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RESUMO

BARRIGA, V. M. Avaliacdo citoldgica, histolégica e imunoistoquimica do
linfoma alimentar em felinos domeésticos. [Cytological, histopathological and
immunohistochemical evaluation of feline alimentary lymphoma]. 2013. 87 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sado Paulo, 2013.

O linfoma alimentar é a forma anatdmica mais frequente nos felinos e € o tipo de
neoplasia que mais acomete o intestino delgado nessa espécie. E caracterizado pela
infiltracdo de células linféides neoplasicas em érgaos do trato gastrointestinal, com
ou sem comprometimento de linfonodos mesentéricos. Seu diagndstico pode ser
considerado desafiador em muitos casos, devido as manifestacdes clinicas muitas
vezes inespecificas e as limitacdes da citologia e histopatologia. A imunoistoquimica,
embora ainda pouco difundida, pode ser utilizada para confirmar o diagndstico de
linfoma alimentar, bem como determinar o tipo celular predominante. Objetivando-se
caracterizar o linfoma alimentar felino, foi realizado estudo utilizando-se 40 casos de
gatos com diagndéstico de linfoma alimentar (grupo 1), confirmados por meio da
imunoistoquimica, no qual se avaliou 0s aspectos epidemioldgicos, clinicos,
citolégicos, histologicos e imunoistoquimicos. Também foram avaliados 20 casos de
felinos com doenca inflamatoria intestinal (grupo 2), confirmados segundo exame
imunoistoquimico, quanto aos aspectos epidemioldgicos e clinicos. E com o intuito
de verificar a acuracia diagnostica relativa dos exames de citologia, histologia e
imunoistoquimica, foram utilizados os resultados dessas analises de ambos o0s
grupos. Foi observado entre os felinos com linfoma alimentar estudados uma média
de idade de 10,8 anos e as manifestacfes clinicas de maior ocorréncia foram
emagrecimento (55%), émese (40%) e alteracbes nas fezes (40%). Entre as
alteracbes ultrassonograficas observadas, as mais prevalentes foram
linfonodomegalia mesentérica (86,11%) e espessamento de algas intestinais
(80,55%). A maioria dos felinos estudados apresentou sorologia negativa tanto para
FIV quanto para FeLV e apenas 14,28% e 8,57% foram positivos para FIV e FelLV,
respectivamente. A correlacdo entre citologia e imunoistoquimica apontou

sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo e razdo de



verossimilhanga positiva e negativa de 93,3%, 65%, 66,6%, 92,85%, 2,65 e 0,10,
respectivamente. O coeficiente de concordancia Kappa de Cohen e a acuracia
diagnostica relativa foram de 0,55 e 77,14%, respectivamente. A correlacdo entre
histopatologia e imunoistoquimica revelou sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e negativo e razdo de verossimilhanca positiva e negativa de
89,74%, 60%, 81,39%, 75%, 2,22 e 0,18, respectivamente. O coeficiente de
concordancia Kappa de Cohen e a acuracia diagnostica relativa foram de 0,52 e
79,66%, respectivamente. A associacdo entre sorologia para FIV e FelLV e tipo
celular do linfoma alimentar ndo pode ser observada. O presente estudo permitiu
concluir que a combinacdo de citologia, histopatologia e imunoistoquimica é
necessaria para o correto diagnostico de linfoma alimentar, e o tipo celular de maior

ocorréncia foi o de células T.

Palavras - chave: Gatos. Linfoma alimentar felino. Imunoistoquimica



ABSTRACT

BARRIGA, V. M. Cytological, histopathological and immunohistochemical
evaluation of feline alimentary lymphoma. [Avaliacdo citol6gica, histologica e
imunoistoquimica do linfoma alimentar em felinos domésticos]. 2013. 87 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Alimentary lymphoma is the most common anatomical form of feline lymphoma and
is the neoplasm which more affects small intestine of this specie. It is characterized
by infiltration of the gastrointestinal tract with neoplastic lymphocytes, with or without
mesenteric lymph nodes involvement. The diagnosis of this illness can be challenger
in several cases because of unspecific clinical signs and cytological and
histopathological limitations. Immunohistochemistry is required where these
evaluations were not definitive in addition to establish the cell phenotype — T or B
lymphocyte. The aim of this study was to characterize feline alimentary lymphoma.
For these purpose, 40 cats with a diagnosis of alimentary lymphoma (Group 1) by
immunohistochemistry were evaluated clinical, epidemiological, cytological and
histologically, in addition to immunophenotype of the neoplasm tissues. Relative
accuracy was performed using the results of cytology, histopathology and
immunohistochemistry evaluation of 20 cats with inflammatory bowel disease
diagnosis. The average age of the cats with alimentary lymphoma was 10.8 years
and weight loss (55%), vomiting (40%) and fecal alteration (40%) were the most
common clinical signs. The most prevalent ultrasonography abnormalities were
mesenteric lymph nodes enlargement (86.11%) and intestinal wall thickening
(80.55%). The majority of alimentary lymphoma cats were FIV and FelLV negative
and 14.28% and 8.57% were FIV and FeLV positives, respectively. The cytology and
immunohistochemistry correlation presents sensitivity, specificity, positive and
negative predictive values, positive and negative likelihood ratio tests of 93.3%, 65%,
66.6%, 92.85%, 2.65 and 0.10, respectively. The Cohen’s kappa test and the relative
accuracy were 0.55 and 77.14%, respectively. The histopathology and
immunohistochemistry correlation presents sensitivity, specificity, positive and
negative predictive values, positive and negative likelihood ratio tests of 89.74%,
60%, 81.39%, 75%, 2.22 and 0.18, respectively. The Cohen’s kappa test and the



relative accuracy were 0.52 and 79.66%, respectively. Association of FIV and FeLV
result tests and alimentary lymphoma phenotype was not observed. In conclusion,
the results of the present study suggest that cytology, histology and
immunohistochemistry combination is necessary for a correct diagnosis, and T cell

alimentary lymphoma is the most common phenotype.

Key words: Cats. Feline alimentary lymphoma. Immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

O linfoma é neoplasia hematopoiética mais comum nos gatos domeésticos,
sendo que o linfoma alimentar € a forma anatdémica mais frequente desta afeccéo,
correspondendo até 72% de todos os casos de linfoma na espécie felina (WILSON,
2008; BARRS; BEATTY, 2012a).

Nos ultimos quinze anos tém-se observado um aumento na incidéncia dos
casos de linfoma alimentar na populacdo felina (LOUWERENS et al., 2005;
WILSON, 2008). As manifestacbes clinicas dessa afeccdo, muitas vezes
inespecificas, tornam o diagndstico do linfoma alimentar desafiador em muitos
casos, 0s quais podem, inclusive, mimetizar outras afec¢des gastrointestinais como,
por exemplo, doenca inflamatéria intestinal idiopatica e intolerancia alimentar
(WASMER et al., 1995; RAGAINI et al., 2003; WILSON, 2008; KIUPEL et al., 2011)

As técnicas diagndésticas atualmente empregadas, como citologia por puncéo
aspirativa por agulha fina (PAAF) guiada por ultrassom, ou avaliacao histopatologica
apos biopsia endoscoépica ou por meio de laparotomia sao extremamente Uteis, mas
nem sempre sdo suficientes para concluir o diagnéstico. (GABOR; MALIK;
CANFIELD, 1998; WILSON, 2008; KIUPEL et al., 2011).

A imunoistoquimica também pode ser utilizada para fenotipagem do linfoma
em células B ou T, mostrando-se um aliado importante a histopatologia, para a
confirmacéo da suspeita de linfoma alimentar, além da perspectiva de se utiliza-la
como ferramenta no prognostico (PATTERSON-KANE; KUGLER; FRANCIS, 2004;
AMORIM, 2008; KIUPEL et al., 2011). A maioria dos estudos sobre a caracterizacéo
do tipo de linfoma alimentar aponta para o fendtipo de células B como o mais
prevalente (PATTERSON-KANE; KUGLER; FRANCIS, 2004; WALY et al.,, 2005;
POHLMAN et al., 2009). Entretanto, uma pesquisa realizada por Zwahlen et al.
(1998) revelou uma prevaléncia maior do tipo celular T. No Brasil, Reche Jr. et al.,

em 2010, relataram dez casos de linfoma alimentar felino, os quais foram



submetidos a biopsia incisional para andlises histopatolégica e também

imunoistoquimica.

O presente estudo teve por objetivo a avaliacdo retrospectiva dos aspectos
epidemioldgicos, clinicos, citoldgicos, histolégicos e imunoistoquimicos de gatos com
diagnéstico de linfoma alimentar, bem como avaliar a correlacdo entre os exames

citologicos, histopatoldgicos e imunoistoquimicos dos mesmos.



2. REVISAO DE LITERATURA

O linfoma é a neoplasia mais comum em gatos e corresponde a cerca de 50 a
90 % de todos os neoplasmas hematopoiéticos na espécie. Caracteriza-se pela
proliferacéo de linfécitos malignos em 6rgéos linfoides, ou em qualquer outro 6rgao
devido a migracédo fisiolégica dessas células através dos tecidos do organismo
(VAIL; YOUNG, 2007; WILSON, 2008).

O linfoma alimentar é a forma anatdmica de maior ocorréncia nos felinos
domésticos, representando de 32 a 72% dos casos de linfoma, no qual a infiltracao
de células linfoides neoplasicas ocorre em 6rgaos do trato gastrointestinal com ou
sem comprometimento dos linfonodos mesentéricos adjacentes (WILSON, 2008;
LINGARD et al., 2009; RECHE JR et al., 2010).

2.1 Classificacao do Linfoma

O linfoma pode ser classificado anatomicamente, histologicamente e

imunofenotipicamente.

211 Classificacdo anatdmica

Tradicionalmente os linfomas sao anatomicamente classificados como

mediastinal, multicéntrico, extranododal e alimentar (COUTO, 2001).

Conforme citado anteriormente, o linfoma alimentar caracteriza-se pelo

acometimento de Orgaos do trato gastrointestinal, podendo ter ou ndo envolvimento



de linfonodos mesentéricos. Alguns autores incluem nessa classificacdo 6rgaos
como pancreas, figado e baco, enquanto outros agrupam esses dois Ultimos 6rgaos
como multicéntrico. As regifes do trato gastrointestinal comumente acometidas sao
principalmente a porcao de jejuno e ileo do intestino delgado e transicéo ileo-ceco-
célica (RICHTER, 2003; WILSON, 2008; BARRS; BEATTY, 2012a).

O linfoma em cavidade oral, bem como as neoplasias esofdgicas séo
raramente descritas. Neoplasias em regido gastrica ndo sdo comuns, mas destaca-
se uma maior ocorréncia do linfoma em relacdo aos carcinomas (CROW, 1985;
NEIGER, 2003; MESTRINHO, 2007). Com relacédo ao colon, o linfoma € a segunda
doenca oncologica mais prevalente, perdendo apenas para o0 adenocarcinoma
(SLAWIENSKI et al., 1997; GARDNER et al., 2003).

2.1.2 Classificacdo histopatologica

O linfoma alimentar felino pode ser classificado em trés graus histolégicos:
baixo grau, também conhecido como bem diferenciado, linfocitico ou de pequenas
células; intermediario e alto grau ou pouco diferenciado, linfoblastico, imunoblastico
ou de grandes células. Além desses, porém menos comum, o linfoma de grandes
células granulares, um distinto subtipo histologico originado de linfocitos T
citotoxicos e células natural killers, também pode ser classificado como de baixo,
intermediéario ou alto grau (WELLMAN et al., 1992; RICHTER, 2003; ROCCABIANCA
et al., 2006; RECHE JR et al., 2010; BARRS; BEATTY, 2012a).

Atualmente, os sistemas de classificacdes histologicas mais utilizadas para o
linfoma felino s&o os propostos pelo National Cancer Institute Working Formulation
(NCIWF) e pelo Revised European-American Lymphoma/ World Health Organization
(REAL/WHO).



O NCIWF classifica o linfoma de acordo com sua progressao, reconhecendo
em trés graus histologicos: alto, intermediario ou baixo, baseado na frequéncia de
mitoses (MORRIS; DOBSON, 2007; BARRS; BEATTY, 2012a).

O sistema REAL/WHO utiliza tanto os aspectos morfologicos quanto

imunoistoquimicos para classificar os linfomas em doencas especificas.

Dessa forma o linfoma linfocitico ou baixo grau, segundo o sistema NCIWF,
analogamente, pode ser classificado pelo REAL/WHO como linfoma epiteliotréfico
de células T, linfoma intestinal de células T ou como enteropatia associada a linfoma
de células T (BARRS; BEATTY, 2012a).

2.1.3 Classificacdo imunoistoquimica

Os linfomas também podem ser classificados fenotipicamente segundo seu
tipo celular, em linfoma de células T ou B ou mistos, utilizando-se da técnica de

imunoistoquimica.

2.2 Epidemiologia do linfoma alimentar em gatos

O linfoma alimentar ocorre comumente em gatos de meia idade e senis,
comumente acima de 10 anos de idade, sem predisposicdo sexual aparente.
Embora alguns estudos n&do tenham evidenciado uma predisposi¢do racial; em
outros, a raga siamesa parece super representada. Em uma recente pesquisa
realizada por Rissetto et al. (2011), a raca siamesa e 0s gatos sem raca definida

apresentaram-se como grupos de maior risco para o linfoma alimentar quando



comparados com outras neoplasias intestinais. Alguns autores também referem uma
predisposicdo das racas orientais ao linfoma (MAHONY et al., 1995; COURT,
WATSON; PEASTON, 1997; ZWAHLEN et al., 1998; GABOR; MALIK; CANFIELD,
1998; LOUWERENS et al., 2005; LINGARD et al., 2009; RISSETTO et al., 2011,
GIEGER, 2011; BARRS; BEATTY, 2012a).

Alguns autores referem que em seus estudos que felinos com linfoma
alimentar também se apresentaram positivos para o FeLV em 5-30%, e que esse
virus poderia estar relacionado com o linfoma alimentar em até 30% dos casos
(VAIL et al., 1998; JARRET; HOSIE, 2006). Esses estudos utilizaram o método
ELISA, no qual proteina do virus p27 é detectada, denotando antigenemia e infec¢ao
ativa (MORRIS; DOBSON, 2007). No entanto, Weiss, Klopfleisch e Gruber, em 2010,
observaram em seu estudo que 60% dos casos de linfoma alimentar tinham o
provirus do FelLV integrado no genoma celular da neoplasia, o que significa que
esse virus possa ter um papel muito mais importante na oncogénese do linfoma

alimentar do que se aventava anteriormente.

Com relacdo ao virus da imunodeficiéncia felina, embora alguns autores
relatem que os gatos com linfoma alimentar sejam geralmente FIV negativos no
teste ELISA, alguns estudos demonstraram que 50% dos casos de linfoma foram
positivos para FIV utilizando-se o teste Western Blot (GABOR; CANFIELD; MALIK,
2000; RECHE JR et al., 2010). Outro fato observado é que os linfomas de gatos
infectados pelo FIV séo geralmente de imunofenotipo B, segundo Callanan et al., em
1996.

