figura 4 sdo descritos 0os marcadores
imunohistoquimicos mais utilizados (Valli et al., 2016).

Antigeno Reatividade
CDs3 Linfocitos T
CD4 Linfocitos T auxiliar
CD8 Linfécitos T citotoxicos e supressores
Granzima B Linfocitos T citotdxicos
CD20 Linfocitos B
CD79a Linfécitos B
BLA36 Linfocitos B
Pax-5 Linfocitos B imaturos
Ki67 Taxa de proliferagdo celular
PCNA Taxa de proliferacéo celular

Fonte: adaptado de Valli et al. (2016).
Figura 4. Marcadores imuno-histoquimicos usado em cdes e gatos.
3.5.7 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

Numerosas neoplasias linfoides séo dificeis de diferenciar de condi¢@es inflamatdrias. Em particular,
o linfoma de células T associado a enteropatia ou a linfocitose cutanea. Atualmente, € utilizado uma
ferramenta que se tornou padrdo ouro para diferenciar neoplasia de linfécitos reativos, é denominado
PCR para o rearranjo do receptor de antigeno (PARR) (Valli et al., 2016).

Um ensaio de clonalidade demonstrou que um grupo de células é derivado de um unico clone. O
termo é geralmente usado para se referir a deteccao dos genes Gnicos encontrados em cada célula B
ou T individual - genes de imunoglobulina em células B e genes de receptores de células T. A por¢ao
desses genes que codifica a regido de ligagdo ao antigeno € a porgdo que varia entre as células, tanto
em tamanho quanto em sequéncia. Quando as células B ou T se dividem, os genes da imunoglobulina-
Ig e do TCR sdo passados para as células filhas (Delves e Roitt, 2000; Blom e Spits, 2006).

No curso de uma resposta imune normal a um patégeno, as células B e T sdo ativadas, expandidas e,
eventualmente, morrem, deixando para tras um pequeno nimero de células de memoria residuais. Por
outro lado, quando uma célula neoplasica ndo responde mais aos controles de crescimento e sofre
expansOes ilimitadas. Portanto, se for houver linfécitos que tém o mesmo gene de Ig ou TCR,
denominado de monoclonalidade, é mais provavel que essas células sejam neoplésicas e ndo reativas
(Swerdlow, 2003).

No processo de desenvolvimento normal dos linfocitos ha um complexo rearranjo de genes do sistema
imunoldgico de Ig e de TCR, entre as regides varidveis (V), de diversidade (D), juncionais (J) e
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constantes (C), para gerar grande variabilidade de resposta imunogénica, ja& que cada linfécito
apresenta, apos rearranjo, uma combinacado especifica destes segmentos (Scrideli et al., 2002; Poopak
etal., 2014).

Os ensaios de clonalidade s&o realizados isolando 0 DNA de células suspeitas de serem neoplésicas
e depois utilizando iniciadores de PCR dirigidos nas regides conservadas de genes de TCR ou Ig. Os
primers amplificando a variedade de métodos possiveis. A presenca de produtos de PCR de tamanho
Unico é indicativa de clonalidade, enquanto a presenca de multiplos tamanhos dos produtos de PCR
indica um processo reativo. Este ensaio foi agora relatado por varios laboratérios (Avery et al., 2013).

Moore e colaboradores (2012), em um estudo retrospectivo, com LG de felinos domésticos,
realizaram analise do rearranjo do TCR para deteccgdo de linfoma de células T da mucosa intestinal e
obtiveram uma sensibilidade de 91%. No caso, de linfoma de células T transmural a sensibilidade foi
de 90%.

Porém, o teste PARR nunca deve dispensar as caracteristicas histol6gicas, imunofenotipicas e
achados clinicos (Valli et al., 2016). Falhas na deteccdo da clonalidade (resultando em policlonal)
podem ocorrer se 0s segmentos génicos iniciadores do TCR V e J ndo estiverem corretos (Moore et
al., 2012).

3.6 Progndéstico do linfoma felino

As formas anatémicas do linfoma séo heterogéneas, isso torna dificil a realizagdo do progndstico. O
imunofenotipo (linfoma de células T versus linfoma de células B) ndo parece conferir a mesma
informacao progndstica em gatos do que em cdes (Hayes, 2006). Os fatores favoraveis ao prognostico
sdo a auséncia da infeccdo pelo FeLV, comecar o tratamento no estadio clinico inicial, presenca de
linfoma de baixo grau e uma resposta favoravel ao tratamento instituido. J& os fatores desfavoraveis
seriam o linfoma de células grandes granulares, pois a sua progressao € agressiva e responde mal aos
tratamentos com quimioterapicos (Vail, 2010).

