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RESUMO

KIMURA, K. C. Linfoma canino : papel do meio ambiente. [Canine lymphoma: role of
environment]. 2012. 139f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2012.

O linfoma é uma neoplasia maligna do tecido linféide, sendo reconhecidamente uma
doenca similar nos caes e no homem. Este trabalho teve como objetivo investigar se
os fatores ambientais da cidade de Sao Paulo poderiam ser associados ao
desenvolvimento de linfomas em caes. Para tanto, trés estudos foram realizados.
Primeiramente procedemos a realizacdo de um estudo retrospectivo abordando o
diagnéstico e a imunofenotipagem dos linfomas em cdes em S&o Paulo. Foi feito um
levantamento dos casos de linfoma coletados nos arquivos do Servico de Patologia
Animal do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia da Universidade de Séo Paulo, de 1995 a 2009. Os linfomas caninos
foram diagnosticados morfologicamente de acordo com a classificacdao de Kiel
atualizada. Foram coletados dados como raca, género e idade. Os casos de
linfomas foram submetidos a imunofenotipagem, por meio de imuno-histoquimica,
usando-se anticorpos primarios anti-CD3 (linfocitos T) e anti-CD79a (linfécitos B).
Caes sem raca definida e sem predilecdo de género foram os mais acometidos por
linfomas. Em relacdo ao resultado da imunofenotipagem, 55 (85%) linfomas tiveram
origem de células T e 10 (15%) tiveram origem de células B. Um segundo estudo
vislumbrou aplicar um questionario epidemiolégico a 83 proprietarios de caes
portadores de linfomas e a 84 controles. A analise multivariada dos resultados
demonstrou que cédes que viviam em ambientes externos e proximos as ruas ou
avenidas movimentadas (mais de 50 veiculos por minuto em um raio de 100 metros)
apresentaram maior risco de desenvolver linfomas. O terceiro estudo procurou
comparar a distribuigcéo de casos de linfomas caninos e humanos na cidade de S&o
Paulo. De 8804 casos de LNH em humanos do Registro de Céncer da cidade de
Sao Paulo, foram selecionados aleatoriamente 629 casos, entre 1996 e 2006.
Paralelamente, 579 casos de linfoma ndo Hodgkin (LNH) em cées, ocorridos no
mesmo periodo, foram obtidos de cinco hospitais veterinarios de referéncia na
mesma cidade. Todos os casos foram georreferenciados de acordo com o codigo de
enderecamento postal. A correlacdo de Spearman mostrou-se altamente significante
para a correlacao entre a distribuicdo espacial de linfomas caninos e humanos. Essa
sobreposicao espacial dos casos de LNH sugere que os cdes e 0os humanos podem
compartilhar fatores etiologicos comuns, e que possivelmente os fatores ambientais
podem desempenhar um papel na etiologia da LNH em ambas as espécies. Estes
resultados sugerem um papel dos poluentes ambientais para o0 risco de
desenvolvimento de linfoma nos cades. Pesquisas futuras devem avaliar os
componentes da poluicdo do ar que podem se relacionar ao desenvolvimento de
linfoma.

Palavras-chave: Linfoma. Cédes. Humanos. Fatores ambientais. Questionario
epidemioldgico. Geoprocessamento.



ABSTRACT

KIMURA, K. C. Canine lymphoma : role of the environment. [Linfoma canino: papel
do meio ambiente]. 2012. 139f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&do Paulo, Sao Paulo, 2012.

Lymphoma is a malignant neoplasm of lymphoid tissue, recognized as a similar
disease in dogs and humans. This study aimed to investigate whether environmental
factors of the city of S8o Paulo could be associated with the development of
lymphoma in dogs. For this, three studies were conducted. First we proceed to carry
out a retrospective study covering the diagnosis and the immunophenotyping of
lymphomas in dogs in Sao Paulo. We conducted a survey of lymphoma cases
collected in the archives of the Pathology Service of the Department of Animal
Pathology, Faculty of Veterinary Medicine at the University of Sao Paulo, from 1995
to 2009. The canine lymphomas were diagnosed morphologically according to the
updated Kiel classification. Data as race, gender and age were collected.
Lymphomas underwent immunophenotyping through immunohistochemistry, using
primary antibodies anti-CD3 (T lymphocytes) and anti-CD79a (B lymphocytes).
Mongrel dogs and with no predilection of gender were the most affected by
lymphoma. In relation to the result of immunophenotyping, 55 (85%) lymphomas had
T-cell origin and 10 (15%) come from B cells. A second study was an epidemiological
questionnaire applied to 83 owners of dogs with lymphoma and to 84 controls.
Multivariate analysis results suggested that dogs that live outdoors and close to busy
highways or streets (more than 50 vehicles per minute within a radius of 100 meters)
had a higher risk of developing lymphomas. The third study sought to compare the
distribution of cases of canine lymphoma and human lymphomas in S&o Paulo.
From 8804 cases of human non Hodgkin Lymphoma (NHL) recorded at the Cancer
Registry of Sdo Paulo, 629 cases were randomly selected between 1996 and 2006.
In addition, 579 cases of NHL in dogs were obtained from five veterinary hospitals
veterinary in the same period in Sao Paulo. All cases were geocoded according to
the postal code. The Spearman correlation was highly significant between spatial
distribution of human and canine lymphoma. The spatial overlap in cases of NHL
suggests that dogs and humans may share common etiological factors, and possibly
environmental factors may play a role in the etiology of NHL in both species. These
results suggest a role of environmental pollutants in the risk of development of
lymphoma in dogs. Future research should evaluate the components of air pollution
that may be involved in the development of lymphoma.

Keywords: Lymphoma. Dogs. Environmental factors. Epidemiological questionnaire.
Geographic Information System.
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1 INTRODUCAO

Com os avancos da medicina veterinaria houve um prolongamento da vida
dos animais domésticos, aumentando também a incidéncia de doencas cronicas,
como o cancer (WITHROW, 2007; BREEN; MODIANO, 2008).

O linfoma na espécie canina € mais agressivo, em comparagdo ao de outras
espécies (JUBB, 2008). Ao contrario do linfoma nos seres humanos, o linfoma
canino é diagnosticado frequentemente como linfoma de alto grau. Os motivos deste
achado sédo desconhecidos, mas relata-se que os cées apresentam-se geralmente
em estadios avangados ao diagnéstico, e isto pode ser devido a morosidade para o
proprietario perceber que o seu céo esta doente (PONCE et al., 2010).

O linfoma tem uma grande importancia, tanto na medicina humana, quanto na
medicina veterinaria, devido a alta incidéncia nos ultimos anos. Nos humanos ha 5
novos casos em mulheres e 4 novos casos em homens a cada 100.000 habitantes
no Brasil, para o Linfoma ndo Hodgkin (INCA, 2012). A incidéncia anual nos caes é
de 24 a 33 casos de linfoma para cada 100.000 caes (PASTOR et al., 2009).

O Linfoma ndo Hodgkin (LNH) em humanos € similar ao linfoma canino nos
seguintes aspectos: morfolégico, imunofenotipico, genotipico, clinico e progndstico
(FOURNEL-FLEURY et al., 1997, 2002; VEZZALI et al., 2010; PONCE et al., 2010;
THOMAS et al., 2011). As classificacdes histopatoldgicas do linfoma nos animais
domeésticos sao adaptacdes das classificacdes classicas em humanos (FOURNEL-
FLEURY et al.,, 2002; VEZZALI et al., 2010). Tal similaridade foi identificada
patogeneticamente e citogeneticamente em ambas as espécies. Desse modo, varios
tipos de biomarcadores e aberra¢cées cromossémicas que podem ser investigados
nas neoplasias humanas também podem ser investigadas nos animais domeésticos
(KYRTOPOQULOS et al.,2006; BREEN ; MODIANO, 2008).

Ambas as espécies compartilham a exposi¢cdo aos contaminantes ambientais
do ar, solo, agua, e dividem as condic¢des de vida, podendo o céo ser utilizado como
sentinela do risco a saude humana e como modelo para diversas doencas (BERNY
et al.,,1995; KNAPP ; WATERS, 1997; BUKOWSKI, 1997, 1998; BACKER et al.,
2001).



22

Fatores ambientais tém sido relacionados ao desenvolvimento de linfoma em
humanos e nos cades (GAVAZZA et al.,, 2001; GOUVEIA et al., 2001; STAGNARO
et al., 2004; SKIBOLA, 2007; MARCONATO et al., 2009; MERLO et al., 2010).

A cidade de Séo Paulo é a maior cidade do Brasil e a quinta maior do mundo
em area urbana (IBGE, 2010; HABERMANN et al., 2011). Possui 11.244.369
habitantes (IBGE 2010) e 2.508.401 cdes em uma area de 1.523 km,, sendo a
proporcao de 1:4 (CANATO, 2010).

A cidade de Sdo Paulo possui uma alta concentracdo de poluicdo no ar,
causada principalmente por cinco milhées de carros e um milh&o de motocicletas,
similarmente & outras grandes cidades do mundo (México e New York) (TARIFA,
2000; HABERMANN, 2011). As principais avenidas de Sao Paulo, como a Marginal
Tieté, a Marginal Pinheiros e a Avenida Bandeirantes possuem circulacdo de
400.000 veiculos/dia, 300.000 veiculos/dia e 500.000 veiculos/dia, respectivamente
(TARIFA, 2000). Registros de poluicdo do ar mostram que a cidade de S&o Paulo é
altamente poluida por materiais de particulas de diversos tamanhos, como PM ;5
(material particulado com tamanho de 2,5 uym (micra) e PM 1o (material particulado
com tamanho de 10um), ambos oriundos principalmente de veiculos (LANDMANN,
2004). Uma meta-anélise mostrou que, com o desenvolvimento econdmico e com a
urbanizacdo dos paises em desenvolvimento, houve um rapido aumento do nimero
de veiculos, a maior fonte responsavel pela poluicdo do ar. Na area central do centro
expandido da cidade de S&o Paulo é possivel encontrar a maior concentracdo de
poluentes (CO, NO, e PMy), consequéncia do intenso trafego (TOLEDO et al.,
2010). A poluicdo do ar pode estar associada ao cancer nos caes e nos seres
humanos, ja comprovado por estudos experimentais e epidemioldgicos (FIGHERA,
2000; GAVAZZA et al., 2001; GOUVEIA et al.,, 2001; STAGNARO et al., 2004;
SKIBOLA, 2007; MARCONATO et al., 2009; PASTOR, et al., 2009; MERLO et al.,
2010).

Estudos com camundongos expostos a poluicdo atmosférica urbana
mostraram maior formacéo de tumores de pulméo induzidos por uretana, composto
encontrado na atmosfera poluida (REYMAO et al.,, 1997; CURY et al., 2000;
PEREIRA et al., 2011).
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2 LINFOMA: REVISAO DE LITERATURA

O linfoma ndo Hodgkin (LNH) constitui um grupo heterogéneo de neoplasias
malignas dos tecidos linféides, com diferentes subtipos histologicos e apresentacfes
clinicas, e representam a quinta forma mais comum de cancer em seres humanos
(HALLACK et al. 2005) e terceiro tumor mais comum em caes (GREENLEE, 1990).
A etiologia da doenga permanece desconhecida e varios fatores sdo citados como
possiveis hipoteses (STAGNARO et al., 2001; JUBB, 2008; NORTH ; BANKS, 2009).

2.1 ORGAOS LINFOIDES

O sistema linfoide constitui-se de uma populacdo de linfécitos B, T e natural
killer (NK). Estes linfécitos sdo responsaveis pela resposta imunolégica inespecifica
(NK) e pela resposta imunolégica especifica humoral e celular (linfocitos B e T,
respectivamente). Estas células estdo presentes nos 6rgdos linféides primarios
(medula 6ssea e timo) e nos 6rgaos linféides secundarios (linfonodos, baco, tecidos
linféides associados a mucosa - MALT) (ABBAS, 2008).

O MALT é composto pelo GALT (tecido linféide associado ao trato
gastrointestinal), pelo BALT (tecido linféide associado aos brénquios), pelo NALT
(tecido linféide associado a narina), pelo SALT (tecido linféide associado a pele),
pelo VALT (tecido linféide associado aos vasos sanguineos) e pelo CALT (tecido
linféide associado a conjuntiva ocular), além de 6rgéos acessorios do trato digestorio
(tonsilas linguais, faringeanas, glandula parétida), dentre outros (ABBAS, 2008).

Nos orgdos linféides primarios ocorrem a producdo e a maturacdo dos
linfécitos T e B (hematopoiese) e nos 6rgaos linféides secundarios ocorre a ativacao
dessas células (GOLDSBY et al., 2003).

Os linfécitos B sdo responsaveis pela resposta imunitaria humoral (pela
producdo de anticorpos). Os linfocitos B sdo oriundos das células pluripotentes da
medula 6ssea (ABBAS et al., 2008).
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As células pluripotentes sdo produzidas no saco vitelino, migram para o
espaco de Disse no figado e vao para o endésteo na medula éssea. Inicia-se, entao,
a hematopoiese, com um progenitor linféide produzindo os linfécitos T e B. Os
linfécitos B sdo produzidos e maturados na medula 0ssea, e vdo para 0s 0rgaos
linfoides secundarios, sendo capazes de produzir os anticorpos (imunoglobulinas),
ao contrario dos linfécitos T, que também s&o oriundos da medula 6ssea, mas
precisam migrar para o timo para amadurecerem (ABBAS et al., 2008) - ilustrado na
figura 1 abaixo. O Linfoma ndo Hodgkin possui diferentes tipos e subtipos
histoldgicos, oriundos de cada fase da ontogenia dos linfécitos B e T (SMEDBY,
2006).

Figura 1-Processo de maturacao do linfocito B e T e estrutura da imunoglobulina
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2.1.1 Ontogenia do linfécito B

A maturacédo do linfocito B é dividida em duas fases: fase independente de
antigeno, em que ocorre a maturagdo do linfocito B na medula éssea (6rgéo linféide
primério), e a fase dependente de antigeno no 6rgao linféide secundéario, em que
ocorre a diferenciacdo do linfécito B em plasmacitos (produz imunoglobulinas) e

células B de memodria - figura 2:

Figura 2-Estagio de maturacao da célula B
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Fonte: Junior et al. Rev. Bras.Reumatol ., v. 50, n. 5, p. :552-580, 2010

As células pr6 B e pré B sdo chamadas de linfoblastos B precursores. A
maturacdo dos linfécitos B inicia-se pelos linfécitos pré6 B, os quais expressam
clusters de diferenciacdo (CD19, CD22 - proteinas membranicas), porém ainda néo
possuem imunoglobulinas (WEISENBURGER et al.,, 1990). As células pré B se
diferenciam em células pré B pela acdo do gene c-kit e da IL-7, expressando uma
molécula de cadeia u (IgM) e um anico precursor da cadeia leve (kappa, k, ou
lambda, A\) (WEISENBURGER et al., 1990). Durante o processo de maturacao, as
células que ndo expressam receptor de célula B (BCR) séo eliminadas por apoptose
(selecdo negativa). Os linfécitos B imaturos que expressam BCR comecam a se
diferenciar (selecéo positiva) (ABBAS et al., 2008). Quando atingem a maturagao, os
linfécitos B podem ser ativados, podem se proliferar e se transformar em plasmacitos
(JUNIOR et al., 2010). Com a expressao do gene desoxinucleotidiltransferase
terminal (TdT), e dos genes ativadores da recombinagéo (RAG 1 e RAG 2), a partir
das células pré B, inicia-se a recombinacdo génica, definida pela porcdo variavel
(Fab) das cadeias leve e pesada (ABBAS et al., 2008).



26

A recombinacdo ou rearranjo génico permite produzir uma extraordindria
diversidade de anticorpos a partir de uma quantidade relativamente pequena de
capacidade codificadora no DNA. A imunoglobulina € formada por duas cadeias
pesadas e duas cadeias leves unidas por pontes de dissulfeto (MAGRATH, 1990).

O locus responséavel pela codificacdo na porgcdo variavel (Fab) das cadeias
leves e pesadas de anticorpos possui diversos segmentos génicos, agrupados em
regides denominadas V (variavel) e J (juncdo) na cadeia leve e V, D (diversidade) e
J na cadeia pesada. Na cadeia leve, ocorre a recombinacdo de uma Unica cadeia kK
(kappa) ou A (lambda) (MAGRATH, 1990; JUNIOR et al., 2010).

Na cadeia pesada, os seguimentos D e J se unem com 0 segmento V,
produzindo um Unico dominio variavel na imunoglobulina, que confere especificidade
de reconhecimento do anticorpo. Se constituir no dominio unico p, produzira IgM; se
constituir no dominio €, produzird IgE; se constituir no dominio & produzird IgD; e se
constituir no dominio y produzira IgG (MAGRATH, 1990; JUNIOR et al., 2010). As
células B imaturas expressam a imunoglobulina IgM (JUNIOR et al., 2010).

As células consideradas maduras co-expressam duas cadeias peptidicas,
denominadas IgA (CD79a) e IgB (CD79b), e produzem as imunoglobulinas IgM e
IgD. Estas células B migram para os 6rgaos linféides secundarios e sao capazes de
se ligar ao antigeno (GRAY et al., 2006). Diferentemente do linfécito T, o linfécito B
se liga ao antigeno pelo BCR por meio da imunoglobulina IgM e IgD, ocorrendo um
processamento interno desse antigeno, sem a necessidade da presenca da célula
apresentadora de antigeno e da exteriorizacdo do MHC Il. Quando o MHC Il é
ativado, dentro do linfécito B, ele migra a superficie celular, libera as citocinas e
estimula a divisdo e a diferenciacédo da célula B em plasmacitos, os quais produzirdo
os anticorpos (imunoglobulinas) (GRAY et al., 2006; LIU, 2006).

Na camada cortical do linfonodo, os linfocitos B vao para os foliculos
linfaticos. Como o estimulo antigénico, os foliculos linfaticos proliferam-se e tornam-
se os foliculos secundarios, compostos pelo centro germinativo, pela zona de manto
e pela zona marginal. Os linfécitos “virgens” compdem a zona de manto e a zona
marginal, na qual se acumulam os linfocitos B de memaria. Nos centros germinativos
estdo presentes os linfocitos B, que se transformam em centroblastos (grandes
células nao clivadas) pelo estimulo antigénico (GRAY et al., 2006; ABBAS et al.,
2008).
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Os centroblastos dao origem aos centrdcitos (pequenas células clivadas),
pela hipermutacdo somética, ou seja, sdo criadas mutagdes pontuais que originam
diferentes aminoacidos na sequéncia final da imunoglobulina. Os centrocitos
ocupam o polo externo do centro germinativo. (GRAY et al., 2006; ABBAS et al.,
2008)

Na zona paracortical estdo os linfécitos T e na regido medular estdo os
plasmoblastos e os plasmécitos, compondo os corddes e os seios medulares. No
baco, os linfocitos B ocupam a polpa branca e os linfécitos T compbe a regiao
periarteriolar. Na polpa vermelha ocorre a destruicdo das heméacias. Os linfocitos T
ou B estimulados imunologicamente levam a uma resposta imune e podem atingir o
Tecido Linféide Associado a Mucosa (MALT) e outros linfécitos T podem se fixar na
derme como linfécito T cutaneo (GRAY et al., 2006; ABBAS et al., 2008).

2.1.2 Ontogenia do linfécito T

O linfocito T é reponsavel pela resposta imunitaria celular e pelo auxilio ao
sistema imunitario. Eles se dividem em linfocitos T auxiliares ou helpers (CD4),
linfécitos T citotoxicos (CD8) (ABBAS et al., 2008) e, mais recentemente na
ontogenia humana, detectaram-se os linfocitos T yd e LT 17 (JUNIOR et al., 2010).

Os linfocitos T auxiliares ou helpers (CD4) estimulam a proliferacdo dos
linfécitos T citotoxicos e supressores contra o antigeno, além de estimularem a
proliferacéo do linfocito B e sua diferenciagdo em plasmacitos. Dividem-se em LTH1
(secretor de INF-y e IL-2) e LTH2 (secretor de IL-4,IL-10 e IL-13) (JUNIOR et al.,
2010).

Os linfécitos citotoxicos (CD8) reconhecem o MHC | e agem diretamente
contra os antigenos, por meio da liberagcdo da perforina, que causa a formacédo de
um poro na membrana e a ruptura osmoética da célula, ou pela liberacdo de
mediadores (granzima) que levam a apoptose. Geralmente estdo envolvidos com
processos antivirais ou antitumorais. A funcéo dos linfocitos supressores € inativar
os linfocitos citotdxicos e auxiliares, juntamente com as citocinas TGFB, a IlL-4 e a IL-
10 (GRAY et al., 2006; LIU, 2006).
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Outras subpopulagdes, como os linfécitos LTH17 (secretor de IL-17, IL-21 e
IL-22), NKT e LTyd (atua nas mucosas e pele), representam populagdes muito
heterogéneas quanto a capacidade funcional e atuam, ora como efetoras, ora como
reguladoras (ABBAS et al., 2008; JUNIOR et al., 2010).

Os precursores do linfécito T (CD8-, CD4- e TCR-) sdo produzidos na medula
0ssea e vao em direcao ao timo (timécitos-pré T) para amadurecerem e se tornarem
ativos em outros orgaos linféides secundarios. Para que os linfocitos reconhegcam
uma grande variedade de antigenos, ocorre a recombinacdo somatica das cadeias
polipeptidicas ap e yd do receptor do linfécito T(TCR), em que B e & sdo codificadas
pelos segmentos génicos V(D)JC, enquanto que a a e y sado codificadas pelos
segmentos V,J e C. Em cerca de 95% dos linfécitos circulantes, o TCR é composto
por af (JUNIOR et al., 2010).

