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Resumo

O estudo dos linfomas caninos além de abordar a classificaciao
morfologica e imunofenotipica necessita ser ampliado para que se
tenha a avaliacdo da cinética celular. Esta verificacdo s6 pode ser feita
com seguranc¢a quando sio avaliados os pardmetros que indicam a
taxa de proliferacao celular. No homem, estes fatores tém influéncia
no prognostico e no tratamento dos limfomas. Os 40 linfomas
utilizados neste trabalho foram classificados de acordo com a
classificacio de Kiel e a imunofenotipagem utilizou CD3 (linfécitos
T) e CD79a (linfocitos B). A proliferacio celular foi avaliada pelos
métodos de contagem dos AgNORs e Ki-67 (MIB-1) De acordo
com a classificacdo de Kiel os linfomas de alto grau foram os mais
freqientes, a imunofenotipagem mostrou a mesma freqiiéncia de
linfomas T e B. Quando avaliada a prolifera¢do celular houve diferenca
significativa entre os linfomas de alto e baixo grau tanto pelo método
do AgNOR como do KI-67.(MIB-1), porém ndo foram
estatisticamente entre os imunofenétipos Entre as neoplasias de alto
grau de malignidade a média de nimero de NORs por nucleo de
célula neoplasica foi de 1,37 £ 0,32, e nos casos de baixo grau de 0,98
+ 0,36, de acordo com o KI-67 a média do percentual de células
positivas foi de 43,19% £ 19,01, e 14,09% % 11,74 nos casos de alto
e baixo grau, respectivamente.

Palavras-chaves:
Linfoma.
Canino.
Proliferagao.
Ki-67.
AgNORs.

Introducao

Os linfomas estdo entre as neoplasias
mais freqiientes na espécie canina %, e em
estudos recentes pode-se observar a
necessidade de avaliar, além da classificacao
morfolégica e o imunofendtipo, o indice de
proliferacio celular ° .

A proliferacdo celular relacionada
com as neoplasias tem sido amplamente
estudada por mostrar boa correlacio com
o comportamento biolégico destes tumores
além de a adicionar informag¢des que
otientam o tratamento e o prognéstico.® Ha
muitos métodos para a avaliagio da
proliferacdo celular, entre estes estdo as

técnicas histoquimicas para a contagem dos
AgNORs (Argyrophil Nucleolar Organizer
Regions) ou ainda a avaliacio
imunoistoquimica, utilizando-se a marca¢ao
do antigeno Ki-67 (MIB-1).

Os AgNORs sido estruturas
intranucleares, relacionadas com a sintese de
proteinas nas células em prolifera¢io. O
grande nimero de AgNORs reflete um alto
indice de proliferagdo. Esses parametros tém
sido utilizados com grande eficicia nos
linfomas do homem e do cao. As neoplasias
de grau alto de malignidade possuem um
nimero maior de AgNORs e estes
apresentam-se distribuidos difusamente no
nucleo enquanto os tumores de grau baixo
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de malignidade possuem AgNORs
agregados dentro dos nucléolos.”

Métodos imunoistoquimicos tém
sido empregados para a detec¢dao de
proteinas associadas a proliferacio celular
tanto nas neoplasias humanas como na
Medicina Veterinaria. ** O principal
marcador das células em proliferagiao é o
antigeno Ki-67 (MIB-1). >’

O antigeno Ki-67 (MIB-1) pode ser
detectado em todas as fases do ciclo celular
menos na fase G ." Este tem relagdo direta
com a fracao de crescimento de uma
populagiao celular e é considerado,
atualmente, como o melhor marcador
imunoistoquimico de proliferacao celulat.”
Esta determinacdo tem valor prognodstico
nos linfomas nao-Hodgkin humanos, pois
a analise desse indice pode estabelecer um
fator independente para cada caso."

Na espécie canina, a quantificagdo do
antigeno Ki-67 (MIB-1) nos diferentes
grupos de linfomas, pode resultar em aumento
na acuracia das classificacGes dos linfomas
caninos. Alguns autores observaram uma
correlagdo positiva entre a proporc¢ao de
células positivamente marcadas pelo Ki-67, a
morfologia celular, o imunofenétipo e o
grau de malignidade das neoplasias.'

