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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS, CLINICOS,
ANATOMOPATOLOGICOS E IMUNO-HISTOQUIMICOS DO LINFOMA
EM BOVINOS (1965-2014)

AUTOR: Welden Panziera
ORIENTADOR: Rafael A. Fighera
Santa Maria, 13 de fevereiro de 2015

Foi realizado um estudo retrospectivo dos arquivos do Laboratério de Patologia
Veterinaria (LPV) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) com base nos casos
de necropsia e materiais de necropsia de bovinos dos ultimos 50 anos (1965-2014).
Foram incluidos nesse estudo somente os laudos que possuiam o diagnéstico de
linfoma (n=128). Dos laudos que informavam o sexo (n=111), 84,7% correspondiam a
fémeas e 15,3% a machos. Dos laudos em que constava a raca (n=108), a mais
prevalente foi a holandesa (63%). Em relacdo a idade (n=107), houve uma variacdo
entre um e 14 anos. A maioria dos bovinos era adulta (80,4%) e a maior concentracao
dos casos ocorreu entre 5-8 anos (57,9%). Clinicamente (n=89), linfadenomegalia foi 0
achado mais frequentemente observado (74,1%). Na necropsia (n=125), 71,2% dos
bovinos apresentavam aumento de volume dos linfonodos; essa linfadenomegalia foi
classificada como localizada em 89,6% dos casos e generalizada em 10,3% dos casos.
Realizou-se também a avaliacdo fenotipica (histologia) e imunofenotipica (imuno-
histogquimica [IHQ]) de 86 casos de linfoma bovino. Com base nestes resultados, os
linfomas foram assim distribuidos utilizando-se a classificacdo proposta pela Working
Formulation (WF) of Non-Hodgkin’s Lymphomas for Clinical Usage: difuso de grandes
células nédo clivadas (46,5%), difuso de grandes células clivadas (33,7%), difuso de
pequenas e grandes células (4,6%), difuso de pequenas células — tipo plasmocitoide
(7%), imunoblastico (3,5%), difuso de pequenas células — tipo intermediario (2,3%),
difuso de pequenas células ndo clivadas (1,2%) e difuso de pequenas células nao
clivadas — tipo Burkitt (1,2%). Na IHQ, 27 dos 86 (31,4%) linfomas foram positivos para o
anticorpo monoclonal CD79acy, utilizado para detecgéo de linfécitos B, e nenhum caso
foi positivo para o anticorpo policlonal CD3, utilizado para detecgéo de linfécitos T. Com
base nestes resultados, os linfomas B foram assim distribuidos utilizando-se a Revised
European-American Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL): linfoma difuso de
grandes células B (81,5%), linfomas imunoblasticos de grandes células (11,1%) e
linfomas linfoplasmociticos (7,4%). Os resultados aqui apresentados permitem concluir
gue a semelhanca do que vem sendo descrito em outras partes do mundo, os linfomas
bovinos sdo basicamente difusos e predominantemente de grau intermediario, de
grandes células, com nucleos clivados ou néo clivados. Esses linfomas sdo decorrentes
da proliferacdo neoplasica de linfécitos B e correspondem, em sua quase totalidade
(92,6%), ao que atualmente € incluido na REAL como linfoma difuso de grandes células
B.

Palavras-chave: Doencas de bovinos. Leucose enzodtica bovina. Linfoma.
Linfossarcoma. Sistemas de classificacéo de tumores linfoides.
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The epidemiological, clinical and pathological aspects of 128 cases of bovine
lymphoma are retrospectively described in this study (1965-2014).0ut of the cases
were the gender was informed (n=111), 84.7% of affected animals were females and
15.3% were males. Out of the cases were breed was informed (n=108), 63% of
affected animals were Holstein cows. The age of affected cows (n=107) varied from 1
to 14 years, with most animals being adults (80.4%) with 5 to 8 years of age (57.9%).
The most common clinical sign (n=89) was lymphadenomegaly (74.1%). Gross
findings (n=125) included enlargement of lymph nodes in 71.2% of the cases; this
finding was classified as localized in 89.6% of the cases and generalized in 10.3% of
the cases. A retrospective study of 86 cases of bovine lymphoma classified as with
diffuse pattern of distribution and verified by phenotypic (histology) and
immunophenotypic (immunohistochemistry [IHC]) is presented. Based on these
results, the lymphoma cases were classified by the Working Formulation (WF) of
Non-Hodgkin’s Lymphomas for Clinical Usage as: diffuse large non-cleaved cell
(46.5%), diffuse large cleaved cell (33.7%), diffuse mixed small and large cell (4.6%),
diffuse small cell — plasmacytoid (7%), immunoblastic (3.5%), diffuse small cell —
intermediate (2.3%), diffuse small non-cleaved cell (1.2%), and diffuse small non-
cleaved cell Burkitt's (1.2%). According to the IHC, 27 out of 86 (31.4%) lymphomas
were positive to monoclonal antibody CD79acy, used to detect B cells, and none
were positive for polyclonal antibody CD3, used to detect T cells. Based on this, the
B-cell type lymphomas were distributed as follows: diffuse large B-cell lymphoma
(81.5%), large cell immunoblastic lymphoma (11.1%), and lymphoplasmacytoid
lymphoma (7.4%), according the Revised European-American Classification of
Lymphoid Neoplasms (REAL). The results of this retrospective study, similar to what
has been described in other parts of the world, allow us to conclude that bovine
lymphomas are basically diffuse and predominantly made of intermediate-grade,
large cells, with cleaved or non-cleaved nuclei. These lymphomas are due to
neoplastic proliferation of B cells and correspond to almost all (92.6%) to what is
currently classified as diffuse large B-cell ymphoma by REAL.

Key words: Cattle diseases. Enzootic bovine leukosis. Lymphoma. Lymphosarcoma.
Classification of lymphoid neoplasms.
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1. INTRODUCAO

” “*

As expressoes “neoplasias linfoides”, “disturbios linfoproliferativos” e “leucose
linfoide” denotam um grande grupo de entidades neoplasicas malignas que se
manifestam com diferentes aspectos clinicos e anatomopatolégicos, mas que tem
em comum originar-se dos linfécitos. Linfoma (previamente linfossarcoma) é uma
forma de apresentacdo do disturbio linfoproliferativo em que o tumor linfoide se
origina mais frequentemente em 0Orgaos hematopoiéticos solidos, como linfonodo,
baco ou tecido linfoide associado a mucosa (MALT), e, menos frequentemente, em
orgdos nédo linfoides, porém sempre fora da medula éssea (FIGHERA; GRACA,
2010). E um neoplasma hematopoiético descrito em varias espécies de animais, e
em bovinos, dependendo do local do mundo, é considerado o neoplasma mais
frequentemente incriminado como causa de morte (JACOBS et al, 2002;
RADOSTITS et al.,, 2007; GARRY, 2008). Constitui uma doenca de notificagao
mensal obrigatoria ao Servico Veterinario Oficial (RADOSTITS et al., 2007). Em um
estudo retrospectivo recente, realizado no Rio Grande do Sul, de 6.706 necropsias
de bovinos, 586 casos correspondiam a neoplasias. Desses 586 casos, 101 eram
linfomas (17,2% de todos os tumores) (LUCENA et al., 2011).