Os timacitos ou linfocitos imaturos expressam TCR e ligam-se ao MHC | ou Il,

e podem ser duplo-positivos (CD4+,CD8+). No decorrer do amadurecimento, apés a
recombinacdo génica e a ativacdo das RAGS 1 e 2, os linfécitos podem expressar
apenas um cluster de diferenciacdo: CD4 (linfocito T auxiliar) ou CD8 (linfécito T
citotéxico) (ABBAS et al., 2008). Os linfocitos sdo submetidos a selecéo positiva e
negativa no cértex do timo. Os timécitos que néo se ligarem a classe MHC | (CD8) e
[ (CD4), entram em apoptose (95%) (ABBAS et al., 2008).
Os timocitos aff que sofreram a selecdo positiva e expressam apenas CD4 ou CD8
entram em contato com as células dendriticas e macrofagos (células apresentadoras
de antigenos), na medula timica, prontos para deixarem o timo e exercerem as suas
funcBes nos orgéos linféides secundarios. Aqueles que tém pouca afinidade com
esses complexos morrem por apoptose (selecdo negativa) (JUNIOR et al., 2010).
Desse modo, no processo de maturacdo € necessario que o linfocito T reconheca os
antigenos préprios pelo MHC | e Il. As células apresentadoras de antigenos
(macréfagos, células dendriticas, células de Langerhans e células B) fagocitam os
antigenos pela via exdgena (ABBAS et al., 2008).

Os antigenos sédo processados endogenicamente, transformados em
peptideos ou epitopos, e vao para o interior de uma célula apresentadora de
antigeno, onde sdo unidas ao MHC de classe |l e expostas pela superficie da célula
para serem reconhecidas pelo TCR ou pelo linfocito T (CD4), completando o ciclo de
maturacado do linfécito T(GRAY et al., 2006).
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2.2 DEFINICAO, ETIOLOGIA E INCIDENCIA

2.2.1 Definicao

O linfoma €é a neoplasia maligna dos linfocitos proveniente de érgaos linféides
primérios (timo e medula 6ssea) e orgados linféides secundarios (linfonodos, baco,
figado), podendo ocorrer em qualquer tecido. Ele representa 83% dos casos de
neoplasias malignas hematopoiéticas sofridas pelo cdo (VAIL; YOUNG, 2007
DALECK, 2009). Ao acometer a medula 6ssea ou o0 sangue periférico denomina-se
leucemia (FELDMAN et al., 2000). Acomete varias espécies, como 0S Sseres
humanos, os caes, os felinos, os bovideos, 0os eqlinos e outras espécies,
principalmente animais de meia idade e idosos, sem predilecdo de género
(FOURNEL-FLEURY et al., 2002; ETTINGER, 2003).

Nos cées, o linfoma tem aparecimento espontdneo e sua etiologia é
considerada multifatorial (FISHER ; FISHER, 2004; JUBB et al, 2008). O linfoma em
cdes ocorre nas formas: multicéntrica, alimentar, cutanea, mediastinica e extranodal
(olhos, rins, sistema nervoso central - SNC - e cavidade nasal) (JUBB et al, 2008).

Existem dois tipos de linfoma nos cées: o tipo Hodgkin e o ndo Hodgkin. O
linfoma do tipo ndo Hodgkin na espécie canina € semelhante ao linfoma néo
Hodgkin na espécie humana (CARTWRIGHT; WATKINS, 2004). Estas doencas sao
caracterizadas pela proliferacdo descontrolada dos linfocitos em varias fases de
diferenciacdo e podem exibir qualquer um dos variados fenétipos histopatolégicos e
imunoistoquimicos, além de comportamentos clinicos que vao desde indolentes a
agressivos (FISHER ; FISHER, 2004; FOURNEL-FLEURY et al., 2002).

A existéncia do linfoma do tipo Hodgkin em cées é rara e causa polémica
sobre a sua real existéncia (MACMAHON, 1933; MAEDA et al., 1993), porém nos
seres humanos ela existe, apesar de haver uma frequéncia menor, em comparacao
com o tipo ndo Hodgkin (CARTWRIGHT; WATKINS, 2004). O linfoma ndo Hodgkin
acomete principalmente caes adultos, com a idade média de 6 a 7 anos. Nado ha
predisposicdo de género (TESKE et al, 1994; CARLTON; MACGAVIN, 1998;
DOBSON et al., 2001; ARESPACOCHAGA et al., 2007; PASTOR et al., 2009).
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2.2.2 Etiologia

Muitos estudos associam diferentes fatores de riscos ao desenvolvimento do
linfoma, incluindo a hereditariedade (LURIE et al., 2008), fatores genéticos (TOMAS
et al.,2011) e a exposicdo aos fatores ambientais. Porém as causas relacionadas ao
linfoma ainda sdo desconhecidas e multifatoriais (GAVAZZA et al., 2001; LEEUWEN
et al., 2009; PONCE et al.,, 2010). Na oncologia, 80 a 90% dos canceres séo
relacionados aos fatores ambientais, incluindo o modo de vida (BELPOMME, 2004).
A maioria dos trabalhos identifica a presenca dos fatores ambientais (tais como 0s
pesticidas, os poluentes e os produtos quimicos) como fator de risco para o

desenvolvimento do linfoma nos cédes (HAYES et al., 1991, 1995).

Hereditariedade

Os céaes da raca Boxer tém um risco maior de desenvolver o linfoma (COHEN
et al., 1959; HOWARD et al., 1965; DORN et al., 1967; COHEN et al., 1974).

Em um estudo com 1440 cédes da raca Golden Retriver, 50% desenvolveram
cancer, principalmente o hemangiossarcoma (risco de 1:5), seguido pelo linfoma
(risco de 1:8) (GOLDEN RETRIVIER FOUNDATION, 1998).

As racas de cdes com o risco relativo maior de desenvolver o linfoma
segundo a literatura sédo: Pastor Alemé&o, Rotweiller, Boxer, Poodle, Golden Retrivier,
Labrador, Cocker Spaniel, Scotish Terrier, Sdo Bernardo, Bull Mastiff, Basset Hound
(MACEWEN et al., 1987; DOBSON et al., 2001;FAN; KITCHELL, 2002).
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» Fatores genéticos

Em uma célula normal, quando ha lesdo de seu genoma, o mecanismo de
defesa é disparado e o ciclo celular é interrompido, para que a célula tente reparar o
erro. Caso este reparo falhe, a célula pode entrar em apoptose ou caminhar para a
transformacdo maligna. Os mecanismos da transformacdo maligna de uma célula
normal envolvem uma série de eventos genéticos (proto-oncogenes, genes
supressores e controladores da apoptose, alteracBes epigenéticas) e também
moleculares, que fazem com que a célula perca a resposta aos mecanismos
regulatorios, tornando-as independentes. Isso leva a um acumulo de 5 a 6 mutagcdes
no seu genoma, que propiciam o desenvolvimento de cancer (ARGYLE & KHANNA,
2007). A translocacdo cromossdmica em 90% dos casos relaciona-se a presenca
dos fatores ambientais, os quais podem contribuir para a ativacdo de oncogenes (N-
ras) ou para a inativacao de genes de supressao tumoral (p53) e levar a oncogénese
do tecido linféide (VELDHOEN et al.,1998; KLUMB, 2001; THOMAS et al.,
2003;SUEIRO, 2004).

A transformacdo maligna dos linfocitos também pode ocorrer pela alteracao
da expressédo do receptor das imunoglobulinas (BCR) ou do receptor das células T
(TCR), levando a uma proliferacdo descontrolada. Durante a ontogénese do linfocito,
a recombinacdo génica pode levar a uma variedade de clones de células B,
envolvendo a quebra e a ligacdo do DNA dentro do loci, podendo haver ligagdes
aberrantes, que propiciam o desenvolvimento do linfoma (KLUMB, 2001).

Uma analise cromossémica mostrou que houve aberracbes cromossdmicas
evolutivamente conservadas, tanto nos caes, como nos seres humanos. As
aberracdes foram detectadas com o ganho nos cromossomos 13 e 31 nos caes
diagnosticados com linfoma e nos cromossomos 8 e 21 em pessoas diagnosticadas
com linfoma (THOMAS et al., 2011). Outro artigo mostrou a perda do cromossomo
14 em 25 casos de cées com linfoma (THOMAS et al., 2003). Cées com linfoma e
com trissomia no cromossomo 13 possuem uma sobrevida maior e um tempo de
remissdao maior em 25% dos cées estudados (HAHN et al, 1994). Os fatores
genéticos sdo muito bem definidos na oncogénese humana, ao contrario da
oncogénese canina, necessitando de estudos que possam relacionar ambas
espécies (THOMAS et al., 2003, 2011).
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» Fatores ambientais (agentes infecciosos)

Em algumas espécies, 0s agentes virais podem aumentar o risco para o
desenvolvimento do linfoma, como nos gatos (virus da imunodeficiéncia felina), nos
bovinos (virus da leucemia bovina), em aves (leucose aviaria) e nos humanos
(pacientes com o virus da imunodeficiéncia humana -HIV, epstein Barr, herpesvirus
8, virus da leucemia/linfoma de celulas T humano do tipo 1 ou Hepatite C). Nos caes
essa relacao ainda néo foi comprovada (KAWASHIMA et al., 1994; DALMASO et al.,
2006; GRULICH et al., 2007; JUBB, 2008).

Apesar de existir evidéncia da presenca de particulas virais em cultura celular
de tecido linféide de cdes com linfoma (GHERNATI et al.,1999), e da deteccdo da
exposicdo de cdes com linfoma ao Epstein barr virus, ndo ha evidéncias da
presenca do virus na oncogénese do linfoma (MILMAN et al., 2010).

Agentes bacterianos como Helicobacter pylori, Chlamydophila psittaci e
Borrelia burgdorferi podem induzir ao cancer pela indugdo de uma inflamacgao
cronica e pelos metabdlitos bacterianos carcinogénicos, sendo bem definida essa
relacdo nos linfomas de seres humanos (PARSONNET, 1994). Apesar de os cées
serem um potencial zoonodtico para essas doencas, ainda ndo ha indicios que
mostrem esses agentes como fator de risco para o desenvolvimento do linfoma
canino (BRUNKER ; HOOVER, 2007; SPRAGUE et al., 2008 ; DUQUENOY ; LE
LUYER, 2009 ;BRYAN et al., 2011).

» Fatores ambientais (herbicida)

O pesticida 2,4 acido diclorofenoxiacético (2,4-D) € o mais citado, e utilizado
extensivamente na agricultura, em ambientes residenciais e em locais publicos para
controle de crescimento de ervas daninhas. Conhecido como 2,4D, foi utilizado por
muito tempo na agricultura, em pastagens, em gramados, nas plantacées de arroz,
de milho, de soja, de cana de acucar, de trigo, dentre outras (REYNOLDS et al.,
1994).
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Exposicdo aos pesticidas tem sido sugerida como uma possivel explicacdo
para o aumento da incidéncia de neoplasias hematopoiéticas (REYNOLDS et al.,
1994).

Estudos evidenciaram um aumento do risco adquirido de linfoma canino e
humano devido a utilizacdo deste herbicida (FOURNEL-FLEURY et al., 2002). O
risco de o cao desenvolver o linfoma € duplicado ap6s quatro ou mais aplicagdes
anuais do herbicida no local préximo ao cado (HAYES, 1991), corroborando com
outros resultados (REYNOLDS et al., 1994). Neste estudo, houve a presenca do
pesticida na urina de cées que residiam em locais com histérico do uso do 2.4D, em
relacdo ao grupo controle. Esta associagdo também foi encontrada nos fazendeiros
de Kansas, na qual houve um risco seis vezes maior em fazendeiros que utilizavam
frequentemente o herbicida (HOAR et al., 1986). O risco de desenvolver linfoma foi
evidenciado em fazendeiros que utilizavam o herbicida (BLAIR, 1990).

Contrariamente a esta teoria, um estudo caso-controle mostrou que nao
existe a associacdo entre o linfoma canino e o uso de 2,4-D (KANEENE; MILLER,
1999). Uma revisao da epidemiologia e da toxicologia do 2.4 D mostrou auséncia de
efeitos carcinogénicos em camundongos, apos a administracdo por via oral de racao
contendo 2,4D (GARABRANT; PHILBERT, 2002). Também n&o houve evidéncia de
que o 2,4D, em qualquer de suas formas, ativa ou ndo, possa alterar o sistema
imunologico dos animais em qualquer dose (GARABRANT; PHILBERT, 2002).

Estudo epidemioldogico em humanos diagnosticados com linfoma néo
Hodgkin, com idade entre 20 e 74 anos, constatou que a exposi¢ao residencial ao
herbicida ndo aumentou o risco de Linfoma ndo Hodgkin, pois a frequéncia e a
intensidade de utilizacdo foram baixas, em comparacdo com aqueles expostos
ocupacionalmente (HARTGE et al., 2005).

A associacdo ou ndo do agrotéxico acido 2,4 fenoxiacético (2,4D) com o
desenvolvimento do linfoma é um fator que gera controvérsias, tanto em caes, como

em humanos.
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» Fatores ambientais (tabagismo)

Muitos resultados mostram a associacao do cigarro com as neoplasias nasal,
facial e nasofaringea em humanos e nos cées. Estudos epidemioldégicos em seres
humanos sugerem que o tabagismo € um possivel fator de risco ao Linfoma nao
Hodgkin, especialmente do subtipo folicular (PEACH; BARNETT, 2001; STAGNARO
et al., 2001, 2004; SCHOLLKOPF et al., 2005).

Estudos epidemiolégicos sugerem que a concentracdo de cotinina (metabdlito
principal da nicotina) na urina de cées € significativo e linearmente associada ao
tabagismo pelos proprietarios do animal de estimac&o no domicilio (ROZA; VIEGAS,
2007). Embora a presenca de metabdlitos de nicotina na urina de cées confirme a
exposicdo ao ao tabaco ambiental, ndo ha evidéncia de risco aumentado de linfoma
em cdes de estimacdo que vivem em agregados familiares fumantes (ROZA;
VIEGAS, 2007), apesar do fato ter sido demonstrado em gatos (BERTONE et al.,
2006).

» Fatores ambientais (poluigéo)

A exposicao a poluicéo é responsavel por internacdes hospitalares e diminui a
qualidade de vida, sendo um fator de risco para uma série de neoplasias (GAVAZZA
et al., 2011; MACIEJEWSKI et al., 2008; MARCONATO et al., 2009; RAMIS et al.,
2009; VIEL et al., 2011).

A incidéncia do Linfoma ndo Hodgkin tem aumentado em todos os paises
industrializados. Estudos com seres humanos mostram que a prevaléncia do
Linfoma n&o Hodgkin depende fortemente da regido geografica e da relacdo causal
com os fatores de riscos. A poluicdo pode estar envolvida com o desenvolvimento do
linfoma. (FISHER; FISHER, 2004). Deleglize, 2010, mostrou que o aumento do
namero de casos de linfoma em humanos coincidiu com o surgimento de novos

poluentes.
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A poluicdo atmosférica é composta por gases e aerossois presentes no ar e
pode se tornar nociva. Os poluentes gasosos podem ter origem primaria, como a
producdo dos gases de CO (mondxido de carbono), SOx (6xidos de enxofre),NOx
(6xidos de nitrogénio), amoénio (NH3), metano (CHg), carbonos organicos volateis
(VOC) (CETESB, 2008). Existem também os poluentes secundarios, tais como o
ozbnio e hidrocarboneto policiclico aroméatico (HAP), produzidos por meio de
reacoes quimicas e fotoquimicas, a partir de poluentes primarios e componentes do
ar. (CETESB, 2008).

Além dos gases, os poluentes atmosféricos também sdo compostos por
aerossois, definidos como particulas sélidas ou liquidas, que formam os materiais
particulados oriundos de fontes antropogénicas, sendo também produzidos
diretamente da fonte (origem primaria) ou formados pela interacdo de compostos pré
existentes, a partir de gases como o dioxido de enxofre, 6xido de nitrogénio e
compostos organicos volateis (origem secundaria). O material particulado compde-
se de uma complexa mistura de componentes: a) Particulas totais em suspenséao
(diametro menor do que 50 um); b)Particulas inalaveis (diametro de 10um e contém
as particulas inalaveis finas de diametro de 2,5um); c) Fumaca (material particulado
suspenso na atmosfera-fuligem); d) produtos formados a partir da combustdo
incompleta de combustiveis (Di6xido de enxofre, Monoxido de Carbono, Oxido de
nitrogénio e dioxido de nitrogénio) e alguns compostos organicos como o benzeno e
principalmente o HAP que entram no organismo por via inalacdo do ar (oriundo da
emissao veicular a diesel e a gasolina, fumo de tabaco, incinerador de lixo, queima
de carvao), por ingestdo de alimentos (produtos defumados ou processados a alta
temperatura), pela ingestdo de agua contaminada ou pela absorcdo desse
componentes na pele (CASTANHO, 1999). Os compostos organicos sao poluentes
de grande persisténcia ambiental, e muitos deles sé&o capazes de reagir com o0 DNA,
apos transformacfes metabdlicas (bioativagdo pelas enzimas do citocromo p450),
tornando-se carcinogénicos e potenciais mutagénicos. O HAP foi identificado pela
deteccdo de 1-hidroxipireno na urina de pessoas expostas ao trafego urbano e
ingestao de alimentos (COCCO et al., 2007; IARC,2010).
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Segundo a CETESB, 40% do material particulado, 50% de SO, 50% do
material particulado e 95% de NOx emitidos na cidade de S&o Paulo sao
secundarios e oriundos da emissao direto dos veiculos, sendo responsavel pela
emissdo de 50% do aerossol secundario. Outras substancias cancerigenas,
altamente reativas e bioacumulaveis, como metais (chumbo, cobre, cromo, arsénio,
entre outros), podem estar presentes nos materiais particulados.

Se esses materiais particulados tiverem um diametro menor do que 10 um,
eles podem atingir a via respiratoria superior (nasal, cavidade oral, nasofaringe,
orofaringe, laringofaringe, laringe e traquéia) e sdo considerados menos perigosos
por se sedimentarem rapidamente (reduzindo a exposicao pela inalagdo). Somente o
material particulado com o diametro menor do que 2,5um (PM.s) atingird a via
respiratoria inferior (porcéo inferior da traquéia, brénquios, bronquiolos e alvéolos)
(CASTANHO, 1999).

Esses materiais particulados de menor fracdo, contendo substancias toxicas,
podem passar para a luz alveolar ou ser adsorvidos e transferidos para o meio
interno por difusdo, desencadeando uma resposta inflamatéria ou levando a
substancia téxica para o meio interno (desenvolvendo-se resposta inflamatéria
sistémica). Se forem fagocitados por macrofagos alveolares, podem ser levados
para o sistema linfatico, atingindo os linfonodos e outros 6rgaos, tais como figado,
coragao, rins e cérebro.

Os poluentes também podem entrar no organismo e ser dispersos pelo
sistema circulatorio (gases e particulas solluveis), ou entdo, as particulas menos
soluveis podem se depositar e ser levadas pelo sistema mucociliar, em direcdo a
faringe, sendo deglutidas ou expelidas. Outra via de entrada é por absor¢cédo cutanea
pela ressuspensédo de particulas, principalmente a de menor diametro (menores do
que 2,5um). Esses processos podem induzir a um processo inflamatério, e levar a
uma diminui¢céo da atividade e da celularidade do sistema imunoldgico. As células
inflamatorias ativadas geralmente induzem uma producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (ROS), podendo gerar doencas respiratorias e cardiovasculares
(SCHRAUFSTATTER et al., 1986; COCHRANE, 1991; DAVID et al., 1994; LEWTAS,
2007; ROESSNER et al., 2008).
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Se os mecanismos de defesa contra as substancias ingeridas, absorvidas ou
inaladas nao forem eficientes, a célula pode entrar em apoptose ou sofrer um
acumulo de mutacdes que podem levar a uma transformacdo maligna, devido a
genotoxicidade (alteracdes citogenéticas, mutacdes ou producdo de adutos de DNA)
e a carcinogenicidade (SCHRAUFSTATTER et al., 1986; COCHRANE, 1991; DAVID
et al., 1994; LEWTAS, 2007; ROESSNER et al., 2008). Individuos expostos a
poluicdo ocasionada pelo trafego de veiculos em area urbana apresentaram taxas
maiores de lesdes cromossémicas (ANWAR, 1994).

Um estudo avaliou a composicdo e a concentracdo de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAHSs) no interior de um tunel da cidade de Lisboa. Verificou-
se que a concentracdo de PAHs foi maior na fracdo mais fina do aerossol, ou seja,
PM o5, em comparagdo ao PM o541 (19 vezes), e na fragdo PMys.1 (100 vezes).
Todas as fracdes continham cerca de 74% do benzo[a]pireno (BaP), demonstrando
uma abundancia constante nos indices de carcinogenidade (BOSTROM et al.,
2002 ; TAVARES, 2009).

Os incineradores emitem para a atmosfera muitos compostos: 2,3,7,8-
tetracloro-p-dioxina (TCDD), metais pesados (cadmio, arsénico, cromo, cobalto,
manganés, dioxido de nitrogénio, por exemplo) e outros produtos quimicos, tais
como o0 monoxido de carbono ou hidrocarbonetos  poliaromaticos.
Embora parcialmente contestada, os TCDD, incluindo dioxinas, foram reconhecidos
pela Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Céancer como carcinogénico
(IARC, 1997; CONSONNI et al., 2008).

Um questiondrio epidemiologico realizado em Napoles e nas cidades
proximas, onde existem o descarte ilegal do lixo em aterros e as incinera¢cdes nao
autorizadas, mostrou que os cdes que vivem na area de risco estavam 2,9 vezes
mais propensos a desenvolver o linfoma (MARCONATO et al., 2009).