As taxas de resposta global a quimioterapia inicial (resposta completa) geralmente variam de 50 a
80%, com a duracdo da resposta inicial variando de quatro a 9 meses. As taxas de resposta do segundo
tempo (resgate) e a duracdo da resposta sdo muito reduzidas. Cerca de 30 a 35% dos gatos com
linfoma submetidos a quimioterapia tém taxas de resposta prolongadas e tempos de sobrevivéncia
maior que 1 ano (Schmidt e Crystal, 2011).

Gatos jovens portadores da infecgdo pelo FeLV com linfoma mediastinal tém um tempo de sobrevida
de aproximadamente dois a 3 meses com quimioterapia, sendo um dos piores progndsticos (Vail,
2007). Contudo, gatos com linfoma mediastinal com auséncia de infec¢do pelo FeLV, apresentam
uma boa resposta a quimioterapia e 0 tempo de sobrevida é superior a 1 ano, apresentando um
progndstico melhor (Frabrizio et al., 2014).

Os gatos com linfoma renal estdo geralmente associados a tempos de sobrevivéncia curtos, de trés a
6 meses. O progndstico piora se 0 nitrogénio uréico sanguineo (BUN) for superior a 150 mg/ dL e/ou
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se 0 gato for portador da infeccdo pelo FeLV, com possibilidade de progredir para envolvimento do
SNC em 40 - 50% dos casos (Schmidt e Crystal, 2011).

O linfoma multicéntrico apresenta mediana da primeira duracéo da remissao e tempo de sobrevida de
aproximadamente 4,5 meses (Vail et al., 1998).

J& o linfoma nasal é a forma anatdbmica que apresenta o progndstico mais favoravel, com mediana da
primeira duracdo da remisséo e tempo de sobrevida superior a 15 meses (Schmidt e Crystal, 2011).
Em um estudo realizado por Santagostino e colaboradores (2015), concluiu-se que os fatores
progndsticos decisivos foram a idade e o subtipo do linfoma, no caso o epiteliotropismo. Gatos mais
novos ou mais velhos que 10 anos tiveram um valor prognostico negativo. Ja o risco de morte de
individuos com epiteliotropismo negativo foi cerca de 2,5 vezes maior do que o risco de morte de
individuos com epiteliotropismo positivo.

A resposta a terapia € um fator prognéstico para sobrevida tanto para LG de baixo grau quanto para
linfoma gastrointestinal de alto grau (Zwahlen et al., 1998; Fondacaro et al., 1999; Malik et al., 2001;
Carreras et al., 2003; Lingard et al., 2009).

O LG de baixo grau histolégico ¢ um fator progndstico positivo, em comparacdo com grau
intermediario e alto (Fondacaro et al., 1999). Os gatos com baixo grau tém tempo de remissao
substancialmente mais longo e maior sobrevida. A média de sobrevida é de 19 - 29 meses para 0
linfoma de baixo grau versus 7 - 10 meses para de alto grau (Moore et al., 1996; Zwahlwen et al.,
1998; Vail et al., 1998; Fondacaro et al., 1999; Rassnick et al., 1999; Malik et al., 2001; Milner et al.,
2005; Lingard et al., 2009). O imunofendtipo dos LG néo se correlaciona com o tempo de remissao
ou com o tempo de sobrevida (Zwahlen et al., 1998; Patterson-Kane et al., 2001).

Para linfomas de graus intermediério e alto, a adi¢do de L-asparaginase, com ou sem doxorrubicina,
aos protocolos tradicionais de ciclofosfamida, vincristina e prednisolona (COP) resultou em tempo
de sobrevida mais longos em compara¢do com o tratamento apenas com COP ou terapia com um
Unico agente (Moore et al., 1996; Zwahlen et al., 1998; Rassinick et al., 1999; Kristal et al., 2001).

Em estudo realizado sobre o prognostico do linfoma Vail et al. (1998) fizeram as seguintes
observacdes: Gatos com linfoma nasal apresentaram os maiores tempos de remissdo e sobrevida. J&
0s LG também tiveram o tempo de remissdo e sobrevida mais longos, comparando-se favoravelmente
a sitios multicéntricos, mediastinais, renais e hepaticos. Isso pode refletir da adi¢do de doxorrubicina
em muitos destes casos. O sitio anatbmico ndo foi independentemente prognéstico, presumivelmente
por causa da associacao do local a presencga do FeLV, que foi fortemente preditivo da resposta geral.
Dessa forma os autores apresentaram a seguinte conclusdo: que os gatos negativos para FeLV que
atingem uma remissdo completa apds a terapia de inducdo, provavelmente tém respostas duradouras
e maiores que 6 meses. Isso ocorre, principalmente, quando a doxorrubicina é incluida no protocolo
de quimioterapia. No entanto, os gatos positivos para FeLV tendem a ter tempos de remisséo e
sobrevida significativamente mais curtos mesmo com os protocolos quimioterapicos disponiveis.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Amostras

O presente projeto realizou um estudo retrospectivo e prospectivo, entre 2005 e 2018, dos casos de
linfoma em felinos doméstico arquivados no setor de patologia veterinaria da Escola de Veterinaria
da UFMG, e que apresentavam relato da necropsia e blocos de tecidos fixados em parafina,
disponiveis para novos cortes. Também foram obtidas amostras de tecidos parafinizados, nas mesmas
caracteristicas da Universidade de Vila Velha e do Laboratério externo Vetpat.