Diferentemente de outras espécies de mamiferos domésticos, bovinos
possuem uma classificacdo anatdomica prépria para os linfomas. Ao contrario da
tradicional subdivisdo em multicéntrico, alimentar, mediastinico e extra-nodal, os
linfomas bovinos sao divididos em dois grandes grupos: enzooéticos e esporadicos
(FIGHERA; GRACA, 2010). Linfomas enzodticos sdo causados pelo virus da
leucemia bovina (BLV, bovine leukemia virus) (VALLI, 2007), um retrovirus da familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae (RADOSTITS et al., 2007; RAVAZZOLO;
COSTA, 2012). Ja os linfomas esporadicos néo tém relacdo com essa infeccao viral.
Linfomas enzodticos ocorrem basicamente em bovinos adultos, com idade entre 2 e
15 anos, mas mais frequentemente entre cinco e sete anos, e em rebanhos em que
técnicas de manejo propiciem a disseminagdo do BLV. Por outro lado, linfomas
esporadicos ocorrem em bovinos entre um més a quatro anos de idade, ou seja, em
uma faixa etaria inferior aos afetados pelos casos enzodticos. Linfomas enzodticos
sdo agrupados sob a denominagdo ‘“leucose enzodtica bovina” (LEB), uma

expressdo comumente utilizada em veterinaria para se referir a doenca causada



pela presenca dos tumores, independentemente de suas localiza¢des ou do aspecto
anatomopatologico (FIGHERA; GRACA, 2010).

1.1. Linfoma enzodtico

O linfoma enzodtico é causado pelo BLV, transmitido principalmente de forma
horizontal através de fomites sujos de sangue, tais como instrumentos cirlrgicos,
luvas de palpacdo retal e agulhas hipodérmicas. Outras formas de transmissao
horizontal do BLV incluem hematofagia por insetos, transfusdo sanguinea, descorna,
tatuagem e colocacdo de brincos (WERLING et al., 2004; BARROS et al., 2006;
BARROS, 2007; RADOSTITS et al., 2007). Embora o virus possa ser
ocasionalmente encontrado no sémen de touros, a inseminacao artificial ndo parece
ser um meio importante de disseminacao do virus. Estudos demonstram que pode
haver contaminagdo do sémen com sangue infectado no momento da coleta
(RADOSTITS et al.,, 2007). Vacas prenhes sorologicamente positivas podem
transmitir o virus para o feto. Isso provavelmente ocorre como resultado da
exposicao transplacentaria ao virus durante a gestacdo. Entretanto, menos de 10%
dos animais nascidos dessas fémeas sdo portadores do virus ao nascer
(RADOSTITS et al., 2007; RAVAZZOLO; COSTA, 2012).

A prevaléncia do linfoma enzooético € alta em areas onde o BLV ocorre de
forma enzodtica. Essa forma apresenta maior prevaléncia nas racas leiteiras de alta
producdo devido ao tipo de criacdo, que por ser intensiva permite uma maior
proximidade entre os animais e requer praticas de manejo constantes, o que
influencia muito na disseminacao do BLV. Entretanto, quando bovinos de corte séo
criados em confinamento, os indices de infeccdo podem assemelhar-se aos
observados em vacas leiteiras (FIGHERA; GRACA, 2010). No mesmo estudo
retrospectivo descrito anteriormente, que identificou 101 casos de linfoma em
bovinos, 57% dos bovinos afetados eram de racas leiteiras, e a maioria dos linfomas
foi interpretada como enzodtico (LUCENA et al., 2011).

No Brasil, varios estudos epidemiolégicos para determinar a prevaléncia da
LEB foram realizados, todos utilizando avaliagcdo soroldgica de rebanhos. Em um
estudo envolvendo aproximadamente 10.000 amostras no Rio Grande do Sul,
detectou-se uma prevaléncia de 8% de bovinos soropositivos (RAVAZZOLO,;

COSTA, 2012). Em Santa Catarina e Parana essa prevaléncia é maior, sendo de



aproximadamente 38% em ambos os Estados. Estados do Sudeste, como Minas
Gerais, Sao Paulo e Rio de Janeiro, demonstram as maiores soroprevaléncias do
pais (29,5%, 47,4% e 53% respectivamente) (TOSTES, 2005). Estima-se que a
infeccdo pelo BLV atinja pelo menos 20% da populacédo adulta de gado leiteiro nos
Estados Unidos, 6 a 11% no Canada, 27% na Franca, 37% na Venezuela e 33% na
Argentina. Nao h& quase animais reagentes no Reino Unido, Nova Zelandia e
Australia (RADOSTITS et al., 2007). Embora em algumas regides a prevaléncia da
infeccdo pelo BLV seja muito alta, € importante ressaltar que apenas 1 a 5% dos
bovinos sorologicamente positivos desenvolverdo linfoma (FIGHERA; GRACA,
2010). A possibilidade do uso de vacinas contra o BLV tem sido explorada.
Entretanto, as perspectivas ndo séo boas até agora (RADOSTITS et al., 2007).

Hematologicamente, cerca de dois tercos dos bovinos adultos com linfoma
enzootico apresentam hemogramas normais, e o restante desenvolvem anemia nao
regenerativa leve e/ou leve a moderada mudanca no numero de leucdcitos. Alguns
bovinos desenvolvem linfocitose reativa, que pode ser persistente (linfocitose
persistente) em cerca de 30% dos bovinos infectados (JACOBS et al., 2002;
RAVAZZOLO; COSTA, 2012). Linfocitose persistente representa um aumento
cronico benigno de linfécitos circulantes que persiste por varios meses (BARROS,
2007).

Vérios sinais clinicos sdo associados com o linfoma enzoético, e dependem da
localizacdo das massas tumorais e das funcfes vitais afetadas (BARROS, 2007;
RADOSTITS et al., 2007). A apresentacdo mais comum é o aumento de volume dos
linfonodos (linfadenomegalia), principalmente dos pré-escapulares e pré-crurais
(iliacos internos), que as vezes podem atingir tamanhos gigantescos (RADOSTITS
et al., 2007; FIGHERA; GRACA, 2010). Os linfonodos iliacos internos geralmente
sdo acometidos, e sdo facilmente detectados por palpacéao retal (BARROS et al.,
2006; BARROS, 2007). Outros sinais clinicos importantes incluem: perda de peso,
queda da producgéo leiteira, anorexia, febre, dispneia, constipacdo (devido ao
aumento dos linfonodos do trato gastrointestinal), diarreia (muitas vezes com sangue
devido as ulceras abomasais provocas pelo tumor), exoftalmia (devido ao aumento
dos linfonodos da regido retrobulbar), incoordenacéo, paresia/paralisia progressiva
dos membros pélvicos (devido a compressdao da medula espinhal por massas
neoplasicas epidurais), insuficiéncia cardiaca direita (devido a presenca de massas
neoplasicas no atrio direito) e distocia (JACOBS et al., 2002; BARROS et al., 2006;
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BARROS, 2007; RADOSTITS et al.,, 2007; VALLI, 2007; GARRY, 2008; FRY;
MCGAVIN, 2009; FIGHERA; GRACA, 2010).

Na necropsia, 0os O0rgdos mais comumente acometidos sdo os linfonodos,
coracdo, abomaso, intestinos e o Utero. Outros Orgaos/tecidos em que massas
neoplasicas séo frequentes incluem: rins, canal vertebral, musculatura esquelética,
baco e ureteres (JACOBS et al., 2002; BARROS et al., 2006; VALLI, 2007; GARRY,
2008; FRY; MCGAVIN, 2009). Os padrbes de lesdes encontrados incluem: aumento
difuso do 6rgéo (observado principalmente nos linfonodos), formacdes de nddulos
ou massas ou espessamento difuso da parede do 6rgédo (FIGHERA; GRACA, 2010).