2.3 Etiologia e fatores de risco do linfoma felino

O linfoma é considerado uma doenca multifatorial. Foram descritos varios
componentes tais como genético, infec¢do por retrovirus, alteragcéo inflamatoria, bem
como exposicdo a agentes conhecidamente cancerigenos como a fumaca de cigarro

e até mesmo a dieta como possiveis fatores relacionados ao linfoma em gatos



(BERTONE; SNYDER; MOORE, 2002; LOUWERENS et al.,, 2005; MORRIS;
DOBSON, 2007). Tais mecanismos ser&o descritos a seguir.

2.3.1 Virus da Leucemia Felina (FeLV)

O virus da Leucemia Felina foi incriminado como a causa mais comum de
neoplasias hematopoiéticas no periodo de 1960 a 1980, referida como era FelLV
pelos norte-americanos, devido ao fato dos felinos portadores de linfoma também
apresentarem antigenemia em 60 a 70% dos casos. Nessa época o0s tipos de
linfoma mais prevalentes em gatos eram o mediastinal e o multicéntrico, comumente
associados a antigenemia (VAIL, 2007; WEISS; KLOPFLEISCH; GRUBER, 2010).

Nas duas décadas subsequentes, chamada pés era FelLV, observou-se nos
Estados Unidos uma mudanca na epidemiologia e nas caracteristicas do linfoma
felino, cuja forma anatdbmica de maior ocorréncia atualmente € a alimentar, néo
associada a antigenemia. Essa alteracdo no painel clinico epidemiol6gico do linfoma
foi acompanhada por um declinio da prevaléncia de gatos positivos para o FelLV,
gue coincidiu com um regime de eliminacdo dos animais positivos, com a

disseminacéao de técnicas diagndsticas e, posteriormente, com a vacinacgao.

Em estudo realizado por Weiss, Klopfleisch e Gruber (2010) mostrou-se que
60% dos casos de linfoma alimentar em gatos foram positivos para FeLV por meio
da PCR e, portanto, possuiam o provirus incorporado ao genoma celular do linfoma,

apesar de apenas 4% desses felinos terem apresentado antigenemia.

Contudo, a associacdo entre a presenca do provirus e o desenvolvimento do
linfoma ainda ndo € clara. Atualmente, tem-se aceitado que a expressdo dos
antigenos provenientes do provirus do FelLV desencadeia o processo de
oncogénese. Além disso, a propria insercdo do provirus no genoma da célula
hospedeira pode estimular a transcricio de um proto-oncogene ou alterar a

transcricdo de um gene supressor de tumor, configurando, assim, o conceito de



mutagénese insercional (FUJINO; OHNO; TSUJIMOTO, 2008; WEISS;
KLOPFLEISCH; GRUBER, 2010).

2.3.2 Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV)

A participacdo do FIV como responsavel direto pelo desenvolvimento do
linffoma ainda parece controversa no cenario cientifico atual. Alguns autores
sugerem que o papel do FIV na inducdo do linfoma € indireto e provavelmente
devido a imunossupressao que esse virus causa, ja que a maioria das pesquisas
ndo foram capazes de demonstrar integracdo do provirus de FIV nos tecidos do
linfoma de gatos positivos, além do fato do seu material genético ndo conter
oncogene, diferentemente do FeLV (SHELTON et al., 1990; CALLANAN et al., 1996;
ENDO et al., 1997; VAIL, 2007; MAGDEN; QUACKENBUSH; VANDEWOUD, 2011).

Outros estudos sugerem que além da alteracdo do sistema imune, o FIV
poderia atuar diretamente, ativando vias do processo de oncogénese como a
estimulacdo de proto-oncogenes; ou ainda, estimulando antigenicamente linfécitos
B, durante um curso de infeccéo crénica. Em um estudo realizado, a sequéncia do
FIV foi detectada a partir do DNA isolado de linfoma de alto grau de células B, em
um felino experimentalmente infectado. Esse mesmo trabalho indicou que o local de
integracdo do provirus sugere uma perda de funcdo desse gene (BEATTY et al.,
1998; BEATTY; TERRY; MAC DONALD, 2002). Em pesquisa realizada com catorze
gatos com linfoma, dois apresentaram a sequéncia do provirus pelo teste Southern
blot (WANG et al., 2001).

Outro fato observado é que os felinos infectados pelo virus da
imunodeficiéncia felina apresentaram uma maior ocorréncia de linfoma de células B,
0 que poderia ser explicado pela maior proliferacdo desses linfocitos, que se
apresentam em niveis aumentados ap0s a infeccdo pelo FIV, e que aumentaria

estatisticamente o risco de aparecimento e desenvolvimento de uma célula



neoplasica (CALLANAN et al.,, 1996; VAIL, 2007; MAGDEN; QUACKENBUSH,;
VANDEWOUD, 2011).

Além disso, especula-se que, durante a infeccdo pelo FIV, haja um
enfraguecimento no mecanismo de “fiscalizacdo” celular que eliminaria as células
neoplasicas, secundaria a imunodiscrasia causada pelo virus (MAGDEN;
QUACKENBUSH; VANDEWOUD, 2011).

Dessa forma, presume-se que o papel do FIV na inducao do linfoma seja mais
provavelmente indireto, pela ativacdo imune, enfraquecimento da “fiscalizacéo”
celular, imunodiscrasia e pelo sinergismo com outros virus oncogénicos (MAGDEN;
QUACKENBUSH; VANDEWOUD, 2011).

2.3.3 Infeccéo por Helicobacter spp.

Diversos trabalhos humanos indicaram uma associagdo entre neoplasia
gastrica e infeccdo por bactérias do género Helicobacter spp., inclusive mostrando
que pacientes com infeccdo por Helicobacter spp. e linfoma gastrico concomitante
submetidos a antibioticoterapia, apresentaram remissdo da neoplasia apds o
tratamento (BRIDGEFORD et al., 2008; GISBERT; CALVET, 2011; KIM, et al.,
2011).

Em seu estudo, Bridgeford et al. (2008) apontaram associacdo significativa
entre infeccdo por cepas de Helicobacter spp. e presenca de linfoma gastrico em

gatos.

Esses achados indicam que a estimulagdo antigénica causada por essa
bactéria pode ser suficiente para promover mecanismos linfoproliferativos na
transformacédo do tecido linfoide associado a mucosa - MALT (Mucosa-Associated
Lymphoid Tissue) (BRIDGEFORD et al., 2008).
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2.3.4 Exposicéo a fumaca de tabaco

A exposicdo a fumacga de tabaco como fator de risco para linfoma néo
Hodgkin em humanos foi abordada em vérios trabalhos, devido ao fato de que
agentes conhecidos do tabaco serem carcinogénicos para o tecido linfoide e
poderem provocar mutacdo em precursores de linfocitos (BERTONE; SNYDER,
MOORE, 2002; VAIL, 2007; CASTILLO; DALIA, 2012).

De forma semelhante aos estudos em humanos, Bertone, Snyder e Moore
(2002) sugeriram em seu trabalho que gatos domésticos com exposi¢do a fumaca
de tabaco apresentam um risco de 2,4 a 3,2 vezes maior de desenvolver linfoma
qgquando comparados ao grupo controle, dependendo do tempo e do grau de

exposicao.

2.3.5 Inflamacéo crénica

Uma gama de evidéncias sugere que a inflamacéo crbnica do intestino possa
ser um fator de risco para o linfoma intestinal, embora ndo haja comprovacao. (VAIL,
2007; BARRS; BEATTY, 2012a; BRYAN, 2010).

S&o descritos trés mecanismos cuja inflamacdo desencadearia um processo
oncologico. Os patdgenos que carreiam oncogenes e que induzem inflamacéao,
provocariam subsequentemente uma transformacdo maligna. Por outro lado,
microrganismos patogénicos ndo carreadores de oncogenes também poderiam
incitar uma resposta inflamatéria desencadeando hipoxia e liberacdo de espécies
reativas de oxigénio, culminando, assim, em alteracdes seriais de sequéncia de

genes. Além desses, a propria inflamacdo cronica enddégena também poderia
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suscitar um processo de carcinogénese na auséncia de patdgenos (SINKOVICS,
2011).

Em pacientes humanos a progressdo da doenca inflamatoria intestinal para
linfoma, como ocorre na doenca celiaca cronica € bem documentada. Em felinos
domésticos, alguns estudos descrevem doenca inflamatoria intestinal prévia ou
concomitante ao linfoma, sendo em 33,3% a 60% dos casos. Além disso, a
descricdo de enterite linfoplasmocitica em outras partes do intestino acometido pelo
linfoma linfocitico, referidos também como “enteropatia associada a linfoma de
células T”, sugere o aparecimento de linfoma em um cenario inflamatdrio do intestino
(CARRERAS et al.,, 2003; MOORE et al.,, 2005; ROCCABIANCA et al., 2006;
BRISCOE et al., 2011).

2.3.6 Imunossupresséao

A imunossupressdo, semelhante a causada pela infeccdo pelo FIV, pode
refletir em um risco no desenvolvimento de linfoma em gatos. Um estudo realizado
com 95 felinos submetidos a transplante renal, aproximadamente 10% apresentaram
linfoma posteriormente, resultado bastante parecido ao que € visto em pacientes
humanos imunossuprimidos apdés transplantes de 6érgédos (BEATTY et al.,, 1998;
WOOLDRIDGE et al., 2002; VAIL, 2007).
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2.3.7 Dieta

Embora ndo exista nenhuma evidéncia direta, foi sugerida uma ligacao entre
a dieta e 0 aumento da ocorréncia de linfoma alimentar em relacdo aos outros tipos
de linfoma, pelo fato das mudancas nas dietas felinas terem acontecido na mesma
época em gue se observou uma inversao da prevaléncia dos tipos de linfoma em
gatos (LOUWERENS et al., 2005).

2.3.8 Componente genético

Analogamente a espécie felina, cdes também apresentam alta incidéncia de
linfoma, embora ndo apresentem retroviroses conhecidas. Além disso, séao
conhecidas racas que apresentam altas incidéncias dessa doenca e outras cuja
incidéncia € baixa, 0 que sustenta um possivel componente genético dessa
neoplasia. Em gatos as racas orientais, entre elas a siamesa parecem mais
predispostas ao linfoma, o que sugere uma predisposicdo genética (LOUWERENS
et al., 2005; VAIL, 2007; RISSETTO et al., 2011).

Portanto, € possivel que os fatores citados acima possam funcionar como
desencadeadores do processo de oncogénese do linfoma felino, quando na

presenca de uma predisposi¢do genética (LOUWERENS et al., 2005).
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2.4 Manifestacgdes clinicas

Atualmente alguns autores propfe uma categorizagdo quanto as
manifestagbes clinicas, ja que na pratica o linfoma pode se apresentar como
entidades clinicas distintas (GIEGER, 2011; BARRS; BEATTY, 2012a).

Gatos com linfoma alimentar de baixo grau ou linfocitico podem exibir a
doenca de forma lenta e progressiva, apresentando hiporexia ou anorexia, vémito,
perda de peso, diarreia e menos frequentemente, letargia, polidipsia e polifagia. Os
felinos acometidos podem ainda apresentar como Unicas manifestacdes clinicas a
anorexia e a perda de peso (WILSON, 2008; NORTH; BANKS, 2009; RECHE JR. et
al., 2010; BARRS; BEATTY, 2012a).

Ao exame fisico, o felino pode apresentar-se com baixa condi¢cdo corporal,
desidratados, e a palpacdo abdominal, podem-se perceber alcas intestinais
espessadas, massa abdominal palpavel em 20 a 30% dos casos, que pode ser
atribuida tanto ao aumento de linfonodos mesentéricos, quanto a massa intestinal
transmural (GIEGER, 2011; BARRS; BEATTY, 2012). Entretanto, muitos gatos
podem apresentar achados normais ao exame fisico, incluindo palpacdo abdominal
(COUTO, 2001; RICHTER, 2003).

Os felinos acometidos pelo linfoma de alto grau, intermediario ou de grandes
células granulares podem apresentar as mesmas manifestagdes clinicas, porém com
um curso clinico mais agudo ou mais grave. Ao exame fisico, a principal diferenca é
gue massa abdominal é mais comumente palpada, em relacdo ao linfoma linfocitico.
Além disso, ictericia e hepatomegalia podem ser percebidos, em caso de
envolvimento hepético (GIEGER, 2011; BARRS; BEATTY, 2012a).

O estadiamento clinico, tal qual o utilizado no linfoma canino, ndo se mostrou
ter utilidade prognoéstica, segundo Milner et al., em 2005. No entanto, alguns autores
referem que, mesmo em gatos, o estadiamento é fundamental para definicdo do
prognéstico e escolha do protocolo quimioterapico (DALECK; CALAZANS; DE
NARDI, 2009). O estadiamento para linfoma em gatos proposto por Mooney et al.,

em 1989, parece bastante coerente, util e dessa forma tem sido empregado por
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outros autores (MILNER, 2005). O estadiamento clinico proposto por Mooney et al.
(1989), adaptado para o linfoma alimentar, pode ser observado no quadro 1.
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Quadro 1 — Estadiamento clinico do linfoma em gatos

Estagio Extensao da doenca

Nédulo em trato gastrointestinal primario passivel de resseccdo ou um
unico linfonodo abdominal acometido.

Nédulo em trato gastrointestinal primario passivel de resseccdo com
envolvimento de linfonodo regional

Duas ou mais areas do trato gastrointestinal acometidas ou nodulo néo
resseccionavel

AV Estagios I, Il ou Il com envolvimento de figado e/ou baco

Estagios |, Il, Ill ou IV com envolvimento inicial do sistema nervoso central

V ,
e/ou de medula 6ssea

a/b |a)Sem acometimento sistémico; b)Com acometimento sistémico

Fonte: Mooney et al. (1989) — adaptado para o linfoma alimentar.

2.4.1 Complicacdes clinicas

Felinos domésticos com linfoma podem apresentar como agravamento da
afeccdo: obstrucao intestinal, perfuracao intestinal e intussuscepcao associada ou
nao a prolapso retal (DEMETRIOU; WELSH, 1999; MACPHAIL, 2002; RICHTER,
2003).
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2.5 Abordagem diagnoéstica e diagndsticos diferenciais

A abordagem diagnostica do linfoma alimentar visa primeiramente descartar
outras afec¢des com sintomatologia semelhante, principalmente aquelas que sao
comuns em gatos adultos de meia idade e senis. Para isso, faz-se necessario a
realizacdo de exames laboratoriais, tais como hemograma, avaliacdo renal e
hepatica, para melhor enquadrar o estado geral do animal e verificar a presenca de
comorbidades, além de direcionar o diagnostico.

As sorologias para FIV e FeLV s&o recomendadas como exames de triagem,

além do valor progndstico em caso de linfoma alimentar.

Nos casos em que ha diarreia do intestino delgado ou grosso, recomendam-
se exames de flutuacao e citologia fecal, além de coproparasitolégico direto. Esses
testes visam descartar verminoses, e infec¢cdo por Giardia spp., Criptosporidium
spp., Isospora spp., Tritrichomonas foetus, Clostridium spp. e Campilobacter spp
(WILLARD, 2001 ; BARRS; BEATTY, 2012a).

