Acta Scientiae Veterinariae, 2021. 49(Suppl 1): 619.

CASE REPORT ISSN 1679-9216
Pub. 619

Linfoma intravascular canino - aspectos clinicos, patoldgicos e imunohistoquimicos
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ABSTRACT

Background: Intravascular lymphoma (IL) is a rare disease characterized by presence of neoplastic lymphocytes in the
lumen of blood vessels. Any tissue can be affected; however, the most frequently compromised areas of the body are the
skin and the central nervous system (CNS). The clinical signs and macroscopic alterations caused by IL are nonspecific and
are usually secondary to a continuous proliferative disorder, which leads to occlusion of the blood vessels with consequent
thrombosis, hemorrhage and infarction. The objective of this work is to report a case of IL in a dog.

Case: An 8-year-old male Rottweiler dog was referred to the Veterinary Hospital of the Federal University of Parand with
a history of cerebellar ataxia that had not improved after treatment. At the neurological examination, cerebellar ataxia and
deficit of nasal reflex were detected. A complete blood count showed presence of slight anemia (4.8 million red blood
cells/mm?; normal ranges= 5.5-8.5 million/mm?®) and thrombocytopenia (176.000/mm?; normal ranges= 250.000-500.000/
mm?). Biochemical tests revealed a small increase in alanine aminotransferase (42 IU/L; normal ranges= 14-38 IU/L) and a
slight decrease in alkaline phosphatase (49 IU/L; normal ranges= 90-170 IU/L). The cerebrospinal fluid (CSF) exhibited an
increased protein concentration (147.3 mg/dL; normal ranges= 18-44 mg/dL) and pleocytosis (8 cells/uL; normal ranges=
up to 5 cells/uL). No alterations were observed at radiographic and ultrasonographic exams. A clinical treatment was pre-
scribed; however, in view of the worsening of the clinical signs, euthanasia was performed, and the body was submitted
to a Laboratory of Pathology. At necropsy, moderate multifocal ulcers were observed in the oral cavity and ventral side of
the tongue; moderately infarcted areas were detected in the spleen. Additional alterations such as fatty liver degeneration,
glomerulonephritis, and pulmonary edema were also observed. Consequently, fragments from various tissues were col-
lected, fixed in 10% formaldehyde, and processed for paraffin embedding and microtomy. Sections with a thickness of 5
um were cut, and stained with hematoxylin and eosin. Microscopically, the cerebral cortex exhibited a marked number of
round neoplastic cells with well-defined edges and scant cytoplasm filling the vascular lumen. Similar cells were observed
in the lumen of the blood vessels in the cerebellum, spinal cord, liver, lungs, kidneys, and mucocutaneous junction. The
cerebellum, mucocutaneous junction, and kidneys were submitted to immunohistochemical evaluation. The results were
consistent with T cell lymphoma in the telencephalon, in the mucocutaneous junction, and in the cerebellum; however,
the neoplastic cells observed in the kidneys were not positively stained by the antibodies used.

Discussion: Since, in this neoplasia, there is no formation of solid tumors as in other lymphomas, the diagnosis is more
difficult both clinically and macroscopically, and hence a combination of immunohistochemistry and microscopy are in-
dispensable. Immunohistochemistry for detection of the markers CD3, CD45RA, CD20, PAXS and CD79a was essential
to determine the cell type especially in the mucocutaneous junction, telencephalon, and cerebellum. Absence of staining
for any of these markers on the neoplastic cells in the kidneys may be associated with a high degree of cellular undiffer-
entiation, which worsens the prognosis. This case report highlights the importance of the combination of histopathological
and immunohistochemical examinations with laboratory tests and the clinical picture of the animal for the diagnosis of
this neoplasia, which can be difficult to identify.
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INTRODUCAO

O linfoma intravascular (LI) é caracterizado
pela proliferacdo de linfécitos no limen de vasos lin-
faticos, seios linfaticos e vasos sanguineos, podendo
envolver o subendotélio, mas nio o parénquima [7]. Os
sinais clinicos juntamente com as lesdes macroscopicas
sdo inespecificos e dependem do local de multiplicacio
das células neopldsicas. O paciente pode apresentar
hiporexia, prostracdo e letargia [ 13], ataxia, paraparesia
e hiperestesia no pescogo e dorso [3].