O envolvimento nodal constitui o achado de necropsia mais frequente, e
caracteriza-se por um aumento generalizado dos linfonodos superficiais e internos.
Ao corte sdo macios, por vezes friaveis. A superficie de corte € homogénea, branco-
amarelada, ndo sendo possivel realizar uma delimitacdo cortico-medular (padrao
difuso) (JACOBS et al., 2002; BARROS et al., 2006; BARROS, 2007; VALLI, 2007;
FRY; MCGAVIN, 2009; FIGHERA; GRACA, 2010). Nos linfonodos maiores sao
comuns areas necroéticas amareladas ou avermelhadas, multifocais ou focalmente
extensas. Raramente, pode ocorrer um padrdo caracterizado por multiplos nédulos
brancos e multifocais (padréo folicular) (FIGHERA; GRACA, 2010).

No coragcdo, segundo oOrgdo mais acometido pelo linfoma, observa-se
principalmente um padrdo nodular ou massivo, que ocorre sempre no atrio direito,
mas que pode infiltrar outras areas, de acordo com a evolucéo de cada caso. Nao ha
descricdes na literatura porque o atrio direito € a cavidade mais envolvida. Quando o
coracado é afetado, lesdes de insuficiéncia cardiaca congestiva direita, como ascite,
figado de noz-moscada, edema subcutdneo e edema cavitarios, sdo comuns
(BARROS et al., 2006; BARROS, 2007). No abomaso, observam-se grandes
massas, nodulos ou placas, recobertas por mucosa integra ou ulcerada. Na medula
espinhal, os tumores ocorrem principalmente na regido lombar e estdo dispostos
extraduralmente ao longo do canal vertebral, o que leva a compressao da medula
espinhal e, consequentemente, sinais neurolégicos (BARROS, 2007; FIGHERA,
GRACA, 2010).

Histologicamente, os linfomas representam um grupo heterogéneo de
neoplasmas com grande variedade morfoldégica. Por essas razbes, numerosas
tentativas tém sido feitas na oncologia humana e veterinaria, para estabelecer

classificagdes racionais desses tumores. Devido as numerosas similaridades entre
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os linfomas de humanos e animais, as propostas de classificacdes foram adaptadas
de esquemas de classificacdo de linfomas ndo Hodgkin de humanos (PARODI,
2001). Dentre as principais classificacfes estdo: classificacdo de Rappaport, sistema
Kiel, classificacdo de Lukes e Collins, Working Formulation (WF) of Non-Hodgkin’s
Lymphomas for Clinical Usage e Revised European-American Classification of
Lymphoid Neoplasms (REAL) (PARODI, 2001; FIGHERA; GRACA, 2010).

No Brasil, a classificacdo utilizada ainda hoje pela maioria dos patologistas
veterinarios baseia-se em uma modificacdo da WF. Esta classificacdo subdivide os
linfomas de acordo com o indice mitético, o padrdo de distribuicdo da neoplasia, 0
tamanho das células e a forma do nucleo. Assim, os linfomas séo ditos de alto grau,
grau intermediario, ou baixo grau, foliculares ou difusos, de grandes células,
pequenas células, ou mistos e clivados ou néo clivados (FIGHERA; GRACA, 2010).
Atualmente, a classificacdo da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) para linfomas
em animais ja obedece as normas do sistema REAL. Esse sistema fornece uma
extensa subdivisdo dos linfomas e baseia-se principalmente na morfologia, no
imunofendtipo e no gendtipo desses neoplasmas (PARODI, 2001; VALLI et al., 2002,
FIGHERA; GRACA, 2010). Com base nessa revisdo, os linfomas e as leucemias
linfoides sdo classificados em quatro grandes grupos: neoplasias de células B
precursoras, neoplasias de células T precursoras, neoplasias de células B maduras
e neoplasias de células T maduras e células nulas (VALLI et al., 2002, FIGHERA,
GRACA, 2010).

Um grande estudo realizado no Canada, que classificou 1.198 casos de
linfomas bovinos usando a WF, demonstrou que o tipo difuso de grandes células e
de alto grau é caracteristico de linfomas enzodticos. Além disso, o estudo relaciona
as altas taxas de mitoses com a etiologia viral responsavel pela forma enzooética
(VERNAU et al.,, 1992). Quando esses neoplasmas linfoides sao submetidos ao
sistema de classificagdo REAL, linfomas difusos de grandes células B s&o os
tumores de maior ocorréncia em bovinos, sendo que aproximadamente metade

estdo associados com a infecgéo pelo BLV (VALLI et al., 2002).

1.2. Linfoma esporadico

Sob a expressao “linfoma esporadico” encontram-se todos o0s casos de linfoma

de bovinos que néo sdo associados a infec¢ao pelo BLV. Esses linfomas séo raros e
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dificilmente ocorre mais de um caso em um mesmo rebanho (BARROS et al., 2006;
FIGHERA; GRACA, 2010; LUCENA et al.,, 2011). Linfomas esporadicos ocorrem
basicamente de trés formas: multicéntrica, timica e cutanea (FIGHERA; GRACA,
2010).

Linfoma multicéntrico, também chamado de linfoma de bezerro ou linfoma
juvenil, ocorre em bezerros de um a seis meses de idade (THURMOND, 2002;
BARROS, 2007; RADOSTITS et al., 2007; FIGHERA; GRACA, 2010). Os principais
sinais clinicos observados sao linfadenomegalia, depressdo, perda de peso,
fraqueza, palidez das mucosas, taquicardia e taquipneia. Menos frequentemente
observa-se febre, timpanismo ruminal, ataxia e diarreia. Hematologicamente
observa-se anemia microcitica e hipocrémica, baixa concentracdo de hemoglobina e
leucocitose por linfocitose (THURMOND, 2002; BARROS et al., 2006; BARROS,
2007). A doencga progride para a morte em 2-8 semanas. Na necropsia, ha
linfadenomegalia simétrica dos linfonodos superficiais e profundos e infiltracdo de
células neoplasicas no coracdo, figado, baco, rim e medula éssea, e, menos
comumente, outros 6rgdos também podem estar afetados, como o timo e Ultero
(THURMOND, 2002; FIGHERA; GRACA, 2010; VALLI, 2007).

Linfoma timico, também chamado de linfoma adolescente, acomete bovinos
com seis meses a dois anos e meio de idade (THURMOND, 2002; BARROS, 2007,
RADOSTITS et al., 2007; FIGHERA; GRACA, 2010). Bovinos da raca Hereford
parecem apresentar maior predisposicdo em desenvolver essa forma de linfoma
(BARROS et al., 2006). Clinicamente, linfoma timico é caracterizado pela presenca
de massas grandes e Unicas no pescoco (regido ventral) e no mediastino anterior,
podendo ocorrer compressao do esodfago e tragueia. Os bovinos acometidos podem
apresentar disfagia, timpanismo, tosse e dispneia. A evolucdo é de 2-9 semanas
(THURMOND, 2002; BARROS et al.,, 2006; BARROS, 2007). Ocasionalmente,
linfonodos, musculos da regido da cabeca e ossos (mandibula e maxilar) podem ser
acometidos pela infiltracdo neoplasica (JACOBS et al., 2002; FIGHERA; GRACA,
2010). Linfadenomegalia ndo é comum (BARROS, 2007).