Material e Método

Foram utilizados 40 casos de linfomas
caninos, fixados em formalina 10% e
submetidos ao processamento histolégico
de rotina, corados pelo método da
Hematoxilina e Eosina (HE) e classificados
de acordo com a classificacio morfologica
de Kiel. Para a determinacio do
imunofenétipo, foram empregados
marcadores linféides para linfocitos T, o
anticorpo policlonal anti-CD3 (Dako) na
diluicao de 1:100 e para linfécitos B, o
anticorpo monoclonal anti-CD79a (Dako)
na dilui¢ao de 1:50.

A avaliagdo quantitativa de AgNORs
foi realizada por meio da contagem direta
dos pontos de AgNORs presentes nos
nicleos de 100 células em cada caso
analisado, em microscopio Optico na objetiva
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de imersao.

Foi utilizado para determinagdo do
indice de proliferagao celular o anticorpo
anti Ki-67 clone MIB-1, monoclonal
(DAKO) na concentragao de 1:50, Todas as
amostras passaram pela recuperagiao
antigénica com solucdo tampao de citrato
10 mM, pH 6,0, em forno de microondas
durante 15 minutos. O bloqueio da
peroxidase endogena foi feito em solugao
de 4dgua oxigenada a 10 volumes por 15
minutos. Os anticorpos primarios foram
incubados durante 18 horas na tempreratura
de 4 °C. O sistema de detec¢io utilizado foi o
kit EnVision Dual link (Dako) . Para
visualizacao da reacido, as laminas foram
tratadas com solucao de 3,3 diaminobenzidina
(Liquid DAB — K3466 DakoCytomation)
durante cinco minutos a temperatura ambiente.
Os cortes foram contra-corados com
hematoxilina de Harris, por 35 segundos.

Foi realizada a contagem de todas as
células presentes em cinco campos aleatorios
no aumento de 400 x do microscopio
optico. Nestes mesmos campos aleatorios
foram contadas as células positivas para cada
anticorpo e estabelecida o percentual de
células positivas. Posteriormente, os
resultados foram submetidos ao teste t
(Student) a fim de verificar a diferenca entre
a média existente entre eles nos linfomas de
alto e baixo grau de acordo com a
classificacao de Kiel (grau de significancia
P < 0,05).

Resultados

Quando utilizada a classificacio de
Kiel ¥, foi observada a predominancia dos
linfomas de alto grau de malignidade, em
29 casos (72,5%) seguidos por 11 casos de
linfomas de baixo grau (27,5%) (Tabela 1).

No presente estudo obteve-se a
mesma freqtiéncia de linfomas T e linfomas
B, ocorrendo em 17 casos (42,5%), seguidos
pelos Linfomas T/B em seis casos (15%).
Os 13 casos de linfomas T classificados
como de grau alto de malignidade, foram
classificados como imunoblasticos (Figura 1)
e as neoplasias de grau baixo foram trés casos
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Tabela 1 - Linfomas de acordo com a classificacao de Kiel '

Kiel N° de Casos %
Imunobléstico 19 47,5
Centrobldstico 06 15,0
Linfobléstico 03 7.5
Angioblastico 01 2.5
Centrocitico 02 5,0
Centrocitico-Centrobldstico 02 5,0
Linfocitico 02 5,0
Linfoplasmacitico 02 5,0
Linfoma T pleomorfico 03 7.5
TOTAL 40 100

de linfoma T pleomorfico e um linfocitico.
Dentre os 17 casos de linfomas B, 11 casos
foram de grau alto de malignidade e seis
casos foram de grau baixo de malignidade,
sendo cinco centroblasticos, quatro
imunoblasticos, dois Linfoblasticos, dois
centrociticos-centroblasticos, dois
centrociticos, um linfocitico e um
linfoplasmacitico