Os achados macroscépicos sdo secundérios
a obstrucdo vascular, entre os quais destacam-se
trombose, hemorragia e infarto [13]. Como as células
neopldsicas se localizam no ltimen dos vasos, o exame
citolégico ndo é capaz de realizar o diagndstico, sen-
do necessdria a realizacdo do exame histopatolégico
[4,14]. Histologicamente, o LI caracteriza-se por lin-
focitos altamente pleomorficos preenchendo o limen
dos vasos. Embora qualquer tecido possa ser local de
multiplicacdo do LI, os sitios de predilec@o sao pele e
sistema nervoso central (SNC) [15].

Em humanos pode se apresentar de duas for-
mas, a progressiva, que se origina na pele, por vezes,
com envolvimento visceral, e a agressiva, fatalmente
rapida envolvendo 6rgdos internos [2,6,19]. O frequen-
te envolvimento do SNC e a progressdo da neoplasia
tornam o progndstico ruim. Como o LI tem desenvol-
vimento progressivo e gera lesdes secunddrias, a morte
do animal pode ocorrer entre vinte dias a seis meses
apos o inicio dos sinais clinicos [5,16].

Este relato tem como objetivo descrever os
aspectos clinicos, anatomopatolégicos e imunohisto-
quimicos do LI em um canino.

CASO

Um cio, da raca Rottweiler com 8 anos de
idade, foi atendido no Hospital Veterindrio da Univer-
sidade Federal do Parand (UFPR), Setor Palotina, com
histérico de ataxia cerebelar hd aproximadamente um
més, sem melhora com corticoterapia. Apds avaliagdo
neuroldgica, evidenciou-se ataxia cerebelar e déficit
de reflexo nasal. Foram solicitados exames comple-
mentares incluindo hemograma, bioquimica sérica,
ultrassonografia abdominal e radiografia tordcica. Ao
hemograma havia discreta anemia (hemadcias 4,8 mi-
Ihdes/mm?; valor de referéncia= 5,5-8,5 milhdes/mm?)
e trombocitopenia (plaquetas 176.000 mil/mm?; valor
de referéncia= 250.000-500.000 mil/mm?). No exame

bioquimico constatou-se aumento discreto da alanina
aminotransferase (42 UI/L; valor de referéncia= 14-38
UI/L) e ligeira diminui¢do da fosfatase alcalina (49
UI/L; valor de referéncia= 90-170 UI/L). Nio foram
observadas alteragdes nos exames de imagem (ultras-
som e radiografia). O liquido cefalorraquidiano (LCR)
apresentava aumento da concentragdo de proteinas
(147,3 mg/dL; valor de referéncia= 18-44 mg/dL) e
pleocitose (8 cél/uL; valor de referéncia= até 5 cél/uL.).

No entanto, ndo foi possivel determinar o
diagnéstico clinico e dentre os diagndsticos diferen-
ciais incluiam-se doencas imunomediadas, cerebelite
e neoplasias. O animal foi tratado com prednisona’,
omeprazol?, sulfametoxazol e trimetoprim® e, devido
a piora do quadro clinico, optou-se pela eutanésia.