Linfoma cutaneo afeta bovinos com um a quatro anos de idade (RADOSTITS et
al., 2007; FIGHERA; GRACA, 2010). As lesfes iniciais aparecem como urticas, e em
seguida evoluem para lesdes elevadas, circulares e sem pelos. Algumas lesdes
podem ser ulceradas e com necrose central (JACOBS et al., 2002). Geralmente, a

pele do pescoco, da regido das escapulas, perineo e membros posteriores é a mais
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acometida (THURMOND, 2002; JACOBS et al.,, 2002; BARROS et al., 2006;
BARROS, 2007). Na histologia, a invasédo da pele pelos linfocitos tumorais lembra a
micose fungoide de humanos (THURMOND, 2002; BARROS et al., 2006).
Eventualmente, os bovinos desenvolvem a forma multicéntrica de linfoma (JACOBS
et al., 2002) e varios outros érgaos podem estar afetados, como linfonodos, coracéo,
figado, rim, medula espinhal, pulmdo e abomaso (BARROS, 2007). As lesdes
aparecem e depois regridem por meses, e por algum tempo a pele pode ficar livre de
lesbes (JACOBS et al., 2002). As recidivas podem ocorrer com 0 reaparecimento
das lesdes cutaneas e sinais de envolvimento de 6rgaos internos, como na forma
enzodtica da doenca (RADOSTITS et al., 2007).

A imuno-histoquimica é comumente utilizada em linfomas bovinos para
confirmar a origem das células neoplasicas (JACOBS et al.,, 2002). Os linfomas
enzodticos (forma que esta associada a infeccdo pelo BLV) originam-se,
predominantemente, de linfécitos B maduros, ja os linfomas esporadicos (forma que
nao esta associada a infeccao pelo BLV) originam-se principalmente de linfécitos T
(ISHIGURO et al., 1994; TANI et al., 1997; VERNAU et al., 1997; STEP et al., 2001;
JACOBS et al.,, 2002; HARBO et al., 2004). O uso de anticorpos para a
imunomarcacao de linfécitos B e T ja foi padronizado h& varios anos e diversos séo
aqueles que tém sido utilizados para a imunomarcacédo de linfocitos tumorais em
bovinos (ISHINO et al., 1990; ASAHINA et al., 1995; TANI et al., 1997; SATO et al.,
2002; OTROCKA-DOMAGALA et al.,, 2012). Preconiza-se para linfocitos B a
utilizacdo do anticorpo primario monoclonal anti-humano CD79acy, produzido em
camundongos, e para linfocitos T, a utilizacdo do anticorpo policlonal anti-humano
CD3, produzido em coelhos. Além desses, outros anticorpos (CD2, CD4, CD8, CD5)
também sao utilizados na imunofenotipagem dos linfomas bovinos (HARBO et al.,
2004; BUCZINSKI et al., 2006; ANJIKI et al., 2009; OTROCKA-DOMAGALA et al.,
2012).

Com isso, esse estudo tem como objetivos: (1) abordar os aspectos
epidemioldgicos, clinicos e anatomopatoldgicos obtidos a partir dos casos de linfoma
em bovinos, e assim fornecer subsidios, principalmente aos clinicos de grandes
animais, para que possam, a campo, realizar com propriedade o diagndstico
presuntivo, tanto in vivo como post-mortem, desse neoplasma; e (2) auxiliar os
patologistas veterinarios na utilizacdo da classificacdo atual dos linfomas, ja ha anos

empregada para tumores linfoides de humanos, usando para isso dois sistemas de
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classificacdo: Working Formulation (WF) of Non-Hodgkin’s Lymphomas for Clinical
Usage e Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL).
Desse estudo resultaram dois trabalhos cientificos. A introducdo, material e
métodos, resultados e discussdo obtidos desses dois trabalhos séo incluidos na

integra a seguir.



2. ARTIGO 1

Aspectos epidemiolégicos, clinicos e anatomopatoloégicos do linfoma em
bovinos: 128 casos (1965-2013)

Welden Panziera, Ronaldo M. Bianchi, Glauco J.N. Galiza, Paula R. Pereira, Renata
D. Mazaro, Claudio S.L. Barros, Glaucia D. Kommers, Luiz F. Irigoyen e Rafael A.
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Aspectos epidemioldgicos, clinicos e anatomopatoldgicos do linfoma em bovinos:
128 casos (1965-2013)?
Welden Panziera?, Ronaldo M. Bianchi?, Glauco J.N. Galiza?2, Paula R. Pereira3, Renata D.
Mazaro#, Claudio S.L. Barros?®, Glaucia D. Kommers® Luiz F. Irigoyen>

e Rafael A. Fighera>*

ABSTRACT.- Panziera W., Bianchi R.M,, Galiza G.J.N., Pereira P.R., Mazaro R.D., Barros
C.S.L., Kommers G.D,, Irigoyen L.F. & Fighera R.A. 2014. [Epidemiological, clinical and
pathological aspects of lymphoma in cattle: 128 cases (1965-2013).] Aspectos
epidemioldgicos, clinicos e anatomopatolégicos do linfoma em bovinos: 128 casos
(1965-2013). Pesquisa Veterinaria Brasileira 34(9):856-864. Departamento de
Patologia, Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima 1000, Santa Maria, RS

97105-900, Brazil. E-mail: anemiaveterinaria@yahoo.com.br

The epidemiological, clinical and pathological aspects of 128 cases of bovine
lymphoma are described in this study. Out of the cases were the gender was informed
(n=111), 84.7% of affected animals were females and 15.3% were males. Out of the
cases were breed was informed (n=108), 63% of affected animals were Holstein cows.
The age of affected cows (n=107) varied from 1 to 14 years (57.9%), with most animals
being adults (89.7%) with 5 to 8 years of age (57.9%). The most common clinical sign
(n=89) was lymphadenomegaly (74.1%). Other clinical signs associated with the
respiratory system (dyspnea, pulmonary stridor, and tachypnea), cardiovascular system
(tachycardia, subcutaneous edema, and positive venous pulse), digestive system
(ruminal atony, bloat, and diarrhea), and nervous system (pelvic limb paresis and
staggering pace) were less prevalent. Gross findings (n=125) included enlargement of
lymph node in 71.2% of the cases; this finding was classified as localized in 89.6% of the

cases and generalized in 10.3% of the cases. Out of the cases where the affected lymph
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nodes were identified (n=58) the distribution of the lymphadenomegaly was the
following: mesenteric (51.7%), mediastinal (37.9%), prescapular (29.3%), internal iliac
(27.6%), superficial inguinal (25.8%), and tracheobronchial (18.9%). Other commonly
affected organs included heart (40%), liver (15.2%), kidney (14.4%), abomasum
(12.8%), uterus (11.2%), intestine (10.4%), and lung (7.2%). Tumor masses within the
vertebral canal were observed in a few cases (3.2%). Based on the epidemiology and
localization of the lesions, the majority of the cases (96%) in this study were classified as
enzootic lymphoma (96%) and the remainder of the cases (4%) as sporadic lymphoma.
The results herein presented will serve as a guide to large animal practitioners and
veterinary pathologists and will help in the confirmation of their suspicion when dealing

with cases of bovine lymphoma.

INDEX TERMS: Diseases of cattle, bovine enzootic leucosis, lymphoma, lymphosarcoma,

hematopoietic tumors.