Dentre os 40 casos de linfomas, a
contagem dos AgNORs foi realizada em 28
casos, sendo 21 de grau alto de malignidade
(Figura 2) e sete casos de grau baixo de
malignidade. Obteve-se uma média de
nimero de pontos de NORs por nucleo de
células neoplasicas. Entre as neoplasias de
grau alto de malignidade a média foi de 1,37
1 0,32, e nos casos de baixo grau de 0,98 £
0,36, e distribuicdo dos pontos foi dispersa
pelo nicleo, correspondendo ao tipo II de
padrio de distribui¢ao.'"* De acordo com
Teste t (student) foi observada diferenca
estatisticamente significativa (P< 0,05) entre

Figura 1 - Linfoma Imunoblastico (Kiel), canino. As
células apresentam ntcleo redondo com um
unico nucléolo central. HE

os grupos de graus alto e baixo de
malignidade.

Entre as neoplasias de grau alto de
malignidade (Figura 3), a média de células
em proliferacio marcadas pelo Ki-67
(MIB-1) foi de 43,19% % 19,01, e nos casos
de grau baixo de 14,09% £ 11,74. De
acordo com Teste t (student) foi observada
diferenca estatistica

Figura 2 - Linfoma Imunoblastico , canino — mdltiplos
AgNORs distribuidos pelo ntcleo das células
neoplasicas e algumas células apresentando
um Unico ponto nuclear (1000x)
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Figura 3 - Linfoma Imunoblastico (Kiel), canino —
positividade para anticorpo anti- Ki-67 (MIB
1), EnVision, DAB, contracorado com
Hematoxilina de Harris
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(P < 0,01) entre os grupos de alto e baixo
grau de malignidade.

Discussao

Os 40 casos de linfoma utilizados
neste trabalho foram classificados de acordo
com a Classificacio de Kiel ), onde
predominaram os linfomas de grau alto
(72,5%) em relagao aos linfomas de grau
baixo (27,5%). Este resultado é semelhante
ao obtido por autores, que utilizaram esta
mesma classificacio em material colhido
pelo método da Puncio Aspirativa por
Agulha Fina *"* bem como nos trabalhos que
utilizaram esta classificacio em exames
histolégicos *1¢171819

No que diz respeito a determinag¢ao
do imunofenétipo dos linfomas caninos o
emprego dos anticorpos CD3 e CD79a,
marcadores de células T e células B,
respectivamente, tem permitido a utilizacdo
de material fixado em formol e incluido em
parafina.**"** Determinacio da origem T
ou B dos Linfomas nao-Hodgkin tem valor
prognostico e nao pode ser definida pela
motfologia celular. '“* Os cies portadores
de Linfomas T respondem menos ao
tratamento quimioterapico e tém tempo de
sobrevida menor do que os cies portadores
de Linfomas B.* Portanto, a classificacio
imunocitoquimica dos linfomas torna-se um
procedimento importante para a defini¢do
do comportamento clinico da neoplasia e sua
resposta ao tratamento quimioterapico, 2182

Na casuistica utilizada neste trabalho
foi observado o mesmo numero de casos
com imunofenétipo T (CD3+/CD79%a-) ¢
imunofenétipo B (CD3-/CD79a+), sendo
17 casos (42,5%) de cada imunofendtipo
seguido pelos linfomas de imunofenétipo
T/B (CD3+/CD79+) em 15% dos casos,
resultados semelhantes aos encontrados em
outro estudo, com 0s mesmos anticorpos.”
Em trabalhos realizados anteriormente em
nosso laboratério com material incluido em
parafina *” e em material citolégico 2,
detectaram a predominancia dos linfomas
de imunofendtipo T. Milner et al. ' referem
o mesmo tipo de achado, utilizando um
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painel mais amplo de anticorpos. A
freqiiéncia encontrada por estes autores
foi de 60% de Linfomas T e 40% de
Linfomas B.

No entanto, a maioria dos autores que
trabalhou com imunofenotipagem dos
linfomas caninos relata a predominancia dos
Linfomas B em suas casuisticas, embora
também ocorra grande variagdo nas
freqiiéncias encontradas e na metodologia
empregada.2,9,12,18,24

A freqiiéncia de Linfomas B variou
de 55,1% a 77,7% nas casuisticas dos autores
que verificaram o predominio deste
imunofendtipo utilizando painéis de
anticorpos amplos em material citolégico ou
incluido em parafina.>”'*** Deve-se ressaltar
que mesmo com o predominio do
imunofenétipo B, a freqiiéncia dos Linfomas
T pode ser alta, chegando a 42% dos casos.’