O cadaver do animal foi encaminhado para o
Laboratério de Patologia para a realiza¢do do exame
anatomopatoldgico. O cdo apresentava elevado escore
corporal e as mucosas oral, ocular e prepucial estavam
levemente palidas. Observaram-se tlceras multifocais
na cavidade oral e face ventral da lingua medindo
de 0,5 a 1,5 cm de didmetro (Figura 1A). O figado
apresentava-se moderadamente aumentado e amare-
lado, com acentuada evidenciac@o do padrao lobular,
caracterizando degeneracdo gordurosa. A cipsula renal
apresentava-se moderadamente aderida e a superficie
renal irregular e amarelada. O pulmdo exibia aspecto
umido e brilhante e, ao corte, fluia discreta quantidade
de liquido espumoso brancacento até o terco médio
da traquéia, caracterizando edema. Os lobos craniais
estavam hipercrepitantes e inflados, alteracdes estas
condizentes com enfisema. Nos lobos caudais do
pulmao observaram-se dreas multifocais de coloragio
vermelho escura, compativeis com hemorragia. O baco
apresentava-se moderadamente aumentado e na sua
superficie observaram-se dreas multifocais bem deli-
mitadas, medindo de 0,8 a 2 cm de didmetro, que se
evidentes sobre a cidpsula esplénica e eram condizentes
com infarto. O encéfalo estava moderadamente hiperé-
mico. Nao foram observadas alteragdes que sugerissem
neoplasia a avaliacdo macroscépica.

Durante a necropsia foram colhidos fragmentos
de figado, rim, baco, encéfalo, medula oblonga, pulmao
e juncdo mucocutanea, que foram fixados em formol a
10% e processados pela técnica de inclusao em parafina,
cortados a espessura de 5 micromeros e corados por
hematoxilina (Hematoxilina de Harris)* e eosina (Eo-
sina Amarelada)® para a avaliagdo histopatoldgica [10].
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Microscopicamente, por toda a extensdo do
cortex encefalico, obliterando a maioria dos vasos
sanguineos, havia células neopldsicas arredondadas,
com bordos distintos e citoplasma basofilico escasso.
O nucleo dessas células era redondo, com cromatina
grosseiramente pontilhada com 1 ou 2 nucléolos evi-
dentes. A anisocitose e anisocariose eram moderadas.
Observaram-se mais de 4 mitoses por campo de grande
aumento (CGA), sendo algumas atipicas (Figura 1B).
Associado as células neoplésicas havia material eosino-
filico homogéneo com restos celulares, caracterizando
trombos de fibrina. Circundando vasos obliterados pela
neoplasia, notava-se vasculite linfohistioplasmocitaria
multifocal acentuada, necrose neuronal multifocal com
neuroniofagia moderada associada a discreta rarefacao
do neurdpilo (polioencefalomaldcia) e gliose acentuada
no telencéfalo (Figura 1C). Na substancia branca adja-
cente observou-se leucomalacia discreta. No cerebelo,
medula espinhal, figado e rim, tais células neoplasicas
também foram observadas no limen vascular.

No figado, além da neoplasia obliterando o Ii-
men dos vasos, notou-se degeneracio gordurosa difusa e
acentuada associada a necrose individual de hepatdcitos
nas regides centrolobulares. No rim, células neoplasicas
eram observadas tanto nos glomérulos quanto nos vasos
sanguineos intersticiais. Ainda nos rins observou-se ne-
crose tubular aguda multifocal moderada a acentuada dos
tibulos contorcidos proximais, além de glomerulonefrite
membranoproliferativa e nefrite intersticial linfohistioplas-
mocitdria. No bago ndo foram observadas células neopla-
sicas, porém observaram-se extensas dreas de necrose de
coagulacdo (infarto).

A jun¢d@o mucocutanea revelou ulceragdo fo-
calmente extensa e, na submucosa adjacente, observou-
-se proliferacdo neoplasica de células redondas de alta
celularidade com crescimento infiltrativo, pobremente
encapsulada e bem demarcada. As células neoplasicas
se arranjavam em mantos multifocais, diferentemente
da proliferacdo neopldsica observada nos demais 6r-
gdos, onde as células neoformadas estavam restritas
aos vasos sanguineos. O estroma tumoral era delicado,
composto por tecido fibrovascular. As caracteristicas
de ntcleo e citoplasma eram semelhantes a descrita
nos demais 6rgaos (Figura 1D).