RESUMO.- Por meio de um estudo retrospectivo, os aspectos epidemioldgicos, clinicos e
anatomopatologicos de 128 casos de linfoma bovino sdo descritos. Dos protocolos que
informavam o sexo (n=111), 84,7% correspondiam a fémeas e 15,3% a machos. Dos
protocolos em que constava a raca (n=108), a mais prevalente foi a holandesa (63%).
Em relagdo a idade (n=107), houve uma varia¢do entre um e 14 anos. A maioria dos
bovinos era adulta (89,7%) e a maior concentracdo dos casos ocorreu ao redor de 5-8
anos (57,9%). Em relacdo aos sinais clinicos (n=89), linfadenomegalia foi o achado mais
frequentemente observado (74,1%). Outros sinais clinicos, principalmente aqueles
relacionados com os sistemas respiratério (dispneia, estertoracdo pulmonar e
taquipneia), cardiovascular (taquicardia, edema subcutaneo e pulso venoso positivo),
digestério (atonia ruminal, timpanismo e diarreia) e nervoso (paresia dos membros
pélvicos e andar cambaleante), foram pouco prevalentes. Na necropsia (n=125), 71,2%
dos bovinos apresentavam aumento de volume dos linfonodos; essa linfadenomegalia
foi classificada como localizada em 89,6% dos casos e generalizada em 10,3% dos casos.
Dos protocolos que informavam os linfonodos acometidos (n=58), a distribui¢do foi a
seguinte: mesentéricos (51,7%), mediastinicos (37,9%), pré-escapulares (29,3%), iliacos
internos (27,6%), inguinais superficiais (25,8%) e traqueobronquicos (18,9%). Além

dos linfonodos, outros 6rgdos comumente afetados pelo linfoma neste estudo incluiram:
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coracao (40%), figado (15,2%), rim (14,4%), abomaso (12,8%), utero (11,2%), intestino
(10,4%) e pulmao (7,2%). A presenca de massas tumorais no canal vertebral foi
observada em poucos casos (3,2%). Com base na epidemiologia e na localizacao das
lesdes, a maioria dos casos (96%) foi classificada como linfoma enzooético e o restante
(4%) como linfoma esporadico. Os resultados encontrados neste estudo irdo auxiliar
clinicos de grandes animais e patologistas veterinarios na suspeita e no diagndstico

definitivo do linfoma na espécie bovina.

TERMOS DE INDEXACAO: Doencas de bovinos, leucose enzodtica bovina, linfoma,

linfossarcoma, tumores hematopoiéticos.

INTRODUCAO

As expressdes “neoplasias linfoides”, “disturbios linfoproliferativos” e “leucose linfoide”
denotam um grande grupo de entidades neoplasicas malignas que se manifestam com
diferentes aspectos clinicos e anatomopatologicos, mas que tem em comum originar-se
dos linfécitos. Linfoma (previamente linfossarcoma) é uma forma de apresentacao do
disturbio linfoproliferativo em que o tumor linfoide se origina mais frequentemente em
orgdos hematopoiéticos solidos, como linfonodo, baco ou tecido linfoide associado a
mucosa (MALT), e, menos frequentemente, em 6rgaos nao linfoides, mas ndo na medula
6ssea (Fighera & Graga 2010). E um neoplasma hematopoiético descrito em varias
espécies de animais e, em bovinos, dependendo da localizacdo geografica, é considerado
0 neoplasma mais frequentemente incriminado como causa de morte, principalmente
em ragas leiteiras (Marshak et al. 1962, Hare et al. 1964, Smith 1965, Jacobs et al. 2002,
Burton et al. 2010).

Diferentemente de outras espécies de mamiferos domésticos, os bovinos possuem
uma classificagdo anatdémica prépria para os linfomas. Ao contrario da tradicional
subdivisdo em multicéntrico, alimentar, mediastinico e extra-nodal, os linfomas nessa
espécie sdao divididos em dois grandes grupos: enzodticos (forma mais prevalente) e
esporadicos (Fighera & Graca 2010). Linfomas enzoo6ticos sdao causados pelo virus da
leucemia bovina (BLV, bovine leukemia virus) (Valli 2007a), um retrovirus da familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e género Deltaretrovirus (Ravazzolo & Costa
2012). Diferentemente, os linfomas esporadicos ndo tém nenhuma relacdao com infeccao

viral (Valli 2007a), sdo raros e dificilmente ocorrem em mais de um caso em um mesmo
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rebanho (Barros 2007). Linfomas esporadicos ocorrem basicamente de trés formas:
multicéntrica, timica e cutdnea (Jacobs et al. 2002).

Linfomas enzodticos ocorrem principalmente em bovinos adultos, geralmente com
idades entre cinco e sete anos, e em rebanhos em que técnicas de manejo propiciem a
disseminag¢do do BLV. Por outro lado, linfomas esporadicos ocorrem em bovinos entre
um més e quatro anos de idade (Fighera & Graga 2010). Os sinais clinicos variam de
acordo com os Orgdos afetados, mas as principais manifestagdes clinicas descritas na
literatura incluem perda de apetite, emagrecimento progressivo, diminuicdo na
producao de leite, linfadenomegalia superficial e profunda, febre e sinais respiratdrios e
cardiacos (Radostits et al. 2007).

O Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM) conta com uma rotina de diagnostico expressiva dentro de sua area de
abrangéncia. Com isso, o principal objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia
dos linfomas em bovinos nessa rotina diagnéstica, abordando seus aspectos

epidemioldgicos, clinicos e anatomopatologicos.

MATERIAL E METODOS
Foram revisados os protocolos dos casos de leucose em bovinos diagnosticados no LPV
UFSM entre 1965 e 2013 (n=128), obtendo- se os dados relacionados a epidemiologia, a
clinica e a anatomopatologia de cada caso. Os aspectos epidemiol6gicos incluiam sexo,
raca e idade (n=128). Os aspectos clinicos basearam-se no historico relatado pelos
clinicos e que constava nos laudos de necropsias e bidpsias (n=89), e os aspectos
anatomopatologicos incluiam os achados macroscdpicos, que constavam na descri¢dao do
patologista (n=125). Sempre que possivel foi realizada uma reavaliacdo do padrao
macroscopico de cada caso, com base no arquivo fotografico do laboratoério. Os

diagnosticos foram validados através do exame histolédgico de cada caso.

RESULTADOS
Achados epidemioldgicos
Entre 1965 e 2013 foram diagnosticados 128 casos de linfoma em bovinos. Os
bovinos necropsiados eram provenientes de municipios da regido de abrangéncia do
LPV-UFSM (Regido Central do Estado do Rio Grande do Sul). Dos 128 casos de linfoma, o
sexo ndo estava informado em 17. Dos 111 casos em que o sexo constava nos

protocolos, 94 (84,7%) correspondiam a fémeas e 17 (15,3%) a machos. Em relacdo a
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raca, 20 protocolos ndo informavam esse dado. Dos 108 casos em que a raga constava, a
mais prevalente foi a holandesa, com 68 casos (63%). Outras racas incluiam: Nelore
(5/108 [4,6%]), Charolés, (4/108 [3,7%]), Hereford (4/108 [3,7%]), Jersey (2/108
[1,8%]), Angus (1/108 [0,9%]), Braford (1/108 [0,9%]), Devon (1/108 [0,9%]) e
Tabapua (1/108 [0,8%]). Bovinos sem raga definida (SRD) perfizeram 19,4% dos casos
(21/108).

A idade estava informada em 107 protocolos, e variou de um a 14 anos. Desses
bovinos, 96 (89,7%) eram adultos (com trés ou mais anos de idade) e notou-se uma
nitida concentracdo dos casos ao redor de 5-8 anos (62/107 [57,9%]). O restante
(11/107 [10,3%]) era jovem, sendo que destes, quatro bovinos tinham menos de dois

anos de idade.

Achados clinicos

Dos 128 casos, 89 protocolos tinham descricdes referentes as manifestagdes
clinicas. Os bovinos acometidos pelo linfoma apresentaram uma grande variedade de
sinais clinicos. De modo geral, demonstraram uma doen¢a com um curso variando de
subagudo (acima de oito dias) a cronico (varios meses de evolucdo), sendo
linfadenomegalia a manifestacdo clinica mais frequentemente observada (66/89
[74,1%]). Dos casos em que foram informados os linfonodos acometidos (36/66
[54,5%]), 30 (83,3%) bovinos apresentavam linfadenomegalia localizada. Seis bovinos
(16,6%) demonstraram aumento generalizado dos linfonodos. Nos casos em que a
linfadenomegalia era localizada, observou-se uma grande diferenca de acometimento
entre os linfonodos superficiais (22/30 [73,3%]) e os profundos (2/30 [6,6%]).