Indice de Proliferacio Celular
pelo método do Ki-67 (MIB-1)

Quando analisada a marca¢io com
Ki-67 para proliferacao celular, pode-se
notar diferenca significativa dos indices de
proliferacio entre os grupos de graus alto e
baixo de malignidade e este resultado
concorda com a literatura, tanto para
linfomas caninos como linfomas nio-
Hodgkin dos seres humanos.>”*>2%

Em estudo que analisou 92 casos de
linfomas caninos, observou que os linfomas
de grau baixo de malignidade possuiam
indices de proliferagao entre 3 e 16% e os
de grau alto, entre 39 e 60%." No mesmo
trabalho, os autores relatam que dentre os
linfomas de grau baixo, dois casos
apresentaram média maior que os 21%,
sendo o maior, um linfoma Centrocitico
com 30% de células positivas para o
marcador Ki-67. Todos os linfomas de alto
grau apresentaram indice proliferativo maior
que o limite de 21%, sendo entdo
estabelecido o limite percentual de 21% entre
os tumores de graus alto e de baixo de
malignidade.

No presente trabalho, a variacio da
proliferacdo entre os linfomas de baixo
estava entre 1,67 e 34,5% e considerando os



de grau alto, esta variou entre 24,4 e 80,53%.
Utilizando o limite de 21% como parametro
para dividir as neoplasias de acordo com o
grau de malignidade, obteve-se trés casos
de grau baixo com percentual maior que o
limite, sendo o maior um linfoma
Centrocitico com 34,5% de células
marcadas e todos os de grau alto
apresentaram o {ndice de proliferacio maior
que 21%, sendo o menor, com 24,4% um
linfoma Imunoblastico.

Este mesmo parametro de percentual
de células em proliferacdo de divisao dos
linfomas em graus alto e baixo de
malignidade foi estabelecido nos linfomas
dos seres humanos em trabalhos com
valores de 20% e 26%.10!!

Os valores observados, na literatura
consultada, para os {ndices proliferativos
demonstram que em alguns tipos citologicos
podem ocorrer discrepancias quanto a estes
parametros e, portanto, o indice de
proliferacdao celular deve ser analisado
juntamente com a classifica¢do cito-
histolégica dos linfomas para estabelecer o
padrio de comportamento da neoplasia. Os
linfomas de alto grau de malignidade, nas
espécies humanas e caninas, com um alto
indice de proliferaciao celular tendem a
responder melhor a quimioterapia.”* Assim
sendo, os indices proliferativos devem ser
considerados, principalmente, na anélise de
casos individuais da rotina de diagndstico a
fim de auxiliar a escolha do tratamento.

Em nosso estudo, a média de nimero
de AgNORs intranuclear nos linfomas de
alto grau de malignidade foi estatisticamente
maior que nos linfomas de grau baixo, o
que corrobora os dados presentes na
literatura consultada.”?*?

Embora o numero maior de
AgNORs nos linfomas de grau alto de
malignidade que nos de baixo grau concorde
com varios autores, as médias encontradas
no neste estudo foram mais baixas que as
médias da literatura consultada. Os linfomas
de baixo grau apresentaram uma media de
0,98 £ 0,36 e os de alto grau, 1,37 £ 0,32.
Estudo utilizando o mesmo tipo de material,
encontrou para os linfomas de baixo grau,
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em média um ponto de AgNOR por nucleo
e nas neoplasias de alto grau, foram contados
cinco AgNORS por ntcleo." Outro estudo,
quando utilizaram material histolégico e
citolégico para contagem dos AgNORs,
obtiveram nas amostras histologicas a
variacdo de 2,2 a 3,0 nos linfomas de baixo
grau e 2,6 a 3,7 nos de alto grau.” Estes
mesmos autores relatam que estas diferencas
nas médias de diversos trabalhos podem
ocorrer devido a alteracoes durante o
processamento desde a fixagao do material,
processamento histolégico até mesmo
durante a coloragao pela prata. A técnica
utilizada para corar os linfomas deste estudo
seguiu o mesmo padrio descrito por
diversos autores. No entanto, os tempos de
fixacdo do material, desparafinizag¢io e
desidrata¢do niao foram padronizados nos
casos resgatados do arquivo. Estas variagdes
podem interferir na impregnacdo da prata,
formando grandes agregados ao invés de
pequenos pontos, isso leva a um excesso de
prata intranuclear e reduz o numero de
pontos contados nos nucleos interferindo na
média de AgNORs.”