Fragmentos de cerebelo, jungdo mucocutinea e
rim foram submetidos a técnica de imuno-histoquimica
(THQ) com os respectivos anticorpos anti-CD36, anti-

-CD45RAS, anti-CD2(V, anti-PAX58 e anti-CD792°. A téc-
nica seguiu o protocolo preconizado por Amorim ez al. [1].
A avaliacido THQ da juncdo mucocutinea foi
compativel com linfoma de células T (Figura 1E),
sendo que as células foram positivas para anti-CD3 e
anti-CD45RA. A THQ do cerebelo (Figura 1F) revelou
imunomarcacio para o anticorpo anti-CD3. As células
neopldsicas do rim nfo apresentaram imunomarcagao
positiva para os anticorpos utilizados, sendo diagnos-
ticado como neoplasia intravascular indiferenciada.

DISCUSSAO

As lesdes microscopicas e IHQ observadas no
cdo deste relato sdo compativeis com LI. Esta neoplasia
raramente causa lesdo macroscépica, visto que nao
induz formagdo de massas tumorais, como observado
em outros tipos de linfoma. Segundo Oliveira et al.
[13], a neoplasia esta restrita aos vasos sanguineos e
os achados necroscépicos sdo secunddrios ao LI. As
lesdes secunddrias comumente encontradas no LI sdo
hemorragia, infarto e trombose. No presente caso so-
mente o baco apresentou lesao macroscépica de infarto,
porém nao foram observadas células neoplasicas na
microscopia. Acredita-se que a propria lesdo de necrose
de coagulacgdo, causada pela isquemia induzida pelo
tumor, acabou dificultando a visualiza¢ao da neoplasia
no tecido esplénico.

Dentre os achados laboratoriais, a anemia € a
trombocitopenia foram mais relevantes. A trombocito-
penia nos casos de LI é causada pelo consumo constan-
te de plaquetas ocasionado pelos trombos tumorais [3].
Ja a anemia pode ser acarretada por varias razdes, entre
elas, secunddria a neoplasia ou por doenca cronica [9].

O dificil diagnéstico do LI, particularmente se
deve aos sinais clinicos inespecificos que constituem
febre, perda de peso e astenia. Tais sinais ocorrem em
25 a 50% dos casos em humanos [8]. Quando ha lesao
de pele a bidpsia € uma ferramenta diagndstica impor-
tante, pois revela as células neopldsicas no limen dos
vasos da derme [13]. As biopsias de pele sem lesdao
macroscépica por vezes podem servir de diagndstico e
devem estar inclusas em casos de sinais neuroldgicos
e que hd suspeita dessa neoplasia [8]. Tal ferramenta
diagndstica é muito mais vidvel em termos de bene-
ficios para o paciente e custos do exame em relacio a
biopsia encefdlica. Apesar do LI estar localizado no
limen dos vasos sanguineos, o esfregaco sanguineo
ndo € capaz de detectar células neoplasicas, ja que essas
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Figura 1. Linfoma intravascular em um cdo. A- Observa-se presenca de tlceras na cavidade oral medindo de 0,5-1,5 cm de didmetro (seta). B- Aspecto
histolégico do linfoma intravascular no cértex occipital. Observam-se nos vasos sanguineos células neopldsicas arredondadas, com bordos distintos e
citoplasma basofilico escasso. A seta indica figura de mitose atipica [HE; 40x]. C- Nota-se no cértex occipital trombo associado as células neopldsicas
obliterando o limen dos vasos (seta) associado a drea focalmente extensa de maldcia, com gliose acentuada [HE; 10x]. D- Na histologia da juncdo
mucocutinea, observa-se proliferacao neoplésica de células redondas (seta) em arranjo de manto invadindo a submucosa até a muscular profunda [HE;
100x]. E-Marcacdo citoplasmadtica para anticorpo anti-CD3 em células neopldsicas presentes na jungdo mucocutanea [40x]. F- Imunomarcacdo positiva
para a anticorpo anti-CD45RA (seta) no citoplasma das células neopldsicas presentes nos vasos do cerebelo [40x].
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células ficam restritas aos vasos de 6rgaos especificos,
como o SNC, e ndo circulam no sangue periférico [3].