A mensuracdo da fPLI (Feline Pancreatic Lipase Immunoreactivity ou
imunorreatividade da lipase pancreatica), pode ser utilizada, juntamente com a
albumina sérica e avaliacdo ultrassonografica com o objetivo de descartar quadros
de pancreatite. A tiroxina ou T4 total também pode ser mensurada com o intuito de
descartar hipertireoidismo (ZORAN, 2006; WILSON, 2008; BARRS; BEATTY,
2012a).

As dosagens de folato e cobalamina podem ser Uteis nos casos em que o
felino apresenta manifestagfes clinicas de doenca do intestino delgado. Enquanto o
primeiro é absorvido nas por¢des iniciais do intestino delgado, a absorcdo da
segunda ocorre nas porcOes finais (ileo), e dessa forma podem auxiliar na
identificacdo de qual segmento pode estar acometido. Além disso, niveis baixos de
folato e cobalamina sao sugestivos de doenga do intestino delgado difusa, achados
esses compativeis com os quadros de doenca inflamatéria intestinal e linfoma
(RUAUX; STEINER; WILLIAMS, 2006; WILSON, 2008; GIEGER, 2011; BARRS;
BEATTY, 2012a).
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Os diagnésticos diferenciais para linfoma alimentar incluem principalmente as
doencas inflamatérias intestinais, sobretudo a linfoplasmocitaria, intolerancia ou
hipersensibilidade alimentar, causas infecciosas de inflamacdo intestinal,
pancreatite, doenca renal, adenocarcinoma, além de outros neoplasmas do trato
gastrointestinal como mastocitoma e neoplasia de células epiteliais (WASMER et al.,
1995; RAGAINI et al., 2003; WILSON, 2008; BARRS; BEATTY, 2012a).

Dietas de eliminacdo podem ser utilizadas com o intuito de afastar as
possibilidades diagndsticas de hipersensibilidade alimentar e de intolerancia
dietética (WASMER et al., 1995; RAGAINI et al., 2003; BARRS; BEATTY, 2012a).

A ultrassonografia abdominal é bastante Util e sera abordada com mais

detalhes posteriormente.

ApOs essa investigacdo inicial, outros exames como a citologia,
histopatologia, imunoistoquimica e a PCR podem ser realizados para se obter o
diagnéstico final. Esses testes serdo descritos de maneira detalhada posteriormente.

2.5.1 Patologia clinica

Os gatos com linfoma alimentar podem apresentar como alteracbes
hematoldgicas uma discreta a moderada anemia ndo regenerativa, em menos de
50% dos casos, que pode estar associada a doenca cronica, infiltracdo da medula
ossea pelo linfoma (apesar de bastante incomum), infeccdo pelo FeLV ou perda
sanguinea gastrointestinal (GABOR, 2000; GIEGER, 2011;).

Leucocitose por neutrofilia pode estar presente em felinos com linfoma e
sugere inflamacdo, neoplasia ou estresse. Linfocitose e presenca de linfocitos
atipicos ou aumento do numero de grandes linfocitos granulares no sangue
periférico, ou linfopenia podem ser observados em casos de linfoma de grandes
células granulares. Monocitose também pode ocorrer e sugere aumento na
demanda em fagocitose nos tecidos lesados ou de células neoplasicas mortas
(WELLMAN et al., 1992; ENDO et al., 1997; GABOR; MALIK; CANFIELD, 1998,
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2000; REBAR et al.,, 2003; ROCCABIANCA et al., 2006; KRICK et al., 2008;
GIEGER, 2011; BARRS; BEATTY, 2012a).

Quanto a bioquimica sérica, a anormalidade mais comumente encontrada nos
casos de linfoma alimentar felino é uma hipoalbuminemia ténue - em
aproximadamente 50% dos casos - e pode estar associada a perda de proteina pelo
trato digestério ou ma absorcdo, o que pode refletir uma doenca mais difusa. A
hipocalcemia também foi relatada em gatos com esse tipo de linfoma. Além disso,
animais com envolvimento hepatico podem apresentar aumento dos valores de
enzimas hepéticas, da mesma forma que aqueles com acometimento renal podem
apresentar azotemia. (MAHONY et al., 1995; GABOR; MALIK; CANFIELD, 2000;
RICHTER, 2003).

2.5.2 Exame radiografico

A radiografia abdominal é pouco elucidativa para diagndstico de linfoma
alimentar, podendo evidenciar, em poucos casos, uma massa abdominal evidente
ou dilatacdo de alcas intestinais por acumulo de gas, que poderia sugerir uma
obstrucdo em um segmento intestinal. No entanto, o exame radiografico esta
indicado para avaliar a presenca de linfoadenomegalia toracica (RICHTER, 2003;
WILSON, 2008; GIEGER, 2011; BARRS; BEATTY, 2012a).

2.5.3 Ultrassonografia abdominal

A ultrassonografia abdominal constitui uma ferramenta valiosa quando da
suspeita de linfoma alimentar, pois permite a avaliacdo do trato gastrointestinal,

avaliando-se a espessura e estratificacdo da parede intestinal, tamanho de
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linfonodos, além da ecogenicidade de ambos (COUTO, 2001; BARRS; BEATTY,
2012a).

As alteracdes condizentes com alteracdo infiltrativa, que indicam possivel
acometimento neoplasico incluem: perda de estratificacdo mural, diminuicdo da
ecogenicidade e aumento da espessura da parede intestinal, cujos valores de
referéncia sdo: duodeno e jejuno menor que 2,8 mm; ileo menor que 3,2 mm e colon
menor que 1,7 mm. Linfonodomegalia mesentérica, com diminuicdo de
ecogenicidade e com tamanho superior a 5 mm também podem ser observados
(GOGGIN et al., 2000; SCHEREURS et al., 2008).

2.5.4 Citologia

Pode-se realizar puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) guiada por
ultrassom, nos casos em que se observa aumento de linfonodo mesentérico ou
massa intestinal, que possa ser isolado para realizacédo da puncéo (GIEGER, 2011).

A citologia do linfonodo evidenciara uma amostra da populacao de linfocitos.
Nos casos de linfoma alimentar de alto grau, de grau intermediario e os de grandes
células granulares, o diagndstico citoldgico pode ser obtido (VALENCIANO; COWEL,;
ARNDT, 2011). No exame citolégico do linfoma linfoblastico ou de alto grau, os
linfoblastos sdo maiores e mais facilmente distinguiveis dos linfocitos normais,
representando 60% ou mais de toda populacéo linfoide da amostra. (VALENCIANO;
COWEL; ARNDT, 2011). Na citologia dos linfomas de grandes células granulares, os
linfécitos também sdo grandes, e apresentam granulos azurdficos
intracitoplasmaticos, quando corados na coloragdo de Wright-Giemsa (WELLMAN et
al., 1992; RICHTER, 2003; KRICK et al., 2008; ROCCABIANCA et al., 2006;
BARRS; BEATTY, 2012a).

Nos casos de linfoma alimentar de baixo grau, a citologia do linfonodo
mesentérico nem sempre é conclusiva, uma vez que os linfécitos sdo bem
diferenciados e podem parecer normais. Além disso, sem a observacdo da

arquitetura tecidual, obtida por meio de exame histopatologico, a diferenciacao de
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um linfécito normal de um linfécito neoplasico, é bastante dificil (WILSON, 2008;
VALENCIANO; COWEL; ARNDT, 2011).

2.5.5 Bidpsia endoscopica e bidpsia por laparoscopia ou bidpsia incisional por

laparotomia

A endoscopia € um exame ndo invasivo e pode auxiliar no diagnéstico de
linfoma alimentar, caso o tecido neoplasico esteja nas regides de alcance do
endoscopio, ou seja, estbmago, duodeno, jejuno proximal e célon. A bidpsia do ileo
ndo é um procedimento facil, mas pode ser realizada durante a colonoscopia, pela
técnica de passagem do forceps cegamente através do esfincter ileo-célico, ou
utilizando-se um endoscopio de menor calibre (LEIBMAN; LARSON; OGILVE, 2003;
WILSON, 2008; WASHABAU et al., 2010; SCOTT et al., 2011).

Em seu estudo, Willard et al. em 2008, observaram a importancia da
qualidade das amostras de duodeno, obtidas endoscopicamente, e sugeriram que
seis amostras de condicdo marginal a adequada seriam suficientes para o
diagnéstico histopatolégico, o que foi corroborado por Washabau et al., em 2010.
Willard et al. (2008) também ressaltaram a importdncia do treinamento para
realizacdo de biopsia endoscopica e obtencdo de amostras representativas para o
diagnéstico.

Em 2009, um grupo de pesquisadores comparou as amostras
gastrointestinais provenientes de endoscopia e de laparoscopia ou laparotomia. Os
resultados desse estudo evidenciaram que a bidpsia endoscépica apresentou boa
sensibilidade para o diagndstico de linfoma gastrico, mas nado foi considerado
acurado para o diagnostico de linfoma intestinal felino (EVANS et al., 2006).

Casamian-Sorrosal et al., em 2010, e Scott, em 2011, juntamente com seus
colaboradores, obtiveram resultados semelhantes em seus estudos, 0s quais
apontaram para o fato de que em muitos casos, o diagnostico de linfoma alimentar
em caes somente € possivel por meio de biépsia do ileo. Esses achados também
foram enfatizados em um consenso para avaliacdo endoscépica e histopatolégica

por um grupo internacional para padronizacdo gastrointestinal (International
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Gastrointestinal Standartization Group) da Associacdo mundial de veterinarios de
pequenos animais (World Small Animal Veterinary Association) (WASHABAU et al.,
2010).

Porém, é importante destacar que o linfoma alimentar felino raramente ocorre
no duodeno, e que na maioria das vezes, as lesdes neoplésicas estardo presentes
no jejuno, ileo e transigdo ileo-ceco-colica. De fato, Moore, Rodriguez-Bertos e Kass
(2011) observaram uma maior incidéncia do linfoma no segmento jejunal em seu
trabalho. Além disso, Evans et al., em 2006, referiram como dificil ou impossivel a
realizacdo de biopsia endoscopica de jejuno e ileo, o que constitui uma
desvantagem significativa desse método (LEIBMAN; LARSON; OGILVE, 2003;
WILSON, 2008).

A laparotomia ou laparoscopia para realizacdo de biopsia, permite colher
amostras de todas as regides intestinais, bem como de linfonodos mesentéricos e
cOlicos, além de outros 6rgdos se houver necessidade. Outro detalhe importante, €
gue a bidpsia incisional permite a retirada de fragmentos contendo todas as
camadas intestinais. E dessa forma, a infiltracdo de células neoplasicas em
camadas mais profundas que a muscular da mucosa, podem ser observadas pelo
patologista (LEIBMAN; LARSON; OGILVE, 2003; RICHTER, 2003; EVANS et al.,
2006; WILSON, 2008; KLEINSCHMIDT et al., 2010; SMITH et al., 2011).

Em relacdo as complicacbes poOs-operatoérias, baixa incidéncia ou nenhuma
intercorréncia foram relatadas devido a laparotomia ou laparoscopia (EVANS et al.,
2006; SMITH et al., 2011).

2.5.6 Histopatologia

Considerando-se que em alguns casos 0s resultados da avaliagdo citoldgica
sdo inconclusivos e em outros, os resultados sugestivos de linfoma alimentar
merecam confirmacéo, o exame histopatologico reveste-se de grande importancia. A
diferenciacéo entre o linfoma linfocitico e a enterite linfoplasmocitaria pode ser dificil
até mesmo para patologistas experientes (VALLI et al., 2000; RICHTER, 2003). E
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nos casos em que apoés avaliacdo histopatoldgica a suspeita de linfoma persiste, a
realizacdo da imunoistoquimica esta indicada (KIUPEL et al., 2011).

A doenca inflamatoéria intestinal € caracterizada histologicamente pela
infiltracdo difusa de linfocitos, plasmacitos, eosinofilos, neutréfilos e macréfagos na
camada mucosa, além de congestdo, edema ou fibrose de mucosa que também
podem estar presentes (RICHTER, 2003; GIEGER, 2011).

As principais alteracbes celulares observadas ao exame histoldgico,
indicativas de neoplasia incluem: pleomorfismo, anisocariose, frequéncia de figuras
de mitose aumentadas, mitoses atipicas e nucléolo evidente durante a divisdo
celular (PIRES et al., 2004; CHEVILLE, 2006).

No que concerne o linfoma alimentar, os achados histopatolégicos incluem
infiltracdo de linfocitos neoplasicos irregularmente distribuidos entre os vilos
intestinais; grande concentracdo de linfocitos na area externa da zona da cripta até a
base do vilo na lamina prépria; distribuicdo irregular do nimero de linfécitos de um
vilo comparado a outro e irregularidade na localizacdo dessas células dentro da
lamina propria em um mesmo vilo, que pode estar densamente povoado, com o
entorno normal. Outra alteracdo importante € o discreto agrupamento de linfocitos
intraepiteliais ou infiltracdo difusa nos vilos e criptas do epitélio, caracterizando
epiteliotropismo. Além disso, aglomerados de linfocitos justapostos entre as células
epiteliais também séo altamente sugestivos de linfoma intestinal (RICHTER, 2003;
MOORE; RODRIGUEZ-BERTOS; KASS, 2011).

A infiltracdo de linfécitos neoplasicos pode avancar através da submucosa,
tunica muscular e serosa, constituindo infiltracado transmural. Em lesdes mais graves,
o infiltrado pode transpor a muscular propria perivascularmente, acarretando em um
envolvimento de padrédo trabecular. E conforme ocorre o agravamento da leséo, os
linfécitos podem coalescer e obliterar a camada muscular, expandindo-se pela
serosa e tecido mesentérico adjacente, o que comumente resulta na formacao de
uma massa (KLEINSCHMIDT et al., 2009; MOORE; RODRIGUEZ-BERTOS; KASS,
2011).

Conforme ja citado, atualmente existem dois principais sistemas de

classificagdes histoldgicas utilizadas para o linfoma, que séo as propostas pelo NCI



23

WF e pelo REAL/WHO e que podem também serem aplicadas a espécie felina. O
primeiro se baseia no comportamento natural de progresséo do linfoma, visando
auxiliar no manejo clinico e prognodstico do paciente. O segundo se utiliza da

imunofenotipagem, além da morfologia e citogenética (VALLI et al., 2000).

2.5.7 Imunoistoquimica e marcadores de proliferacédo celular

A avaliacdo imunoistoquimica é bastante Util tanto nos casos 0s quais o
exame histopatolégico nao foi conclusivo quanto para determinacdo do fendtipo da

neoplasia, ou seja, o tipo celular predominante.

Essa técnica se utiliza da reacdo antigeno-anticorpo, e para tal, sdo usados
anticorpos primarios (mono ou policlonais), que se ligam a antigenos de superficie
da célula a ser marcada, os chamados Cluster of differentiation (CD). Também é
utilizado um anticorpo secundario que se liga ao primario e um complexo, que pode
ser avidina-biotina-peroxidase, que recebe elétrons de um cromébgeno
(diaminobenzina ou 3-amino-9-etilcarbazol), e resulta nas coloragdes finais
(castanho ou vermelho), que podem ser observadas (MORRISON, 2005; AMORIM,
2009).