Do mesmo modo, foi demonstrado que pessoas que viviam em zonas de alta
exposicao a um incinerador de lixo solido com alta emisséo de dioxina, na cidade de
Besancon (Franca), tinham um risco de 2,3 vezes maior para desenvolver o linfoma
nao Hodgkin, em comparacdo com as pessoas que viviam em zonas de baixa
exposicao (FLORET et al., 2007).
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Pastor et al. (2009) mostrou uma forte correlagéo entre a presenga de linfoma
ndo Hodgkin em cées (702 casos) e as areas de incineracdo de residuos, as areas
poluidas e as areas com a presenca de residuo radioativo. Concluiu-se que o0s
incineradores de residuos, os locais poluidos, e os residuos radioativos podem ser
considerados indicadores de risco de LNH, mas seria necessario haver mais estudos
para considera-los fatores de risco (PASTOR et al., 2009).

Ramis et al. (2009), demonstraram que a proximidade das industrias de papel
aos centros populacionais (<2 km) poderia estar associada a um risco aumentado de
mortalidade por linfoma ndo Hodgkin em humanos.

Existe relagdo entre o linfoma em humanos e a moradia préximo as rodovias
com trafego pesado (PAZ et al., 2009). Também foi demonstrada uma associacao
da mortalidade de motoristas de 6nibus por neoplasias, incluindo o linfoma, e a
exposicdo a poluicdo na cidade de Genoa (MERLO et al., 2010).

Gavazza et al. (2001), realizaram estudo caso-controle para determinar se a
exposicao indoor aos poluentes ambientais poderia estar ligada ao aumento de risco
de desenvolvimento de linfomas em cées. Os resultados demonstraram que morar
em areas industriais e usar substancias quimicas, como solventes ou tintas,
poderiam estar positivo e independentemente associados ao desenvolvimento de
linfomas nos cdes. Os autores também concluiram que a analise dos linfomas nos
cées pode ser um parametro interessante para a deteccao de riscos potenciais aos

seres humanos.

2.2.3. Incidéncia

A incidéncia anual de cées acometidos pelo linfoma é de aproximadamente
24 a 33 casos de linfoma para cada 100.000 cées, sendo o linfoma responsavel por
uma faixa de 8,5 a 9% de todas as neoplasias caninas (PASTOR et al., 2009).

Os casos de linfoma em seres humanos tém aumentado progressivamente
em varios paises, acometendo tanto os adultos, como as criancas (KATANODA,;
YAKO-SUKETOMO, 2008; MULLER et al, 2005; FISHER; FISHER, 2004,
CROCETTI et al., 2004; REMONTET et al., 2003; IZARZUGAZA et al., 2006).
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A incidéncia do Linfoma ndo Hodgkin predomina nos paises industrializados.
Segundo o Instituto Nacional do Cancer, a incidéncia de cancer no Brasil no ano de
2012 é de 257.870 novos casos em homens e de 260.640 novos casos em
mulheres, sendo que 7 mulheres a cada 100.000 desenvolverdo o LNH e 8 homens
a cada 100.000 desenvolverdo o LNH na cidade de Sao Paulo (INCA, 2012).

2.3 CLASSIFICACAO ANATOMICA DO LINFOMA:

A classificacdo anatdbmica do linfoma canino divide-se nas formas:
multicéntrica, alimentar, cutanea, mediastinica e extranodal (olhos, rins, sistema
nervoso cerebral — SNC - e cavidade nasal), de acordo com a recomendacao da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), descrito por Macdonald (2007), observada

no quadro 1.

Quadro 1 - Classificagdo Anatomica do linfoma canino proposto pela OMS.
TIPO ANATOMICO
Multicéntrico (Linfonodos periféricos com ou sem envolvimento do figado, baco
e/ou medula).
Alimentar (Trato gastrointestinal e/ou linfonodos mesentéricos - GALT)
Mediastinico (Timo e/ou linfonodos mediastinais)

Cutaneo (Epiderme e derme)

Extra Nodal (Ocular, renal, SNC, 6ssea, articular, e outros locais)

2.3.1 Forma multicéntrica

A forma multicéntrica envolve todos os linfonodos (superficiais e profundos), e
pode envolver outros orgaos (baco, figado, rins, trato gastrointestinal, pulmdes,
coracao e medula 6ssea) (HAWKINS et al., 1992; DEYKIN; SMITH, 1997).
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Essa forma representa a maior parte dos casos de cdes com linfoma
(aproximadamente 84% dos casos) e geralmente é assintomatica (RALLIS et al.,
1992; FAN; KITCHEL, 2002; MORENO;BRACARENSE, 2005).

A caracterizacdo dos sinais clinicos depende da localizacdo do linfoma
(WILCOCK; YAGER, 1989; HARVEY, 1996; MACLACHLAN; CULLEN, 1998;
FIGHERA, 2000; GREENE, 2006). O envolvimento do figado ou do baco pelo
linfoma pode apresentar sinais clinicos, como anorexia, palidez de mucosas, ascite,
hepatomegalia com infiltracdo hepatica (63% dos casos), hiperbilirrubinemia indireta
(ictericia), elevacdo leve a moderada da atividade sérica da alanina
aminotransferase (47 a 70% dos casos), ictericia e esplenomegalia.

Dentre os diagndsticos diferenciais devem ser incluidos o mieloma multiplo, a
leucemia linféide, a erliquiose, a histoplasmose, a blastomicose, a brucelose e o

lGpus eritematoso sistémico (GREENE, 2006).

2.3.2 Forma alimentar

A forma alimentar aparece com menos frequéncia nos caes,
aproximadamente 5 a 10% dos casos. Pode envolver o trato gastrointestinal e/ou
linfonodos mesentéricos (GALT), principalmente em cées, ao contrario dos gatos.
Ocorre nas formas nodular ou difusa. A regido mais acometida é a porg¢éao ileocolica,
com consequente obstrucdo ou estreitamento do lumen (JONES et al., 2000).

O linfoma intestinal € a segunda neoplasia mais comum entre os tumores de
intestino nos cées. Os sinais clinicos mais comuns séo diarréia e esteatorréia,
guando acomete o intestino delgado, e melena, quando ocorre no intestino grosso,
podendo causar a sindrome de m& absorcdo (FIGHERA, 2000; JONES et al.,
2000;FAN; KUTCHELL, 2002).

Caes da raca Basenji com enterite linfocitario-plasmocitaria podem ter
predisposicao para o linfoma. (MACEWEN; YOUNG, 1996; FIGHERA, 2000). O
linfoma gastrico é raro nos caes, ao contrario dos felinos (TWEDT; MAGNE, 1992).
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2.3.3 Forma mediastinica

A forma mediastinica ou timica acomete o timo e/ou linfonodos mediastinais e
pode causar dispnéia, taquipnéia, regurgitacdo, tosse, anorexia, letargia, cianose,
hemotérax, quilotorax, edema simétrico em cabeca, pesco¢co, membros toracicos,
efuséo pleural, compresséo dos lobos pulmonares ou sindrome da veia cava causal.
A forma mediastinica pode ocorrer nos cdes em 5% dos casos. Em 40% dos caes
acometidos ocorre hipercalcemia. A forma mediastinal em cdes é mais comum com
o imunofendtipo da célula T. O diagnostico diferencial compde-se por: timoma,
carcinoma pulmonar e adenocarcinoma ectépico da tireéide (FIGHERA, 2000;
MACEWEN; KUTCHELL, 2002).

2.3.4 Forma cutanea

Na regido cutanea, o linfoma pode ser localizado ou generalizado,
correspondendo a menos de 5% dos casos de linfoma. O linfoma cutaneo possui
multiplos nodulos, geralmente alopécicos e, por vezes, ulcerados, acometendo
principalmente a cabeca, o tronco e as extremidades. Os linfomas cutaneos sao
classificados em: 1) epiteliotropico, com subtipos reticulose de Paget, micose
fungbide e sindrome de Sézary; 2) ndo epiteliotropico (FOSTER et al., 1997). A
forma nado epiteliotropica pode ser constituida por células B (CD79), mas é
constituida predominantemente por células T (CD3). A forma epiteliotropica é a mais
comum, constituida por células T (CD8), semelhantemente aos seres humanos
(MACEWEN; YOUNG, 1996). Esta forma caracteriza se por uma erupcgao
eritematosa pruriginosa e descamativa, formando placas firmes, e pode afetar a
mucosa oral (VALLI, 2010). A forma Reticulose de Paget é rara nos caes, sendo
considerada uma dermatite de interface, caracterizada por uma infiltragdo moderada
de linfécitos neoplasicos entre a membrana basal e a derme papilar. A forma micose
fungodide tem uma infiltracao epiteliotropica de linfécitos neoplasicos, microabcessos
de Pautrier, edema e vesiculas intraepiteliais (WITHROW; MACEWEN, 2001).
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A sindrome de Sézary € uma variante da micose fungdide e é relatada em
cdes e em gatos. E considerada a mais agressiva e envolve a corrente sanguinea
(VALLI, 2010). Pode invadir a mucosa oral, os linfonodos, o figado, o baco e a
medula 6ssea. A média de sobrevida € de poucos meses a 2 anos (MACEWEN,;
YOUNG, 1996). A forma nao epiteliotropica € menos frequente nos cées e gatos,
formando multiplos nédulos compostos por linfécitos T ou B. Esta forma geralmente
esta presente no tronco, cabeca e extremidade (WITHROW; MACEWEN, 2001).

2.3.5 Forma extranodal

A forma extranodal pode envolver regides extranodais, tais como os olhos, 0s
rins, a pele, a cavidade nasal, a bexiga, o sistema nervoso e a porgéo intravascular
(SNYDER et al., 2006; KESSLER et al., 2008; DATERS et al., 2010).

2.4 ESTADIAMENTO E SUBESTAGIO CLINICO DO LINFOMA
O Quadro 2 abaixo mostra o estadiamento clinico proposto pela Organizacéo

Mundial da Saude (OMS), descrito por Owen (1980) e atualizado por North e Banks
(2009):

Quadro 2 - Estadiamento do linfoma canino proposto pela OMS
ESTAGIO CLINICO

| Envolvimento de apenas um linfonodo

I Envolvimento de vérios linfonodos regionais

[l Linfoadenomegalia generalizada

IV Envolvimento do figado e/ou do bago, com ou sem estagio I-111
V  Envolvimento da medula 6ssea, com ou sem estagio I-1V
Subestagios a Sem sinais ou sintomas sistémicos

b Com sinais ou sintomas sistémicos
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2.5 CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA

As primeiras classificagdes das neoplasias linféides em humanos comecaram
a partir do ano de 1800. Em 1832, Thomas Hodgkin descreveu uma doenca com
linfadenopatia generalizada, dando o nome de linfoma de Hodgkin (HODGKIN,
1832).

Em 1845, Rudolf Virchow descreveu a leucemia que tinha origem na medula
0ssea e, em 1863, ele descreveu o linfossarcoma como um tumor linféide distinto da
leucemia por ter origem linféide (VALLI et al., 2007).

Apés tantas modificagdes, surgiu a classificagdo de Henry Rappaport, de
acordo com o padrdo arquitetural nodular ou folicular, e com correlagdo ao
respectivo prognéstico. Porém devido a insercdo do subgrupo histiocitario e pela
baixa frequéncia dos linfomas foliculares, esta classificacdo foi logo substituida
(RAPPAPORT et al.,, 1956). Em 1966, Lukes e Butler descreveram uma nova
categoria, o linfoma n&o Hodgkin (LUKES et al., 1966).

A primeira classificacdo baseada nos principios imunologicos foi desenvolvida
por Karl Lennert de Kiel, nomeada como classificacdo de Kiel, em 1974, revisada em
1988 e 1992. A classificacdo de Kiel também reconhecia os tumores linféides
malignos oriundos de diferentes estagios de maturacdo no centro germinativo: as
células pequenas (centrdcitos) e as células grandes (centroblastos) (VALLI et al.,
2007).

A classificacdo de Lukes e Collins foi similar a classificacdo de Kiel, baseada
na determinacéo da célula B e T. Porém ela ndo considerava o padrédo arquitetural
(LUKES; COLLINS, 1974). Em 1982, o Instituto Nacional de Céancer utilizou como
padrao a Working Formulation (NCI-WF), uma classificacdo do linfoma humano nos
Estados Unidos, a qual identificava os subtipos de linfoma de acordo com a sua
histomorfologia, porém apresentava algumas deficiéncias na classificagdo de
algumas entidades (imunoblastos, linfoma MALT, marginal e de manto).

Este modelo foi logo substituido (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 1982).
Em 1994, o sistema Revised European American Lymphoma (REAL) criou uma
listagem de entidades e foi revisado posteriormente pela World human organization
(WHO) (HARRIS et al.,1994,1997; JAFFE et al.,1997).
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O REAL-WHO categorizou como critério basico de classificacdo a morfologia,
suficiente para classificar alguns tipos de linfomas (linfoma folicular), nos quais o
genatipo e o imunofenotipo ndo eram considerados essenciais.

As classificacbes do linfoma canino tém sido aprimoradas nas ultimas
décadas, de acordo com as atualizacdes das classificagdes do linfoma humano. O
linfoma humano é similar ao linfoma canino, tanto na sua morfologia, como na
biologia e na resposta a terapia. Por este motivo, adaptou-se a classificacao
histopatolédgica do linfoma humano para o linfoma canino (TESKE et al., 1994; VALLI
et al., 2002). Existem, entretanto, algumas particularidades que diferenciam o
linfoma entre as duas espécies. O linfoma canino de baixo grau e do tipo folicular
sao diagnosticados com pouca frequéncia, ao contrario do linfoma humano (TESKE,
1994; DOBSON et al., 2001).

Alguns subtipos séo classificacbes exclusivas dos caes, tais como o linfoma
de alto grau com diferenciacdo plasmocitdide e o linfoma com macronucléolo
(FOURNEL-FLEURY et al., 1997).

As classificacdes mais utilizadas para os linfomas caninos sdo a classificacao
update Kiel (FOURNEL-FLEURY et al., 2002), oriunda da Europa, e a classificacao
REAL-OMS, oriunda da Ameérica (VALLI et al., 2010). A classificacdo atualizada de
Kiel baseia-se na morfologia celular (centroblastico, centrocitico e imunoblastico) e
na imunofenotipagem (célula T ou B), sendo de grande valia progndstica, por
determinar o tempo de recidiva nos animais em tratamento e a estimativa do tempo
de sobrevida (FOURNEL-FLEURY et al., 1997; FOURNEL-FLEURY et al., 2002).

A Working Formulation classifica a neoplasia de acordo com o padréo tecidual
(difuso ou folicular) e com o tipo celular (pequena e clivada; grande; e
imunoblastica), mas nédo representa grande valia progndéstica, quanto ao padrdo
tecidual, pois o tipo folicular é pouco frequente nos cées (TESKE et al., 1994).

A nova classificagéo, denominada classificagdo da REAL-OMS, adotada em
2002, classificou o linfoma canino de acordo com a imunofenotipagem ao
diagnéstico e acrescentou outros tumores mieloides (VALLI et al., 2002; VALLI,
2007; VEZZALI et al., 2010), apresentados no quadro 3.
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Quadro 3-Classificacéo do linfoma canino - REAL-OMS
Classificagdo do Linfoma (REAL-

OMS) Tipo de Linfoma
Linfoma B
Precursor Maduro Linfoma linfoblastico B/ Leucemia linfoblastica aguda

Linfoma linfocitico de pequenas células B/ Leucemia
linfocitica crénica B

Linfoma linfocitico de células intermediarias B
Linfoma linfoplasmocitico

Folicular Linfoma de célula de manto
Linfoma folicular tipo |
Linfoma folicular tipo I
Linfoma folicular tipo IlI
Linfoma de zona marginal
Linfoma de zona marginal esplénica
Linfoma do tecido linféide associado a mucosa

Neoplasias plasmociticos Neoplasia plasmacitico indolente
Neoplasia plasmacitico anaplasica
Mieloma

Linfoma B de grandes celulas Linfoma imunoblastico de grandes células

Linfoma de célula B rico em célula T
Linfoma de célula B timico

Linfoma Burkitt X
Linfoma T
Precursor Linfoma linfoblastico T/ Leucemia linfoblastica aguda

Linfoma linfocitico de célula pequena/ leucemia linfocitica
Maduro cronica T
Leucemia linfocitica crénica de célula NK

Cutaneo Linfoma cutaneo epiteliotrépico
Linfoma cutdneo nao epiteliotrépico

Linfoma periférico ou extranodal X

Linfoma angiotropico Linfoma angiocéntrico
Linfoma angioinvasivo

Linfoma intestinal de célula T X
Linfoma de células grandes
anaplasicas X

Fonte: Vezalli et al. Vet.Comp.Oncol., 8(1) :38-49, 2010
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Outra classificacdo recente é a updated Kiel adaptada, em que houve a

inclusdo dos linfomas de célula B, de célula T e de célula nula (marcagdo negativa

para o linfoma B e T). Essa classificacdo foi utilizada neste estudo devido a alta

frequéncia do linfoma T canino no Brasil (semelhantemente a Franca) (PONCE et

al., 2010), visto a seguir no quadros 4 e 5:

Quadro 4-Classificagéo do linfoma canino -Updated Kiel Classification

Grau Classificac&o do Linfoma ((Updated Kiel )
Linfoma B
Baixo grau  Linfoma de célula pequena B
Linfocitico
Prolinfocitico
Linfoplasmacitario
Zona Marginal
Centroblastico-centrocitico
Alto grau Centroblastico monomorfico (subtipo follicular ou difuso)
Centroblastico polimérfico
Immunoblastico
Anaplasico/mediastinal
Burkit
Plasmocitoide
Pequenas células ndo especificas
Linfoma T
Baixo grau  Prolinfocitico
Célula pequena pleomorfica
Célula pequena clara (zona T)
Alto grau Pleomérfico misto

Pleomorfico de célula grande
Immunoblastico

Plasmacitéide

Célula grande granular agressiva
Inclassificaveis

Linfoma cutaneo T, baixo grau
Linfoma cutaneo B, baixo grau
Linfomas sem marcacgao

Fonte: Ponce et al.Veterinary Pathology.47(3):414-33, 2010
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Quadro 5-Diferentes subtipos de linfoma canino cutaneo T

Linfoma cutaneo T (Updated Kiel )
Baixo grau  Célula pequena cerebriforme (micosis fungdides)
Monocitdide
Célula grande linfdcitica granular
Alto grau Pequena cerebriforme
Célula grande em transformacao imunoblastica
Blastica

Fonte: Ponce et al.Veterinary Pathology.47(3):414-33, 2010

2.6 IMUNOFENOTIPAGEM DO LINFOMA

A imunofenotipagem é uma ferramenta importante para o progndéstico do
linfoma e fornece dados quanto ao tempo de recidiva do tumor e da sobrevivéncia
do individuo com a doenca. O linfoma com imunofendtipo T tem pior prognadstico e
sobrevida menor, além de periodos de remissdo mais curtos. Entretanto ele
responde rapido a quimioterapia e pode ser potencialmente curavel (em humanos),
ao contrario do linfoma de células B. Os de célula B nos cées e nos seres humanos
geralmente apresentam progresséo lenta, longa sobrevida, porém frequentemente
sao incuraveis (GREENLEE et al., 1990; JAFFE et al., 2001; FOURNELL-FLEURY et
al., 2002; PONCE et al., 2010). No céo, o linfoma com imunofenétipo B (LB) pode
ser marcado pelos anticorpos contra o cluster de diferenciagdo: CD21, CD79. O
PAX-5 e o linfoma de célula como o imunofendtipo T (LT) podem ser marcados
pelos anticorpos contra o cluster de diferenciacdo: CD3, CD4, CD8, CD49
(FOURNELL-FLEURY et al., 2002). O linfoma também pode ser imunofenotipado em
LT ou LB pela citometria de fluxo (COMAZZI; GELAIN, 2011) e pela reacdo em
cadeia de polimerase (GENTILINI et al., 2009).

Algumas racas, como Cocker Spaniel e Pinschers, sdo mais predispostas ao
desenvolvimento de linfoma de célula B. Ja a raca Boxer tem predisposicdo ao
linfoma T e os Golden Retriviers ao linfoma B e ao linfoma T (WITHROW,
MACEWEN'S, 2007).
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Entretanto a imunofenotipagem € pouco utilizada na rotina, devido ao alto
custo, mas tem ganhado espaco por sua importancia (FISHER et al., 1995; MILNER
et al., 1996; FOURNEL FLEURY et al.,1997).

2.7 DIAGNOSTICO, TRATAMENTO E PROGNOSTICO

O diagndstico do linfoma é efetuado de acordo com a anamnese, achados
fisicos (palpacao dos linfonodos, palpacdo abdominal, palpacéo retal, inspecao das
mucosas, mensuracdo da temperatura), exames complementares (hemograma
completo, perfil bioquimico sérico, radiografia, ultrassonografia, tomografia
computadorizada, mielograma, ressonancia magnética). O diagndstico definitivo é
feito pelo exame histopatolégico. Nos animais € frequente o uso da citologia para
diagnosticar o linfoma (WHITROW;MACEWEN, 2001, 2001;ETTINGER, 2003;
FELDMAN et al., 2004 ;COUTO, 2009).