O critério de incluséo foi o diagnostico prévio de linfoma através do exame histopatoldgico. Foram
utilizados 56 casos, sendo 41 gatos advindos de necropsia, 08 de bidpsia e 07 de bidpsia por
endoscopia. De todos os casos foi possivel resgatar 36 prontuarios, dos quais 19 gatos com linfoma
eram do género feminino e os outros 19 gatos eram do género masculino.

O presente trabalho foi aprovado pela Comisséo de ética no uso de animais (CEUA-UFMG, protocolo
n° 366/2018 — anexo 1.0

4.2 Histopatol6gico e imuno-histoquimica

Os tecidos selecionados foram seccionados em 3um e corados por hematoxilina e eosina e para
imuno-histoquimica.

As laminas sinalizadas contendo cortes de 3um de espessura foram desparafinizadas em xilol e alcool,
em seguida hidratadas para a imunomarcagdo, de acordo com a metodologia ABC (estreptavidina-
biotina-peroxidase), utilizando os anticorpos isolados em laminas separadas. As reacles de
recuperacao antigénica foram feitas em calor imido pressurizado (Pascal®) com citrato pH 6,0 a
125°C por 2 minutos, para o anticorpo anti CD3, com resfriamento de 20 minutos ap0s a retirada das
cubas da Pascal e para o anticorpo anti CD79a foi utilizada a recuperagéo antigénica em Banho Maria
a 95°C por 20 minutos, com resfriamento de 20 minutos. Na sequéncia foram realizadas 3 lavagens
de 5 minutos em tampéo de fosfato salino (PBS), seguido pelo blogueio da peroxidase (3 vezes de 5
minutos) e da proteina enddgena (15 minutos) a temperatura ambiente, com 3 lavagens em PBS entre
o0 blogueio da peroxidase e da proteina.

As amostras foram entéo recobertas pelos anticorpos primarios com o tempo de incubagao overnight
em temperatura 8°C em geladeira, dentro da cdmara imida (figura 5). Ap6s 16 horas de incubacao as
laminas foram lavadas 3 vezes em PBS e incubadas com anticorpo secundario por 30 minutos, sendo
realizada novamente 3 lavagens em PBS e aplicacdo do polimero, por mais 30minutos. Foram
utilizados todos os reagentes do Kit Novo Link — Leica® de acordo com as instrugdes do fabricante.

A revelacédo colorimétrica foi realizada com diaminobenzidina (DAB — Kit Novo Link Leica) por 3
minutos para CD3 e 2 minutos para CD79, diluido 50ul de DAB para 1 ml de diluente, 15 minutos
antes da aplicagdo, também conforme instrugdes do fabricante. A contra coloracgdo foi realizada com
hematoxilina.
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As laminas marcadas para CD3 e CD79 foram examinadas em objetiva de 40x, para avaliacdo da
distribuicdo e da porcentagem das células marcadas, determinando o tipo celular predominante,
conforme figura 5.

Anticorpo Fonte Diluicéo Recuperagdo antigénica Tempo(h)/temperatura
de incubacéo

CD3 CL Davis | 1:300 Pascal (125°C/2 min) com | 16h/8°C
(Policlonal) tampdo de citrato pH 6.0
CD79a DBS 1:500 Banho Maria (95°C/20min) | 16h/8°C
(HM47/A9) com tampéo de citrato pH

6,0

Figura 5. Etapa da reacdo do anticorpo primario e seus clones alvos.
4.3 Extracéo do DNA do tecido fixado e parafinizado

A extracdo do DNA dos tecidos foi realizada a partir de 6 cortes de 4um de espessura do tecido
neoplasico em blocos de parafina. Os cortes foram armazenados em eppendorf estéril.

A desparafinizacdo e a extragdo do DNA dos tecidos parafinizados foi realizada utilizado o kit
comercial Quick-DNA/RNA FFPE Kit - Zymo Research kit (Zymo) seguindo as recomendacdes do
fabricante.

4.3.1 PCR para avaliacdo da eficiéncia da extragdo do DNA

Para avaliar a eficiéncia da extracdo do DNA, foi utilizada o PCR convencional para o gene
constitutivo actina beta que foi padronizada utilizando os iniciadores descritos por Souza et al. (2018)
(Figura 6). Como controle positivo utilizou-se o0 DNA proveniente da capa leucocitaria de um felino
doméstico.