Dessa forma, o anticorpo anti - CD3 reconhece os linfécitos T por meio desse
grupo expresso pela célula e, analogamente, os anticorpos anti - CD21, CDA45,
CD79a e BLA.36 reconhecem esses grupamentos expressos por linfécitos B
(MORRISON, 2005; AMORIM, 2008). Um detalhe importante, € que a presenca de
células T per si ndo é indicativa de linfoma de células T, visto que o tecido linfoide
associado a mucosa (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue — MALT) consiste
primariamente de linfécitos T, e sua populacdo estara aumentada em casos de
inflamacdo. (MOORE et al., 2005; GIEGER, 2011).

Como os linfomas de grandes células granulares sdo compostos por

linfécitos T citotoxicos ou células Natural Killers, a expressdo de CD3 é variavel, ja
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que 0s primeiros o expressam, mas 0s Ultimos nao (WELLMAN et al., 1992). Em um
estudo, grandes células granulares expressaram CD18 em 100%, CD3 em 90%,
além de expressarem CD8aa em 62% dos casos de linfoma alimentar felino desse
tipo, segundo Roccabianca et al. (2006). Esses marcadores e sua respectiva
representacao estdo dispostos no quadro 2 (MORRISON, 2005; AMORIM, 2008).
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Quadro 2 - Anticorpos utilizados para marcacéo celular e sua representacao.

Anticorpos Anti/ ~
marcadores Interpretacao
CD3 Expresso na superficie de linfocitos T maduros
CD4 Expresso por linfocitos T auxiliares
CDS8 E_xpresso por linfécitos T citotoxicos e algumas células Natural
Killers
CD21 Expresso por linfécitos B maduros
CD45 Sua isoforma (CD45RA) é expressa por linfécitos B
CD79a Expresso por linfocitos B
BLA.36 Expresso por linfocitos B
Ki-67/ MIB-1 Expressa a taxa de proliferacéao celular
PCNA Expressa a taxa de proliferacéao celular

Fonte: Morrison, (2005)

Atualmente, ndo h&a consenso em relacdo ao fendétipo mais comum do linfoma
alimentar felino. Zwahlen et al. (1998); Reche Jr. et al. (2010); Sato et al. (2010) e
Moore, Rodriguez-Bertos e Kass (2011) referiram o linfoma T como o mais
prevalente. Por outro lado, Gabor, Canfield e Malik (1999); Wang et al. (2001);
Patterson-Kane, Kugler e Francis (2004); Waly et al. (2005); Esteban (2008) e
Pohiman et al. (2009) obtiveram em seus estudos o linfoma de células B como o de

maior ocorréncia.

Aléem dos marcadores celulares do tipo CD, também s&o utilizados
marcadores de taxa de proliferacao celular, como o PCNA (Proliferating cell nuclear
antigen - antigeno nuclear de proliferacao celular), Ki-67/MIB-1 e AQNOR (Argyrophil
Nucleolar Organizer Regions - regides organizadas nucleolar argirofilicas).

PCNA e Ki-67 séo proteinas nucleares ndo histonadas, envolvidas na sintese
de DNA e ribossomos durante a divisado celular, respectivamente (PHILLIPS et al.,
2000). O anticorpo MBI-1 é a uma colora¢do que reconhece o Ki-67 expresso pelas
células em proliferacdo (DANK; LUCROY; GRIFFEY, 2002; CESARI; BETTINI;
VEZZALI, 2009).
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As regibes de organizacdo nucleolar (NORs) sdo segmentos de DNA
presentes nos nucléolos das células e contém genes de RNA ribossémico, que
podem ser corados por prata, e visualizados normalmente em microscopio de luz,
como pontos argirofilicos presentes no nucleo - AQNOR (MORRISON, 2005).

Embora os marcadores de proliferacdo celular possibilitem informac¢des que
possam ser relacionadas com resposta a quimioterapia e prognostico nos casos de
linfoma canino e humano, nos felinos ainda ndo ha fortes evidéncias de que esses
marcadores possam ser Uteis para predizer a evolucdo do paciente a quimioterapia
do linfoma alimentar (VAIL et al., 1998; RASSNICK et al., 1999; PHILLIPS et al.,
2000; DANK et al., 2002; TESKE et al., 2002; CESARI; BETTINI; VEZZALI, 2009;
KIUPEL et al., 2011)

A imunofenotipagem € bastante relevante a medida que confirma ou elucida o
resultado histopatoldgico, além da possibilidade de se utilizd-la como ferramenta
prognaostica, como sera abordado posteriormente.

2.5.8 PCR

A reacdo de cadeia de polimerase (Polymerase chain reaction — PCR) é uma
técnica cuja finalidade é a deteccédo de clones de células T ou B. Sabe-se que o
tecido intestinal saudavel ou que apresenta alteracdes de doenca inflamatoria
intestinal exibe infiltrado policlonal de células linfoides. A deteccdo de infiltrado
linfoide mono ou oligoclonal, embora ndo ocorra especificamente em neoplasias, é
altamente sugestivo e pode confirmar os resultados de exames histopatoldgicos e
imunoistoquimicos ndo conclusivos. Esse teste ainda tem a vantagem da utilizagéo
de blocos de tecidos inclusos em parafina previamente fixados em formol (MOORE
et al., 2005; WERNER et al., 2005; GIEGER, 2011; AVERY, 2012).

Essa técnica se baseia na amplificacdo de DNA e na detec¢cdo de um
segmento de gene que apresenta variabilidade. Em relagédo a leitura desse exame,
realizada por meio da eletroforese em gel de poliacrilamida, a obtencdo de trés a

cinco bandas de tamanho semelhante é indicativo de celularidade mono ou
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oligoclonal. Por outro lado, bandas largas ou manchadas com tamanhos diferentes
sao interpretadas como reacéo linfoide policlonal (MOORE et al., 2005).

Para infiltrado de células T, utiliza-se a analise do rearranjo do gene de
receptor gama (T cell receptor gamma gene — TCRG gene). E para células B, utiliza-
se a regido CDR3 (Complementarity Determining Region 3), que é um segmento
variavel do gene IGH V (Immunoglobulin heavy chain variable region) (MOORE et
al., 2005; WERNER et al., 2005; MOORE; RODRIGUEZ-BERTOS; KASS, 2011).

Preconiza-se que a PCR, embora ainda experimental, seja realizada em
combinacdo com os exames histopatolégico e imunoistoquimico. (WERNER et al.,
2005; AVERY, 2012).

2.6 Tratamento

As modalidades de tratamento para o linfoma alimentar felino serdo
detalhadas a sequir.

2.6.1Cirurgico

A resseccdo cirdrgica de massa intestinal € indicada nos casos em que
resulta em obstrucdo ou em risco de perfuracéo (SMITH et al., 2011). Slawienski et
al., em 1997, ndo observaram aumento na sobrevida de gatos submetidos a
resseccdo de massa em regido de colon associada a quimioterapia nos casos de
linfoma. No entanto, Krick et al. (2008) sugeriram que essa combinacéo terapéutica

poderia resultar em um melhor prognadstico.
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2.6.2 Quimioterapia antineoplasica

% Protocolo COP (Ciclofosfamida, vincristina - Oncovin®, Prednisona ou

Prednisolona)

O protocolo COP, largamente utilizado nos casos de linfoma canino, pode ser
empregado para tratamento de linfoma alimentar felino de alto ou intermediario grau.
Porém, alguns trabalhos apontaram baixo indice de remissé@o e baixa expectativa de
vida em relac&o a outros protocolos, inclusive ao COP com adicéo de doxorrubicina
— CHOP (MAHONY et al., 1995; TESKE et al., 2002; KRICK et al., 2008).

% CHOP (Ciclofosfamida, doxorrubicina - Hydroxydaunarubicin®,

Vincristina - Oncovin® e Prednisona ou Prednisolona)

O protocolo CHOP é um tratamento mais agressivo indicado nos casos de
linfoma alimentar de grandes células, o qual se pode associar a L-asparaginase ou o
metotrexato (ZWAHLEN et al., 1998; VAIL; YOUNG, 2007; WILSON, 2008).

A doxorrubicina associada ao tradicional COP parece aumentar a expectativa
de vida de gatos com linfoma alimentar linfoblastico, porém ndo se mostrou efetiva
quando utilizada como Unico quimioterapico de indugdo ou na terapia de resgate
(PEASTON; MADDISON, 1999; RICHTER, 2003; OBERTHALER et al., 2009).

«+ Protocolo Madison- Wisconsin

O protocolo Madison-Wiscosin, que utiliza vincristina, L-asparaginase,
prednisona, ciclofosfamida, doxorrubicina, clorambucil e metotrexato, também pode
ser utilizado para o tratamento de linfoma felino. Entretanto, Milner et al., em 2005,
nao observaram indices de remissdo completa maiores quando comparado a estudo
anterior, no qual os felinos haviam recebido tratamento com ciclofosfamida,

vincristina e prednisona (TESKE et al., 2002).
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% Protocolo L- asparaginase, clorambucil e prednisona

A utilizacdo de quimioterapia a base de L-asparaginase, clorambucil e
prednisona foi descrito por Reche Junior et al. (2010) mostrando-se eficaz no
tratamento de linfoma alimentar linfocitico, cujos felinos apresentaram maior indice
de duracao da remissdo média quando comparado ao estudo de Zwahlen et al., em
1998.

% Clorambucil e prednisolona

A terapia com Clorambucil e Prednisolona (ou prednisona) pode ser utilizada
nos casos de linfoma alimentar de pequenas células. Em dois estudos, os felinos
tratados apresentaram uma longa duracdo média de remissao e boa expectativa de
vida (KISELOW et al., 2008; STEIN et al., 2010).

2.6.3 Radioterapia

A radioterapia normalmente utilizada para linfomas localizados em regiao
epidural, mediastinal e nasal também pode ser empregada como tratamento
adjuvante no linfoma alimentar felino. Em dois estudos desenvolvidos por Williams,
Pruitt e Thrall (2010) e Parshley et al. (2011), a radioterapia foi utilizada em gatos
com linfoma, apos quimioterapia, como terapia de manutencdo na dose total de 15
Gy, e de resgate na dose total de 8 Gy, respectivamente. Nesses dois estudos a
radioterapia pareceu ser bem tolerada pelos felinos tratados, e representa uma

modalidade de tratamento com grande potencial a ser estudado.
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2.6.4 Tratamento de suporte

O suporte nutricional esta indicado nos casos em que os felinos acometidos
se encontram anoréticos ou hiporéticos para prevenir uma perda de peso ainda
maior e caquexia, além de possibilitar um aumento na expectativa de vida. Dessa
forma, preconiza-se a colocacédo de sonda nasoesofagica ou esofagica (MAHONY et
al., 1995; VAIL, 2007; KRICK et al., 2011).

A suplementacdo de cobalamina é indicada para gatos hipocobalaminémicos.
A hipocobalaminemia, que frequentemente ocorre em felinos com linfoma alimentar,
diminui consideravelmente a resposta adequada ao tratamento. Simpson e
colaboradores recomendaram em seu trabalho a dose de 1 mg, por via parenteral, a
cada 2 semanas (SIMPSON et al., 2001; WILSON, 2008; BARRS; BEATTY, 2012b).

2.7 Progndstico

Os fatores referidos como possiveis indicadores de melhor prognaostico para o
linfoma alimentar felino sdo: remissdo completa apds quimioterapia, pacientes
negativos para FelV, instituicdo de tratamento em estégios iniciais da doenga e
adicdo de doxorrubicina ao protocolo quimioterapico (ZWAHLEN et al., 1998; VAIL,
2007).

De modo geral, felinos portadores de linfoma linfocitico tem uma expectativa
de vida maior e tem uma melhor resposta a quimioterapia em relacéo ao linfoblastico
(VALLI et al.,, 2000; RICHTER, 2003; ESTEBAN, 2008; RECHE JR et al., 2010;
GIEGER, 2011). Gatos com linfoma de células B apresentaram menor sobrevida em
relacdo aqueles que manifestavam o de linfécitos T, mesmo com a instituicdo de
tratamento adequado. O linfoma de grandes células granulares € o tipo que

apresenta pior prognoéstico. Em um estudo, os gatos afetados por esse tipo de
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linfoma apresentaram tempo de sobrevida médio de 45 dias (VAIL et al., 1998; VAIL,
2007; KRICK et al., 2008; WILSON, 2008; MOORE; RODRIGUEZ-BERTOS; KASS,
2011).

Observou-se também que o0s gatos que alcancam remissao completa ou que
apresentaram tempo de remissdo maior apos tratamento quimioterapico, tem
expectativa de vida maior em relagdo a aqueles que obtém remissao parcial ou n&o
a atingem (ZWAHLEN et al., 1998; ESTEBAN, 2008; LINGARD et al., 2009).

Vail et al. (1998) sugeriram que a adi¢cado da doxorrubicina ao tradicional COP
pode ter influencia positiva sobre o progndstico, uma vez que parece promover

aumento no tempo de remissdo e expectativa de vida.

Em seu estudo, Krick et al., em 2011, indicaram o0 emagrecimento, antes ou

durante o tratamento, como fator de impacto ruim quanto a expectativa de vida.

A hipoalbuminemia também foi descrita como fator de progndstico negativo
em pesquisa envolvendo os linfomas de grandes células granulares em gatos
(KRICK et al., 2008).

Conforme citado anteriormente, os indices de proliferagéo celular Ki-67/MIB-1,
PCNA e AgNOR foram referidos como valiosos indicadores prognésticos em caes e
humanos, porém isso ndo pode ser confirmado na espécie felina (VAIL et al., 1998;
RASSNICK et al., 1999; PHILLIPS et al., 2000; DANK et al., 2002; TESKE et al.,
2002; CESARI; BETTINI; VEZZALI, 2009; KIUPEL et al., 2011).

Dank et al. (2002) ndo observaram uma correlacéo entre o indice de MIB-1 e
resposta a quimioterapia, embora em seu estudo tenham obtido indices de MBI-1
significativamente menores em linfomas de células T em relacdo aos de célula B, e
inversamente proporcional a proteina anti-apoptética bcl-2. Esses achados sugerem
um curso naturalmente crénico do linfoma de células T em relacdo ao de células B e
uma possivel ligacado das proteinas regulatorias ki-67 e bcl-2 na biologia do linfoma

felino.

Em seus trabalhos, Vail et al. (1998) nao indicaram AgNOR e PCNA-LI como

bons instrumentos de progndstico, uma vez que essas marcagfes ndo foram
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eficazes em prever a remissdo ou expectativa de vida. Achados semelhantes quanto
ao AgNOR também foram obtidos por Rassnick et al. (1999).

Vail et al. (1998) observaram que gatos com linfomas CD-3 positivos e nao
virémicos para FelLV tiveram o maior tempo de sobrevivéncia em relacdo aos
demais. Semelhante fato foi observado em relacdo a infec¢cdo por FIV por Reche
Junior et al. (2010), cujo trabalho apontou uma sobrevida menor dos felinos com
linffoma alimentar portadores desse lentivirus. Também se observou que a

leucopenia comprometeu a sobrevida dos pacientes (RECHE JR et al., 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa versou em estudo clinico observacional retrospectivo
dos casos de linfoma alimentar felino atendidos junto a clinica veterinaria
Vetmasters no periodo de janeiro de 2008 a junho de 2012. A realizagdo desse
trabalho na referida instituicdo deveu-se ao fato de que a mesma conta com

servigo de atendimento exclusivo a espécie felina.