As manifestagdes clinicas relacionadas com o trato respiratoério incluiam: dispneia
(16/89 [18%]), estertoracdo pulmonar (10/89 [11,2%]) e taquipneia (6/89 [6,7%]). Os
achados clinicos com o envolvimento do sistema cardiovascular demonstravam
manifestacdes relacionadas a insuficiéncia cardiaca congestiva, como: taquicardia
(12/89 [13,5%]), edema subcutdneo (todos os casos afetando a regidao submandibular,
peitoral e abdominal ventral) (10/89 [11,2%]) e pulso venoso positivo (7/89 [7,8%]). O
acometimento do trato digestério relacionava-se com sinais de atonia ruminal (6/89
[6,7%]) e timpanismo (6/89 [6,7%]). Diarreia foi descrita em quatro casos (4,5%).

Manifestac¢des clinicas com o envolvimento do sistema nervoso central caracterizaram-
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se por: decubito (17/89 [19,1%]), paresia dos membros pélvicos (12/89 [13,5%]),
andar cambaleante (10/89 [11,2%]) e movimentos de pedalagem (1/89 [1,1%]).

Outros sinais clinicos incluiam: emagrecimento progressivo (35/89 [39,3%]),
apatia (18/89 [20,2%]), anorexia (14/89 [15,7%]), febre (11/89 [12,3%]), diminuicao
na produgdo de leite (8/74 [10,8%]), exoftalmia (Fig.1) (7/89 [7,8%]) e palidez das
mucosas (6/89 [6,7%]). Sinais clinicos observados em uma unica oportunidade (1,1%)
incluiram: cianose, tosse, distocia, regurgitacdo, cegueira, salivacao intensa, protrusao

de terceira palpebra e hematuria.

Achados anatomopatoldgicos

Dos 128 casos de linfoma incluidos neste estudo, 125 protocolos tinham
descricdes referentes a localizacdo dos tumores. Desses 125 casos, 89 (71,2%)
apresentavam aumento de volume dos linfonodos. Dos 89 casos, em 58 protocolos havia
informagdes que permitiam classificar a linfadenomegalia como localizada (52/58
[89,6%]) ou generalizada (6/58 [10,3%]). Nos casos em que a linfadenomegalia foi
considerada localizada, os linfonodos profundos foram mais afetados (22/52 [42,3%])
do que os linfonodos superficiais (12/52 [23%]). Ambos os linfonodos (superficiais e
profundos) estiveram afetados em cerca de um ter¢o dos casos (18/52 [34,6%]). De
modo geral, quando somados os dados referentes a linfadenomegalia localizada e
generalizada, os principais linfonodos que apresentaram linfadenomegalia incluiam:
mesentéricos (Fig.2) (30/58 [51,7%]), mediastinicos (22/58 [37,9%]), pré-escapulares
(17/58 [29,3%]), iliacos internos (Fig.3) (16/58 [27,6%]), inguinais superficiais (15/58
[25,8%]), traqueobrdénquicos (11/58 [18,9%]) e hepaticos, iliacos externos, cervicais,
submandibulares e retrobulbares (Fig.4) (10/58 [17,2%]). O aspecto morfoldgico dos
linfonodos foi descrito como macio ao corte e com superficie de corte branca, amarela,
cinza ou levemente vermelha e sem delimitagdo cortico-medular (Fig.5). A
linfadenomegalia variou de leve a acentuada, ocorrendo inclusive na forma de grandes
massas, com até 10 vezes o volume normal.

Outro 6rgdo acometido pelo linfoma foi o coragao (50/125 [40%]). Dos protocolos
que informavam a localizacao das lesdes (14/50), o atrio direito foi a principal cavidade
envolvida (11/14 [78,6%]), seguido pelo ventriculo direito (3/14 [21,4%]). Dois dos
trés casos em que o ventriculo direito estava afetado, também havia acometimento do

ventriculo esquerdo. No geral, quando havia lesdo cardiaca, o linfoma apresentava-se
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com dois padrdes macroscopicos. Em um deles, observado em 31 dos 50 casos (62%), o
neoplasma formava nddulos ou massas branco-amareladas de diferentes tamanhos, que
emitiam projecdes irregulares para o lumen das camaras cardiacas (principalmente
atrio direito) (Fig.6). Em 15 casos (30%) havia somente espessamento da parede do
orgdo e observavam-se areas branco-amareladas (Fig.7) mais facilmente visualizadas ao
corte (Fig.8).

O figado foi afetado em 19 dos 125 casos de linfoma (15,2%). Desses, em sete
casos nao havia informacdes macroscopicas. Nos casos em que as lesdes foram
descritas, elas incluiam: hepatomegalia difusa (7/12 [58,3%]), hepatomegalia nodular
(4/12 [33,3%]) e acentuacdo do padrao lobular (1/12 [8,3%]). O acometimento do
abomaso pelo linfoma (16/125 [12,8%]) caracterizou-se pela presenca de nédulos e
massas projetadas para a luz do 6rgao (9/16 [52,2%]) ou espessamento da parede
(Figs.9 e 10) (6/16 [37,5%]). Em ambos os padrdes de apresentagao, ulceragao foi uma
constante. Os nédulos e as massas eram brancacentos ou amarelos e variavam de 8 a 20
cm de didmetro. O intestino foi acometido em 13 dos 125 casos (10,4%) e o aspecto
morfologico de quase a totalidade dos casos (12/13 [92,3%]) consistia de nddulos
(Figs.11 e 12) ou massas, semelhante ao descrito previamente no abomaso. Menos
frequentemente foram observadas lesdes no omaso (6/125 [4,8%]), que incluiam:
espessamento da parede (3/5 [60%]) e formagdo de n6dulos ou massas (2/5 [40%]). Os
aspectos macroscopicos eram semelhantes aos descritos para o abomaso e intestinos.

Os rins estavam afetados em 18 casos (14,4%), sendo que em 13 desses (72,2%),
foram observados n6dulos ou massas branco-amareladas que envolviam tanto o cortex
quanto a medular. A pelve renal foi envolvida em apenas um desses casos (5,5%). Uma
apresentacdo na forma de areas corticomedulares brancacentas foi vista em cinco
desses casos (27,7%) (Fig.13). Em trés casos (3/125 [2,4%]) houve também
acometimento de pelo menos um dos ureteres, o que causava hidronefrose ipsilateral.

Linfoma uterino foi visto em 14 casos (11,2%). Daqueles em que havia descri¢cdo
macroscépica nos protocolos (12/14), a apresentacdo consistia de nédulos ou massas,
semelhante as descritas para os outros 6rgdos. Em quatro bovinos (4/12 [33,3%]),
essas alteragdes (nédulos ou massas) eram observadas em somente um dos cornos
uterinos.

Outros 6rgaos afetados pelo linfoma incluiram: pulmao (9/125 [7,2%]), musculos

esqueléticos (9/125 [7,2%]), baco (8/125 [6,4%]), reticulo (5/125 [4%]), canal
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vertebral (Fig.14) (4/125 [3,2%]), rumen, timo, bexiga, vagina e lingua (3/125 [2,4%]),
pancreas, esofago e ovarios (2/125 [1,6%]) e cérebro, tonsilas, vesicula biliar e pele

(1/12510,8%]).