A reacdo de PCR era composta por 2 pL de DNA, 0,6 pmol/pL dos iniciadores Foward e Reverse
(Figura 6); 0,20 mM de dNTP (LGC Biotecnologia, Brasil); 1,5 mM de MgCl. (Promega, EUA); 5
uL do tampédo 5X Green GoTaq Flexi Buffer (Promega, EUA); 0,04 U/ pL de Tag Gotag® DNA
polimerase (Promega,EUA) e agua tratada com DEPC estéril para um volume final de 25 pL. A
reacdo foi realizada em termociclador Veriti™ 384 well (Applied Biosystems, EUA) com
desnaturacéo inicial de 95 °C durante 2 minutos seguida de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C
por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. A extensao final foi realizada a 72°C durante 7 minutos. A
visualizacdo dos produtos amplificados foi realizada através de eletroforese em gel de agarose 1,5%
(p/v), corados com brometo de etidio (1,5mg/mL). Utilizou-se 10uL do amplificado, e os produtos
esperados foram identificados a partir da comparacdo com o padrao de peso molecular de 100 pares
de bases.
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4.3.2 PCR semi-nested para detec¢do do FeL.V no tecido neopléasico

A deteccdo do DNA proviral do FeLV foi feito pelo PCR semi-nested para amplificacdo da regido
U3 do DNA proviral nas amostras de DNA com resultado positivo na PCR de Beta-Actina (Souza et
al., 2018). A semi-nested PCR foi padronizada utilizando os iniciadores descritos por Suntz et al.
(2010), descrita no quadro 6. Como controle positivo utilizou-se 0 DNA proveniente da capa
leucocitéria de um felino doméstico infectado pelo FeLV.

A reagdo externa era composta por 2ul. de DNA, 0,36 pmol/uL dos iniciadores FW-1 e Rev (quadro
6); 0,20 mM de dNTP (LGC Biotecnologia, Brasil); 1,5 mM de MgCI2 (Promega, EUA); 5 uL do
tampao 5X Green GoTaq Flexi Buffer (Promega, EUA); 0,06 U/uL de Taq Gotag® DNA polimerase
(Promega, EUA) e agua tratada com DEPC estéril para um volume final de 25uL. A reacdo foi
realizada em termociclador Veriti™ 384 well (Applied Biosystems, EUA) com desnaturagdo inicial
de 95 °C durante 2 minutos seguida de 35 ciclos de desnaturacdo 92°C por 60 segundos, anelamento
54°C por 30 segundos e extensdo 72°C por 30 segundos. A extensdo final foi realizada a 72°C durante
5 minutos.

A reagdo interna era composta por 2 uL do produto amplificado da reacdo externa, 0,36 pmol/uL dos
iniciadores FW-2 e Rev (Tabela x); 0,20 mM de dNTP (LGC Biotecnologia, Brasil); 1,5 mM de
MgCl, (Promega, EUA); 5 uL do tampao 5X Green GoTaq Flexi Buffer (Promega, EUA); 0,06 U/uL
de Gotag® DNA polimerase (Promega, EUA) e agua tratada com DEPC estéril para um volume final
de 25uL. A reagdo foi realizada em termociclador Veriti™ 384 well (Applied Biosystems, EUA) com
desnaturacéo inicial de 95 °C durante 2 minutos seguida de 35 ciclos de desnaturagdo 92°C por 60
segundos, anelamento 54°C por 15 segundos e extensao 72°C por 30 segundos. A extensdo final foi
realizada a 72°C durante 5 minutos.

A visualizacdo dos produtos amplificados da reagdo interna foi realizada através de eletroforese em
gel de agarose 1,5% (p/v), corados com brometo de etidio (1,5mg/mL). Utilizou-se 10uL do
amplificado e os produtos esperados foram identificados a partir da compara¢do com o padréo de
peso molecular de 100 pares de bases (Ludwig Biotec).

Gene Iniciadores (5°3°) Tamanho  Referéncia
do produto
Beta actina Foward: GGCATCCTGACCCTGAAGTA 98 pb Souza et al,
2018
Reverse: CGCAGCTCGTTGTAGAAGGT
U3LTR - FW-1: TTACTCAAGTATGTTCCCATG 185 pb Suntz et al,
FeLV (externa) 2010
Rev: AGGTCGAACTCTGGTCAACT
110 pb
FW-2: CTTGAGGCCAAGAACAGTTA (interna)

Figura 6. Descricdo dos primers e o tamanho dos produtos para PCR dos genes beta actina e provirus
do FeLV.
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4.4 Analise Estatistica

Para apresentacdo dos dados foi realizada estatistica descritiva utilizando-se planilhas
do Microsoft® Excel 2010 Office 365.