Os animais podem apresentar sinais clinicos inespecificos, como anorexia,
polidria/polidpsia, letargia, dispnéia, diarréia, emese, hemorragias, hepatomegalia,
esplenomegalia, perda de peso e alteracdes neuroldgicas (GAVAZZA et al., 2009;
NORTH ; BANKS, 2009). Deve-se levar em conta também a sindrome
paraneoplasica. O sintoma paraneoplasico frequentemente encontrado no linfoma T
é a hipercalcemia. Nessa sindrome, semelhantemente ao que ocorre com a acao do
paratormoénio, ha a liberacdo de fatores de reabsorcéo 6ssea e do fator ativador de
osteoclastos e pode haver fratura 0ssea espontanea. Além disso, sdo liberados
fatores humorais, como a interleucina 1 (IL-1), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), o fator transformador de crescimento tumoral beta (TGF-B) e os analogos de
vitaminas D (MEULTEN, 2002; FOURNEL-FLEURY et al.,, 2002). A liberacdo de
paraproteinas (secretor de imunoglobulina) pode alterar a funcdo plaquetaria
(trombocitopenia em 30% a 50% dos casos) e causar epistaxe, diatese hemorragica
e sindrome da hiperviscosidade (WHITROW;MACEWEN, 2001;MACEWEN;YOUNG,
2001).
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Também podem ser observados na sindrome paraneoplasica os quadros de
neutrofilia (25 a 40% dos caes com linfoma), de linfocitose (20% dos cédes com
linfoma), de hipoproteinemia em cdes com linfoma alimentar e de gamopatia
monoclonal (em 6% dos casos). Pode ocorrer também o aumento do nitrogénio e da
creatinina sérica (quando houver a infiltragdo do tumor) e o aumento da bilirrubina e
das enzimas hepaticas (quando houver a infiltragdo hepética) (WHITROW,
MACEWEN, 2007).

Em um levantamento de 54 cades diagnosticados com linfoma no Hospital
Veterinario da Universidade Estadual de Sédo Paulo (UNESP), na regido de
Botucatu, as alteracbes hematoldgicas mais frequentes foram a anemia, a
leucocitose, a neutrofilia, a hipercalcemia e a hiperglobulinemia (CARDOSO et al.,
2004).

Na radiografia toracica desses caes, 60 a 75% dos cdes com linfoma
multicéntrico apresentaram altera¢gfes, como a linfoadenomegalia toracica esternal e
traqueobronquial e a linfoadenomegalia cranio-mediastinal (20%). E possivel
observar um aumento dos linfonodos iliacos e mesentéricos, do baco ou do figado
em 50% dos casos usando-se a radiografia abdominal (WHITROW;MACEWEN,
2007).

O tratamento cirurgico € utilizado com uma maior frequéncia nos casos de
linfoma com o estagio | ou de linfoma extranodal solitario. Outro tratamento
disponivel é o transplante autdlogo da medula 6ssea (NORTH; BANKS, 2009). Os
animais sem tratamento geralmente morrem dentro de 4 a 6 semanas
(WHITROW;MACEWEN, 2007). A radioterapia também pode ser utilizada quando o
linfoma for de estagio | ou I, sendo associada ao transplante de medula éssea ou ao
transplante de célula tronco. Também € utilizada apdés a remissdo do linfoma
induzida pela quimioterapia, porém ainda é preciso mais estudo sobre o real ganho
terapéutico (WHITROW;MACEWEN, 2007).

Como o linfoma canino é mais agressivo do que no ser humano, o tratamento
de eleicdo € a quimioterapia. Os linfomas de baixo grau ndo apresentam uma
remissdo completa e sdo considerados indolentes. Ao contrério, os linfomas de alto
grau sao considerados agressivos, porém respondem melhor ao tratamento
quimioterapico e podem ter uma remissdo completa (FOURNEL-FLEURY et al.,
1997).
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Geralmente observa-se uma remissdo completa em 60 a 80% dos caes com
linfoma tratados com a quimioterapia. O tempo médio de sobrevida é em torno de 6
a 12 meses e somente 10% sobrevivem por dois anos ou mais, em contraposi¢cao ao
tempo meédio de sobrevida de apenas 26 dias de um c&do que ndo responde ao
tratamento (PONCE et al.,2004; ETTINGER; FELDMAN, 2004; VAIL; YOUNG, 2007;
YOUNG;RICKINSON, 2007; ARESPACOCHAGA et al., 2007).

Existem varios protocolos de quimioterapia. O tratamento com a doxorrubicina
é feito com 5 aplicacdes, com trés semanas de intervalo entre elas. O tempo médio
de sobrevivéncia usando-se a doxorrubicina é de 8 a 10 meses. As terapias
individuais, como com a predinisona, podem levar ao desenvolvimento de
resisténcia as multiplas drogas (MDR). Além disso, o cdo em monoterapia pode ter
menos remissao e menor sobrevivéncia, caso se decida mais tarde associar um
protocolo combinado. A utilizagdo apenas da prednisona leva a um tempo médio de
sobrevivéncia de 60 dias (VAIL ; YOUNG, 2007; YOUNG;RICKINSON, 2007,
WHITROW;MACEWEN, 2007).

O anticorpo monoclonal Rituximabe, obtido pela engenharia genética, age
pela deplecao seletiva dos pré-linfocitos e dos linfécitos B maduros por até 6 meses,
voltando a normalidade em 9 a 12 meses. A posologia é de 375 mg/m?, administrada
por via intravenosa, uma vez por semana, durante quatro semanas ou uma vez a
cada trés semanas,quanto utilizada em combinacdo com outros agentes anti-
neoplasicos (COIFFIER et al., 2002)

Os diversos protocolos quimioterapicos surgem em parte por causa da
resisténcia aos agentes antineoplasicos. A poliquimioterapia € a mais efetiva para o
combate do linfoma (HOSKINS, 2001).

O tratamento quimioterapico COP (COTTER; GOLDSTEIN, 1993) € um dos
exemplos da poliquimioterapia e envolve uma combinacdo de vincristina (4
aplicacoes intravenosas semanais, com intervalo de 3 semanas), a prednisona (via
oral, por 6 meses) e a ciclofosfamida (via oral, por 4 dias, a cada 3 semanas). A
remissao ocorre em 60 a 90% dos casos, ap0s 3 a 6 meses, e 0 tempo de
sobrevivéncia varia de 6 a 12 meses (VAIL; YOUNG, 2007; YOUNG;RICKINSON,
2007).
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O esquema CHOP (associacéo de ciclofosfamida, doxirrubicina, vincristina e
prednisona) foi o primeiro protocolo quimioterapico e ainda é a primeira opgao
terapéutica em linfomas agressivos. Geralmente induz a uma completa remissdo em
60 a 90% dos caes e tem uma média de sobrevida de 6 a 12 meses e somente 20 a
25% dos caes sobrevivem mais do que 2 anos (WHITROW;MACEWEN, 2007).

Atualmente, a associa¢cdo do protocolo CHOP com o Rituximabe (CHOP-R)
tem demonstrado mais eficiéncia, em relacédo ao protocolo CHOP (COIFFIER et al.,
2002).

O protocolo Madison-Wisconsin, o mais utilizado atualmente, constitui-se de
vincristina, doxorrubicina, ciclofosfamida, prednisona e L-asparaginase. As
aplicacdes intravenosas sao semanais, durante 9 semanas, e, depois, a cada 2
semanas, até a 25° semana. Usa-se junto a prednisona via oral oule a
ciclofosfamida. Este protocolo geralmente fornece uma remissao de 80 a 90% e uma
maior média de tempo de sobrevida, de 12 meses. A remissdo média varia de 10 a
14 meses, com 25% de sobrevida de 2 anos (HOSOYA et al., 2010).

Alguns dos efeitos adversos da quimioterapia sdo a mielotoxicidade, que é
frequente e grave, e a neutropenia. Porém em menos de 2 semanas a medula 0ssea
comeca a se recuperar (LANORE; DELPRAT, 2004).

A resisténcia as drogas geralmente esta relacionada com o gene MDR-1, que
controla a expressédo do MDR e a expressao de P-glicoproteina. Ambos atuam como
uma bomba, ejetando a droga para fora e impedindo sua a¢édo no local do tumor
(WHITROW;MACEWEN, 2007).

O prognostico depende do estdgio da doenca (estadiamento e
histopatolégico), do uso de corticoéide, da presenca ou ndo das sindromes
paraneoplasicas. Sao considerados também influenciadores do progndstico as
condicdes do préprio paciente e a condi¢do financeira do proprietario. Os fatores
mais relevantes a um progndstico desfavoravel sdo: subestagio b, células do tipo T,
pré tratamento prolongado com corticoides, linfoadenopatia craniomediastinal e
localizacdo anatdbmica (medula déssea, cutanea, alimentar; acometimento
hepatoesplénico) (WITHROW; VAIL, 2007; GAVAZZA et al., 2009).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

O linfoma € uma neoplasia maligna de tecido linféide, altamente prevalente em caes
e no homem. O linfoma pode ser causado causado por multiplos fatores, tais como a
predisposi¢cao genética e os fatores ambientais. A etiologia do linfoma canino é ainda
desconhecida. A maioria dos estudos identifica os fatores ambientais como um risco
para o desenvolvimento de linfoma em cdes, mas o0s resultados ainda sao
controversos (HAYES et al.,, 1991, 1995; GAVAZZA et al., 2001; PASTOR et al.,
2009; MARCONATO et al., 2009).

O objetivo deste trabalho é realizar avaliagbes epidemioldgica, morfolégica e
fenotipica, abordando a populagéo canina com linfoma e a sua associacdo com 0s

fatores ambientais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Realizar de um estudo retrospectivo, abordando o diagnéstico e a
imunofenotipagem dos linfomas em cées;

-Avaliar a possivel associacdo entre os fatores de riscos ambientais e o
desenvolvimento do linfoma, por meio de um guestionario epidemiolégico;

-Avaliar a localizacdo geografica dos casos de Linfoma ndo Hodgkin canino e do

humano e sua possivel associacao.
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4.1.1 INTRODUCAO

O linfoma é um tumor maligno do tecido hematopoiético, causado pela
expansao clonal maligna das células linféides. O linfoma é considerado a neoplasia
hematopoética mais comum em caes, encontrado em 83% das neoplasias
hematopoiéticas (DALEK et al., 2009; DE MOURA et al., 2003; VAIL; YOUNG,
2007).

A etiologia do linfoma canino € pouco caracterizada. De acordo com a
literatura atual, a incidéncia de linfoma ndo Hodgkin em cées € de 33 casos por 100
mil cdes por ano (FOURNEL-FLEURY et al., 1997;VEZZALI et al., 2010).

A idade média do paciente canino acometido pelo linfoma é em torno de 6,7
anos e nao ha predilecdo por género em cédes com linfoma (TESKE et al., 1994,
CARLTON; MCFAVIN, 1998; DOBSON et al., 2001)..

As ragcas mais predispostas ao linfoma sdo: Boxer, Scottish terrier, Basset
hound, Airedale terrier, Chow Chow, Pastor Alemao, Poodle, Sdo Bernardo, Beagle,
Golden Retriever e Buldogue (RALLIS et al, 1992; TESKE et al., 1994;
VONDERHAAR; MORRISON, 1998).

As formas anatomicas do linfoma canino sao classificadas em quatro grupos:
multicéntrico, alimentar, mediastinal e extranodal (renal, SNC, e cutanea) (WHO,
2001).

A classificacdo histopatologica do linfoma canino € ainda controversa. As
classificacdes histologicas mais utilizadas para o linfoma canino séo a classificacéo
de Kiel atualizada (PONCE et al., 2010) e o Linfoma Europeu-Americano Revisado
(REAL), adaptada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2002 (FOURNEL-
FLEURY et al.,, 2002; VEZZALI et al., 2010). A classificacdo de Kiel atualizada é
baseada no tipo celular (centroblastico, imunoblastico e centrocitico) e no
imunofendtipo (células T ou B). E uma classificacdo importante, devido ao seu
potente valor prognéstico para determinar o tempo da reincidéncia nos animais sob
tratamento e para estimar o tempo de sobrevida (FOURNEL-FLEURY et al., 1997,
2002; PONCE et al., 2004, 2010).
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A classificacdo Working Formulation é baseada no padréo tecidual (difuso ou
folicular) e no tipo celular (pequeno clivado, grandes e imunoblastico), mas nao inclui
a imunofenotipagem, e ndo se correlaciona com o progndstico (SUZANO, 2004). A
nova classificacdo, chamada REAL-classificacdo da OMS, acrescentou a
imunofenotipagem ao diagnostico de linfoma canino (VEZALLI et al., 2010).

A imunofenotipagem pode ser usada como uma ferramenta de prognéstico, ja
que o linfoma T esta correlacionado com a alta frequéncia de reincidéncia e com
uma menor sobrevida apds o tratamento, em comparacéo com o linfoma de célula B
(VAN PELT; CONNOR, 1968; VAIL et al.,, 1968, 1996; TESKE et al., 1994;
FORUNEL-FLEURY et al., 1997; RUSLANDER et al., 1997; DOBSON et al., 2001;
PONCE et al., 2004).

O objetivo deste estudo é classificar e imunofenotipar os linfomas caninos
diagnosticados pelo Servico de Patologia Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, Brasil.

4.1.2 MATERIAIS E METODOS

* Amostras
Foram coletados 65 blocos de parafina de linfomas caninos, fixados em formaldeido,
durante o periodo de 1995 a 2009, pelo Servico de Patologia Animal da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, Brasil. Os
linfomas caninos foram diagnosticados morfologicamente, de acordo com a
classificacdo de Kiel atualizada. Foram coletados dados como a raca, 0 género e a
idade.
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* Imuno-histoquimica

Para a realizacdo da imuno-histoquimica, o0s cortes dos materiais
diagnosticados com linfoma foram colocados em Ilaminas silanizadas e
desparafinadas. Ap6s o bloqueio da peroxidase endégena com H,O, a 10% no
microondas por 15 minutos, as laminas foram incubadas com anticorpos primarios
anti-CD79a (clone M7051 Dako), diluidos em 1:50, e anti-CD3 (coelho policlonal,
Dako), diluido em 1:100, durante a noite, a uma temperatura de 4C (geladeira).
Foram utilizados os anticorpos secundarios, a estreptavidina biotina (LSAB) e a
revelacdo com a 3,3"-diaminobenzidina (DAB). Os controles negativos foram
obtidos através da execucdo dos mesmos passos da reacdo imuno-histoquimica,

omitindo o anticorpo primario.

» Classificacado histopatoldgica

Os tipos histolégicos foram diagnosticados pelo tamanho das células, pela
morfologia dos nucleos e pelo indice de mitose, de acordo com a classificagdo de
Kiel (MOULTON; HARVEY, 1990; FOURNEL-FLEURY et al.,1997; FAN; KITCHELL,
2002; PONCE et al., 2004). O tamanho da célula foi definido como pequeno,
(tamanho do nucleo menor que uma hemacia), médio (tamanho do ndcleo igual a
hemécia) e grande (tamanho do ndcleo maior do que duas hemécias). O indice
mitético foi contabilizado em 10 campos, com um aumento de 400x por amostra.
Desse modo, o linfoma foi classificado com 2 indices mitéticos: baixo e o alto. Foi
considerada como indice mitotico baixo a amostra que apresentava 0-2 mitoses em
dez campos, no aumento de 400x, e foi considerad como indice mitético alto, a que
tinha = 6 mitoses em dez campos, no aumento de 400x (FOURNEL-FLEURY et
al.,1997, 2002; PONCE et al., 2004, 2010).



57

4.1.3 RESULTADOS

Neste estudo retrospectivo foi possivel identificar a prevaléncia da raca dos
cées: sem raca definida (43%; n=28), seguida pela raca Boxer (14%, n=9), Pastor
Alemao (11%, n=7), Fox Paulistinha (3%, n=5), Poodle (3%, n=5), Rottweiler (3%,
n=5), Doberman (3%, n=2), Pit bull (2%, n=1), Pinscher (2%, n=1), Fila brasileiro
(2%, n=1), Schnauzer (2%, n=1), Dogue Aleméao (2%, n =1), Scotch terrier (2%, n=1
), Cocker Spaniel (2%, n=1), Teckel (2%, n=1), Golden Retriever (2%, n=1) e
Labrador (2%, n=1) observados na figura 3.

Figura 3-  Distribuicdo do linfoma em cées, de acordo com a raca. Servico da
Patologia Veterinaria da FMVZ-USP, Brasil, de 1995 a 2009
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Dos 65 linfomas caninos, 30 casos eram de fémeas e 35 eram de machos.
A distribui¢cdo do linfoma canino foi maior na faixa etéria de 5-9 anos (45% total de
casos), seguida pela faixa etaria de 10-13 anos (34%), sendo que 17% tinham idade
abaixo de 4 anos e 5% tinham idade acima de 14 anos. A idade média foi de 8,7
anos, com um intervalo de 5 meses a 15 anos.

A distribuicdo anatdmica mostrou que 37% (n=24) dos casos eram
multicéntricos, 23% (n=15) dos casos eram extranodais, 20% (n=13) dos casos eram
cutaneos, 18% (n=12) estavam no trato digestério e 2% dos casos (n=1) eram
mediastinais. Em relacdo ao resultado da imunofenotipagem, 55 (85%) tiveram
origem de células T e 10 (15%) tiveram origem de células B e nenhum tinha dupla
marcacao positiva ou negativa de células B e células T.
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Dos diferentes subtipos morfolégicos do linfoma canino, foram diagnosticados
6 subtipos de linfoma B e 11 subtipos do linfoma T. A respeito do indice mitético,
51% (n=33) dos linfomas T tiveram um alto indice mitético e 34% (n=22) tiveram um
baixo indice mitético. No linfoma B, 9% (n=6) tiveram um alto indice mitético e 6%
(n=4) tiveram um baixo indice mitético.

Os linfomas T foram classificados como: 19 (34%) como sendo de célula
pequena pleomorfica, 11 (20%) de linfoma T cutédneo de alto grau, 10 (18%) de
linfoblastico, 4 (7%) de célula grande granular agressiva, 3 (5%) de pleomdrfico
mista, 2 (4%) de linfoma T cutaneo de baixo grau, 2 (4%) de células pleomorficas
grandes, 2 (4%) de plasmocitéide, 1 (2%) de imunobldstico e 1 (2%) de

prolinfocitico, como mostrado na figura 4 .

Figura 4 -  Classificacdo histologica do linfoma T canino. Servico da Patologia
Veterinaria da FMVZ-USP, Brasil, de 1995 a 2009
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Os subtipos histolégicos do linfoma T cutaneo foram classificados da seguinte
forma: 7 (54%) sendo pequeno cerebriforme (micose fungoide), 2 (15%)
cerebriforme de grandes células em transformacao imunoblastica, 2 (15%) blasticas,
1 (8%) monocitdide e 1 (8%) cerebriforme de células pequenas, como observado na

figura 5.
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Figura5-  Classificacdo histolégica do linfoma T cutdno canino. Servico da

Patologia Veterinaria da FMVZ-USP, Brasil, de 1995 a 2009
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Os 10 linfomas B foram classificados como: 3 (30%) sendo centroblastico
polimorfico, 2 (20%) Burkitt, 2 (20%) linfoplasmocitario, 1  (10%)
anaplasico/mediastinal, 1 (10%) linfocitico de célula pequena e 1 (10%)

prolinfocitico, como representado na figura 6.

Figura 6 - Classificacdo histolégica do linfoma B canino. Servico da Patologia
Veterinaria da FMVZ-USP, Brasil, de 1995 a 2009
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A fotomicrografia de alguns subtipos de linfoma T e B esta representada nas
figuras 7, 8, 9, 10, 11e 12.
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Figura 7- Baco. Linfoma B, subtipo Burkitt. Células de tamanho
intermediario com nucleo redondo, cromatina irregular e nucléolo evidente.
Padréo‘starry sky’, devido a alta concentracdo de macréfagos reativos.
Hematoxilina & Eosina (H&E), aumento 400x. Bar=10um. Figura 8 - Bago.
Linfoma B, subtipo Burkit marcado com CD79. Imunofenotipagem, aumento
400x. Bar=10pum. Figura 9- Linfonodo - Linfoma B subtipo
mediastinal/anaplasico. Grandes células anaplasicas com abundante
citoplasma. H&E, aumento 400x. Bar=5um. Figura 10 - Intestino. Linfoma T
subtipo linfocitico de pequenas células. Células de tamanho pequeno com
ndcleo redondo e auséncia de nucléolo positivos para CD3.
Imunofenotipagem, aumento 400x. Bar=10um. Figura 11-. Linfonodo.
Linfoma T subtipo linfoblastico. Células de tamanho intermediario com
ndcleo vesicular, cromatina periférica, nucléolo pequeno evidente. H&E,
aumento 400x. Bar=10pum. Figura 12- Linfonodo. Linfoma T subtipo
plasmocitéide. Grandes células com nudcleo excéntrico, binucleacéo
occasional, citoplasma acidofilico. H&E, aumento 400x. Bar=10um. Servico
da Patologia Veterinaria da FMVZ-USP, Brasil, de 1995 a 2009
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4.1.4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

Neste estudo, 65 linfomas caninos foram classificados histologicamente e
imunofenotipados, oriundos do Servico de Patologia Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (Brasil), durante os
anos de 1995 a 2009. O Servico de Patologia Animal é responséavel pelo diagndstico
de biopsias e necropsias derivados do Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, bem como de
clinicas e hospitais veterinarios privados e de outras instituicdes publicas ou
privadas.

A maioria dos estudos descreve que cdes sem raca definida (SRD) sdo os
mais predispostos a apresentarem linfoma, seguidos pelo Pastor Alemao.
Entretanto, o Pastor Alem&o foi a terceira raca mais predisposta neste estudo
(CARLTON; MACGAVIN, 1998; MORENO; BRACARENSE, 2007; VEZZALI et al.,
2010). Os caes sem raca definida foram os mais afetados pelo linfoma, seguidos
pela raca Boxer, similarmente a outros estudos (TESKE et al., 1994; SUZANO,
2004). A maioria dos caes com linfomas T detectados pela imunofenotipagem era da
raca Boxer.