Destaca-se o fato de que por se tratar de estudo retrospectivo, ndo houve
acompanhamento dos casos e nenhum paciente foi objeto direto de pesquisa ou
foi submetido a exames devido a pesquisa, sendo utilizadas apenas informacdes
dos prontuarios e exames ja realizados. A descri¢do posterior da rotina clinica e

dos exames foi realizada com intuito de uma melhor explanagéo da pesquisa.

3.1 Critérios de inclusédo, exclusdo dos casos e agrupamento

Foram admitidos no presente trabalho todos os casos de linfoma alimentar
felino cujos diagnodsticos tivessem confirmagdo segundo o0 exame
imunoistoquimico, considerado padrédo ouro neste estudo. Esses gatos foram

alocados no grupo 1 (Apéndice A).

Os felinos aceitos por apresentarem imunoistoquimica positiva, também
possuiam exame histopatoldgico, que poderiam ter resultado conclusivo ou néo
e, além disso, apresentar ou nado resultado de exame citolégico, em seu

prontuario.

Dessa forma, ndo foram considerados os casos de linfoma alimentar
diagnosticados apenas por histopatologia ou citologia, mesmo que o0 quadro

clinico e exame ultrassonografico fossem condizentes com essa afeccao.
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Para fins de comparacao, foram utilizadas informacdes dos prontuéarios de
alguns felinos com doenca inflamatoéria intestinal confirmada por meio da
avaliacdo imunoistoquimica. Esses pacientes foram alocados no grupo 2
(Apéndice B).

3.2 Rotina de atendimento clinico dos casos

De forma geral, os felinos com manifestacfes clinicas gastrointestinais e
suspeita de linfoma alimentar atendidos na clinica Vetmasters eram submetidos a
exames de rotina laboratoriais tais como hemograma, perfil renal e hepatico,
além de ultrassonografia abdominal. Em alguns casos, coproparasitolégico
completo e T4 total também eram solicitados.

Nos casos em que a ultrassonografia abdominal evidenciasse presenca de
massa intestinal ou linfonodomegalia importante, a pungéo aspirativa por agulha
fina (PAAF) — era realizada e, em seguida, o material aspirado era depositado
numa lamina de vidro de microscopia e realizado squash ou esfregagco. As
laminas eram secadas ao ar, fixadas em metanol por 5 minutos e apods, coradas

com o corante de Rosenfeld, segundo técnica descrita por Chalita, em 2001.

Os pacientes cujos quadros clinicos (manifestagcbes clinicas e exame
ultrassonogréafico) eram compativeis com linfoma alimentar e as avaliagbes
citologicas ndo era conclusivas, eram encaminhados para realizacdo de
laparotomia exploratoria e biopsia incisional de intestino e linfonodo mesentérico.
As amostras de tecidos eram rotineiramente acondicionadas em solugdo de
formalina e encaminhadas aos laboratérios Hemovet® e Vetpat® para realizacédo
de histopatologia e imunoistoquimica, respectivamente. Nos casos em que a
puncao aspirativa ndo fosse possivel, um imprinting ou decalque das amostras
intestinal e de linfonodo em lamina de vidro era realizado, antes do

acondicionamento em formol, para posterior citologia.
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3.3 Rotina de exames complementares dos casos

Para a realizac&o de citologia, as laminas contendo amostras oriundas de
squash ou imprinting foram rotineiramente processadas segundo técnica descrita

por Chalita (2001), e posteriormente examinadas em microscopia oOptica.

Em relacdo ao exame histopatoldgico, as amostras foram rotineiramente

processadas segundo Werner e Werner (2009).

No que concerne a imunoistoquimica, os cortes de tecido processados
rotineiramente para histologia foram submetidos ao método Avidina Biotina, no
qgual foi utilizado o sistema Advanced HRP (DAKO). A coloracdo e
contracoloragdo utilizadas foram 3,3-diaminobenzidina e hematoxilina,
respectivamente. Também foram utilizados controles externos e/ou internos para

validar a reacdo. O protocolo completo esta especificado no apéndice M.

3.4 Levantamentos dos casos e dos dados relativos aos pacientes

O levantamento dos casos de linfoma alimentar felino foi executado de

trés formas distintas, a saber:

% Apuragdo dos pacientes felinos portadores de linfoma alimentar em

atendimento na clinica juntamente com os médicos veterinarios;

X/
L X4

Avaliacdo de todas as fichas clinicas de numero 10.000 a 20.000;

X/
L X4

Levantamento de todos 0s exames de imunoistoquimica positivos

realizados no laboratorio Hemovet, por meio do site do mesmo.
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Apo6s apuracdo dos casos, obtiveram-se 40 felinos com diagnostico de
linfoma alimentar confirmado pela avaliagdo imunoistoquimica (grupo 1). Todas
as informac0des relevantes desses pacientes foram obtidas por meio do programa
SISVET, software utilizado na clinica o qual possui a base de dados com todos

0S prontudrios.

Foram extraidas de cada prontuario as seguintes informacdes sobre os
pacientes: sexo, idade na época do diagndstico, raca, manifestacdes clinicas,
resultados de exame sorolégico para FIV e FeLV e de avaliacdes

ultrassonografica, citoldgica, histopatolégica e imunoistoquimica.

Em relacdo as manifestacdes clinicas, foram extraidos dos prontuarios,
dados da anamnese e exame fisico tais como: émese, fezes pastosas ou
diarreicas, hematoquezia, emagrecimento, hiporexia ou anorexia, apatia, além de

politria, polidipsia e desidratacdo (Apéndices C e D).

Quanto a avaliacao ultrassonogréfica, foram extraidos do prontuario dados
relativos ao exame, como perda da arquitetura da parede intestinal,
espessamento de alcas intestinais, presenca de massa intestinal,
linfonodomegalia mesentérica e ecogenicidade reduzidas desses linfonodos
(Apéndices F e G). Foram considerados somente 0s exames ultrassonograficos
no periodo anterior de 1 a 2 meses da data da laparotomia para bidpsia intestinal

e de linfonodo.

Os resultados de exames citologicos foram obtidos por meio dos
prontuarios ou por meio de base de dados da médica veterinaria responsavel

pelo exame, que presta servico a clinica (Apéndice H).

As informac0Oes relativas aos resultados de avaliacdo histopatologica e
imunoistoquimica (Apéndices |, J e K) foram adquiridas por meio das fichas e dos
laudos disponibilizados eletronicamente pelo website do laboratério Hemovet®

por meio da internet, para o qual foram enviadas todas as amostras.

A investigacdo dos pacientes com doenca inflamatdria intestinal foi
realizada de forma semelhante a dos pacientes com linfoma alimentar, de modo
que ao final da pesquisa foram obtidos 20 felinos (grupo 2). Também foram

extraidas dos prontuarios desses animais, informacdes relativas a idade, sexo,
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raca, manifestagdes clinicas e altera¢des ultrassonogréficas. Utilizou-se somente
0s resultados de exames ultrassonograficos no periodo anterior de 1 a 2 meses a

data da biopsia intestinal e de linfonodo.

A inclusdo do grupo 2 na pesquisa foi especialmente importante para a
realizacdo da acuracia diagnostica relativa entre as avaliacbes citologicas,

histoldgicas e imunoistoquimicas (Apéndice L).

A seguir, todos os dados clinicos e de exames complementares descritos
acima foram alocados em planilha do Excel® 2010 para posterior andlise
estatistica.
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3.5 Andlise estatistica

As varidveis raca, manifestagcfes clinicas e alteracdes ultrassonogréficas
foram comparadas entre os felinos com linfoma alimentar (grupo 1) e os felinos
com doenca inflamatdria intestinal (grupo 2) apenas de forma descritiva, devido

ao baixo numero de animais desse ultimo grupo citado.

Quanto a idade dos felinos estudados com linfoma alimentar, foram
aplicadas as medidas de média, mediana, valores minimo e maximo, desvio-
padrdo. Também foram comparadas as médias de idade dos gatos do grupo 1 e
grupo 2, utilizando-se o teste t- Student e os intervalos de confianca.

Com relacdo aos testes soroldgicos para FIV e FelLV, além da analise
descritiva, também foi verificado uma possivel associacdo entre os resultados de
sorologia e o fenétipo de linfoma alimentar (células T ou B), por meio do teste

exato de Fisher.

As variaveis citologia, histopatologia e imunofendtipo, essa Ultima
resultante da avaliagdo imunoistoquimica, foram descritas estatisticamente. Os
resultados de citologia e histopatologia foram correlacionados com os de

imunoistoquimica, que foi considerado como padrédo ouro no presente estudo.

A correlagcdo entre o0s exames de citologia, histopatologia e
imunoistoquimica foi realizada utilizando-se dos calculos de sensibilidade,
especificidade, valores preditivos positivos e negativos, além de concordancia e
acuracia diagnosticas. O programa OpenEpi® foi utilizado para confirmar os

valores dos célculos supracitados.

A concordancia diagnostica foi determinada utilizando-se a medida de
concordancia Kappa de Cohen (PETRIE; WATSON, 2009). A acuracia
diagnéstica foi calculada por meio de formula descrita por Fletcher e Wagner, em
1988, a saber:



39

L. VP+VN
Acuracia = — X100= %
VP+VN+FP+FN

Em todas as conclusdes obtidas através das analises inferenciais foi
utilizado o nivel de significancia a igual a 5% e intervalo de confianca de 95%. As
analises estatisticas foram realizadas com o software Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) ® versao 19.0 for Windows®, R-Program® verséao 2.11.1
e Minitab® verséo 14 e 16.
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4 RESULTADOS

4.1. Avaliacdo dos aspectos epidemiolégicos e clinicos dos felinos com

linfoma alimentar

A avaliacdo dos aspectos epidemioldgicos dos quarenta felinos com linfoma
alimentar (grupo 1) revelou uma média de idade de 10,8 anos (variando de 5 a 16
anos), mediana de 11 anos e desvio padrdo de 2,8 anos, como mostra a tabela 1.

Tabela 1- Idade média, mediana, idades minima e méxima e desvio padrdo dos felinos
diagnosticados com linfoma alimentar (grupo 1) e com doenca inflamat6ria intestinal (grupo 2).

N  média mediana minimo maximo desvio-padréo
Grupol 40 10,8 11,0 5,0 16,0 2,76
Grupo2 20 10,4 11,0 6,0 14,0 2,28
Total 60 10,6 11,0 5,0 16,0 2,52

A comparacao das médias de idade dos animais com linfoma alimentar (grupo
1) e dos animais com suspeita de linfoma alimentar (grupo 2), mas negativos na
avaliacdo imunoistoquimica (Tabela 1), ndo evidenciou diferenca estatistica, uma
vez que o resultado do teste t student revelou valor de p = 0,573. Além disso, os
intervalos de confianca foram comuns aos dois grupos: (9,915; 11,685) do grupo 1 e
(9,415; 11,442) para o grupo 2.

Em relacéo ao padréo racial, 33 dos 40 felinos com linfoma alimentar (grupo
1) ndo apresentavam raca definida — SRD (82,5%), 5 eram Siameses (12,5%) e 2
eram Persas (5%) (Apéndice A). A propor¢cao das ragas dos 20 felinos com doenca
inflamatoria intestinal (grupo 2) apontou que 15 (75%) eram sem raca definida
(SRD), 4 (20%) Siameses e 1 (5%) da raca Korat (Apéndice B).
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Dentre os quarenta gatos com linfoma alimentar, 20 eram fémeas (50%) e 20
machos (50%) (Apéndice A). Os gatos com doenca inflamatéria intestinal, por sua

vez, 12 (60%) eram machos e 8 (40%) fémeas.

No que concerne as manifestacdes clinicas dos 40 felinos com linfoma
alimentar (grupo 1), 22 (55%) apresentaram emagrecimento, 16 (40%) émese, 13
(32,5%) diarreia, 7 (17,5%) anorexia, 7 (17,5%) desidratacdo, 6 (15%) hiporexia, 5
(12,5%) disorexia, 4 (10%) fezes pastosas, 4 (10%) apatia, 1 (2,5%) hematoquezia e
1 (2,5%) polidria e polidipsia (Tabela 2).

Tabela 2- Distribuicdo das manifestacdes clinicas dos 40 felinos com linfoma alimentar (grupo 1).

Manifestagéo clinica N Porcentagem
Emagrecimento 22 55,0%
Emese 16 40,0%
Diarreia 13 32,5%
Anorexia 7 17,5%
Desidratacao 7 17,5%
Hiporexia 6 15,0%
Disorexia 5 12,5%
Apatia 4 10,0%
Fezes pastosas 4 10,0%
Hematoquezia 1 2,5%
Polidria e polidipsia 1 2,5%

Em relag@o as manifestacdes clinicas dos 20 felinos com doencga inflamatoéria
intestinal (grupo 2), 12 (60%) apresentaram émese, 12 (60%) diarreia, 7 (35%)
emagrecimento, 6 (30%) hiporexia, 4 (20%) desidratacdo, 2 (10%) fezes pastosas, 2
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(10%) anorexia, 2 (10%) disorexia, 2 (10%) apatia, 1 (5%) hematoquezia e 1 (5%)

politria e polidipsia (Tabela 3).

Tabela 3: Distribuicdo das manifestacdes clinicas dos 20 felinos com doenga intestinal inflamatéria

(grupo 2)
Manifestacéo clinica N Porcentagem
Emese 12 60%
Fezes pastosas 2 10%
Diarreia 12 60%
Hematoquezia 1 5%
Emagrecimento 7 35%
Anorexia 2 10%
Disorexia 2 10%
Hiporexia 6 30%
Apatia 2 10%
Politria e polidipsia 1 5%
Desidratacao 4 20%

Trinta e cinco gatos, dentre os 40 com linfoma alimentar estudados, tinham

informacgao sorologica para o virus da imunodeficiéncia felina e leucemia felina. Os

resultados dos testes apontaram que 5 (14,28%) dos felinos foram positivos e 30
(85,72%) negativos para FIV, e que 3 (8,57%) foram positivos e 32 (91,43%)

negativos para FelLV. Além disso, 27 (77,14%) foram negativos para ambas as

viroses (Tabela 4).
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Tabela 4 — Distribuic&o dos resultados de sorologia para FIV e FeLV de 35 felinos com linfoma
alimentar (grupo 1)

Sorologia Resultado N Porcentagem
Positivos 3 8,57%
FelLV
Negativos 32 91,43%
Positivos 5 14,28%
FIV
Negativos 30 85,72%
FIV e FeLV Negativo para ambos 27 77,14%

4.2 Avaliacao ultrassonografica dos felinos com linfoma alimentar

Entre os quarenta animais com linfoma alimentar (grupo 1), 36 felinos foram
avaliados ultrassonograficamente e desses, 31 (86,11%) apresentaram
linfonodomegalia mesentérica, 29 (80,55%) espessamento de alcas intestinais, 20
(55,55%) diminuicdo da ecogenicidade de linfonodos mesentéricos, 14 (38,88%)
perda da arquitetura da parede intestinal e 2 (5,55%) presenca de massa intestinal
(Tabela 5).
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Tabela 5: Distribuicdo das alteracdes ultrassonograficas de 35 felinos com linfoma alimentar (grupo 1)

Alteracéo ultrassonogréfica N Porcentagem
Linfonodomegalia mesentérica 31 86,11%
Espessamento de al¢as intestinais 29 80,55%
Ecogenicidade reduzida dos linfonodos mesentéricos 20 55,55%
Perda da arquitetura intestinal 14 38,88%
Presenca de massa intestinal 2 5,55%

Em se tratando dos felinos com doenca inflamatéria intestinal (grupo 2), 15

dos 20 animais apresentaram resultado de avaliacdo ultrassonogréafica, dos quais 14

(93,33) apresentaram espessamento de alca intestinal ou do estdémago, 12 (80%)

linfonodomegalia mesentérica, 11 (73,33%) diminuicdo de ecogenicidade de

linfonodos mesentéricos, 3 (20%) perda de estratificacdo ou arquitetura das

camadas intestinais e 1 (6,66%) neoformacdo ou massa em regiao intestinal, como

mostra a tabela 6 a seguir.