5. RESULTADO E DISCUSSAO

A literatura consultada considera o linfoma como sendo a neoplasia hematopoiética mais comum dos
felinos, sendo o FeLV comumente incriminado, especialmente antes da introducdo do controle por
intermédio da vacinacao, que ocorreu em meados da década de 80, nos Estados Unidos (Rojko et al.,
1989). No Brasil ndo ha uma politica bem consolidada de prevencdo contra esse gammaretrovirus.
Devido a essas falhas, existe um grande nimero de gatos infectados, que podem ser portadores de
linfoma induzido pelo virus. Os resultados obtidos nesse estudo revelaram informacdes variaveis
referentes a forma anatémica do linfoma e ao imunofen6tipo. No entanto, concordam com dados
prévios de outros estudos, bem como a deteccdo do DNA proviral do FeL V.

Foram avaliadas amostras obtidas de 56 animais. Com relacdo a forma anatdmica do linfoma a mais
observada foi a gastrointestinal (42,86%), como pode ser observado nas figuras 7 e 8. Talvez esse
resultado se deva a maior frequéncia de obtencdo de material biopsiado. Entretanto tais achados
corroboram os de estudos, em cujo controle do FeLV ja é bem consolidado, como na América do
Norte, Europa e Oceania que relataram 32 a 72% de casos de linfoma gastrointestinal em gatos
(Wilson, 2008).

Forma FeLV+ FeLV- Nao Avaliado
Anatdmica n CD3  CD79 NdoT/B n CD3 CD79 n  CD3 CD79
Mediastinal 5 3 2 = 1 1 = 3 2 1

Multicéntrico 9 4 3 2 1 1 = 6 3 3
Gastrointestinal 4 1 3 = 3 2 1 17 10 7
Extramodal 6 2 4 = = = = 1 = 1

Figura 7: Resultado dos casos que foram avaliados PCR para o provirus FeLV do tecido neoplasico
e a marcacgdo de imuno-histoquimica e as respectivas formas anatdmicas do linfoma. Resultado dos
casos que foram avaliados somente imuno-histogquimica.
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Figura 8: Linfoma gastrointestinal em regido do cardia. Observa-se linfdcitos grandes (seta), ndcleo
redondo, nucléolo proeminente, unico e central (cabega de seta). Aumento de 40x (HE).

A forma multicéntrica foi a segunda mais frequente (28,57%) e a forma mediastinal foi a terceira
(16,07%). Estudos em outros paises como Estados Unidos e paises da Europa, apontam as formas
multicéntrica e mediastinal como sendo menos comuns. Em um estudo realizado por Meichner et al.
(2015) a incidéncia do linfoma multicéntrico e mediastinal foram de 10% cada um. Contradizendo
estes autores, trabalhos realizados entre os anos 80 e 90, encontraram uma prevaléncia de 69% para
linfomas multicéntricos. Enquanto que a forma mediastinal representava 20-40% dos casos nos EUA,
10-50% dos casos no Reino Unido e 70% dos casos no Japdo, todos esses estudos foram precedentes
a instituicdo da vacinagdo contra FeLV (Takahashi et al., 1974).

O linfoma extranodal representou, nesse estudo, a forma anatdmica menos comum (12,5%), dos quais
quatro eram linfomas renais, o que representou 57,14% de todas as formas extranodais encontradas.
Em um estudo realizado por Gabor et al. (1998), o envolvimento renal representou 31% dos casos
extranodais. Segundo Jarrett et al. (1966) o linfoma renal € incomum no cdo e considerado raro em
pessoas (Kindle et al., 1993; Saito et al., 1996), embora ocorra em pacientes com HIV/AIDS (Tsang
et al., 1994). Dessa forma a alta incidéncia deste achado pode estar relacionada aos fatores genéticos
e ambientais, que operam em diferentes regides geograficas e tém, uma grande influéncia na
epidemiologia do linfoma em populac@es de gatos, como levantaram a hip6tese Gabor et al. (1998)
ao estudarem o envolvimento de retroviroses no desenvolvimento dessa neoplasia.

No presente estudo, o imunofenotipo de maior ocorréncia foi o de células T (50%) seguido pelo de
células B (48,21%) e o menos frequente foi o fenotipo ndo B ndo T (3,60%), como pode ser observado
na figura 9. Existem controvérsias sobre o fen6tipo mais comum do linfoma de felinos domésticos.