A idade média dos cées foi de 8,7 anos (5 meses a 15 anos). O linfoma
canino acomete uma maior faixa etaria, entre 5 e 9 anos. Alguns trabalhos mostram
uma idade média variando entre 5,9 e 8 anos, similarmente ao resultado desse
trabalho (VAN PELT; CONNOR, 1968; MADEWELL, 1985; TESKE et al., 1994;
LURIE et al., 2008; PONCE et al., 2010). A faixa etaria dos cades acometidos pelo
linfoma diverge de um estudo ao outro. Alguns mostram que o linfoma canino é
prevalente entre 6 e 10 anos, com a idade média de 6,58 (SUEIRO et al., 2004).
Outros identificaram 54,4% dos linfomas com idade acima de 6 anos e idade média
de 7,2 anos, similarmente a outros resultados, que mostraram 80% dos que tinham
linfoma tinham entre 5 e 11 anos, com idade média de 5,9; outro identificou 80% dos
casos variando entre 4 e 13 anos e outro obteve uma faixa etaria entre 1 e 16 anos,
com idade média de 7,9 anos (SEQUEIRA, 1992; SUZANO, 2004; MORENO;
BRACARENSE, 2007; VEZALLI et al., 2010).
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Neste estudo, os cdes machos foram mais acometidos pelo linfoma do que as
fémeas. Porém ndo houve predilecdo de género estatisticamente significante. A
literatura apresenta alguns trabalhos mostrando a predominancia dos machos
acometidos pelo linfoma (SEQUEIRA;FRANCO,1992; DALEK et al., 2009).

Apesar da divergéncia dos dados epidemioldgicos, acredita-se que o género
nao seja um fator de risco ao desenvolvimento do linfoma nos cdes (MOULTON,;
HARVEY, 1990; JACOBS et al., 2002; MORENO; BRACARENSE, 2007).

O linfoma multicéntrico foi 0 mais diagnosticado nesta pesquisa, seguido pelo
extranodal. Estes resultados s&o similares a outros encontrados na literatura (FAN;
KITCHELL, 2002; LURIE et al., 2004; SUEIRO et al., 2004; SUZANO, 2004;
MORENO; BRACARENSE, 2007; PONCE et al., 2010; VEZALLI et al., 2010).

O papel da imunofenotipagem dos linfomas € diferenciar o linfoma de outras
proliferacdes ndo neoplasicas, além de avaliar o prognostico do paciente. O linfoma
T esta associado a um progndstico ruim, ao contrario do linfoma B, que na maioria
das vezes estd associado a um bom prognostico, previamente reportado na
medicina veterinaria e humana (WHO, 2001; PONCE et al.,, 2004; ASTER, 2004,
MORENO; BRACARENSE, 2007). Os achados mostram que o linfoma T foi o mais
comumente diagnosticado (85% dos casos), similarmente a outros resultados
(LURIE et al., 2004; PONCE et al., 2004; MODIANO et al., 2007).

Outros estudos, em diferentes paises, encontraram um predominio do linfoma
B (60-80%) em caes, similarmente aos resultados em seres humanos, que mostram
o linfoma B em 80 a 85%, com excecdo da Asia (ASTER, 2004; WILKERSON et al.,
2005; MODIANO et al.,, 2007; LURIE et al., 2008; PONCE et al., 2004, 2010;
WILLIAN et al.,, 2010). Na literatura, 22% dos linfomas caninos sao classificados
como mistos (dupla marcacdo de célula T e B) e menos de 5% nao sao
imunorreativos, similarmente aos estudos humanos (FOURNEL-FLEURY et al.,
2002; VAIL; YOUNG, 2007).

O mais frequiente subtipo do linfoma T encontrado neste estudo foi o de célula
pequena pleomodrfica, seguido pelo linfoma T cutaneo de alto grau e pelo
linfoblastico. A alta prevaléncia do linfoma T cutaneo foi relatada por alguns estudos
(FOURNEL-FLEURY, 1997, 2002; SUZANO, 2004). Em contraste com outro
trabalho, detectou-se um maior nimero de linfoma cutaneo T de baixo grau (9%),
em relacdo ao de alto grau (3%) (MOULTON; HARVEY, 1990).
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Em relagéo ao linfoma T, neste estudo foram obtidos 4% de linfoma cutaneo
de baixo grau e 20% de linfoma cutaneo de alto grau. Dentro dos subtipos do
linfoma T cutédneo foram observados: 7 (54%) de pequeno cerebriforme, 2 (15%) de
célula grande cerebriforme com transformacao imunoblastica, 2 (15%) de blastico, 1
(8%) monocitdide e 1 (8%) de pequena célula cerebriforme. Outra pesquisa
encontrou um predominio do linfoma pequeno, misto e de grande célula pleomoérfica
(FOURNEL-FLEURY et al., 1997). Outros artigos descreveram um predominio do
linfoma pleomarfico misto (6%), seguido pelo plasmocitéide (3%), pelo de células
grandes pleomorficas, pelo imunoblastico e pelo de célula grande granular agressivo
(MOULTON; HARVEY, 1990).

O mais frequente subtipo de linfoma B foi o centroblastico polimorfico,
seguido pelo Burkitt e pelo linfoplasmocitario, de acordo com a classificacdo de Kiel
update (FOURNEL-FLEURY et al., 2002; FAN; KITCHELL, 2002; SUZANO, 2004;
SUEIRO et al., 2004). Outros estudos descrevem um predominio do centroblastico
polimorfico (38%), seguido por outros subtipos, como de zona marginal (11%),
imunoblastico (8%), Burkitt (2%), 1% de linfoplasmocitario, 1% de plasmocitdide e
outros com uma porcentagem menor que 1% (pequeno linfocitico, prolinfocitico,
centrocitico-centroblastico, anaplasico/medianstianl e pequena células néo
especifica) (MOULTON; HARVEY, 1990).

Os dados epidemioldgicos dos linfomas caninos sdo controversos na
literatura. Existe uma variacao de racas predispostas, diferentes fenoétipos, diferentes
tipos e subtipos, comportamento bioldgico varidvel e diferente resposta ao
tratamento. Varia também de acordo com a regido ou pais, fazendo com que o
linfoma canino seja um desafio epidemioldgico, clinico e patoldgico, cuja etiologia
ainda é desconhecida.Este estudo mostrou que cdes sem raca definida foram mais
acometidos pelo linfoma, seguido pela raca Pastor Alemé&o. A idade média foi de 8,7
anos. Nao houve predilecéo de género. O linfoma T foi predominante na raca Boxer.
O tipo multicéntrico foi 0 mais comumente encontrado. Os subtipos mais comuns
foram o de célula pequena pleomorfica no linfoma T e centroblastica no linfoma B.
Esses dados representam uma importante ferramenta epidemiologica para o avango
de melhores métodos de pesquisa, prevencao e tratamento do linfoma canino. Os
possiveis e inuameros fatores que possam contribuir para o desenvolvimento do

linfoma canino ainda sdo desconhecidos e requerem futuras pesquisas nesta area.



64

4.2 CAPITULO I

Manuscrito submetido a Preventive Veterinary Medicine

Relato de uma pesquisa para detectar fatores ambien tais relacionados ao
desenvolvimento de linfomas caninos.
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4.2.1 INTRODUCAO

A incidéncia de cancer em animais de estimacdo vem crescendo ano a ano. O
aumento dessa incidéncia tem sido atribuido a expectativa de vida desses animais e
a proximidade com os seres humanos. Por se exporem as mesmas condi¢cdes
ambientais que os humanos, os caes podem desenvolver doencas semelhantes,
podendo ser utilizados como sentinelas para o estudo da epidemiologia e da
etiologia do céancer em seres humanos (BACKER et al., 2001;GAVAZZA et al.,
2001;WITHROW et al., 2007 ; BREEN et al., 2008).

O uso de cées para se avaliar o risco de desenvolvimento de cancer em seres
humanos tem uma série de vantagens. O Linfoma ndo Hodgkin (LNH), o
osteossarcoma, 0 melanoma, o carcinoma de prdstata, o carcinoma do pulméo, o
carcinoma mamario e os sarcomas dos tecidos moles se comportam de forma
analoga entre os caes e os humanos, por exemplo. Além disso, a grande populacéo
canina proporciona um numero suficiente de animais a pesquisa (BACKER et al.,
2001; KHANNA et al., 2006).

Linfoma ndo Hodgkin (LNH) compreende um grupo heterogéneo de doencas
malignas do tecido linféide que tém diferentes subtipos histologicos e caracteristicas
clinicas. E a quinta forma mais comum de cancer em seres humanos e o terceiro em
cées. A etiologia da doenca permanece desconhecida e uma variedade de fatores
causais tem sido proposta (FOURNEL-FLEURY et al., 1997; FISHER; FISHER,
2004).

Fatores ambientais tém sido investigados e sao suspeitos de participacdo no
desenvolvimento de linfoma em humanos e em cées, especialmente o herbicida
acido 2,4 diclorofenoxiacético (GARABRANT; PHILBERT, 2002), a fumaca do
tabaco (STAGNARO et al., 2004; ROZA; VIEGAS, 2007), o tipo de dieta (CROSS;
LIM, 2006; SKIBOLA, 2007), a contaminacdo dos alimentos (ROHRMANN et al.,
2011) e a poluicdo ambiental em geral (GAVAZZA et al.,, 2001; HORDERN, 2005;
MARCONATO et al., 2009; GOUVEIA;PRADO, 2010; MERLO et al., 2010).
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A cidade de S&@o Paulo € considerada altamente produtora de poluicdo
ambiental, oriunda principalmente da circulagdo de cinco milhées de carros e de um
milhdo de motocicletas. Essa cidade é a maior da América do Sul e a quarta maior
do mundo. A populacdo do estado de S&do Paulo é de 18,6 milhdes (IBGE,2010).
Existem 11.244.369 habitantes na cidade de S&o Paulo (IBGE,2010) e 2.508.401
cées, sendo a relagdo cao/habitante de 1:4(CANATO,2010).

Os poluentes do ar sdo compostos por material particulado em suspensao
(PM, que pode assumir a forma de poeira, fumaca e névoa), poluentes gasosos
(como o didéxido de enxofre - SO, e o dioxido de nitrogénio - NO,), dentre outros.
Veiculos motores, principais fontes de poluentes nas megacidades, podem emitir
material particulado (PM), oxido nitrico - NO, (referidos em conjunto como NOX),
monoxido de carbono (CO) e compostos organicos (CETESB, 2004).

O ar poluido causar hospitalizacédo por problemas respiratérios, diminuicdo do
sistema imunitario e dano celular, além do aumento do risco de desenvolvimento de
varios tipos de neoplasias (CURY et al.,2000; PASTOR et al,2009; PAZ et al.,2009;
MERLO et al, 2010; PEREIRA et al.,2011; ABBA et al, 2011; CHAKRABORTY,2011;
KLIUCININKAS et al, 2011;LIOY et al, 2011).

Este trabalho tem como objetivo realizar um estudo caso-controle em cées
com linfoma e em cées saudaveis (controle), por meio de um questionario
epidemioldgico aplicado aos proprietarios de caes, e avaliar a associacdo entre as
variaveis independentes (fatores ambientais) e o risco de desenvolver o linfoma em

caes.
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4.2.2 MATERIAIS E METODOS

* Delineamento da populacéo

Para avaliar a relacao entre os fatores de risco em cées e o desenvolvimento
de linfoma, coletaram-se os dados de 83 casos de linfoma e de 84 controles, de
marco a agosto de 2010. Foram escolhidas 5 representantes que participaram desta
pesquisa (clinicas, clinica oncoldgica, centro de diagndéstico): Hospital Veterinario e
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo (FMVZ-USP), localizado na regido Sul; Hospital
Veterinario da Universidade Anhembi Morumbi, localizado na regido Leste; Hospital
Veterinario Reboucas, localizado na regido Oeste; Hospital Veterinario da
Universidade de Santo Amaro e a PROVET (diagndstico em oncologia veterinaria),
localizadas na regiao Sul.

Os casos de linfoma foram diagnosticados pelo método histolégico e
citolégico. Para compor o grupo controle foram selecionados cdes diagnosticados
com problemas traumaticos (principalmente fraturas), problemas dentarios, ou que
vieram ao hospital para realizar um exame de rotina, sem o diagndstico de cancer,
residentes nas mesmas areas geograficas que os cades com linfoma, e admitidos as
mesmas redes de hospitais. Os critérios de exclusdo foram: cdes com diagndstico de
doencas infecciosas, cdes com diagndstico de outros tipos de cancer e caes

diagnosticados com mais de um tipo de cancer.

» Entrevista
Os proprietarios, cujos caes possuiam ou ndo linfoma, foram entrevistados
pessoalmente ou por telefone. Foi utilizado um questiondrio com duas paginas
contendo dados epidemiolégicos do animal (género, racga, idade), estilo de vida do
cdo (tipo de alimento, tipo de &gua, exposicdo as substancias diferentes,
proximidade de ondas magnéticas) e dados sobre o proprietario (mora em casa ou
em apartamento, endereco, cep, fumante ou nao, tipo de cigarro, dentre outros). Os
dados foram coletados e aplicados apenas pela bolsista de iniciacdo cientifica deste
estudo (Danielle Zanini). O questionario foi aplicado durante o periodo de marco a

agosto de 2010, como mostrado no Apéndice A.



68

Analise estatistica

A associacdo de linfoma com possiveis fatores de risco foi acessada pelo
teste do qui-quadrado (analise univariada). Variaveis que apresentaram um valor p <
0,20 foram submetidas a andlise de regressdo logistica (analise multivariada). P
<0,005 foi considerado significativo. Todas as analises foram realizadas com o
software SPSS verséo 9.0 (SPSS Inc., Chicago IL).

4.2.3 RESULTADOS

Foram entrevistados proprietarios de 83 cédes com linfoma e de 84 controles,
com média de idade de 9,5 anos para os casos de linfoma (2-17 anos) e de 8,5 anos
para os controles (2-15 anos). Nao houve diferenca estatisticamente significante
entre 0s géneros.

Dentre os caes com linfoma, 61% (n=51) eram de raca e 39% eram sem raca
definida (n= 32) e, dentre o grupo controle, 64% (n= 54) eram caes de raca e 36%
eram caes sem raca definida (n= 35). As ragcas mais comuns do grupo controle
foram: Poodle (18%, n= 15), Cocker (10%, n= 8), Yorkshire (6%, n=5), Teckel (5%,
n = 4), Rotweiller, Labrador, Dalmata, Chihuahua, Boxer e Sheepdog - 2,5% cada
(n= 2), Staffordshire Terrier, Schnauzer, Pinscher, pastor Aleméao, Lhasa Apso, Dogo
Argentino, Boston Terrier, Border Collie e Basset hound - 1% cada (n = 1).

As racas mais comum dos caes diagnosticados com linfoma foram: Cocker
(7%, n=6), Rotweiller (6%, n=5), Boxer, Bull Terrier, Teckel e Poodle - 5% cada (n =
4), Labrador (4%, n= 3), Bernese Mountain Dog, Collie, Pit Bull, Setter Irlandes e
Weimaraner (2,6% cada, n= 2), Basset hound, Beagle, Doberman, Dogue de
Bordeaux, Golden Retrivier, Husky Siberiano, Pinscher, Schnauzer, Shar Pei, Fox

terrier e Yorkshire - 1% cada (n=1).
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Tabela 1- Andlise univariada de todas as variaveis de 83 casos de caes com linfoma
e de 84 casos controle, de margo a agosto de 2010

Variaveis Valor de
p
Peso <0,001
Uso de wi fi perto do céo <0,001
Casa ou apartamento 0,01
Uso de incenso, velas, perfumes, 6leos perfumados 0,01
Caes que vivem dentro ou fora da casa 0,02
Uso de antiparasita 0,02
Céaes que vivem com 0 mesmo proprietario no mesmo endereco 0,03
Exposicao a fumaca de churrasco, a fogueira 0,03
Caes que tem contato com inseticida 0,04
Caes que vivem proximo a rua ou avenida movimentada 0,05
Caes que vivem no quintal com cimento ou outro material de cobertura 0,05
Idade 0,14
Género 0,14
Castrado ou néo 0,14
Caes que tem contato com herbicida 0,14
Uso de shampoo com inseticida durante o banho. 0,20
Alguém em contato com o cao trabalha com industria, pintura, construcao 0,21
de carroceria, agricolas e outros
Telefone sem fio na sala onde o cdo dorme 0,23
Cées com linfoma na vizinhanca 0,23
Caes que vivem em 2/3 do tempo por dia no jardim, ou ha garagem, ou em 0,25
area industrial e outros
Caes que tém contato com fungicidas, que sdo armazenados ou 0,32
pulverizados sobre as plantas no jardim ou em casa
Cées que ingerem (I 3x/semana) frutas ou legumes 0,54
Caes de raca ou sem raga 0,70
Tipo de comida (racdo, comida ou mista) 0,70
Agua mineral ou da torneira 0,71
Quanto tempo os cdes tém contato com pessoas que fumam 0,78
Caes que tém acesso aos materiais de constru¢ao contendo tintas, 0,81
solventes, formaldeido, amianto ou outros produtos
Utilizacdo de uma solucao para limpar a casa em contato com o céo 0,82
Numero de macos de cigarro por dia 0,87
Uso de amitraz, lindane e outros produtos na casa 0,89
Numero de pessoas que fumam perto de céo 0,94
Tipo de tabaco (charuto, cigarro ou cachimbo) 0,95
Caes gque vivem no mesmo ambiente de pessoas que fumam 0,97

Caes que vivem a maior parte de sua vida na area rural ou urbana 1,00




70

Todas as variaveis independentes com p<0,20 foram incluidas na analise
multivariada, representadas pela Tabela 1. O resultado das variaveis analisadas foi:
0 peso (p<0,001); o uso de wi-fi perto do cdo (p<0,001); se o cdo mora na casa ou
no apartamento (p = 0,01); o uso de incenso, de velas, de perfumes, de Oleos
perfumados (p= 0,01); os caes que vivem dentro ou fora da casa (p= 0,02); o uso de
antiparasitarios (p= 0,02); os caes que vivem com 0 proprietario no mesmo endereco
(p=0,03); a exposicao a incéndio ou a churrasco (p= 0,03 ); os caes que tém contato
com inseticidas em casa (p= 0,04); os cées que vivem em torno de 100 metros de
uma rua movimentada (mais de 50 veiculos por hora) (p = 0,05); os cdes que vivem
no quintal com cimento ou com outro material de cobertura (p= 0,05); a idade (p=
0,14); o género (p= 0,14); se sao castrados ou nao (p= 0,14); os caes que tém
contato com herbicidas em casa (p= 0,14) e o uso de shampoo com inseticida no
banho (p =0,2) .

Do resultado da andlise univariada, as variaveis que foram estatisticamente
significantes (p<0,05) foram analisadas em conjunto na analise multivariada,

representada na Tabela 2.

Tabela 2- Estimativa de fatores de risco das variaveis entre si pela analise
univariada de marco a agosto de 2010

Fator de risco Valor de
p

Peso x casa ou apartamento 0,001

Caes que vivem a até 100 metros de ruas movimentadas ou avenidas 0,06

(mais de 50 veiculos por minuto) x Cées que vivem dentro de casa,
dentro e fora, no quintal ou em outro lugar

Cées que vivem proximo a rua movimentada ou avenida x casa ou 0,43
apartamento
Exposicao a fumaca de churrasco ou a fogueira x caes que vivem dentro 0,46

de casa ou fora de casa.
Uso de inseticida x Caes que vivem dentro e fora de casa 0,63
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No entanto, a regressdo multivariada mostrou que somente o0s cdes que
viviam na area externa da casa e a cerca de 100 metros das ruas movimentadas ou
de avenidas (mais de 50 veiculos por minuto) foram significativamente associados
ao aumento da probabilidade de desenvolver o linfoma (odds ratio 3,1; 95 %,
intervalo de confianca 1,4-6,9; p= 0,001) (Tabela 5). Também foi observado que os
cées de médio e de grande porte, pesando mais de 10 kg (68%), tiveram maior risco
para o desenvolvimento de linfoma (odds ratio 3,8; 95%, intervalo de confianca 1,8-
8,0; p <0,001).

Tabela 3- Modelo de multiplos fatores de risco associados ao desenvolvimento de
linfoma canino, de marco a agosto 2010. Analise multivariada

Fator de risco OR CI

Cées que vivem a até 100 metros de ruas movimentadas ou avenidas 3,1 1,4-6,9
(mais de 50 veiculos por minuto)
Caes acima de 10kg 3,8 1,8-8,0

4.2.4 DISCUSSAO

Os resultados do estudo mostraram que o0s caes de meia-idade e os idosos
com linfoma (idade média de 8,5 anos) foram os mais afetados pelo linfoma, como ja
indicou a maioria dos estudos (FOURNEL-FLEURY et al., 1997; NORTHS;BANKS,
2009; WITHROW, 2007). Nenhuma predisposicdo de género para O
desenvolvimento de linfoma foi observada, similarmente ao observado em outros
estudos (NORHS;BANKS,2009; WITHROW, 2007).

A predisposicao racial para o desenvolvimento de linfoma em cées indicou em
alguns estudos uma alta frequéncia da raca Boxer, do Bull Mastiff, do Basset Hound,
do S&o Bernardo e do Bulldogue (LURIE et al, 2008; NORHS; BANKS, 2009;
WITHROW, 2007), diferindo do resultado analisado por este questionario
epidemiologico, em que as racas mais afetadas foram: Cocker (7%, n = 6),
Rotweiller (6%, n = 5), Boxer, Bull Terrier, Teckel e Poodle - 5% cada (n = 4) e
Labrador (4%, n = 3). A frequéncia das racas € bastante variavel, conforme a regiao

ou pais, influenciada pela diversidade racial.
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Neste estudo, verificou-se que os caes com peso acima de 10 kg tiveram
maior risco de desenvolver linfoma. Em um artigo os caes de grande porte foram os
mais frequentemente diagnosticados pelo linfoma (MORENO; BRACARENSE,
2004). No entanto, esta variavel ndo foi considerada como um fator de risco, e sim
um fator de confusé@o, ja que a maioria dos caes com linfoma e dos cées saudaveis
coletados neste estudos possuia grande porte.