Quando foram comparados os
resultados deste trabalho com outro estudo
realizado no mesmo laboratério nota-se que
mesmo havendo diferencas entre os graus
de malignidade, as médias deste trabalho
foram maiores que no presente estudo.” Esta
diferenca pode ser devido ao tipo de material
utilizado por Pessoa®, que utilizou amostras
colhidas por meio de citologia aspirativa.
Segundo Valdovich et al.”’, mesmo
utilizando amostras citologicas e histologicas
dos mesmos casos, obtiveram numeros
maiores de AgNORs nos exames citolégicos
e de acordo com estes autores, as células nas
amostras citologicas apresentam-se {ntegras
e nao fatiadas pelo micrétomo como nas
preparagdes histologicas, por isso o numero
de AgNORs seria maior e os NORs
pequenos seriam mais facilmente
reconhecidos. Mesmo assim, o método de
contagem do AgNORSs, é de grande eficacia
na determinacio do grau de malignidade dos
linfomas caninos, tanto nas amostras
histolégicas como naquelas colhidas pela
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citologia aspirativa.

Quando analisados os linfomas de
alto grau, os linfomas Centroblasticos
apresentavam a maior média no numero
de AgNORs, no presente trabalho,
os tipos de neoplasia que mostraram
as maiores quantidades de
pontos intranucleares foram os
linfomas Imunoblésticos, seguidos pelos
Centroblasticos.'

O padrio de distribuigdo
encontrado em todos casos de linfoma
nesta pesquisa, corresponde ao tipo 11, que
apresenta varios aglomerados de NORs
no nucleo. Alguns autores verificaram,
estudando pacientes com leucemias
cronicas, que o prognostico de leucemia
progressiva estava relacionado com um

Cell proliferation in canine lymphoma

Abstracts

numero maior de aglomerados de NORs
e as amostras com NORs dnicos, os
pacientes eram considerados estaveis . O
numero de AgNORs nas células malignas
¢ maior que nas hiperplasicas ou benignas
e estd associado com a alta taxa de
proliferacao celular.'**-132 Estes ultimos
autores obtiveram cerca de 80% das
neoplasias classificadas no padrido de
distribui¢do II e o padrio em todas as
amostras de linfonodos normais ou
reativos possuem apenas um agregado
pequeno.
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Lymphoma studies deals with morphological classification and
immunophenotypic features and they have to be amplified for cellular
kinetics evaluation. This evaluation can only be safely made, when the
proliferative index are evaluated. In men the proliferation index have,
most of the time, important influence in the neoplasia prognosis
and treatment In this work it was used 40 canine lymphomas that
were classified according to Kiel methods and immunophenotype
was achieved with CD3 (T lymphocyte) and CD79a (B lymphocyte).
Cellular proliferation was evaluated by AgNORs and Ki-67 (MIB-1)
According to Kiel classification system, high grade lymphomas were
more frequent and T and B lymphoma showed the same
frequency.When cellular proliferation was evaluated, there was a
significant difference between high grade and low grade lymphomas
by AgNOR and Ki-67 (MIB-1) methods, but did not differ when
comparing immunophenotype. Among high grade malignancy
lymphomas the NORs medium number per cell nucleoli was 1.37£
0.32 and in low grade was 0.98% 0.36, concerning Ki-67 the positive
cellular percentual was 43.19% £ 19.01, e 14.09% * 11.74 in high and
low grade, respectively

Proliferation.
Ki-67.
AgNORs.
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