42



Alguns autores relatam que o fenétipo mais comum é o B, como descrito por Gabor et al. (1999) e
Pohlman et al. (2009). Ja outros autores, como Wolfesberger et al. (2016) e Vezalli et al. (2009),
relataram que o linfoma de células T é o mais frequente. A explicacdo de alguns autores seria a
localizagdo do linfoma. Para a forma gastrointestinal, parece haver um predominio de células B,
principalmente para tumores localizados no estbmago e no intestino grosso. Enquanto outros
descrevem o linfoma de células T como o mais comum, localizados no intestino delgado (Moore et
al., 2012).

Figura 9: Gato, linfoma de células B. Imuno-histoquimica: na membrana e no citoplasma ha
marcacdo homogénea marrom. Aumento de 40x (marcador CD79).

Os resultados obtidos entre a relagdo da forma anatémica e o imunofendtipo do linfoma concordam
com o que a literatura relata, principalmente para o linfoma mediastinal que denotaram 66,7% de
linfomas do tipo T, no presente estudo. Em estudo realizado por Vail e colaboradores (1998), 85%
dos linfomas mediastinais foram imunorreativos para o marcador CD3. Outros autores corroboraram
com esse achado, como Gabor et al. (1999).

No presente estudo, 50% de linfocitos do tipo B e 50% de linfocitos do tipo T foram expressos no
LG, alguns autores relatam o predominio de linfécitos B sobre T e outros estudos contrapdem esse
resultado. Em um estudo realizado por Pohlman et al. (2009) no qual foram avaliados somente LG,
54% eram originados de células B e 38% de células T. De acordo com os autores existe uma forte
associacdo entre o imunofen6tipo e a localizacdo do tumor no sistema gastrointestinal, sendo que o
fendtipo B tem predominio no estdmago e intestino grosso. No presente estudo foram avaliados dois
linfomas gastricos e ambos foram classificados como sendo de imunofenétipo B, concordando com
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a literatura. Outro estudo com LG realizado por Moore e colaboradores (2012) classificaram 120 LG
baseados no imunofen6tipo, na arquitetura da neoplasia, se era somente mucosa ou transmural e
documentaram a localizacdo anatdmica e o tamanho da célula. Obtiveram 70% de linfomas do tipo
T, e concluiram que o linfoma de células T sdo caracterizados pela perda da arquitetura tecidual da
mucosa. J& o linfoma do tipo B ocorre como les6es transmurais, principalmente em estbmago, jejuno
e juncéo ileo-ceco-colica.

Nesse estudo, dos linfomas extranodais 71,4% foram do tipo B, isso concorda com a literatura, mas
depende do local que este linfoma se origina, como por exemplo dos quatros linfomas renais avaliados
nesse trabalho, todos apresentaram o fenotipo tipo B. Gabor et al. (1999) realizaram avaliacdo de
linfomas em gatos da Australia, 28 linfomas eram renais e a grande maioria era do fenétipo B, de
grau intermediario a alto. Das outras formas de linfoma extranodal a grande maioria também
expressou fenétipo B.

Dois casos de linfomas cutaneos foram diagnosticados neste estudo, um era do fenétipo T e o outro
B. De acordo com Day (1995) a origem dos linfomas cutaneos de células B s&o raros, sendo muito
comum o do tipo T.

A extracdo do DNA do tecido parafinizado teve eficacia somente em 29 casos (51%), provavelmente
devido a procedéncia das amostras. Alguns tecidos ja estavam com leve a moderado
comprometimento autolitico, que pode ter interferido na quantidade e qualidade do DNA extraido.
Dos casos que tiveram eficacia na extracdo do DNA, 24 foram positivos pela PCR para o DNA
proviral do FeLV (figura 10). Isso corresponde a 82,75% de presenga do DNA proviral nos tecidos
neoplasicos, corroborando com o trabalho realizado por Weiss et al. (2010), que analisaram 50
amostras de linfoma por PCR semi nested, para deteccéo do FeLV-A exdgeno, que amplifica a regido
U3 LTR, e através da imuno-histoquimica para o antigeno do FeLV. Tais autores encontraram um
grande percentual (68%) de provirus FeLV e 16% do antigeno do FeLV nos linfomas. Este resultado
foi surpreendente, pois 0 DNA do provirus de FeLV esta presente em uma alta porcentagem de
linfomas felinos em paises que ja estabeleceram o controle da infecgdo através da vacinagéo.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentando a amplificacdo do DNA proviral de
FeLV em amostras de tecido parafinizado. Canaleta 1: marcador de peso molecular (100pb); canaleta
2: controle negativo; canaleta 3: controle positivo; canaleta 5-16 e 18: amostras de extracdo de DNA
provirus FeLV do tecido de linfoma.
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No presente estudo a relagdo entre a forma anatdmica e a presenca do DNA proviral do FeLV esta de
acordo a literatura, especialmente para o linfoma mediastinal. Esta forma do linfoma apresentou
20,8% do DNA proviral no tecido neoplasico. Estudos anteriores indicaram que o linfoma mediastinal
ocorre mais frequentemente em gatos jovens positivos para o FeLV (Rojko et al., 1989; Vail et al.,
1998; Couto, 2001). Em paises nos quais a politica de prevencgdo j& estd bem estabelecida, essa
observacao foi feita por base de dados epidemioldgicos, obtidos a partir de relatos dos anos 80,
guando a prevaléncia da antigenemia do FeLV entre gatos com linfoma foi estimada como sendo em
torno de 70% (Fabrizio et al., 2013). No caso especifico do linfoma mediastinal, estudos anteriores,
demonstraram 50% a 73% de associacao a antigenaemia do FeLV (Hardy 1981; Jackson et al., 1996;
Day 1997; Vail et al., 1998). Contrapondo a literatura atual, Weiss et al. (2010), tiveram 100% dos
linfomas mediastinais positivos para 0 DNA provirus do FeLV. Um estudo realizado por Cristo et al.
(2019) avaliou a relacdo da presenga do FeLV com o linfoma pela imuno-histoquimica para o
antigeno do virus, no Brasil e encontrou 18 formas de linfoma mediastinal, do qual 12 expressavam
0 antigeno do FeLV. Esses resultados demostram a alta relagdo entre a forma mediastinal com a
presenca do FeLV.