Neste estudo, observamos que a forma multicéntrica de linfoma e os estagios
3 e 4 compunham a maior proporcao dos afetados, similar ao encontrado na maioria
dos estudos (FOURNEL-FLEURY et al, 1997; MORENO; BRACARENSE, 2004;
WITHROW, 2007).

A exposicdo aos campos magnéticos (MF) é considerada um fator
cancerigeno e eleva o risco para o desenvolvimento de leucemia e de linfoma em
criangas (HUG et al, 2004; HARDELL et al, 2009; ELLIOT et al., 2010) e nos caes
gue passam 25% do tempo ao ar livre (REIF et al.,2005). Neste estudo, foi
observada uma relacéo entre a exposicdo ao Wi-Fi e o desenvolvimento da doenca
na analise univariada, mas ndo existe uma associacdo na analise multivariada. Nao
héa relatos de tal relag@o na literatura em caes. Este pode ser considerado um fator
sécio-econdmico, pois a maioria das pessoas possui wi-fi em casa, sendo
considerado um fator de confusdo. Ndo houve também qualquer associacdo entre o
contato com um telefone sem fio e o risco de desenvolver linfoma nas analises
univariada e multivariada.

Ha associacdo entre o tabagismo e o cancer nasal e nasofaringeo em
humanos e em caes (ROZA;VIEGAS, 2007;STAGNARO et al., 2004). A maioria dos
cdes gasta muito tempo ao ar livre. Isso significa que esses animais sdo mais
freqientemente expostos aos contaminantes ambientais. Caes e gatos podem ser
expostos aos componentes cancerigenos do tabaco por meio da inalagdo, da
absorcdo cutanea e da ingestao oral, pela lambida dos pélos (DENSON, 2003). Ha
uma forte indicacdo de que os caes que vivem no mesmo lugar que os donos podem
ser fumantes passivos do tabaco (ROZA; VIEGAS, 2007), porém nao ha associacao
entre o tabagismo passivo e o LNH em cées. Ao contrario deles, ha uma associacéo
entre o tabagismo e o desenvolvimento de linfoma em gatos, quando sédo fumantes
passivos. Nos gatos considerados fumantes passivos por 5 anos ou mais, 0 risco
aumentou para 3,2 (95%; CI: 1,5-6,9) em comparacdo com aqueles sem exposicéo
(DENSON, 2003).
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Um dos fatores de risco relacionados ao linfoma em cdes é a poluicdo
atmosférica. Os poluentes mais ameacadores e prevalentes na cidade de S&o Paulo
sdo o material particulado com tamanho de 2,5 micrémetros de diametro (PM ,5) e 0
com 10 micrometros de diametro (PMyy) (CETESB, 2004). De acordo com um
estudo realizado pelo 6rgdo ambiental estadual, a Companhia Ambiental do Estado
de Sao Paulo de Saneamento Ambiental (CETESB, 2004), embora as concntragdes
de poluentes atmosféricos primarios tenham diminuido ao longo dos ultimos 20
anos, a agéncia ainda registra diariamente concentracdes elevadas de didxido de
nitrogénio, de mondéxido de carbono, de material particulado em suspensédo e de
oz6bnio. Nos Ultimos cinco anos, o ozbnio tem se tornado o poluente mais
problematico.

Pesquisadores brasileiros descobriram uma ligacdo direta entre as doencas
respiratérias e a poluicdo (CETESB, 2004) e também h& diversos estudos
experimentais e epidemiolégicos que associam a poluicdo com o risco elevado de
desenvolver o linfoma (PASTOR et al, 2009; PAZ et al, 2009; MERLO et al, 2010).
Um estudo da Universidade de S&o Paulo sobre as doencas respiratorias em
criangas e a poluicdo do ar exterior mostrou que as admissdes hospitalares de
criancas por doencas respiratérias tiveram um aumento significativo, associado com
poluentes como o ozonio (5-8%), o NO; (9%) e o PM10 (9%), em 2000.
Consistentemente, o numero de internagdes por pneumonia foi maior do que para
todas as outras doencas respiratérias registradas. Além disso, as crian¢cas menores
de 1 ano apresentaram taxas mais elevadas do que as criangas mais velhas O
estudo concluiu que, dada a concentracdo atual de poluicdo do ar em Sdo Paulo e a
grande populacdo potencialmente exposta, a atencdo deve ser direcionada para
minimizar tais efeitos. S&o Paulo recente incluiu medidas politicas para reduzir a
poluicdo, o que gerou queda acentuada da morbidade e da mortalidade (BRAGA et
al, 1999).

A concentracdo de poluicdo do ar pode estar associada ao cancer em geral.
Isso foi comprovado por estudos experimentais e epidemiolégicos. Reymao (1997)
mostrou que ratos expostos a poluicdo atmosférica urbana tiveram maior formacao
de tumores de pulmé&o, induzidos por uretana; e a concentragdo urbana de poluicéo
do ar modificou a progressdao de tumores de pulmao induzida em camundongos
(CURY et al, 2000; PEREIRA et al, 2011).
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Muitos estudos epidemiolégicos em humanos tém demonstrado a associagado
entre as particulas no ar e o desenvolvimento do céancer em Tampa
(CHAKRABORTY, 2011), na Dinamarca (RAASCHOU-NIELSEN et al., 2011), na
india (ABBA et al, 2011), dentre outros. As concentra¢bes de poluigdo do ar podem
estar associadas ao risco de desenvolvimento do Linfoma ndo Hodgkin. A exposicéo
ao benzeno tem um grande potencial para produzir alteracées cromossoOmicas e
outras alteracdes genéticas importantes na inducdo de LNH (O"CONNOR et al,
1999). As fontes moveis sdo os maiores contribuidores locais para a concentracao
de benzeno ambiental (LIOY et al, 2011). Poluentes como poeira de rua e escape
gasoso podem atuar ndo apenas como uma fonte de material particulado (PM), mas
também como fonte de particulas ligadas aos Hidrocarbonetos Aromaticos
Policiclicos (HPAs) e aos compostos organicos volateis (VOCs) (KLIUCININKAS et
al, 2011).

Um estudo coorte realizado em motoristas de 6nibus e em trabalhadores de
manutencdo de 6nibus mostrou uma associacdo positiva entre a exposicdo aos
poluentes do ar urbano e a mortalidade por causas especificas, como o cancer. O
linfoma ndo Hodgkin e o cancer de pulméao podem estar associados a longo prazo a
exposicdo da poluicdo atmosférica urbana em Genova (MERLO et al, 2010). Outro
estudo mostrou uma associacao estatisticamente significante entre a morbidade do
LNH e o fato de morar em estradas de trafego pesado (p<0,01) (PAZ et al, 2009).
Em um estudo com 600 casos de cdes com Linfoma ndo Hodgkin na Francga,
concluiu-se que os incineradores de residuos, os locais poluidos, e os residuos
radioativos podem ser considerados indicadores de risco de LNH, mas seria
necessario haver mais estudos para considera-los fatores de risco (PASTOR et al,
2009).

Em concluséo, o questionario epidemiolégico mostrou que 0s caes que eram
frequentemente mantidos ao ar livre e que viviam cerca de 100 metros de ruas ou de
avenidas movimentadas (mais de 50 veiculos por minuto) foram significativamente
associados ao risco de desenvolver o linfoma ndo Hodgkin (odds ratio 3,1; 95%
intervalo de confianca 1,4-6,9; p = 0,001). Os resultados sugerem que a poluicao
ambiental pode estar associada ao risco de desenvolvimento de linfoma em caes

pertencentes a cidade de Séo Paulo.
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Linfomas ndo Hodgkin (LNH) s&o neoplasias heterogéneas decorrentes da
transformacdo maligna das células linféides normais em varios estagios de
diferenciacdo (MOULTON;HARVEY, 1990; FISHER;FISHER, 2004). A incidéncia de
LNH esta crescendo globalmente, com aproximadamente 356,431 novos casos e
191,599 mortes no mundo todo (FERLAY et al,2010). Estima-se a ocorréncia de
5.190 novos casos de linfoma ndo Hodgkin em homens e de 4.450 casos em
mulheres para o Brasil em 2012 (SILVA, 2012).

Os linfomas séo caracterizados pela proliferacédo descontrolada dos linfocitos,
gue podem exibir uma variedade de tipos histopatolégicos e imunofenotipicos, além
de comportamentos clinicos que vado desde o indolente ao agressivo
(MOULTON;HARVEY, 1990; FISHER;FISHER, 2004; SMEDBY,2006). Alguns deles
tém um prognaostico sombrio (MOULTON;HARVEY, 1990).

Foram coletados 8.044 casos de linfoma n&o Hodgkin em humanos
diagnosticados entre 1996 e 2006 no Registro de Cancer em Sao Paulo. Destes,
2582 casos tinham codigo de enderecamento postal (CEP) completo. Para executar
a analise espacial foi selecionada uma amostra aleatéria de 25% dos casos que
continham o CEP completo, resultando em 629 casos de LNH prevalentes em seres
humanos. Obteve-se um total de 321 mulheres (51%) e de 309 homens (49%), com
a faixa etéria variando entre 1 a 75 anos e a idade média de 42 anos.

A localizacdo anatdbmica mais prevalente da doenca foi nos linfonodos (55%)
e 0 estagio mais frequente foi a fase | (67%).

Os 579 casos prevalentes de cdes com LNH foram diagnosticados em cinco
hospitais de referéncia veterinaria na mesma cidade. Foram obtidos 255 machos
(47%) e 285 fémeas (53%), variando entre 1 e 14 anos, com idade média de 8 anos.
A raca mais afetada foi a Sem Raca Definida (26%, n = 142), seguida por Boxer
(9%, n = 48) e Rottweiler (8%, n = 43). O estagio IV predominou (44%), seguido pelo
estagio Il (14%), pelo estagio V (3%), e pelos estagios | e 1l (1%).
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A etiologia da LNH continua pouco esclarecida. No entanto, 0s potenciais
fatores de risco tém sido relacionados ao aumento da incidéncia da doenca em
seres humanos (FISHER;FISHER,2004; SMEDBY,2006), tais como 0s agentes virais
(OKSENHENDLER et al., 2002; YOUNG;RICKINSON, 2004; BONNET et al., 2006;
GIORDANO et al.,, 2007; HIALGRIM;ENGELS, 2008; EPELDEGUI et al.,, 2010;
ADAM et al.,, 2011), a exposicdo aos pesticidas (HOHENADEL et al., 2011;
BRAUNER et al., 2012; TAKASHIMA-UEBELHOER et al., 2012), a exposi¢cdo aos
solventes orgéanicos e ao benzeno (O'CONNOR et al.,1999; MAO et al., 2000;
ALEXANDER et al., 2007; GOLDSTEIN,2009; KANE;NEWTON 2010), a exposi¢cao
aos campos magnéticos (MYERS et al 1990; VERKASALO et al.,1993) e o diabetes
tipo Il (ZAHM et al.,1995; CHAO; PAGE,2008; KHAN et al., 2008).

Nos cées, assim como em humanos, os fatores ambientais
(BUKOWSKI,WARTENBERG,1997; GAVAZZA et al,2001; MACIEJEWSKI et al,
2008; PASTOR et al, 2009), a predisposicdo racial (LURIE et al, 2008;
MOULTON;HARVEY, 1990; WITHROW,;VAIL, 2007) e o envelhecimento
(MOULTON;HARVEY, 1990; WITHROW:;VAIL, 2007) tém sido implicados como
causas da LNH.

Embora os fatores ambientais sejam reconhecidos como intervenientes
importante na patogénese do LNH, a magnitude de seus efeitos ainda néo é
totalmente compreendida. Para explorar o papel potencial dos fatores ambientais no
LNH, compararam-se as distribuicbes espaciais dos casos de LNH em humanos e
nos cédes na cidade de Sao Paulo. A distribuicdo espacial dos casos selecionados
foram mapeados com base no cédigo postal do paciente humano ou do cédo que
viveu com o seu dono por mais de 5 anos na mesma localizac&o, sendo analisados
pelo software ArcGIS 9.2 (Environmental Systems Research Institute, Inc., Redlands,
Califérnia). As distribuicbes espaciais (figura 13 ) e a densidades de Kernel (figura
14) dos casos de LNH em humano e em caninos em Sao Paulo mostraram regides

com alta frequéncia de casos em ambas espécies.



Figura 13- Distribuicdo espacial do Linfoma ndo Hodgkin em humanos (a esquerda) e em
cées (a direita) nos diferentes distritos da cidade de Sao Paulo, Brasil
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Figura 14 - A, B e C Densidade Kernel dos casos de Linfoma ndo Hodgkin em
humanos na cidade de S&o Paulo, SP, Brasil, em funcdo de escala de 500m, 1km e
2 km, respectivamente

Figura 14 - D, E e F Densidade Kernel dos casos em Linfoma ndo Hodgkin nos céaes
na cidade de Sao Paulo, SP, Brasil, em funcdo de escala de 500m, 1km e 2km,
respectivamente
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A Densidade Kernel € uma fungdo ndo-paramétrica para estimar a funcao
probabilistica da densidade de uma variavel aleatéria e € usado para calcular uma
area preenchida por pontos ou poligonos, utilizando-se uma funcdo Kernel para
analisar o mapa. A analise estatistica demostrou uma correlacdo positiva entre os
agregados (clusteres) dos casos de LNH em humanos e nos caes (modelo de erro
auto-regressivo, Tabela 4 e matriz de correlagdo de Spearman, Tabela 5, em trés

escalas, ou seja, 500m, 1 km e 2 km).

Tabela 4- Resultado do modelo espacial autoregressivo da Densidade Kernel dos
casos de Linfoma ndo Hodgkin humano em funcdo dos casos caninos nos distritos
do municipio de Séo Paulo, SP, Brasil

Models Coefficient 5 Z-ted AlC?
Human ~ Canine 500 m  0.30 4 51(FP=0001) 28313
Human ~ Canine 1 Km 032 518 (F=0001) -0.15
Human ~ Canine 2 Km 040 THP=0001) -4574

“Akaike Information Criteria related to the linear model fit and parsimany.

Tabela 5- Correlagéo de Spearman das variaveis em estudo

Yariables (Interpolationy Canine 500 m Canine 1 Km Canine 2 Km
Human 500 m 055(F=0001) - -

Human 1 km - 061{F=0001 -

Human 2 km - - 067 (F=0.0071)

A regido Central do Sao Paulo, onde havia a maioria dos casos de LNH em
humanos e em caninos, possui uma densidade de populacédo relativamente baixa
para ambas as espécies e uma alta concentracéo de trafego veicular (LANDMANN,
2004). A sobreposicdo espacial dos casos de LNH sugere que os cdes e 0S
humanos podem compartilhar fatores etiolégicos comuns, e que possivelmente 0s
fatores ambientais podem desempenhar um papel na etiologia do LNH em ambas as

espécies.
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Muitos agentes virais foram relacionados ao LNH em humanos, tais como o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (ASCOLI et al,2001; GERARD et al,2002;
BREEN et al,2005; BONNET et al,2006; EPELDEGUI et al,2010), o virus Epstein-
Barr (EBV) (ADAM et al, 2011;GRUHNE, 2009), KANNA et al, 1995), o herpes virus
humano 8 (Kaposi-sarcoma-associated herpesvirus) (OKSENHENDLER et al.,2002),
o virus humano T-linfotrépico 1 (ZIMMERMAN et al., 2010) e o virus da hepatite C
(GIORDANO et al., 2007;SCHOLLKOPF et al., 2008; SPINELLI et al, 2008). O EBV
infecta as células epiteliais, os linfécitos B e, possivelmente, algumas células T
(MILMAN et al.2011).

Existe evidéncia de que o EBV é cancerigeno em seres humanos. O EBV
estd associado as ceélulas T em pacientes imunocomprometidos, no linfoma de
Burkitt (principalmente nas zonas de alta endemicidade), no linfoma de células B, no
linfoma de células T/ células NK (tipo nasal) e no linfoma de Hodgkin (IARC, 2012).

Os anticorpos especificos para EBV timidina-quinase foram detectados nos
casos dos linfomas caninos. Estes anticorpos foram detectados em 38,4% dos soros
caninos no Reino Unido, em 64% dos soros caninos nos EUA (MILMAN et al.2011) e
em 88,9% dos soros dos cdes em Taiwan (CHIOU et al.,2005). No entanto, a
infeccdo persistente nas tonsilas palatinas dos cdes é rara, ao contrario dos
humanos, e ndo héa relatos da deteccdo do EBV em células mononucleares no
sangue periférico canino (MILMAN et al.2011).

Mais estudos epidemiologicos sdo necessarios para se elucidar o papel
potencial do EBV no LNH canino. As densidades espaciais dos casos de linfoma
humano e canino foram maiores nas areas centrais, onde, contrariamente, ha uma
menor densidade populacional (figura 15 ) para ambas as espécies, em comparacao
com aqueles que residem nas regides periféricas — favelas - (figura 16 ) na cidade
de Sao Paulo. Além disso, os moradores destas areas possuem uma maior renda
per capita (figura 17 ), altas taxas de alfabetizagéo (figura 18 ) e melhores condi¢cbes
de vida, tais como acesso ao tratamento de agua (figura 19 ) e de esgoto (figura
20).
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84



3088 TFE 3252T5,61EI 31271.8&( 3591T?,95|"
Distribuic&o espacial da renda media da populagcéo
na cidade de S&do Paulo
E— &
3 g
: :
e &,
N
: :
g i
- Legenda b
Renda media
Valor da densidade
[ |#4704-79050
[ ]79051-116095
[ 1160.96 - 1818.50
; I 1818.51 - 3541.62 ;
i I 354163 - 6498 82 5
Sisterna de Coordenadas: Planas
Projecdo: UTM 23S
Datum: SAD 1969
Escala: 1:50 000
Fonte: FMWVZ/USP
1 centimeter equals 2.968 meters B
30gETH szsﬂLﬁ-m 3426151 B 359'-L’ &5 %

Figura 17-Distribuicdo espacial da distribuicdo da renda média populacional na
cidade de S&o Paulo

85



I00w0 T 3258111310 342&T1m 35ng795:
Distribuicdo espacial do nivel de alfabetiza¢do da populacdo
na cidade de S3o Paulo.
g :
£ &
3 =
; i
o 8,
N
B g
£ i
. Legenda "
Alfabetizagdo
Valor da densidade
[ |e466-8901
[ 89.02-9173
I 9174 - 9410
B o411 - 9631
g'_ B o532 - 9855 _g
Sistema de Coordenadas: Planas
Projecio: UTM 235
Datum: SAD 1969
Escala: 1:50.000
Fonte: FMVZ/USP
1 centimeter equals 2 968 meters ]
3% 736 325515.1110 3426151 a8 359&7 957 %
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Em adicdo a estas observacbes, os dados sugerem que uma causa
infecciosa seria uma explicacdo menos provavel para o desenvolvimento de LNH em
seres humanos ou nos cées, ja que, apesar de a propagacao viral ser facilitada nas
areas periféricas, onde ha uma maior densidade populacional e piores condi¢cfes de
vida, a incidéncia de LNH em ambas as espécies foi menor nesses locais.

Outras hipéteses relacionadas as causas da LNH deves ser consideradas,
incluindo o possivel efeito carcinogénico da exposicdo as radiacbes
eletromagnéticas. Nao houve associacdo entre o desenvolvimento de LNH em
camundongos geneticamente modificados (AKR/J, geneticamente predispostos a
desenvolver linfoma) e a exposi¢do a radiacdo 24 h por dia, 7 dias por semana, 0,4
W/ kg da taxa de absorcéo especifica (SOMMER et al,2007). No entanto, a maioria
dos estudos anteriores revela uma associacdo entre a onda eletromagnética e o
risco de se desenvolver leucemia infantii ou cancer cerebral e, menos
frequentemente, linfoma n&o Hodgkin (MERZENICH et al.,1986; VERKASALO et
al.,1993; MYERS et al.,1990). As criancas sao tao frageis e sensiveis como um céao.
Um artigo mostrou que a exposicao residencial aos campos magnéticos aumentou o
risco de desenvolvimento de linfoma em cées que passavam mais de 25% do dia ao
ar livre (REIF et al.,2005). A avenida Paulista € um dos pontos mais altos em S&o
Paulo e esta localizada dentro de uma area central com a maior concentracdo de
radioatividade no Brasil (ANTONIO et al.,1986). Sabe-se que 29 estacbes de TV
estdo localizadas nesta avenida. Mesmo assim, os valores de radiacdo para esta
area sao inferiores aos recomendados como seguros pela OMS, que variam de 55
MHz a 220 MHz (ANTONIO et al.,1986; ANATEL,2011). S&0 necessarios mais
estudos coortes para se verificar o real risco a populacdo de exposicdo a esta
radiacao.

A cidade de Sao Paulo € a sexta maior (1523 km2) em é&rea, e a quinta mais
populosa do mundo, com 11.244.369 pessoas, 600.000 veiculos e 17000 km de
estradas (NARDOCCI et al.2011).

Uma meta-analise mostrou que o rapido desenvolvimento econémico e a
urbanizagdo dos paises em desenvolvimento causam o aumento do numero de
veiculos, que sdo responséaveis pela maior parte da poluigcdo do ar (TOLEDO, 2010;
HABERMANN et al,2011).
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Dados sobre a qualidade do ar mostraram que a cidade de S&o Paulo tem
altas concentracbes de poluicdo ambiental com particulas e poluentes volateis,
como os materiais particulados de 2,5 micrémetros (PM ,5) e de 10 micrémetros
(PMjp), 0 monoxido de carbono (CO), o dioxido de nitrogénio (NO,), os compostos
organicos volateis (VOCs), e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS),
principalmente na regido Central de S&o Paulo, onde a concentracdo do trafego
veicular € mais intensa (HAN;NAEHER,2006).