Tabela 6: Distribuicdo das alteragdes ultrassonograficas de 15 felinos com doenca intestinal

inflamatéria, submetidos ao exame.

Alteragdo ultrassonografica N Porcentagem
Espessamento de algas intestinais 14 93,33%
Linfonodomegalia mesentérica 12 80%
Ecogenicidade reduzida dos linfonodos mesentéricos 11 73,33%
Perda da arquitetura intestinal 3 20%
Presenca de massa ou neoformacao intestinal 1 6,66%
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4.3 AvaliacOes citoldgica, histopatolégica e Imunoistoquimica

Dezesseis dos quarenta felinos com linfoma alimentar estudados
apresentavam resultado de avaliagdo citologica, dos quais 14 (87,5%) culminaram
em diagnéstico ou suspeita de linfoma alimentar; 1 (6,25%) foi compativel com

processo inflamatorio e 1 (6,25%) foi inconclusivo (Tabela 7).

Tabela 7 — Distribuigdo dos resultados da avaliagao citoldgica dos felinos com linfoma alimentar

Resultado N Porcentagem

Sugestivo de linfoma alimentar ou Linfoma

. 14 87,5%
alimentar
Sugestivo de processo Inflamatorio 1 6,25%
Inconclusivo 1 6,25%
Total 16 100%

A avaliagdo histopatologica dos quarenta felinos estudados, apontou
resultado compativel com linfoma alimentar em 35 (87,5%), condizente com doenca
inflamatoria intestinal em 4 (10%) e inconclusivo em 1 (2,5%), como mostra a tabela
8. Entre os resultados condizentes com linfoma alimentar, 20 (45%) foram
classificados como do tipo linfocitico ou de pequenas células ou de baixo grau
(figuras 1 e 2); 6 (15%) como linfoblastico ou de grandes células (figuras 3 e 4); 3
(7,5%) foram classificados como de células intermediarias 6 (15%) n&o foram

classificados, (Apéndice F).
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Tabela 8 — Distribuigcdo dos resultados de avaliagdo histopatoldgica dos felinos com linfoma alimentar.

Resultado N Porcentagem
Sugestivo de linfoma alimentar ou Linfoma
g ! 35 87,5%
alimentar

Doenca Inflamatéria intestinal 4 10%

Inconclusivo 1 2,5%

Total 40 100%

Figura 1 - Corte histolégico de intestino de felino acometido por linfoma linfocitico.

Observa-se epiteliotropismo, perda da definicAo de camadas teciduais, perda de

vilosidades e epitélio. Coloragdo: HE. Aumento de 4x.



Figura 2 -

Figura 3-
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Corte histoldgico de intestino de felino acometido por linfoma linfocitico.

Nota-se que infiltracdo de linfocitos no epitélio, perda da arquitetura tecidual e
epiteliotropismo. Coloracéo: HE. Aumento de 40x.

Corte histolégico de intestino de felino acometido por linfoma linfoblastico.

Notam-se as células neoplasicas promovendo invasao tecidual da camada muscular do
intestino. Coloracao: HE. Aumento de 4x.
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Figura 4-  Corte histolégico de linfonodo de felino acometido por linfoma linfoblastico.

Podem-se observar centros germinativos com perda parcial da arquitetura. Coloragéo:
HE. Aumento de 4x.

Figura 5-  Corte histoldgico de intestino de felino acometido por linfoma linfoblastico.

Observa-se perda da arquitetura tecidual, invasdo transmural por células neoplasicas,
além de perda de epitélio e vilosidades. Coloracdo HE. Aumento de 4x.
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Figura 6-  Corte histolégico de intestino de felino acometido por linfoma linfoblastico.

Pleomorfismo e figura de mitose evidenciada pela seta. Coloragdo HE. Aumento de 40x.

Figura 7-  Corte histoldgico de intestino de felino acometido por linfoma linfoblastico.

Observa-se pleomorfismo e figura de mitose atipica (seta). Coloracdo: HE. Aumento de
40x.
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bY

Em relacdo a imunofenotipagem, possivel por meio da avaliacdo
imunoistoquimica realizada nos quarenta gatos estudados, 32 (80%) dos felinos
apresentaram linfoma alimentar de células T (figura 6 e 7); 5 (12,5%) de células B

(figura 8) e 3 (7,5%) resultados inconclusivos (tabela 9).

Figura 8- Corte histolégico com marcacdo imunoistoquimica de intestino de felino
acometido por linfoma linfocitico de imunofendtipo T com marcador CD3 positivo.

Observa infiltracdo de linfécitos no epitélio (epiteliotropismo) e perda de definicdo da
membrana basal. Coloracéo: HE. Aumento de 40x.
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Figura 9-  Corte histolégico com marcacédo imunoistoquimica de intestino de felino acometido por
linfoma de baixo grau epiteliotrofico de imunofenétipo T com marcador de taxa de
proliferacéo celular Ki67.

Coloracao: HE. Aumento de 10x.

Figura 10-  Corte histolégico com marcacdo imunoistoquimica de intestino de felino acometido por
linfoma linfoblastico de imunofendtipo B com marcagdo CD79a positiva.

A — Infiltrac&o transmural por células neopléasicas marcadas. Colora¢do: HE. Aumento de
4x. B — Células B marcadas. Coloracdo: HE. Aumento de 40x.
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Tabela 9 — Distribuic&o dos resultados quanto a imunofenotipagem dos felinos com linfoma alimentar

Imunofenotipagem N Porcentagem
Linfoma de células T 32 80%
Linfoma de células B 5 12,5%

Inconclusivo 3 7,5%
Total 40 100%

As informacdes de imunofendtipo foram relacionadas as de sorologia para FIV

e FeLV dos felinos estudados (Tabela 10), utilizando-se o teste exato de Fisher, por

meio do qual se obteve que para a presente amostra ndo se pode afirmar que exista

associacao entre o tipo celular do linfoma e o resultado de sorologia para FIV (p>

0,999) e para FeLV (p=0,238).
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Tabela 10- Distribuicdo dos resultados da sorologia para FIV e FelLV, segundo o imunofenético
(células T ou B)

Imunofendtipo

Célula B CélulaT Total

FeLV
Negativo 3 75,0% 27 96,4% 30 93,8% p
Positivo 1 25,0% 1 3,6% 2 6,3% 0,238%

Total 4  100,0% 28  100,0% 32 100,0%

FIV

Negativo 4  100,0% 23 82,1% 27 84,4% >0,999%
Positivo - - 5 17,9% 5 15,6%

Total 4 100,0% 28 100,0% 32 100,0%

®teste Exato de Fisher

4.4 Correlacao entre citologia, histopatologia e imunoistoquimica

A correlacao entre os resultados de citologia e imunoistoquimica no presente
estudo apontou sensibilidade relativa de 93,33% e especificidade relativa de 65%.
Os valores preditivo positivo e negativo, e de verossimilhanca positivo e negativo
foram de 66,66%, 92,85%, 2,66 e 0,10, respectivamente. O numero de falsos
positivos obtidos foi 7. A concordancia diagnéstica entre esses dois exames, medida
pelo coeficiente Kappa de Cohen, foi de 0,55 e a acuracia diagnéstica relativa foi de
77,14% (Tabela 11).

Ao correlacionar os resultados de histopatologia e imunoistoquimica dessa
pesquisa, obtiveram-se sensibilidade e especificidade relativas de 89,74 e 60%,
respectivamente. O numero de falsos positivos obtidos foi 8. Os valores preditivo

positivo e negativo, e de verossimilhancga positivo e negativo foram de 81,39%, 75%,
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2,22 e 0,18, respectivamente. A concordancia diagnostica entre esses exames
(coeficiente Kappa) foi de 0,52 e a acuracia diagnéstica relativa foi de 79,66%
(Tabela 11).

Tabela 11- Estimativas de sensibilidade, especificidade, valores preditivo positivo e negativo relativos,
razdo de verossimilhanca positivo e negativo, concordancia diagndstica e acuracia relativa dos
exames de citologia e histopatologia em relacéo a imunoistoquimica

Citologia Histopatologia
Sensibilidade relativa 93,33 % 89,74%
Intervalo de confianca para a sensibilidade 0,701 ; 0,988 0,764 ; 0,959
Especificidade relativa 65% 60%
Intervalo de confianca para a especificidade 0,433, 0,818 0,386 ; 0,781
Valor preditivo positivo 66,66% 81,39%
Intervalo de confianca para valor preditivo positivo 0,453 ; 0,828 0,673 ;0,902
Valor preditivo negativo 92,85% 75%
Intervalo de confir?:gc';;if)/ira valor preditivo 0,685 : 0,987 0,505 : 0,898
Razao de verossimilhanca positiva 2,65 2,22
Razao de verossimilhanca negativa 0,10 0,18
Concordéancia diagnostica (coeficiente Kappa) 55% 52%
Intervalo de confianca para o coeficiente Kappa 0,265 ; 0,820 0,209 ; 0,706
Acuracia diagndstica relativa 77,14% 79,66%




55

5 DISCUSSAO

O linfoma é neoplasia hematopoiética mais comum nos gatos domeésticos,
sendo que o linfoma alimentar € a forma anatdmica mais frequente desta afeccdo na
espécie felina, podendo apresentar manifestacdes clinicas inespecificas, como
emagrecimento e anorexia, ou comuns a outras afeccdes gastrointestinais, o que
torna essa enfermidade bastante semelhante clinicamente a doenca inflamatoria
intestinal idiopatica (MAHONY et al., 1995; WILSON, 2008; BARRS; BEATTY,
2012a). Em ambito nacional, tem-se até o presente momento apenas um relato de
10 casos de linffoma alimentar submetidos a avaliacdo histolégica e
imunoistoquimica (RECHE JR et al., 2010)

Na tentativa de aprofundar os conhecimentos da moléstia, a0 menos em
ambito regional em nosso pais, 0 presente estudo teve como escopo principal a
caracterizacdo epidemioldgica, clinica, citolégica, histolégica e imunoistoquimica do
linfoma alimentar felino, bem como avaliar a correlacdo entre esses trés ultimos

exames citados.

Com relacao a faixa etaria, observou-se que a idade média dos quarenta
gatos com linfoma alimentar (grupo 1) estudados foi de 10,8 anos, concordando com
outros trabalhos (MAHONY et al., 1995; GABOR; MALIK; CANFIELD, 1998; KRICK
et al., 2008). Os felinos com doenca inflamatoria intestinal (grupo 2), por sua vez,
apresentaram idade média de 10,4 anos. Esse achado era esperado uma vez que

ambas as afeccOes acometem gatos de meia idade e gatos senis.

Em relagdo ao padrdo racial dos felinos com linfoma alimentar, a grande
maioria nao apresentava definicao racial (82,5%), concordando com outros autores
(MAHONY et al., 1995; GABOR; MALIK; CANFIELD, 1998; CARRERAS et al., 2003;
KISELOW et al., 2008; LINGARD et al., 2009; RECHE JR, 2010). Porém, entre os
felinos com raca, 12,5% eram Siameses e 5% eram persas. A super-representacao
dos siameses observada nesse trabalho também foi apontada em outros estudos
(GABOR; MALIK; CANFIELD, 1998; RECHE JR et al.,, 2010). Court, Watson e

Peaston (1997) e Risseto et al. (2011) referiram uma aparente predisposicdo dos
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siameses ao linfoma e neoplasias intestinais, respectivamente. Por outro lado, a
maior proporcao do Siamés entre 0s animais de raga pode refletir a popularidade

dessa raca no pais e ndo necessariamente uma predisposicao genética.

Entre os felinos com doenca inflamatoria intestinal, a propor¢cdo dos animais
sem raca definida também foi maior (75%) em relacdo aos felinos com raca definida.

E entre os animais com padrao racial definido, 20% eram siameses e 5% Korat.

Dos quarenta gatos com linfoma alimentar, observou-se igual distribuicéo
entre machos e fémeas acometidos, diferentemente da maioria dos estudos nos
quais os machos apresentaram uma super-representacdo (COURT; WATSON,;
PEASTON, 1997; GABOR; MALIK; CANFIELD, 1998; KISELOW et al., 2008; KRICK
et al., 2008; RECHE JR et al., 2010). A distribuicdo de género dos felinos com
doenca inflamatéria intestinal revelou uma proporcao de 60% de machos e 40% de

fémeas.

As idades médias iguais estatisticamente, as propor¢cdes raciais e de género
semelhantes entre os felinos do grupo com linfoma alimentar (grupo 1) e com
doenca inflamatoria intestinal (grupo 2) podem sugerir que esses gatos tém um perfil

epidemioldgico parecido.

No tocante a sorologia para FIV e FelLV, a maioria dos felinos (77,14%) foi
negativa para ambas viroses, o que corrobora trabalhos anteriores (CARRERAS et
al., 2003; KRICK et al., 2008; LINGARD et al., 2009; RECHE JR, 2010). Cinco gatos
foram positivos para FIV (14,28%), achado semelhante observado por outros
autores, o que pode ser explicado pelo possivel papel indireto desse lentivirus no
desenvolvimento do linfoma (ZWAHLEN et al., 1998; RECHE JR et al., 2010).

Trés felinos foram positivos para FelLV (8,57%), semelhantemente ao
observado por Mahony et al., em 1995. No entanto, empregou-se o teste soroldgico
gue detecta a proteina p27 do FeLV em felinos virémicos, ou seja, que apresentam
a infeccéo ativa desse retrovirus (RECHE JR et al., 2010). E sabido que mesmo 0s
felinos que debelam a infeccdo, tem maior predisposicdo ao linfoma, e até 60%
desses animais podem ter o provirus do FeLV integrado no DNA das células, como
apontaram Weiss, Klopfleisch e Gruber em pesquisa realizada em 2010. Porém, em

estudo no qual foi realizada a pesquisa do provirus do FelLV, por meio da PCR e
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imunoistoquimica, utilizando-se catorze amostras teciduais de linfoma felino,
observou-se resultado negativo em todas as amostras, 0 que sugere que esses
linfomas ndo foram induzidos por esse virus (WANG et al., 2001). Em vista do
exposto, € provavel que se realizada a PCR de amostras dos tecidos acometidos

pelo linfoma, talvez fosse encontrado resultado diferente ao da sorologia.