Outra forma anatdmica muito relacionada a infeccdo pelo Gammaretrovirus felino é a multicéntrica.
Jackson et al. (1993) avaliaram a presenca do DNA proviral em linfomas de felinos domésticos, a
forma multicéntrica foi a que obteve maior percentual da presenca do provirus, apresentando 81% de
positividade na PCR. Outro estudo realizado por Weiss et al., (2010) demonstrou que todos 0s
linfomas multicéntricos continham o provirus de FeLV. No Brasil, Cristo et al. (2019) realizaram
imuno-histoquimica para o antigeno FeLV nos linfomas de gatos e encontraram forte
imunorreatividade em 56,52% dos linfomas multicéntricos. O resultado do presente estudo corrobora
0 que esses autores encontraram. Do total de PCR positivos para o provirus FeLV, 37,5% estavam
em linfomas multicéntricos, que a forma anatdmica com maior prevaléncia do provirus do FeLV.
Mas, outros estudos contradizem estes resultados, tais como o de Meichner et al. (2012) que
encontraram o antigeno positivo para o FeLV em dois dos 15 linfomas multicéntricos relatados. J&
outro estudo encontrou somente 3% dos linfomas multicéntricos com a presenga do provirus de FeLV
(Gabor et al., 2001).

A forma extranodal teve uma alta relagdo com do DNA proviral do FeLV, sendo que nesse estudo
25% do total de casos positivos para o FeLV estavam presentes nesta forma anatdmica. Todos 0s
linfomas renais continham o DNA proviral do FeLV. Esse resultado corrobora com alguns autores
que encontraram de 25% a 42% de positividade do provirus do FeLV no linfoma renal (Vail et al.,
1998; Gabor et al., 2001). De acordo com Cristo et al. (2019) 33,33% dos linfomas renais avaliados
foram positivos na imuno-histoquimica para o antigeno do FeLV. No presente estudo, o Gnico linfoma
cutdneo em que foi extraido o DNA para realizar o PCR do provirus FeLV foi positivo. A literatura
é muito divergente sobre a presenca do FeLV em neoplasias linfoides cutdneas. Entretanto,
contardizendo Vvérios estudos, Weiss et al. (2010) obtiveram cerca 80% dos linfomas cutaneos
positivo para o provirus do FeLV.

No presente estudo, o LG teve o menor percentual da presenca do provirus do FeLV, contabilizando
16,7%. A baixa correlacdo da presenca do FeLV com essa forma de linfoma é bem documentada na
literatura. De cordo com Barrs e Beatty (2012) o LG tem pouca associagdo com a antigenemia, por
sorologia do FeLV, geralmente sendo detectada em até 12% dos casos. Quando se trata da deteccdo
do DNA proviral do FeLV no linfoma gastrointestinal nenhum consenso foi alcangado ainda. Em trés
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estudos diferentes, 0 DNA proviral foi detectado em 53%, 60% e 21% dos tumores intestinais (Gabor
et al., 2001; Weiss et al., 2010; Russell et al., 2011).