O numero de carros na cidade aumenta em 200.000 a cada ano e atingira
cerca de 9.000.000 veiculos em 2015, uma relacdo de 2,3 habitantes por carro
(HAN;NAEHER,20086).

Em S&o Paulo, 86% do transporte de passageiros sao feitos por meio do
carro ou do 6nibus e apenas 14% sao feitos por meio do metrd e dos trens, ao
contrario das cidades de Nova York e de Toquio, que possuem 72% e 61% do
transporte de passageiros pelo metrd, respectivamente (STMSP,1999).

Os carros representam na cidade de Sao Paulo uma fonte estimada de 97,5%
de CO e de 96% de NO, da poluicdo atmosférica, equivalentes a cerca de 1,5 x 10°
toneladas de CO e a 3,5 x 10° toneladas de NO, emitidos para a atmosfera a cada
ano (HAN;NAEHER,2006; TOLEDO, 2010). A regido Central do Centro Expandido
teve o maior trafego e as mais altas concentracbes de poluentes (CO, NO, e de
particulas de 10 micrometros, PM;g), de veiculos pesados (6nibus e caminhdes), de
veiculos leves (automoveis) e de motocicletas, em um total de 153 vias mensuradas
pela CET (Companhia de Engenharia de Trafego de Sao Paulo). O Centro
Expandido é uma é&rea do centro historico de S&o Paulo delimitada pelos distritos
das regides Norte, Leste, Central, Sul e Oeste. Essa delimitacdo possui uma rede de
avenidas, que abrangiam uma area de 10% da cidade e concentravam cerca de
55% dos veiculos diariamente, durante os dias Uteis, entre 1997 a 2007 (PAIVA,
2008).

Nas principais avenidas das areas centrais da cidade circulam mais de
1.900.000 veiculos por dia e ha prédios altos, que formam microclimas unicos,
conhecidos como céanions urbanos. A verticalizagcdo da cidade por prédios formam
areas de pouca ventilacdo e com ar altamente poluido (TARIFA; ARMANI, 2000).
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A correlacdo entre o0 modelo de concentragcédo de poluentes (Caline-4 modelo

de disperséo) e o numero de veiculos foi alta para poluentes como o CO (0,96) e 0

PMj (0,94), mensurados pelas estacdes de medicdo do ar na regido de Pinheiros,

Cerqueira César, Centro, Ibirapuera, Congonhas, entre 2000-2005, representada na

figura 21. As concentracdes de NO, foram excluidas, devido ao baixo numero de

observacgbes (TOLEDO, 2010).
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Figura 21-Localizacao do Centro Expandido (a esquerda) e localizacdo das estacbes
de monitoramento do ar (a direita) na cidade de Sao Paulo

Fonte: Toledo, G.I.F.M. Avaliacao da exposicédo da populacéo a poluicéo relacionada
ao trafego no municipio de Sdo Paulo. 2010. 111f. Tese (Doutorado na Saude
Publica) -Faculdade de Saude Publica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,

2010.
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Em um estudo, foram analisados dados de emissdes calculadas em termos
de unidade de massa, por unidade de tempo, por unidade de area. A regido
metropolitana deste estudo foi dividida em uma grade composta por quadrados de
25 km2 ou 9 km?2 para medir a emissdo de cada um dos poluentes (CO, NO,,
hidrocarbonetos e-HC). O estudo revelou que a regido do Centro expandido,
principalmente a regido Central, teve um elevado numero de veiculos e uma elevada
concentracao de poluicdo, em comparacdo com outras regides da cidade de S&o
Paulo. Devido a ocupacdo urbana desordenada e ao sistema viario radial, nesta
regido se concentra a maior poluicdo atmosférica de Sao Paulo - figuras 22,23,24 e
25 (LANDMANN, 2004).

Figura 22-Distribuicdo das emiss6es de mondéxido de carbono - CO (em kg / h) na
cidade de S&o Paulo, segundo o volume do trafego veicular obtido a partir do
software EMME/ 2 (cada quadrado representa uma area de 25 km2)

Fonte : Landmann, 2004. Avaliable in:http://www.bvsde.paho.org/bvsacd/cd25/camili.
pdf
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Figura 23-Distribuicdo das emissfes de dioxido de nitrogénio - emissdes de NOx na
cidade de Séo Paulo, segundo o volume do trafego veicular obtido a partir do
software EMME / 2 (cada quadrado representa uma &rea de 25 km,)

Fonte : Landmann, 2004. Avaliable in:http://www.bvsde.paho.org/bvsacd/cd25/camili.
pdf

Figura 24-Detalhes da concentragdo de CO na regido central de S&o Paulo,
carregado segundo o volume do trafego veicular (a espessura dos trames é
proporcional ao volume do trafego)

Fonte : Landmann, 2004. Avaliable in:http://www.bvsde.paho.org/bvsacd/cd25/camili.
pdf
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Figura 25-Distribuicdo das emissbes dos Hidrocarbonetos - HC (em kg / h), segundo
o volume do trafego veicular obtidos a partir do software EMME / 2 (cada quadrado
representa uma area de 25 km2)

Fonte : Landmann, 2004. Avaliable in:http://www.bvsde.paho.org/bvsacd/cd25/camili.
pdf

O linfoma n&o Hodgkin tem sido associado a poluicdo urbana do ar.
Motoristas de 6nibus e trabalhadores de manutencéo de dnibus expostos a poluigdo
atmosférica urbana apresentaram um aumento da mortalidade por LNH (MERLO et
al.,2010), e moradores de residéncias perto de estradas com intenso trafego veicular
foram associados a morbidade por LNH (MERLO et al.,2010). Estudos em cées
concluiram que os incineradores de residuos, os locais poluidos, e os residuos
radioativos podem ser considerados indicadores de risco para LNH (PASTOR et
al.,2009). A cidade de Sao Paulo possui um numero estimado de 2,509,000 cées,
com uma relacéao céo/habitante de 1:4 (CANATTO et al.,2010). Os caes (Canis lupus
familiaris) sdo considerados excelentes modelos de doengas humanas por varias
razdes, incluindo a facil acessibilidade e o proeminente status em diversas culturas.
Os cées desenvolvem doencas espontaneas como 0S seres humanos e

compartilham o ambiente com seus proprietarios (BACKER et al.,2001).
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A coincidéncia espacial dos casos de LNH nos caninos e nos humanos
aponta para fatores de risco comuns a ambas as espécies e sugere uma
investigacdo mais aprofundada da relacdo entre os fatores ambientais e os padrées
epidemioldgicos do linfoma. Este resultado preliminar sugere que o papel dos
poluentes ambientais no risco de desenvolvimento de LNH em humanos e nos cées
deve ser abordado nas areas urbanas, como Sao Paulo. Pesquisas futuras devem
avaliar outros componentes da poluicdo do ar que podem estar envolvidos no

desenvolvimento do linfoma.
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5. RESULTADO DA ANALISE DO TRAFEGO NA CIDADE DE SAO PAULO

O fluxo de veiculos € um importante indicador de poluicdo atmosférica, uma
vez que as fontes mdveis sdo as principais emissoras desses poluentes nas areas
urbanas. Como o unico dado fornecido pela CET foi o Desempenho do Sistema
Viario-2007, optou-se por se desenvolver uma planilha com os dados que pudessem
ser geocodificados e aplicados ao mapa dos linfomas humanos e caninos da cidade
de S&o Paulo, de acordo com o volume do trafego registrado neste periodo.

A composicdo da frota de algumas avenidas principais da cidade de S&o
Paulo, entre 2006 e 2007, pela CET, mostrou que houve a passagem de 335.686
veiculos no pico da manha, no sentido Bairro-Centro e de 312.633 veiculos no pico

da tarde, no sentido Centro Bairro, representado na Tabela 8 abaixo:

Tabela 6-Composicao da frota no horario de pico da manha e tarde (valores
absolutos)

Pico daManhé (B - C) Pico da Tarde (C - B)
Automaovel = 86.315 Automovel = 82947
07h00-08h00
Onibus Fretados = 2.126 Caminhdes = 5536
17h00-18h00
Matocicletas = 15941 Matocicletas = 17.273
08h00-09h00
Onibus Urbano = 7.524 Onibus Urbanos = 5.622
09h00-10h00 Caminhtes = 6.908 18h00-19h00 Onibus Fretados = 1.966

Fonte: Companhia de Engenharia do Trafego, 2007
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Essa frota veicular € composta por veiculos automotores, motocicletas, énibus

e caminhd&o como mostra a figura 26 :

13,2%

*6,3% &nibus urbanos e 1,2% énibus fretados *5.0% onibus urbanos e 1.7% 6nibus fretados

Distribuicao dos Veiculos Distribui¢cao dos Veiculos
Pico Manha Pico Tarde
o v 4,3% = Aut
7.5%* 5,0% " Auto 6.7%, uto
I H Moto 12.9% = Moto
Onibus Onibus

74,3%

E Caminhao = Caminhao

76,1%

Figura 26-Distribuicdo dos veiculos no pico da manha e tarde (%), 2007.
Fonte: Companhia de Engenharia do Trafego, 2007

A listagem do enderecamento das rotas de analise do volume do trafego das

30 rotas analisadas pela CET ,em relacdo ao Desempenho do Volume de Trafego, a

sequir:

OO ~NOO”ULS,WNBE

NNNNNNRPRPRPRRRRERRRRR
OB WNRPOOONOODUDMWNERO

av 23 de maio,2105

av nove de julho,1000

av alcantara machado,2300
av prestes maia,850

av dos bandeirantes,3125
av eusebio matoso,2500

av dr arnaldo,450

av washington luis,3100

av salim farah maluf,8500
av cidade jardim,790

av do estado,9741

av luis inacio anhana melo,2300
av brasil,20

av cruzeiro do sul,1000

av santo amaro,2100

av conde de frontin,2580

av do estado,5100

r cadeal arcoverde,1200

av senador queiros,499

av brigadeiro faria lima,4900
av liberdade,500

av prof francisco morato,300
r vergueiro,2200

av brigadeiro luis antonio,2300
av francisco matarazzo,1100
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26 av rudge, 400

27 av joao dias,1100

28 av rangel pestana,1150

29 av guarapiranga,1100

30 av pedroso de moraes,6300

Cada rota foi geocodificada e ilustrada em um mapa, caracterizado pela
distribuicdo espacial do volume de trafego no periodo de 7h00 as 10h00 (Figura 27)
e de 17h00 as 20h00 (Figura 28), no periodo de 7h00 as 10h00, no sentido Bairro-
Centro (Figura 29) e de 17h00 as 20h00, no sentido Centro-Bairro (Figura 30). Os
dados foram ilustrados no mapa, através de pontos que variavam em tamanho e em
namero, de acordo com as rotas de maior intensidade de trafego. Depois os dados
foram comparados ilustrativamente aos mapas da Densidade Kernel dos casos de

linfoma humano e canino (Figura 31).



99

Volume de Trafego no periodo das 7 as 10 hs - Sentido Bairro/Centro

Legenda
5880 - 7303
#  7303-11038
@® 11038-14629
@ 14629-20444
@ 200412963
- Casosde Linfoma Humano

Casos de Linfoma Canino

[ ] Subdistritos de Sdo Paulo

Figura 27-Volume de Tréfego total (veiculos automotores, motocicletas, énibus
e caminh&o) no periodo de 7 as 10hs, no sentido Bairro-Centro, 2007
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Volume de Trafego no periodo das 17 as 20 hs - Sentido Bairro/Centro

Legenda

5620 - 7610
7610 - 9841
9841 - 12889

*
O
@ 12889-17621
@ 1762132182

Casos de Linfoma Humano
Casos de Linfoma Canino
Subdistritos de Sdo Paulo

Figura 28-Volume de Trafego no periodo de 17 as 20hs, no sentido Bairro-
Centro, 2007
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Volume de Trafego no periodo das 7 as 10 hs - Sentido Centro/Bairro

Legenda

4213 - 5657
5657 - 7765
7765 - 10361
10361 - 15430

@®e.

15430 - 31066

Casos de Linfoma Humano
Casos de Linfoma Canino

[ | Subdistritos de S&o Paulo

Figura 29-Volume de Trafego no periodo de 7 as 10hs, no sentido Centro-Bairro,
2007



Volume de Trafego no periodo das 17 as 20 hs - Sentido Centro/Bairro
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Figura 30-Volume de Trafego no periodo de 17 as 20hs, no sentido Centro-Bairro,

2007
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Volume de Trafego no periodo das 7 as 10 hs - Sentido Barro/Centro
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Figura 31-Mapas do Volume do Trafego veicular; comparagdo com os mapas da

Densidade Kernel entre os casos de linfoma humano (A) e canino (D)
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6. DISCUSSAO E CONCLUSAO GERAL

O desenvolvimento industrial e urbano tem originado em todo o mundo um
aumento crescente da emisséo de poluentes atmosféricos (DEGLISE, 2010). Muitos
estudos epidemioldgicos tém mostrado a associagcdo entre a exposicdo aos
poluentes atmosféricos e os efeitos adversos a saude (Pan American Health
Organization, 2005).

Um questiondrio epidemiologico realizado em Napoles e nas cidades
proximas, onde existem o descarte ilegal do lixo em aterros e as incinera¢cdes nao
autorizadas, mostrou que os cées que vivem na area de risco eram 2,9 vezes mais
propensos a desenvolver o linfoma (MARCONATO et al,2009). Do mesmo modo, foi
demonstrado que pessoas que viviam em zonas de alta exposi¢cdo ao incinerador de
lixo solido com alta emissédo de dioxina, tinham um risco de 2,3 vezes maior para
desenvolver o linfoma ndo Hodgkin, em comparagdo com as pessoas que viviam em
zonas de baixa exposi¢cdo na cidade de Besancon (Franca) (FLORET et al,2007).
Ramis et al. (2009), demonstraram que a proximidade das industrias de papel aos
centros populacionais (<2 km) poderia estar associada a um risco aumentado de
mortalidade por linfoma ndo Hodgkin em humanos. Houve um alto risco de
desenvolver linfoma em cées (702 casos) em areas de incineracao de residuos, em
areas poluidas e em areas com a presenca de residuo radioativo (PASTOR et al,
2009).

A cidade de S&o Paulo foi escolhida como sede para a realizacdo deste
estudo devido a alta concentracéo de poluicdo do ar, sendo considerada uma das
cidades mais poluidas do mundo, junto com Téquio, México e New York (TOLEDO,
2000). As grandes metropoles brasileiras, incluindo S&o Paulo, Rio de janeiro e Belo
Horizonte, somam 45% da frota nacional de veiculos (Pan American Health
Organization, 2005).

Uma meta-analise mostrou que com o desenvolvimento econémico e com a
urbanizacdo dos paises em desenvolvimento, houve um rapido aumento do nimero
de veiculos, considerados a maior fonte moével responsavel pela poluicdo do ar
(HABERMANN, 2011).
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Na area central do centro expandido da cidade de Sdo Paulo é possivel
encontrar a maior concentracdo de poluentes da cidade (CO, NO, e PM10), devido
ao intenso trafego. Esta regido esta localizada ao redor do centro histérico e é
delimitada pelo mini-anel viario, composto pelas marginais Tieté e Pinheiros e pelas
avenidas Salim Farah Maluf, Afonso d'Escragnolle Taunay, Bandeirantes, Juntas
Provisorias, Presidente Tancredo Neves, Luis Inacio de Anhaia Melo e pelo
Complexo Viario Maria Maluf. Esta regido € caracterizada também por uma alta
concentragcdo de edificios, os quais criam diversos microclimas, chamados canions
urbanos. A verticalizacdo urbana resultou em canions mal ventilados, com o ar
altamente poluido preso (TOLEDO, 2000). Neste estudo, a area Central do Centro
Expandido da cidade de S&o Paulo, a mais poluida da cidade, mostrou a maior
concentracéo de casos de Linfoma n&o Hodgkin em cdes e em humanos.

Apesar da queda da emissdo dos poluentes pelos veiculos em S&o Paulo,
devido a fiscalizacdo, as fontes moveis ainda representam uma das principais
emissoras de poluentes da cidade, devido ao seu crescimento exponencial. O
crescimento da frota veicular € maior a cada ano e gera congestionamento e
aumento da queima de combustivel (CETESB, 2008; HABERMANN et al, 2011). A
avaliagdo da poluicdo atmosférica pelas redes de monitoramento da qualidade do ar
(automatica e manual), feita pela Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo-
CETESB, é distribuida em somente alguns pontos da Cidade de Sao Paulo a néo
abrange a heterogeneidade espacial causada pela dispersdo dos poluentes emitidos
pelas fontes moveis (CETESB, 2008). Em virtude dessa deficiéncia, muitos artigos
avaliaram indiretamente esses poluentes por meio do volume do trafego de veiculos
(HABERMANN, 2011).

Um estudo comparando a densidade de veiculos, as vias e o trafego com a
concentracdo de poluentes verificou que existe uma correlagdo positiva
(estatisticamente significante) com poluentes como o CO (r:0,70), benzeno
(r=:0,69), 1,3 butadieno (r = 0,57) e NO; (r:0,30) (REYNOLDS et al, 2002).
Abrangendo essa hipotese, uma meta analise verificou que as concentracdes de
poluentes perto de vias sdo bem correlacionadas com o volume do trafego
(HABERMANN et al.2011).
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Em relacdo ao trdfego, os mapas do Volume de Densidade do Trafego,
fornecidos pela Companhia de Engenharia do Trafego (CET), mostraram que 0 pico
de trafego no periodo entre 07:00 e 10:00h foi muito semelhante nos sentidos Bairro-
Centro e Centro-Bairro. O mesmo aconteceu no horario entre 17:00 e 20:00h,
sugerindo que essas vias sao rotas principais e sao responsaveis por uma parte
ilustrativa do desenho do trafego e, indiretamente, pela poluicdo geral na cidade de
Sao Paulo. As rotas secundéarias ndo sdo englobadas pela anélise do trafego da
CET. As rotas de maior intensidade de trafego tendem a seguir o contorno do
desenho ilustrativo da Densidade Kernel, mostrando maior intensidade na regiao
Central, do mesmo modo que os casos de linfoma canino e humano representado
na Figura 31.

Segundo o resultado do questionario epidemiolégico realizado neste estudo,
houve uma forte tendéncia de que a permanéncia de cdes outdoor (que vivem no
ambiente externo da casa) a cerca de 100 metros das ruas movimentadas ou de
avenidas (mais de 50 veiculos por minuto) foi significativamente associada com o
aumento de desenvolver o linfoma, fortalecendo a idéia de que os fatores de risco
ambientais podem estar implicados no desenvolvimento do linfoma. Segundo os
mapas espaciais das Densidades Kernel, os aglomerados de casos de linfomas
caninos e humanos sobrepuseram-se, havendo uma coincidéncia maior na regiao
Central da cidade de S&o Paulo, onde ha maior poluicdo atmosférica. Os linfomas
foram positivamente associados com os padrfes socio-econdmicos meédio e alto,
representados por indices, como a alfabetizacdo da populagéo, renda, distribuicao
da rede de agua e esgoto, dentre outros. Desse modo, 0S cées e as pessoas com
linfoma foram caracterizados como aqueles que tém em alguns aspectos uma
melhor condicdo de vida, mas que tem baixa qualidade de vida em outros aspectos,
por viverem em uma regiao de maior desenvolvimento urbano e, consequentemente,
maior trafego e poluicdo veicular. Os linfomas foram negativamente associados com
a distribuicdo das favelas, o que poderia ser explicado pelo subdiagnéstico de
linfoma em cées, devido a falta de recursos financeiros do dono para levar o cdo ao
veterinario. Por outro lado, os seres humanos que vivem nas favelas teoricamente

procuram o atendimento médico, em caso de doenca grave, como o linfoma.
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Este estudo sugere que hé fortes indicios de que existem fatores de risco de
desenvolver o linfoma comuns aos cdes e aos humanos. Tanto o questionario
epidemioldgico, quanto os mapas cartograficos e as caracteristicas da regiao Central
da cidade de Sao Paulo (trafego e intensa urbanizacdo, como a presenca de
industrias, de automoveis, de comércios, de caminhdes, de motocicletas, de prédios
e de Onibus) relacionam os fatores de risco comuns de desenvolvimento de linfoma
nos cédes e nos humanos e a contribuicdo da poluicdo atmosférica para essa
doenca. Isso reforca a necessidade de novas investigacdes e de aprofundamento da
suposta relagdo causal entre os poluentes atmosféricos e o desenvolvimento do
linfoma em ambas as espécies, além da necessidade de avaliacdo de outros
poluentes (da agua, do solo, da alimentacédo). O conjunto desses dados ajudara a
esclarecer a relacédo entre a poluicdo ambiental e o desenvolvimento de linfomas em

humanos e nos caes.
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APENDICE A- Questionario epidemioldgico aplicado aos proprietarios dos cédes
durante marco 2010 a agosto de 2010.

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
(USP)
TABAGISMO PASSIVO E LINFOMA EM CAES. EXISTE ASSOCIACAO?

Bolsista de Iniciagao Cientifica: Danielle Almeida Zanini

Laboratorio de Oncologia Experimental, Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S3o0 Paulo.