Classificacao

Com base nos dados epidemiolégicos, principalmente na idade do bovino afetado
e na quantidade de casos em uma mesma propriedade, nos achados clinicos e nos
aspectos anatomopatoldgicos, principalmente na distribuicdo dos érgaos afetados, os
125 casos de linfoma foram classificados como: 120 enzooéticos (96%) e cinco
esporadicos (4%). Esses cinco casos de linfoma esporadico incluiam quatro linfomas
timicos (3,2%) e um linfoma cutaneo (0,8%). Nenhum caso de linfoma multicéntrico foi

observado.

DISCUSSAO
Linfoma constitui um dos principais tumores de bovinos e esta associado a grandes
perdas econémicas na cadeia produtiva desta espécie. Em areas onde a producao
leiteira é predominante, esse neoplasma constitui uma importante causa de morte
(Hare et al. 1964, Jacobs et al. 2002, Radostits et al. 2007). Na América do Norte, o
linfoma é responsavel por cerca de 60% de todos os tumores observados em bovinos de
leite (Oliver-Espinosa et al. 1994). Além dos prejuizos na bovinocultura de leite, este
tumor também provoca perdas na industria frigorifica, sendo responsavel por
condenag¢des de oOrgdos ou carcacas (Hare et al. 1964, Anderson & Jarrett 1968,
Schamber et al. 1982, Thurmond et al. 1985, Carlson 2002). Na rotina do LPV-UFSM, um
estudo recente (Lucena et al. 2011) demonstrou que o linfoma é o terceiro tumor mais
diagnosticado em bovinos, atras apenas dos carcinomas de células escamosas do trato
digestoério superior e da pele, induzidos pela ingestdo continuada de samambaia-do-
campo (Pteridium aquilinum) (Moreira Souto et al. 2006) e por radiacao ultravioleta
(Rosa et al. 2012), respectivamente. Dados semelhantes foram observados em outro
estudo (Carvalho et al. 2014) que determinou a prevaléncia de tumores em ruminantes
e equideos no semiarido do Nordeste brasileiro. Linfoma foi o segundo tumor mais
frequente em bovinos, ficando atras dos carcinomas de células escamosas localizados
no olho e tecido periocular, pele e sistema reprodutor feminino, todos eles associados a

radiacgdo solar.
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Assim como € descrito na literatura (Marshak et al. 1962, Smith 1965, Jacobs et al.
2002, Barros 2007, Valli 2007a, 2007b, Garry 2008, Fighera & Graca 2010, Fry &
McGavin 2013), a grande maioria (96%) dos casos de linfoma neste estudo foram
classificados como linfoma enzodtico, apresentacdo que é estritamente relacionada com
o envolvimento do BLV. Entretanto, o critério utilizado foi exclusivamente a localizacao
das massas tumorais associada com a idade dos bovinos afetados, ja que nos laudos nao
havia informacoes referentes a exames complementares (sorologia, por exemplo) que
permitissem inferir sobre a infeccao pelo BLV. Os casos de linfoma esporadico foram
incomuns (4%) e ocorreram apenas sob duas formas de apresentacao (timico e
cutaneo), a semelhanca do que ja era esperado com base na literatura (Barros 2007,
Radostits et al. 2007, Fighera & Graga 2010).

Fémeas bovinas e da raga holandesa foram mais afetadas. Essa prevaléncia deve-
se basicamente ao tipo de criagdo que, por ser mais intensiva em vacas de leite, permite
uma maior proximidade entre os animais e requer praticas de manejo constantes, o que
influencia muito na disseminac¢dao do BLV (Carlson 2002, Radostits et al. 2007). Além
disso, a proporc¢do de fémeas em relagdo aos machos em um rebanho leiteiro é maior
(Marshak et al. 1962). Estudos demonstram também que pode haver suscetibilidade
genética em alguns rebanhos (Marshak et al. 1962, Hare et al. 1964). A maior parte dos
autores afirma que bovinos de corte sio menos acometidos pelo linfoma enzodtico
(Jacobs et al. 2002, Radostits et al. 2007). Esse aspecto foi também observado neste
estudo, e isso se deve principalmente ao abate precoce dos animais (Jacobs et al. 2002,
Carlson 2002, Radostits et al. 2007). Porém, quando os bovinos siao criados em
confinamento, o nimero de animais afetados pode assemelhar-se aos das vacas leiteiras
(Fighera & Graga 2010).

Neste trabalho os bovinos tinham entre um e 14 anos de idade e o maior nimero
de casos ocorreu entre cinco e oito anos (57,9%), semelhantemente ao que é descrito na
literatura (Marshak et al. 1962, Hare et al. 1964, Smith 1965, Burton et al. 2010).
Embora o risco de linfoma aumente com a idade, existe uma distribuicdo bimodal, na
qual ha um pico de ocorréncia em bovinos com menos de um ano de idade e outro entre
cinco e oito anos (Jacobs et al. 2002). Alguns autores demonstram um nimero de casos
relevantes em bovinos mais jovens (Smith 1965, Anderson & Jarrett 1968, Schamber et
al. 1982, Misdorp 2002), reforcando o modelo bimodal sugerido. A tendéncia para o

numero de casos de linfoma desaparecer em bovinos mais velhos (nove anos ou mais) é
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a mesma que foi observada em caes (Rosenthal 1982), sendo provavelmente decorrente
da diminuicdo da populacao total dessas idades e ndo devido a real diminuicdo da
prevaléncia (Smith 1965). Com base nesses argumentos, a maior prevaléncia entre
cinco e oito anos pode ser atribuida a diminuicdo da populacao de bovinos mais velhos,
o que explicaria, pelo menos em parte, as idades observadas neste estudo.

Os sinais clinicos apresentados por bovinos com linfoma enzodtico sdo variaveis,
pois dependem principalmente do 6rgdo em que o tumor se localiza. E importante
ressaltar, que apenas 1% a 5% dos bovinos sorologicamente positivos para BLV
desenvolverdo linfoma (Radostits et al. 2007). Linfadenomegalia dos linfonodos
palpaveis constitui a principal manifestacao clinica observada e representa um sinal de
extrema importancia para a suspeita clinica deste tumor (Marshak et al. 1962, Hare et
al. 1964, Smith 1965, Barros 2007, Radostits et al. 2007, Valli 2007a, Garry 2008). Neste
estudo, linfadenomegalia esteve presente em aproximadamente 75% dos casos, sendo a
manifestacao clinica mais frequente. Em relacdo ao acometimento nodal superficial ou
profundo, os linfonodos superficiais foram mais afetados. Linfadenomegalia superficial
é considerada um achado classico de linfoma (Radostits et al. 2007) e, portanto, esse é o
primeiro diagnostico diferencial a ser pensado quando o veterinario se depara com esse
sinal clinico. Embora o envolvimento de linfonodos profundos também seja comum, sua
identificacdo é mais dificil, sendo possivel pela palpacdo retal naqueles casos em que
ocorre acometimento dos linfonodos iliacos internos (Barros 2007, Radostits et al.
2007, Garry 2008). Talvez a falha no exame fisico completo, principalmente a auséncia
da palpacao retal, possa ter contribuido para a baixa prevaléncia da linfadenomegalia
profunda neste estudo.

0 aumento de volume dos linfonodos pode resultar em vdarias consequéncias
clinicas (Garry 2008); tumores envolvendo linfonodos profundos geralmente estdo
relacionados com sinais que denotam o acometimento dos sistemas respiratdrio,
cardiovascular, digestério e nervoso. Manifestacdes clinicas que demonstram alteragdes
no sistema respiratério (dispneia, taquipneia e estertoragdo pulmonar) foram
observadas em aproximadamente um terco dos bovinos acometidos por linfoma neste
estudo. Estas altera¢des estao diretamente relacionadas com aumento de linfonodos
que envolvem o trato respiratério principalmente os mediastinicos, submandibulares e

traqueobronquicos (Marshak et al. 1962, Grimshaw et al. 1979, Ivany et al. 2000, Barros
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2007, Radostits et al. 2007, Garry 2008). Além dos linfonodos, houve acometimento
pulmonar em alguns casos, contribuindo para o agravamento dos sinais respiratorios.