Os tumores de células B eram geralmente considerados como negativos para FeLV (Hardy e
Macewen, 1989; Rojko et al., 1989; Rezanka et al., 1992). Em um estudo realizado por Rojko et al.
(1989) concluiu-se que o FeLV ndo transforma apenas células T maduras, mas também células
imaturas ou protimdcitos, células nulas e, possivelmente, células T auxiliares ou mondcitos. A
transformacdo de células B maduras foi excluida por falta da expressdo de imunoglobulinas na
superficie das linhas celulares do linfoma felino e nos tumores primarios que foram examinados. No
entanto, até os anos 90 havia falta de marcadores eficazes para células B, o que pode ter impedido
sua investigacdo mais adequada (Jackson et al., 1996). Dessa forma, Jackson et al. (1996) em estudos
posteriores relacionaram o imunofenétipo do linfoma felino, com marcadores de células B mais
especificos, com a presenca do FeLV nas células neopléasicas. Em seus estudos realizaram a
identificacdo do fendtipo dos linfomas através da imuno-histoquimica e avaliaram a presenca do
antigeno FeLV pela IHQ e do provirus do FeLV pela PCR e concluiram que ndo ha nenhuma
diferenca significativa na proporcao de tumores de células T, em comparagdo com a proporgéo de
tumores de células B que eram positivos para o FeLV.

Outros estudos mais recentes avaliaram a relagdo do fenétipo do linfoma com a presenga do FeLV,
como Gabor et al. (2001), que obteveram 32% de linfomas de células T positivos para o provirus do
FeLV, 47% em células B e 21% fendtipo ndo T ndo B. Ja Weiss et al (2010) apresentaram um
resultado diferente, sendo que a detec¢do do provirus FeLV foi feita em 79% linfomas T, 60%
linfomas B e 67% linfomas ndo T ndo B. O presente estudo, assim como o de Gabor et al. (2001)
também ndo demonstrou diferenca significativa na relagdo do imunofenotipo e a presenca do provirus
do FeLV, sendo que 50% foram linfomas T, 41,7% linfomas B e 8,3% linfomas ndo T néo B.
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6. CONCLUSAO

Baseado na andlise histopatoldgica, imuno-histoquimica e na PCR semi nested dos tecidos
parafinizados contendo o linfoma, pode-se concluir que:

1. A forma anatébmica do linfoma felino mais frequente é a gastrointestinal.
2. Ha alta frequéncia de linfoma associado ao FeLV.

3. A presenca do DNA proviral do FeLV tem uma alta relagdo com a forma multicéntrica do
linfoma.

4. Tanto linfomas T quanto B séo frequentes em felinos domésticos, sem predisposi¢do por um
tipo celular especifico.

7. CONSIDERAGOES FINAIS:

Atualmente, o Brasil vive um cenario alarmante sobre os casos de gatos com infec¢do pelo FeLV, a
falta de uma politica de prevencdo elaborada e efetiva traz consequéncias irreparaveis. Uma dessas
consequéncias é o desenvolvimento do linfoma felino. Infelizmente, no Brasil hd poucos estudos
sobre a correlagdo da infeccdo pelo FeLV e o desenvolvmento do linfoma. Este trabalho teve como
objetivo principal investigar essa relacdo, embora possam haver diferencgas regionais, especialmente
relacionadas a critérios de vacinacao.

A deteccdo do DNA proviral do FeLV, utilizando o PCR possibilitou a identificdo do DNA do virus
no genoma do gato. Mas, para concluir se as células neoplésicas estavam tendo a producéo ativa do
virus, seria necessario a utilizacdo de marcadores IHQ para detec¢do do antigeno do virus, como o
antigeno do capsideo p27 e a glicoproteina gp70.

Seria muito interessante acrescentar a pesquisa de outros virus que ja sdo conhecidos ou suspeitos de
estarem envolvido no desenvolvimento do linfoma, como o FIV e 0 Gammaherpesvirus felino. Esses
resultados poderiam esclarecer algumas questdes sobre a prevaléncia do envolvimento de co-
infeccOes no desenvolvimento dessa neoplasia.

A pesquisa de outros virus, que ja sdo conhecidos ou suspeitos de estarem envolvidos no
desenvolvimento do linfoma, como o FIV e 0 Gammaherpesvirus felino, também carecem de maiores
estudos. Esses resultados poderiam esclarecer algumas questfes sobre a ocorréncia do envolvimento
de co-infecgdes no desenvolvimento do linfoma.
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9. ANEXQOS

9.1 Certificado do projeto na comissao de ética no uso de animais/ufmg

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Prezado(a):
Esta é uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situa¢éo de uma solicitagao.

Protocolo CEUA: 366/2018

Titulo do projeto: CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DO LINFOMA FELINO SEGUNDO A OMS E SUA CORRELACAO
COM O VIRUS DA LEUCEMIA FELINA

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responséavel: Fabiola de Oliveira Paes Leme

Unidade: Escola de Veterinaria

Departamento: Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria

Situacgéo atual: Deciséo Final - Aprovado

Aprovado na reunido do dia 26/11/2018. Validade: 26/11/2018 a 25/11/2023
Belo Horizonte, 26/11/2018.

Atenciosamente,
Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite _ceua/
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Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpgq.ufmg.br
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