No que se refere ao quadro clinico dos felinos com linfoma alimentar, as
manifestacbes clinicas foram semelhantes as de outras pesquisas. A alteracdo
clinica mais observada em nosso trabalho, o emagrecimento (55%), também foi
predominante em outros estudos (KISELOW et al., 2008; LINGARD et al., 2009;
RECHE JR et al., 2010). Esse achado divergiu de outros estudos, os quais a
anorexia e apatia tiveram maior ocorréncia, (WELLMAN et al., 1992; MAHONY et al.,
1995; COURT; WATSON; PEASTON, 1997; KRICK et al., 2008).

Emese e diarreia foram a segunda e terceira alteracdo clinica de maior

ocorréncia com 40% e 32,5%, respectivamente.

A diarreia como manifestacéo clinica do linfoma alimentar felino, observada
na presente pesquisa, era esperada. Sabe-se que em processos inflamatérios e
neoplasicos do intestino, ocorre diminuicdo da permeabilidade da mucosa e
consequentemente perda de liquidos e eletrélitos (LEIB, 2005). Além disso, a
presenca de massa intestinal pode ainda diminuir a luz intestinal, mesmo que
parcialmente, podendo gerar sindrome do supercrescimento bacteriano (SIBO), com
fermentacdo de carboidratos e retencdo de nutrientes, levando a um aumento do
namero de particulas ativas osmoticamente, culminando em diarreia osmatica. A
SIBO pode per si provocar o aumento do estimulo junto as criptas dos enterécitos,
devido ao aumento de bactérias no limen e também causar aumento da motilidade
devido aos metabdlitos produzidos pela microbiota intestinal alterada,
desencadeando hipersecrecao intestinal e, por conseguinte, diarreia secretoria. Um
quadro de diarreia moderada ou profusa pode levar a desidratacéo - observada em
17,5% dos felinos do grupo 1, no presente estudo (TAMS, 2003; LEIB, 2005).

A émese, observada nos felinos com linfoma alimentar na presente pesquisa,
pode ser explicada devido ao estimulo de receptores 5-HT3 localizados nas

terminacbes aferentes vagais, que produz um estimulo no centro do vomito
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localizado na medula oblongada, culminando com posterior ato reflexo do vomito
(TWEDT, 2009; CAPONERO, 2011).

O emagrecimento presente em 55% dos animais com linfoma alimentar nesse
trabalho pode ser explicada tanto pela ma absorcdo secundaria a doenca difusa da
mucosa intestinal ou a SIBO, associada a émese, quanto pelo fato de se tratar de
uma neoplasia, que pode levar a caquexia provocada por um estado hipermetabdlico
que, somado a inapeténcia, resulta em ingestdo de proteina e nutrientes
insuficientes para suprir as necessidades nutricionais do individuo (MAULDIN, 2001,
JERGENS, 2005; BALDUCCI, 2007).

Em relacdo aos animais com doenca inflamatéria intestinal, a émese e a
diarreia foram as manifestacfes clinicas mais prevalentes, ambas com 60% de
ocorréncia. O emagrecimento foi a terceira manifestacdo clinica mais comum,

presente em 35% dos felinos.

Das alteracfes ultrassonogréficas dos felinos do grupo 1, a linfonodomegalia
mesentérica, espessamento de algcas intestinais e ecogenicidade reduzida dos
linfonodos mesentéricos foram as de maior ocorréncia, observadas em 86,11%,
80,55% e 55,55% dos felinos estudados, respectivamente; concordando com
Lingard et al. (2009). Os demais achados ultrassonograficos encontrados, como
presenca de perda da arquitetura intestinal e massa intestinal também foram
relatados em outros trabalhos (MAHONY et al., 1995; RECHE JR et al., 2010).
Entre os gatos do grupo 2, as alteracdes ultrassonograficas mais predominantes
foram as mesmas, porém em proporcdes diferentes: o espessamento de alcas
intestinais foi observado em 93,3%, seguido pela linfonodomegalia mesentérica
(80%) e pela ecogenicidade reduzida de linfonodos mesentéricos, que correspondeu
a 73,33%.

O fato das mesmas manifestacbes clinicas e ultrassonograficas mais
predominantes coincidirem entre os felinos do grupo com linfoma alimentar e com
doenca inflamatoria intestinal reforca o quanto essas duas afeccdes sdo parecidas

clinicamente.

O perfil epidemiolégico e o quadro clinico semelhantes podem apenas ser

uma coincidéncia entre as duas moléstias ou reforcar a hipotese de que o linfoma
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alimentar € uma progressao da doenca inflamatdria intestinal, uma vez que linfdcitos
neoplasicos podem surgir em um cenario inflamatério no qual h& proliferacéo linfoide
reativa (NGUANSANGIAM et al., 2012). Sinkovics, em 2012, afirmou que a
inflamacéo crbénica tem um papel importante na carcinogénese, que pode ser
explicada pela eficacia de agentes anti - inflamatérios ndo esteroidais como
inibidores da oncogénese. O achado de enterite linfoplasmocitaria concomitante em
outras partes do intestino ou estdbmago e histérico de doenca inflamatoria intestinal
prévia observados em trabalhos anteriores corroboram essa hipétese (CARRERAS
et al., 2003; ROCCABIANCA et al., 2006; BRISCOE et al., 2011).

A avaliacdo histopatoldgica apontou o linfoma linfocitico ou de pequenas
células como o mais prevalente no presente estudo, concordando com Valli et al.
(2000) e Reche Jr. et al. (2010); mas contrastando com os resultados de Pohlman et

al. (2009), cujo trabalho apontou o linfoma linfoblastico o mais prevalente.

No que concerne o fenétipo dos linfomas dos felinos estudados, resultante da
avaliacdo imunoistoquimica, o tipo celular de maior ocorréncia foi o de células T,
concordando com algumas pesquisas (ZWAHLEN et al.,1998; RECHE JR et al.,
2010; SATO et al., 2011). No entanto, a maioria dos estudos nos quais foram
realizadas a imunofenotipagem dos linfomas gastrointestinais, o de células B foi o
mais prevalente (GABOR; CANFIELD; MALIK, 1999; WANG et al., 2001,
PATTERSON-KANE; KUGLER; FRANCIS, 2003; WALY et al., 2005; ESTEBAN,
2008; POHLMAN et al., 2009). A diferenca na prevaléncia do tipo celular do linfoma
alimentar felino, nas diferentes pesquisas citadas, pode ser explicada devido a uma
variacdo regional. O fato de haver divergéncia no tipo celular de maior ocorréncia
desse tipo de linfoma em um mesmo pais sustenta essa hipétese (ZWAHLEN et
al.,1998; EVANS et al., 2006; POHLMAN et al., 2009).

A associagao entre fenoétipo do linfoma e resultado de sorologia para FIV e
FeLV ndo pode ser demonstrada em nossa pesquisa. A maior ocorréncia dos
linfomas de células T e de felinos negativos para essas viroses pode ser explicada
devido a maior prevaléncia de ambos, sem, contudo, significar uma relagéo entre
esses dois fatos. Outra possibilidade é que uma possivel associacdo entre o tipo
celular do linfoma e o resultado sorologico ndo tenha sido evidenciado na presente

pesquisa devido ao tamanho amostral. Entre os gatos FIV positivos nao foi
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observada uma preponderancia de um dos tipos celulares, contrastando com os
achados de outros estudos (CALLANAN et al., 1996; ENDO et al., 1997; GABOR et
al., 2001).

No gue tange as sensibilidades e especificidades das avaliacdes citologia e
histopatologia em relacdo a imunoistoquimica, resultados semelhantes foram
obtidos. Tanto a citologia quanto a histopatologia revelaram uma alta sensibilidade
sendo 89,74% e 93, 33%, respectivamente. E ambos também revelaram uma baixa
especificidade, sendo 65% na histopatologia e 60% na citologia, com numero de
falsos positivos de 8 e 7, respectivamente. Valores ndo tao altos de sensibilidade e
baixos de especificidade, e semelhante nimero de falsos positivos, podem refletir a
dificuldade de diagndstico dessa afeccéo e enfatizam a necessidade de confirmacao

imunoistoquimica ou por meio da PCR, essa Ultima ainda restrita as pesquisas.

Como ja citado anteriormente, o linfoma alimentar felino pode surgir em um
cenario inflamatério no qual h& proliferacéo linfoide, o que confere a presenca tanto
de células inflamatdrias e linfécitos normais com o advento de células neoplasicas
(SINKOVICS, 2011; NGUANSANGIAM et al., 2012). Uma amostra citolégica
aspirada em um local do tecido no qual as células inflamatérias e linfécitos
permanecem sem alteracdes neoplasicas (atipias) pode levar ao diagndéstico de
processo inflamatério ou hiperplasia linfoide reacional. Kline, Kannan e Kline, em
1984, em seu estudo correlacionando avaliagdo citolégica e histopatolégica de
linfonodos, observaram 10 falsos positivos, e sustentaram que a diferenciacéo entre
linfoma e linfoadenopatia por meio da citologia por PAAF representa um desafio
diagnostico. Portanto, recomenda-se a utilizagdo da citologia, juntamente com a
histopatologia e imunoistoquimica para o correto diagnoéstico do linfoma alimentar

felino.

As razbes de verossimilhanca positiva das avaliacbes citologica e da
histopatoldgica indicaram que quando se obtém um resultado positivo, a chance de
se conseguir resultado positivo também na imunoistoquimica é de 2,65 e 2,22,

respectivamente.

O coeficiente Kappa mede a concordancia diagndstica e exclui a possibilidade

de concordancia aleatéria. Os valores observados para a citologia e histopatologia,
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em relagdo a imunoistoquimica foram 0,55 e 0,52, respectivamente, o que configura

uma concordancia moderada (0,41< K < 0,60), segundo Petrie e Watson (2009).

A acurdcia diagnostica observada da citologia e histopatologia em relacdo a
imunoistoquimica foi de 77,14 e 79,66, respectivamente. Os valores da acuracia
relativa sdo superiores ao do coeficiente Kappa, visto que diferente do segundo, 0

primeiro ndo exclui a possibilidade de concordéancia aleatoria.
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6 CONCLUSOES

Baseado na metodologia empregada nas avaliagbes dos prontuarios, nos
resultados das avaliagcfes citologica, histopatoldgica e imunoistoquimica realizadas
dos pacientes estudados, bem como nos resultados das andlises estatisticas

empregados ha presente pesquisa, pode-se concluir que:

- No tocante as manifestacdes clinicas do linfoma alimentar em gatos, o
emagrecimento, a émese e as alteracdes nas fezes foram os sintomas de maior

ocorréncia, 0s quais o clinico deve atentar.

- N&o se pode afirmar que exista associacao entre os resultados de sorologia para
FIV e FeLV e o tipo celular do linfoma alimentar.

- A combinacdo da citologia, histopatologia e imunoistoquimica para o correto

diagnéstico do linfoma alimentar felino é necesséria.

- O imunofendtipo de linfoma alimentar na espécie felina de maior ocorréncia foi o de

células T.
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APENDICES

Apéndice A — Identificacdo individual dos felinos com linfoma alimentar segundo

idade, raga e sexo.

GATO N° IDADE RACA SEXO
1 9 SRD F
2 12 SRD F
3 16 SRD F
4 10 SRD M
5 16 SRD M
6 15 SRD M
7 11 SRD M
8 11 SRD M
9 12 SRD F

10 13 SRD M
11 13 SRD M
12 5 Siamés M
13 8 SRD M
14 11 SRD M
15 7 SRD F
16 14 SRD M
17 13 SRD M
18 10 SRD F
19 9 SRD F
20 14 Persa F
21 14 Siamés M
22 7 SRD F
23 6 SRD F
24 13 SRD F
25 9 Persa M
26 10 SRD M
27 8 SRD F
28 13 Siamés M
29 11 SRD M
30 13 SRD M
31 11 SRD F
32 9 SRD F
33 9 SRD M
34 8 SRD F
35 13 SRD F
36 12 Siamés F
37 8 SRD F
38 9 Siamés F
39 13 SRD M
40 7 SRD F

SRD = sem raca definida
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Apéndice B — Identificacdo individual dos felinos com doenca inflamatodria intestinal

segundo idade, raca e sexo.

GATO N° IDADE RACA SEXO
1 11 SRD F
2 6 SRD M
3 12 SRD M
4 14 SRD F
5 6 Siamés F
6 11 SRD M
7 12 SRD M
8 10 SRD M
9 10 SRD F

10 8 SRD F
11 13 SRD M
12 14 SRD M
13 11 SRD M
14 11 SRD M
15 8 Siamés F
16 11 SRD M
17 10 SRD F
18 12 Siamés F
19 8 Siamés M
20 10 Korat M

SRD = Sem racga definida



Apéndice C — Manifestag@es clinicas dos felinos com linfoma alimentar
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GATO N°

MANIFESTACOES CLINICAS

émese; anorexia

diarreia; hiporexia

fezes pastosas

emagrecimento; desidratacado

diarreia; emagrecimento

émese; diarreia; emagrecimento

Diarreia

diarreia; emagrecimento; disorexia; desidratagéo

OO (N[OOI |WIN|F

hiporexia; desidratacéo

10 émese; emagrecimento

11 émese; diarreia

12 emagrecimento

13 emagrecimento

14 Diarreia

15 Emese

16 emagrecimento

17 Diarreia

18 fezes pastosas; hematoquezia; emagrecimento
19 diarreia; emagrecimento

20 Emese

21 emagrecimento; anorexia; desidratacdo

22 émese; emagrecimento

23 emagrecimento

24 émese,

25 emagrecimento; disorexia; hiporexia; desidratacao
26 émese; emagrecimento; hiporexia; anorexia
27 émese,; diarreia;

28 émese; anorexia; apatia; desidratacao

29 emagrecimento

30 émese; emagrecimento;

31 fezes pastosas; diarreia; emagrecimento

32 émese; diarreia; emagrecimento;

33 émese; diarreia; disorexia; apatia;

34 émese; fezes pastosas; disorexia; anorexia; apatia; poliuria; polidipsia
35 émese; emagrecimento; apatia;

36 emagrecimento

37 hiporexia; anorexia; desidratacéo

38 émese; disorexia,

39 emagrecimento

40 hiporexia;anorexia
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Apéndice D — Manifestag8es clinicas dos felinos com doenca inflamatoria intestinal

GATO N°

MANIFESTACOES CLINICAS

émese, fezes pastosas; disorexia; hiporexia

émese; diarreia; hiporexia

émese; diarreia; desidratacéo

hematoquezia; diarreia;

anorexia; apatia

émese; diarreia; emagrecimento

émese; diarreia; desidratacéo

émese; diarreia

OO (N[OOI |WIN|F

fezes pastosas; diarreia

10 diarreia; emagrecimento; hiporexia; polilria e polidipsia; desidratacéo
11 emagrecimento

12 émese; diarreia; emagrecimento; hiporexia; desidratacao
13 émese; diarreia,;