Orientador: Prof®. Dr'. Maria Lucia Z. Dagli

Colaborador: Katia Cristina Kimura
Prof. Dr. Ricardo Augusto Dias

Mome da clinica veterinaria ou hospital:

MNimero do prontudrio/Ficha clinica;

1. Mome do proprietario /Telefone

2. Nome do cao/l |dade

3. Raga

4. Enderego ( ) casa | ) apartamento

5. CEP & nome do BAIRRO

- \

6. Seu cao teve ou tem linforma?
sim nao

7. O céo toma agua de
torneira mineral

8. Sexo do animal

fémea fémea castrada
macho macho castrado
9. Peso

L0 kg T10kg

10. Ha gquanto tempo o animal vive com o
mesmo dono no mesmo enderego?
2-4 years | 5- 10 years | 11-17 years

11. Em qual local o cdo passa 2/3 do seu
tempo por dia?

Dentro do jardim

Dentro da garagem da casa

Em uma firma

Em uma area industrial

Outro:

12. O cao vive proximo a uma avenida ou rua

bem movimentada (mais do que 50 veiculos

por minuto ac redor de 100 metros)? sim
nao

13. O cao:
vive dentro de casa
vive fora de casa.

14. O quintal tem  * cimento | outro material

15. O céo vive maior parte de sua vida
Em zona urbana Em zona rural

16. Costuma fazer churrasco ou gqueimar
madeira (fogueira) no lugar onde o cao
circula? | nao sim
17. O cdo pode ter acesso aos materiais de
construgio gue contém tinta, solvente, formol,
amianto ou outro produto?

nao sim

18. O cado tem contato com herbicida
(armazenado no jardim) 7 | nao sim

19. O céo tem contato com fungicidas (para
eliminar fungos, doengas das plantas devido
aoc fungo) gue s3c armazenados ou
pulverizados sobre as plantas no jardim ou
casa? | nao sim

20. O céo tem contato com inseticidas em
casa, Nnos armarios, no chéo, plantas ou outro
local? | nao sim



21. Existe wireless {wi-fi) no guarto onde o céo
dorme? | ndo | sim

22. Existe algum telefone sem fio no quarto
onde o c8o dorme?’ nao sim

23, 0O cao tem contato com produtos
domesticos usados ou produtos biclogicos
para a manutengdo da casa? | ndo sim

24. Vocé usa incenso, velas, fragancias, dleos
perfumados onde o cdoc circula? nao
sim

25. O cho fica no mesmo ambiente de
pesscas gue fumam

cigarro | charuto | cachimbo

26. O cdo tem contato com pessoas gue
fumam (dentro de casa ou em outros lugares
fechados ou dentro do carro)?

nao sim

27.Quantas pessoas fumam na residéncia?

131

T2 03 408060708

«Juantidade de macgos por dia;
M 0102 03 040650607008

Ha guanto tempo fuma ou fumava no mesmo

local do cdo? [ Janos [ jmeses

28. Conhece algum cdo com linfoma no
bairro?  nao | sim
29 Vocé usa shampoo | ndo 8im

30.Vocé trata o seu cBo com algum tipo de
anti-parasita externo?
nao sim

31. Vocé usa no ambiente solugdes de:
nao amitraz lindane | outros:
32.Qual é o tipo de alimentagdo do seu cao?

caseira comercial misto

33. O cao come (+3x/semana) frutas ou
vegetais? | ndo | sim nao sei

34. Alguem em contato com o cdoc trabalha
com:

industria (Qual? }
pintura funilaria

construcao agricultura
marcenaria | outros:

Se ndo souber pergunte ao veterinario:

sLocalizacdo do LINFOMA:

Multicéntrico Alimentar

Mediastinico | Cutaneo

Extra Modal (renal, neurologica, ocular, 6ssea, articular, etc.).

« ESTADIAMENTO DO LINFOMA:
| Envolvimento de apenas um linfonodo.

Il Envolvimento de varios linfonodos superficiais, com ou sem envalvimento de tansilas.
Il Linfoadenomegalia generalizada (todos os linfonodos acometidos).

IV Envolvimento de figado efou bago, com ou sem linfoadenomegalia generalizada.

V Envolvimento de sangue, medula ossea e/ou outros drgaos (olho, pele, etc).
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ANEXO 1- Artigo original (inglés) publicado na Brazilian Journal Veterinary
Pathology.

Original Full Paper

Morphology and Immunophenotypes of Canine Lymphomas:
a Survey from the Service of Animal Pathology, School of
Veterinary Medicine and Animal Science, University of Sao
Paulo, Brazil

Katia C. Kimura', Danielle A. Zanini', Adriana T. Nishiya®,
Ricardo A. Dias *, Maria L. Z. Dagli'

Abstract

Lymphoma is a malignant clonal expansion of lymphoid cells, and is reported to be one of the most common
hematopoietic neoplasms in dogs. The purpose of this study was to perform a survey of lymphomas diagnosed at the
Serviee of Animal Pathology of the School of Veterinary Medicine and Animal Science, University of Sio Paulo,
Brazil, from 1995 to 2009, and determine their morphological subtypes and immunophenotypes. Breed, age and gender
were recorded. The canine lymphomas were classified according to the updated Kiel classification. and all the cases
were submitted to immunostaining for CD3 and CD7% anbbodies to reveal their T or B ongin, respectively. In
addition, mitotic figures were counted in all samples, in 10 microscopic fields, Mixed breed dogs were the most affected
breed (43%), lollowed by Boxer {14%), German Shepherd (11%), Brazilian terrier (3%} Poodle (3%) and Rotweiler
(3%). Other breeds were represented at a rate below 1%. Among the 65 cases of lymphomas, 30 cases were found in
females and 35 in males, The mean age was 87 vears with a range of 5 months to 15 vears, The most frequent
localization was multicentric lymphadenopathy (37%), followed by extranodal (23%), cutaneous (20%), alimentary
tract { 18%) and mediastinal site (2%). From 65 canine lymphomas, 55 (85%) had T-cell origin and 10 (15%) had B-cell
origin, Among mitotic index, 51% (n=33) of T-cell origin had high mitotic index, 34% (n=22) had a low mitotic index;
9% (n=06) of B-cell origin had high mitetic index and 6% (n=4) had low mitotic index. The most common subtypes
were pleomorphic small cell and centroblastic polymorphic type for T-cell lymphoma and B-cell lymphoma,
respectively. The 55 T-cell lymphomas were subiyped as: 19 {34%) of pleomorphic small cell, 11 {20%) of cutaneous T
cell, high grade, 10 { 18%) of lymphoblastic, 4 (7%) of aggressive large granular cell, 3 (5%) of pleomorphic mixed, 2
(4%) of cutaneous T cell, low grade, 2 (4%) of pleomorphic large cell, 2 (4%) of plasmacytoid, | (2%) of
immunoblastic and 1 (2%) of prolymphocytic. The 10 Bcell lymphomas were subtyped as: 3 (30%) of centroblastic
polymorphic, 2 (20%) of Burkitt, 2 (20%) of lymphoplasmacytic, 1 (10%) of anaplastic/mediastinal, 1 (10%) of small
Iymphocytic and 1 (10%) of prolymphocytic. Our results are in accordance with other studies which state that T-cell
Iymphomas are the most common in dogs, The possible factors that contribute to the development of lymphomas in
dogs remain unknown.

Key Words: canine, lymphoma, immunophenotyping, updated Kiel, histological types
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Introduction

Lymphoma is a malignancy of hematopoietic
tissue caused by the malignant clonal expansion of
lymphoid cells. Lymphoma is reported to be the most
common hematopoietic neoplasm in  dogs and
represents 83% of the hematopoietic cancers (3,4,30).
Etiology of the canine lymphoma remains poorly
characterized (10).

According to current literature, the incidence
of non-Hodgkin lymphoma in dogs is 33 cases per
100,000 dogs per vear (7, 31) and the mean age is 6.7
years (2, 5, 25). No gender preference has been
reported. The following breeds secem predisposed to
lymphoma: Boxer, Scottish terrier, Basset hound,
Airedale terrier, Chow Chow, German Shepherd,
Poodle, Saint Bernard, Beagle, Golden Retriever and
Bulldog (20, 26, 32).

Anatomic forms of canine lvmphoma are
categorized in four groups: multicentric, alimentary,
mediastinal, and extranodal (renal, CNS, and
cutaneous) (35),

The histopathological classification of canine
lymphoma 15 still controversial. The most  used
histopathological classifications for canine lymphoma
are the updated Kiel classification and the Revised
European-American Lymphoma (REAL) adopted in
2002 by the World Health Organization (WHO)
classilication (8, 31). The updated Kiel classification is
based on cell type (centroblastic, immunoblastic and
centrocytic) and immunophenotype (T cell or B). It is
an important  classification  due to  its  potential
prognostic value to determine the time of relapse in

animals under treatment and to estimate the survival
time (6, 7, 8, 17, 18, 19). The Working Formulation
classification is based on standard tissue (diffuse or
follicular) and cell type (small cleaved, large, and
immunoblastic), but does not include
immunophenotyping, and it does not correlate with the
prognostic (24). The new classification called REAL-
WHO classification added immunophenotyping in the
diagnosis of canine lymphoma (31).

Immunophenotyping may be used as a
prognostic tool because T-cell canine lymphoma is at
significantly higher risk of relapse and early death
following therapy than B-cell lymphoma (3, 7, 18, 21,
26, 28, 29).

The purpose of this study is to classify and to
immunophenotype canine lymphomas retrieved from
the Service of Animal Pathology of the Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sao Paulo (FMVZ-USP), Brazil,

Material and Methods
Samples

Formalin-fixed paraffin wax-embedded tissue
samples were collected from 65 canine lymphomas in
the period from 1995 to 2009 from the Service of
Animal Pathology of FMVZ-USP, Sao Paulo, Brazil.

They were classified morphologically according to the
updated Kiel classification scheme (18). Breed, gender
and age were recorded. This project was approved by
the Ethics Committee of School of Veterinary Medicine
and Animal Science, University of Sdo Paulo.

Tmmunohistochemistry

For immunchistochemistry, the sections were
placed on silanized slides and dewaxed. After
endogenous peroxidase block in with 10% H,0; in a
microwave for 15 minutes, the slides were incubated
with primary antibodies to anti-CD79a (clone M7051
Dako) diluted in 1:50 and anti-CD3 (rabbit polyclonal,
Dako) antibody diluted in 1:100, overnight, at 4°C.
Labeled streptavidin  biotin  (LSAB) reagents and
reacted with 3-diaminobenzidine (DAB) were used.
Negative controls were obtained by performing the
same  steps of the immunohistochemical reaction,
omitting the primary antibody in the sections.

Histological criteria

Histological types were diagnosed by the size
of cells, nuclei morphology and by the mitotic rates
according to updated Kiel classification (18). The cell
size was defined as small (nucleus smaller than red
hlood cells), medium {nucleus equal to red blood cells)
and large (nucleus larger than two red blood cells)y, The
mitotic rate was counted in histological specimens by
scanning 10 fields at 400x. A low mitotic index was
defined as 0-2 mitesisien fields, and high grade as =6/
ten felds(7, 8, 18, 19) .

Results

The results of the breed distribution by
retrospective study identified the prevalence of Mixed
breed (43%; n=28), followed by Boxer (14%; n=9),
German Shepherd (11%; n=7), Brazilian terrier (3%:;
n=5), Poodle (3%:; n=35), Rottweiler (3%; n=3),
Doberman (3%; n=2), Pit bull (2%, n=1), Pinscher (2%,
n=1), Fila brasileiro (2%, n=1), Schnauzer (2%, n=1),
Great Dane (2%, n=1), Scotch terrier (2%, n=1), Cocker
Spaniel (2%, n=1), Teckel (2%, n=1),Golden Retriever
(2%, n=1) and Labrador (2%, n=1) shown in Fig. 1.
From 65 canine lymphomas, 30 cases were found in
females and 35 were found in males.

The incidence of canine lymphoma was higher
between 5 to 9 years (45% of total cases), followed by
ages between 10 to 13 years (34%); 17% had an age
below 4 years and 5% had an age up to 14 years. The
mean age was 8.7 years with a range of 5 months to 15
years.

The anatomical distribution showed that 37%
(n=24) cases were multicentric lymphadenopathy, 23%
(n=15) cases were extranodal, 20% (n=13) cases were
cutaneous, 18% (n=12) were in the alimentary tract and
2% (n=1) case were mediastinal.

From 65 canine lymphomas, 55 (85%) had T-
cell origin and 10 (15%) had B-cell origin and none had
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B-cell and T-cell origin. T-cell lymphoma was the most
prevalent. Different morphological subtypes of canine
NHL, 6 subtypes of the B-cell and11 subtypes of the T-
cell were studied. Among mitotic index, 51% (n=33) of
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T-cell origin had high mitotic index and 34% (n=22)
had a low mitotic index and 9% (n=6) of B-cell origin
had high mitotic index and 6% (n=4) had low mitotic
index.
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Figure 1 - Distribution according to breed in canine lymphoma. Service of Animal Pathology of the FMVZ-USP, Brazil,

from 1995 to 2009.

(34%) of pleomorphic small cell, 11 (20%) of
cutaneous T-cell, high grade, 10 (18%) of
lymphoblastic, 4 (7%) of aggressive large granular cell,
3 (5%) of pleomorphic mixed, 2 (4%) of cutaneous T-

(4%) of plasmacytoid, 1 (2%) of immunoblastic and 1
(2%) of prolymphocytic, as shown in Fig. 2.

2% 2%

4% 4%
4%
5%

7%

= pleomaorphic small cell

m cutaneous T cell, high grade
= lymiphoblas tic

= agressive large granular cell
m pleomaorphic mixed

= cutaneous T cell, low grade
= pleomorphic large cell

w plasmacytoid
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Figure 2 - Histological classification of T-cell lymphoma canine lymphoma. Service of Animal Pathology of the FMVZ-

USP, Brazil, from 1995 to 2009.

Among the histological subtypes of cutancous
T-cell lymphoma, the following values were obtained: 7
(54%) of cerebriform small (mycosis fungoides), 2
(15%) of cercbriform large cell in transformation
immunoblastic, 2 (15%) of blastic, 1 (8%) of
monocytoid and 1 (8%) of cerebriform small cell, as
observed in Fig. 3.

The 10 B-cell lymphomas were subtyped as: 3
(30%) of centroblastic polymorphic, 2 (20%) of Burkitt,
2 (20%) of lymphoplasmacytic, 1 (10%) of
anaplastic/mediastinal, 1 (10%) of small lymphocytic
and 1 (10%) of prolymphocytic, as represented in Fig.
4.
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Figure 3 - Histological classification of cutaneous T-cell lymphoma in canine lymphoma. Service of Animal Pathology of

the FMVZ-USP, Brazil, from 1995 to 2009.
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Figure 4 - Histological classification of B-cell canine lymphoma. Service of Animal Pathology of the FMVZ-USP,

Brazil, from 1995 to 2009.

Discussion

This study diagnosed morphological subtypes
and immunophenotypes of 65 canine lymphomas
retrieved from the Service of Animal Pathology of the
FMVZ-USP from 1995 to 2009. The Service of Animal
Pathology is responsible for biopsy and necropsy
specimens diagnosis derived from the Veterinary
Hospital of FMVZ-USP, as well as private veterinary
clinics or other public or private institutions. In a
previous study, it was determined that the Veterinary
Hospital of the FMVZ-USP receives cases of dogs
bearing tumors from all regions of the city of Sdo Paulo
(data not shown). Therefore, we believe that such types
of studies are important to characterize the
epidemiology of these neoplasms in the city of Sido
Paulo.

The majority of findings described Mixed
breed as the more prevalent in canine lymphoma
followed by German Shepherd. However, the German
Shepherd was third in our findings (2,16,31). Mixed
breed was the most affected breed, followed by Boxer,
similar to other authors (24,25). The most T-cell
Iymphomas detected by immunophenotype were in the
Boxer breed. The mean age of the dogs with lymphoma
was 8.7 years (5 months to 15 years). The canine
lymphoma is higher between 5 to 9 years. Worldwide,

predominance among dogs aged between 6 to 10 years
with 6.58 of mean age (23). Other studies identified that
54.4% had an age up to 6 years and 7.2 mean age (24);
similar to other results that showed 80% of cases had an
age between 5 to 11 vears and mean age of 5.9 (16);
80% had an age between 4 to 13 years (22) and other
results identified the mean age of 7.9 and an age
between 1 to 16 years (31).

Male dog was the most affected gender in this
study (53%) in comparison with females (46%).
However, the gender predilection of tumors was not
significantly different. Other authors found a
predominance of lymphoma in male dogs, although that
was not significantly different, similar to our study (3,
22). Other authors showed a predominance of
lymphoma in female dogs, contradicting the result of
some articles (22, 25). Although there is a controversy
related to gender, it is believed that gender is not a risk
factor for the development of lymphoma in dogs (10,
16, 17).

Multicentric lymphoma was the most common
in this study followed by extranodal. This result is
similar to the majority of studies found in the literature
(6, 12, 16, 19, 20, 23, 24, 31).
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Figure 5. Spleen. Burkitt-subtype B-cell lymphoma. Medium-sized cells characterized with round nuclei, irregular
chromatin and several nucleoli. ‘Starry-sky’ appearance due to a high number of tingible body macrophages.
Hematoxylin and Eosin (H&E). Bar=100um. Figure 6. Spleen. Burkitt- subtype B-cell lymphoma. Neoplastic B-cell
lymphoma is densely CD79 positive. Immunolabeling with anti-CD79, hematoxylin counterstain. Bar=100pm. Figure
7. Lymph node. Anaplastic/mediastinal - subtype B-cell lymphoma. Large-sized cells are markedly anaplastic with
abundant cytoplasm. H&E. Bar=50pum. Figure 8. Intestine. Small lymphocytic- subtype T-cell lymphoma. Small-sized
T cells with round nuclei and absent nucleoli are CD3 positive. hematoxylin counterstain. Bar=50pm. Figure 9. Lymph
node. Lymphoblastic- subtype T-cell lymphoma. Medium-sized cells with vesicular nuclei, peripheralized chromatin
and visible small nucleoli. H&E. Bar=50pm. Figure 10. Lymph node. Plasmacytoid T-cell subtype. Large-size cell with
eccentric nuclei, occasional binucleation, acidophilic cytoplasm. H&E. Bar=50um. Service of Animal Pathology of the
FMVZ-USP, Brazil, from 1995 to 2009.
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The role of immunophenotyping lymphomas is to
differentiate  lymphoma  from  other non-neoplastic
proliferations  of lymph nodes and evaluate the
prognosis of the patient. The T-cell phenotype was
associated with a worse prognosis, unlike the B-cell
phenotype that can be associated with good,
intermediate and poor prognosis, as previously reported
in veterinary and human medicine(1, 16, 18, 35) This
study showed T-cell lvmphoma was the most common
(83% of cases) like some other studies (13, 15, 18),
Other researchers from different countries found the
predominance of B-cell lymphoma (60-80%) similar to
human results that showed the predominance of B-cell
lymphoma (80-85%) with the exception of Asia(l, 13,
15, 18, 19, 33, 34). Canine lymphoma are classified as
mixed (22% ) (double stained for T cell and B celly and
less than 5% are not immune reactive, similar to human
studies (8,30} . The predominance of Boxers with T-cell
lymphoma was also found in previeus studies, similar
to our result (7, 14, 17).The epidemiology of canine
lymphoma is still controversial in the literature. There is
variation in terms of breed predisposition, different
phenotypes, different types and subtypes with different
biological behavior and response to treatment, varying
according to region or country making canine
lymphoma, an  epidemiological,  clinical  and
pathological challenge whose etiology is still unknown,

The most frequent subtype of T-cell lymphoma
in this study was pleomorphic small cell, followed by
cutaneous T-cell, high grade and Iyvmphoblastic. The
high prevalence of cutaneous T-cell lvmphoma was
reported i some studies (7, 8, 24). One study found
23.9% of pleomorphic mixed, small, and large-cell
lymphomas, 23.%% of lymphoblastic lymphoma and
13.0% of pleomorphic large cells (7). Other articles
described 6% of pleomorphic  mixed, 3% of
plasmacytoid, 2% of pleomorphic large cell. 2% of
immunoblastic and 1% of aggressive large granular
(17

Among the cutaneous T-cell lvmphoma, in our
study the following resulls were obtamed: 4% of
cutaneous low grade T-cell, and 20% of cutaneous high
grade T-cell. Among the subtypes we observed: 7
{54%) of cercbriform small, 2 (15%) of cercbriform
large cell in transformation immunoblastic, 2 (15%) of
blastic, 1 (8%) of monocvioid and 1 (8%) of
cerchriform small cell. This is in contrast with another
study that found more cutaneous T-cell, low grade (9%)
than high grade (3%) (1 7).

The most frequent subtype of Becell
lymphoma in this study was centroblastic polymorphic,
followed by Burkit., Iyvmphoplasmacytic, according to
the updated Kiel classification reported by some authors
(6, 8,23, 24).

Other studies described the predominance of
centroblastic polymorphic (38%), followed by other
subtypes as 11% of marginal zone and 8% of
immunoblastic, 2%  of  Burkitt. 1% of
lymphoplasmacytic, 1% of plasmacytoid, and others
below 1% (small lymphecytic, prolymphocytic,

centroblastic-centrocytic,  anaplastic’/mediastinal  and
small cell not otherwise specified) (17).

In summary, our study has shown that, in
general, the Mixed breed was the most affected breed,
followed by German Shepherd. and the mean age was
8.7 years. There was no gender preference. T-cell
lymphoma  predominated in  the Boxer breed
Multicentric type was the most common lymphoma. T-
cell lymphoma was the most prevalent in dogs in the
present study, The most common subtypes were
pleomorphie small cell type and centroblastic type for
T-cell lymphoma and B-cell lymphoma, respectively.
These data are an important epidemiclogical tool for
advancing the best methods in research, prevention and
treatment of lvmphoma in dogs. Possible factors
contributing to the development of lymphoma in dogs
remain unknown and require further research,
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