As células neoplasicas observadas na juncio
mucocutanea sdo morfologicamente semelhantes as
células neoplasicas observadas no Iimen dos vasos dos
outros 6rgaos. Porém, ao contrario do observado no en-
céfalo, medula espinhal, figado, rins e pulmao, as células
neopldsicas estavam localizadas fora do vaso, formando
um manto. Esse arranjo celular € frequentemente obser-
vado em outros tipos de neoplasias redondas, como o
linfoma multicéntrico, mastocitoma, melanoma, tumor
venéreo transmissivel e histiocitoma [7]. Até o presente
momento, ndo foram relatados casos de linfoma intravas-
cular associado a esse tipo de arranjo celular e aspecto
macroscépico. Além da morfologia celular ser muito
semelhante & das células tumorais dos demais 6rgaos, as
figuras de mitose também eram abundantes (com mais
de quatro mitoses por campo de grande aumento). A IHQ
revelou marcagio positiva para linfoma de células T em
juncdo mucocutanea e no cerebelo, portanto, a IHQ foi
positiva para células neoplasicas da linhagem linféide,
corroborando para o diagnéstico de linfoma. Analisando
tais fatores sugere-se que as células neopldsicas tenham
extravasado do limen dos vasos e invadiram o tecido
adjacente, concedendo esta aparéncia histoldgica. Dessa
forma, devido a similaridade celular observada, acredita-
-se que é pouco provavel que tal neoplasia tenha uma
origem distinta do linfoma observado no tecido nervoso.
Segundo Machado et al. [11], arazdo pela qual o LI exibe
padrio exclusivamente intravascular de proliferacdo ainda
ndo estd clara, mas existem evidéncias que estas células
expressam moléculas para aderir ao sistema vascular
(endotélio) a0 mesmo tempo que ndo t€m a expressao
de receptores envolvidos na diapedese. Dessa forma,
acredita-se que houve falha neste mecanismo ou lesdo
traumadtica vascular que permitiu que houvesse diapedese
e transmigracdo das células neopldsicas, conferindo essa
aparéncia histol6gica a neoplasia na jungio mucocutanea.

As manifestagdes clinicas e os achados ma-
croscopicos e microscopicos do LI em caninos sio

similares ao observado em humanos. Entretanto, a
imunomarcacdo dos LI em humanos revela princi-
palmente linfomas de células B. A IHQ dos LI em
caninos revela imunomarcagao heterogénea, sendo
mais comum os linfomas T e os ndo-T e ndo-B [11],
como observado em alguns 6rgdos do caso relatado.
Os linfomas intravasculares de células B sdo raramente
observados em cdes [11]. A auséncia da marcacdo IHQ
para linfécitos B e T nas células neoplésicas intravascu-
lares do rim, provavelmente ocorreu devido ao elevado
grau de indiferenciacdo celular, o que confere pior
progndstico a neoplasia. O perfil imuno-histoquimico
analisado no cerebelo ndo permitiu afirmar linhagem
linféide especifica T ou B. No entanto, como a amostra
da juncdo mucocutinea foi positiva para anti-CD3 e
anti-CD45RA, o diagnéstico favorece um linfoma de
células T com perda do antigeno CD3 [12,17,18].

Diante disto, o LI € uma doenca que afeta varia-
dos 6rgdos e os sinais neuroldgicos sio frequentes, mas
ndo patognomdnicos. Logo, deve ser incluido na lista
de diagndsticos diferenciais em pacientes de grande
porte e meia idade que apresentam sinais neurolégicos
associados a trombocitopenia. A histopatologia dos
tecidos afetados € uma ferramenta util de diagnéstico, e
a [HQ pode apresentar resultados controversos quanto
adiferenciagdo linféide, principalmente em neoplasias
pouco diferenciadas.
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