14 émese; diarreia; emagrecimento

15 émese; anorexia

16 émagrecimento; disorexia; hiporexia; apatia

17 diarreia

18 émese; hiporexia

19 émese

20 emagrecimento
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Apéndice E — Resultados de sorologia para Imunodeficiéncia felina (FIV) e Leucemia

felina (FeLV) dos pacientes com linfoma alimentar estudados

GATO N° FIV FelLV
1 Negativo Negativo
2 Negativo Negativo
3 Negativo Negativo
4 Negativo Negativo
5 Negativo Negativo
6 Negativo Negativo
7 Negativo Negativo
8 Negativo Negativo
9 Negativo Negativo
10 * *
11 Positivo Negativo
12 Negativo Positivo
13 Negativo Negativo
14 Positivo Negativo
15 Negativo Negativo
16 Negativo Negativo
17 Positivo Negativo
18 Negativo Negativo
19 Negativo Negativo
20 Negativo Positivo
21 Negativo Negativo
22 * *
23 Positivo Negativo
24 Negativo Negativo
25 * *
26 Negativo Negativo
27 Negativo Negativo
28 Negativo Negativo
29 Positivo Negativo
30 * *
31 Negativo Negativo
32 Negativo Negativo
33 Negativo Negativo
34 Negativo Negativo
35 * *
36 Negativo Negativo
37 Negativo Negativo
38 Negativo Negativo
39 Negativo Negativo
40 Negativo Positivo

*: Informacéo néo disponivel,
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Apéndice F — Alteracdes ultrassonograficas dos pacientes com linfoma alimentar

estudados

GATO N° | ALTERACOES ULTRASSONOGRAFICAS

1 *

2 EAI; LA; LMH

3 EAI; LA

4 EAI; PDAI; LA; LMH

5 *

6 EAIl; PDAI; LA; LMH

7 LA

8 EAI

9 EAI; LA; LMH

10 EAI

11 LA; LMH

12 EAI; NFI

13 NFI

14 LA

15 EAIl; PDAI

16 EAI; LA

17 LA

18 EAIl; LA; LMH

19 LA

20 EAIl; PDAI; LA; LMH

21 EAI; PDAI; LA

22 *

23 EAI; PDAI; LA

24 EAIl; LA; LMH

25 EAIl; PDAI; LA; LMH

26 EAI; LA

27 LA; LMH

28 EAI; PDAI; LA

29 EAIl; LA; LMH

30 EAI; PDAI; LA; LMH

31 *

32 EAIl; LA; LMH

33 EAI; PDAI; LA

34 EAIl; LA; LMH

35 EAI; LA; LMH

36 EAIl; PDAI; LA; LMH

37 EAIl; LA; LMH

38 EAIl; PDAI; LA; LMH

39 EAI; PDAI; LA; LMH

40 EAIl; PDAI; LA; LMH

EAI = Espessamento de alca intestinal; LA = Linfonodomegalia abdominal;
mesentéricos hipoecogénicos; PDAI = Perda da definicdo da arquitetura intestinal; NFI = Presenca de
neoformacgdo/ massa intestinal; * = Informacgé&o néo disponivel

LMH = linfonodos
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Apéndice G — Alteracdes ultrassonograficas dos felinos com doencga inflamatoria

intestinal (grupo 2)

GATO N° | ALTERACOES ULTRASSONOGRAFICAS
1 EAI; LA; LMH
2 EAI; LA; LMH
3 EAI; LA; LMH
4 -

5 LA; LMH

6 -

7 EAI; LA, LMH
8 EAI; LA; LMH
9 -

10 EAI; LA; LMH
11 EAI; LA

12 EAI; LA; LMH
13 EAI; LA; LMH
14 EAI; PDAI; LA; LMH
15 EAI; PDAI

16 EAI; NFI

17 EAI; LA, LMH
18 -

19 -

20 EAI; PDAI

EAI = Espessamento de alca intestinal; LA = Linfonodomegalia abdominal;
mesentéricos hipoecogénicos; PDAI = Perda da definicdo da arquitetura intestinal; NFI = Presenca de
neoformacgdo/ massa intestinal; * = Informacgé&o néo disponivel

LMH = linfonodos
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Apéndice H — Resultado da avaliacao citolégica dos pacientes com linfoma alimentar

estudados
GATO N° CITOLOGIA

1 *

2 Linfoma
3 *

4 Linfoma
5 *

6 Linfoma
7 *

8 *

9 *

10 *

11 Linfoma
12 *

13 *

14 *

15 *

16 Linfoma
17 *

18 *

19 *

20 *

21 *

22 *

23 Linfoma
24 Linfoma
25 *

26 Linfoma
27 Processo inflamatorio
28 *

29 Linfoma
30 Linfoma
31 *

32 *

33 *

34 *

35 *

36 Linfoma
37 Linfoma
38 Inconclusivo
39 Linfoma
40 Linfoma

* = Informacédo nao disponivel
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Apéndice | — Resultado da avaliagdo histolégica dos pacientes com linfoma alimentar

estudados
GATO N° TECIDO HISTOPATOLOGICO
1 Linfonodo Mesentérico Linfoma de células intermediérias
2 1)ID; 2) LM 1; 2 - Linfoma de pequenas células
3 1)ID; 2) LM 1; 2 - Linfoma de pequenas células
4 Intestino Linfoma de pequenas células
5 1) ID; 2) LM 1) DII; 2) HLR
6 Intestino Linfoma intestinal linfocitico
7 1) ID; 2) LM Linfoma intestinal de baixo grau
8 1) ID; 2) LM 1; 2) Linfoma de pequenas células
9 1) Intestino; 2) LM 1; 2 - Linfoma
10 1) ID; 2) LM 1 ; 2) Linfoma de pequenas células
11 1) ID; 2) LM 1 ; 2) Linfoma de pequenas células
A - Linfoma intestinal associado a processo
12 Transicao ileo-ceco-cilica :
piogranulomatoso
13 1) Intestino; 2) LA 1) Linfoma intestinal; 2) HLR
14 1) Intestino; 2) LA Linfoma de baixo grau
15 Intestino Linfoma intestinal linfocitico
16 1) ID; 2) LM 1) Linfoma de pequenas células; 2) HLR
17 1) lleo; 2) LM 1) Linfoma de pequenas células; 2) HLR
18 1) ID; 2) LM 1) DII; 2) Tecido linfoide integro
19 1) ID; 2) LM 1) Linfoma intestinal; 2) HLR
20 1) ID; 2) LM 1) DII; 2) HLR
21 1) Intestino; 2) LM 1; 2) Linfoma linfoblastico
1) Linfoma intestinal de células
22 1) Neoformagéo intestinal; 2) LA intermediarias; 2) Sugestivo de
linfoma
. 1) Linfoma intestinal de células
23 1) Intestino; 2) LA intermediérias; 2) HLR
24 1) Intestino; 2) LA 1) Linfoma de pequenas células; 2) HLR
. 1) Linfoma intestinal de grandes células;
25 1) lleo; 2) LM 2) Sugestivo de linfoma
26 1) fleo; 2) LM 1) Linfoma de_pequen_as células; 2)
Sugestivo de Linfoma
27 1) ID; 2) LM 1) Inconclusivo; 2) HLR
28 1)ID; 2) LM 1 ; 2) Linfoma de pequenas células
29 1) ileo; 2) LM 1) DII; 2) HLR
30 1) Neoformacdo intestinal; 2) LA 1 ; 2) Linfoma de pequenas células
31 1)ID; 2) LA 1 ; 2) Linfoma de pequenas células
32 1) ID; 2) LM 1) Linfoma intestinal; 2) HLR
1) Linfoma intestinal de grandes células;
33 1) ID; 2) LM 2) Linfoma
34 Jejuno Linfoma linfobl4stico
35 1) Jejuno; 2) LM 1) Linfoma intestinal; 2) HLR
1) Linfoma de pequenas células; 2)
36 1) Intestino; 2) LM Sugestivo de linfoma

37

Intestino

Linfoma linfoblastico
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38 1) Jejuno; 2) LM 1) Linfoma intestinal linfocitico; 2) HLR
39 fleo Linfoma linfocitico
40 Intestino Linfoma linfoblastico

ID = Intestino Delgado; LM= Linfonodo Mesentérico; LA = Linfonodo Adjacente; DIl = Doenca
Inflamatéria Intestinal; HPR = Hiperplasia Linféide Reacional




Apéndice J — Resultado da avaliagcdo imunoistoquimica dos pacientes com linfoma alimentar estudados 1 - Marcadores
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MARCADORES
GATO N° | TECIDO CD3 CD45 | CD20 | CD30 | CD31 | CD79a | Ki67/MIB-1 | CDla | CD117/ c-kit MUM1 CD5 | BCL2 | PAX5 | Lisozima

1 LM + - - - * * +++ * * * * * * *

2 ID; LM | + (=90%) * * * * raras + (=10%) * * * * * * raras
3 |D’ LM + (focal) * I * * I +++ * * * * * * *

4 Intestino | + (=90%) * * * * raras + (=10%) * * * * * * raras
5 ID; LM | + (=95%) * * * * raras + (=10%) * * * * * * raras
6 Intestino | + (=95%) | * * * * raras + (=20%) * * * * * * raras
7 ID’ LM ++ * * * * - + (zS%) * * * * * * -

8 ID; LM | + (=95%) * * * * raras + (=10%) * * * * * * raras
9 Int, LM ++ * * * * - + (z10%) * * * * * * -

10 ID; LM | + (=95%) * * * * raras + (=10%) * * * * * * raras
11 ID; LM | + (=95%) * * * * raras + (=5%) * * * * * * raras
12 TICC + * * * + + + (<10%) + - * * * * +

13 |nt1 LA +++ * * * * - * * - * * * * -

14 Int; LA ++ * * * * - + (=5%) * * * * * * -

15 Intestino | + (=95%) * * * * raras + (=5%) * * * * * * raras
16 ID; LM + (=90%) * * * * raras + (=5%) * * * * * * raras
17 fleo; LM | + (=95%) | * * * * raras + (=10%) * * * * * * raras
18 ID; LM | + (=95%) * * * * raras + (=10%) * * * * * * raras
19 ID; LM | + (=95%) * * * * raras + (=10%) * * * * * * raras
20 ID; LM ++ * * * * raras + (=5%) * * * * * * raras
21 Int; LM raras * * * * + (=90%) | + (=25%) * * * * * * raras
22 NI; LA | + (=95%) * * * * raras + (=30%) * * * * * * raras
23 Int; LA | + (=95%) * * * * raras + (=25%) * * * * * * raras
24 Int; LA | + (=90%) * * * * raras + (=15%) * * * * * * raras
25 ileo; LM raras * * * * + (=90%) * * * * * * * raras
26 fleo; LM | + (=95%) * * * * raras + (=5%) * * * * * * raras
27 ID; LM | + (=95%) * * * * raras + (=10%) * * * * * * raras
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28 |D1 LM + * - * * +++ * * * * * * * *
29 ileo; LM | + (=95%) | * * * * raras + (=15%) * * * * * * raras
30 NI LA | +(=90%) | * * * * raras + (=30%) * * * * * * raras
31 ID; LA +++ * * * * raras + (=5%) * * * * * * raras
32 ID; LM | + (=95%) * * * * Raras + (=3%) * * * * * * raras
33 ID; LM | + (focal) * * * * I + (focal) * * * * * * *
34 Jejuno - * * * * + (=30%) * * * + (=30%) _ _ * *
35 LM | +(=95%) | * * * * raras + (=8%) * * * * * * raras
36 Int; LM + * * * * _ * * * * * * - _
37 Intestino - * * * * + * * * * * * + -
38 J LM | +(=95%) | * * * * raras + (=5%) * * * * * raras
39 ileo + * * * * _ + (=28%) * * * * * _ _
40 Intestino - * * * * + * * R * * N + -
Int = Intestino; | = Inconclusivo; TICC = Transigdo ileo-ceco-colica; NI = Neoformagcéo intestinal; J = Jejuno; +++ = Alto indice; ++ = Grande quantidade de

células CD3 +; = = Aproximadamente; * = Marcador ndo utilizado
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Apéndice K — Resultado da avaliagdo imunoistoquimica dos pacientes com linfoma
alimentar estudados 2 - Imunofenétipo

GATO N° FENOTIPO A
IMUNOISTOQUIMICA

1 Células T
2 Células T
3 *

4 Células T
5 Células T
6 Células T
7 Células T
8 Células T
9 Células T
10 Células T
11 Células T
12 *

13 Células T
14 Células T
15 Células T
16 Células T
17 Células T
18 Células T
19 Células T
20 Células T
21 Células B
22 Células T
23 Células T
24 Células T
25 Células B
26 Células T
27 Células T
28 *

29 Células T
30 Células T
31 Células T
32 Células T
33 Células T
34 Células B
35 Células T
36 Células T
37 Células B
38 Células T
39 Células T
40 Células B

* = Informacao nao disponivel



Apéndice L — Resumo dos resultados das avalia¢des citoldgica, histologica e
imunoistoquimica dos felinos com doenca inflamatoria intestinal

GATO N° CITOLOGIA | HISTOPATOLOGICO | IMUNOISTOQUIMICA
1 DIl DIl DIl
2 DIl D]l D]l
3 DIl Linfoma Dl
4 Linfoma Linfoma D]l
5 DIl ]l D]l
6 Linfoma DIl Dl
7 DIl DIl D]l
8 DIl DIl DIl
9 DIl DIl D]l
10 Linfoma Linfoma Dl
11 DIl Linfoma DIl
12 Linfoma Linfoma D]l
13 Linfoma DIl DIl
14 Linfoma Linfoma DIl
15 Linfoma DIl DIl
16 DIl 0 DIl
17 ]l DIl DIl
18 DIl Linfoma DllI
19 DIl DIl DIl
20 ]l DIl DIl
21 * Linfoma DIl

DIl = doenca inflamatéria intestinal; * = Informacéo n&o disponivel
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Apéndice M — Protocolo utilizado para o exame imunoistoquimico — Método Avidina

AN NN Y N U U N U N N N N U N NN

AN NN Y U N N N

— Biotina:

Xilol I - 5 min.

Xilol Il - 5 min.

Alcool | - 5 min.

Alcool Il - 5 min.

Alcool 50% - 5 min.

Agua destilada - 5 min.

BPE (Blogueio da Peroxidase Enddgena) - 15 min.
PBS - 5 min.

PBS - 5 min.

Recuperagéo antigénica: Panela Vapor 30 min. 95°C
Esfriar em temperatura ambiente (no minimo 20 min)
PBS - 5 min.

PBS - 5 min.

Reavivamento antigénico: Leite em p6 5% 25 min; ou soro normal 20 min.

Anticorpo Primério (diluicdo e tempo de incubacao variaveis)

PBS - 5 min.
PBS - 5 min.

Anticorpo Secundario (diluicao variavel/ tempo de incubacédo: 30 min.) PBS

- 5 min.

PBS - 5 min.

Revelador Advanced 30 min.
PBS - 5 min.

PBS - 5 min.

DAB (Diaminobenzina) 5-8 min.
Lavar em agua corrente.
Hematoxilina de Harris

Desidratar e montar