Manifestacdes clinicas que indicavam acometimento cardiaco pelo linfoma foram
observadas em aproximadamente 32% dos casos. Sinais como taquicardia, edema
subcutaneo da regido ventral e pulso venoso positivo ocorreram com frequéncia. Estes
achados clinicos somados a ausculta cardiaca alterada, sdo tipicos de alteracdes
provocadas pelo linfoma no coracdo e indicam insuficiéncia cardiaca congestiva (Barros
2007, Radostits et al. 2007, Garry 2008).

Sinais que demonstram o envolvimento do trato gastrointestinal sdo comuns e
geralmente os bovinos afetados apresentam diarreia, melena, atonia ruminal,
constipacdo e timpanismo (Jacobs et al. 2002, Radostits et al. 2007, Valli 2007a, Garry
2008). Alteragdes clinicas semelhantes foram observadas nos casos aqui estudados e
em todos havia comprometimento de algum 6rgdo gastrointestinal ou de linfonodos
mesentéricos. Além disso, quando havia timpanismo, o es6fago estava, também,
acometido pelo linfoma. As manifestacdes clinicas gastrointestinais podem ser
provocadas independentemente da forma de acometimento macroscopico dos 6rgaos,
ou seja, ocorrem quando houver formac¢do de nddulos ou massas (apresentagdo nodular
ou massiva) ou quando ocorrer espessamento das suas paredes (apresenta¢do difusa)
(Radostits et al. 2007, Valli 2007a). Embora melena ndo tenha sido descrita em nenhum
bovino deste estudo, sugere-se que este sinal clinico possa ndo ter sido percebido ou
informado, pois em cerca de 10% dos casos havia ulceras no abomaso durante a
necropsia.

Muitos bovinos deste estudo (cerca de 40%) demonstraram sinais de
emagrecimento progressivo, apatia, anorexia e diminuicao da producao de leite. Essas
alteracdes geralmente sdo atribuidas a sinais de disturbios digestivos provocados pelo
linfoma (Marshak et al. 1962, Jacobs et al. 2002, Barros 2007, Radostits et al. 2007, Valli
2007a).

Manifestacdes neuroldgicas foram observadas em aproximadamente 15% dos
bovinos e consistiam principalmente em andar cambaleante, paresia dos membros
pélvicos e decubito, sequencialmente. Essas alteragdes sdo atribuidas a presenca do
linfoma no canal vertebral e consequente compressao medular exercida pelas massas
neoplasicas (Jacobs et al. 2002, Barros 2007, Radostits et al. 2007, Valli 2007a, Garry

2008). Paresia ou paralisia dos membros pélvicos sdo mais comumente observadas
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quando o tumor esta localizado nas regides toraco-lombar, lombar ou sacral (Garry
2008, Villar et al. 2012), pois quando o neoplasma envolve as regides cervical ou
toracica cranial observa-se tetraparesia (Garry 2008). Embora um grande niimero de
bovinos aqui estudados tivessem manifestagdes neuroldgicas, apenas em poucos casos
(3,2%) havia descricdes de envolvimento do espaco epidural a necropsia. Essa
dissociac¢do entre sinais clinicos de sindrome medular e achados anatomopatolégicos de
massa neoplasica no canal vertebral comprimindo a medula espinhal pode ser explicada
pela ndo abertura da coluna vertebral durante a necropsia.

Exoftalmia foi observada em poucos casos (cerca de 8%) de linfoma por nos
avaliados, a semelhanca do que foi descrito em alguns estudos (Marshak et al. 1962,
Burton et al. 2010, Filho et al. 2011). Este achado clinico reflete o acometimento dos
linfonodos retrobulbares pelo linfoma e pode ser tanto unilateral, quanto bilateral
(Malatestinic 2003, Barros 2007, Radostits et al. 2007, Valli 2007a, Garry 2008).

Palidez das mucosas, um sinal clinico que permite inferir sobre a possibilidade da
ocorréncia de anemia, foi descrito em cerca de 7% dos bovinos. A patogénese mais
comumente reconhecida como responsavel pela anemia nesses casos é a perda de
sangue pelo trato digestério devido a presenca de massas tumorais ulceradas no
abomaso (Hare et al. 1964). Apesar desse mecanismo ser o mais comumente retratado
na literatura, causas de anemia ndo diretamente associadas as massas tumorais, ou seja,
que ocorrem como sindrome paraneoplasica, sdo bem descritas em outras espécies e
possivelmente possam ocorrer em bovinos (Fighera et al. 2006).

Na necropsia, o padrao das lesdes encontradas foi semelhante ao que tem sido
descrito por diferentes autores na literatura veterinaria (Jacobs et al. 2002, Valli 20073,
Valli 2007b, Fighera & Graga 2010, Fry & McGavin 2013), entretanto, a prevaléncia no
acometimento de cada 6rgdo mostrou algumas diferencas. Os principais 6rgados afetados
pelo linfoma neste estudo foram (em ordem decrescente de frequéncia): linfonodos,
coracado, figado, rim, abomaso, ttero, intestino e pulmao. Linfonodos demonstraram
sempre um padrao de aumento de volume difuso e nos demais Orgdos, mais
frequentemente, observaram-se formagdes nodulares ou massivas, branco-amareladas
de diferentes tamanhos. Menos comumente, alguns 6rgdos como coracao e estdmagos,
apresentaram apenas espessamento de suas paredes, sem formacdao de noédulos ou
massas. Esse padrao macroscopico de apresentacao do linfoma permitiu presumir o

diagnostico da maioria dos casos ja na necropsia.
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O acometimento nodal foi observado em aproximadamente 70% dos casos,
semelhantemente ao que foi relatado em um dos maiores estudos acerca da distribui¢ao
das massas tumorais no linfoma bovino (Smith 1965). Ao contrario do que é descrito
por alguns autores (Jacobs et al. 2002, Barros 2007, Valli 2007a), nossos resultados
demonstram que linfadenomegalia localizada é cerca de nove vezes mais prevalente do
que a forma generalizada. Além disso, os linfonodos profundos foram aproximadamente
duas vezes mais acometidos do que os linfonodos superficiais. A distribuicdo quanto aos
linfonodos acometidos foi semelhante ao que se conhece da literatura (Smith 1965),
entretanto, os linfonodos mediastinicos, o segundo linfocentro mais afetado, ndo sao
citados como os mais envolvidos pela maior parte dos autores (Marshak et al. 1962,
Jacobs et al. 2002).

O coracao foi o segundo 6rgdo mais prevalente em relacdo a distribuicdo dos
tumores. Geralmente, o acometimento cardiaco é observado em mais da metade dos
casos (Marshak et al. 1962, Smith 1965, Burton et al. 2010). Em relac¢do a localizagdo do
linfoma no coragdo, a semelhanca do que se conhece da literatura (Marshak et al. 1962,
Smith 1965, Jacobs et al. 2002, Barros 2007, Valli 2007a, Garry 2008, Fighera & Gracga
2010), o atrio direito foi a cavidade mais comumente afetada pelo tumor.

Orgdos do sistema digestério também apresentaram envolvimento significativo
pelo linfoma. Entretanto, a prevaléncia do acometimento do abomaso foi bastante baixa
(12,8%) e semelhante a do intestino (10,4%). Esse resultado contrasta fortemente com
0 que é descrito na literatura, principalmente em livros de patologia (Jacobs et al. 2002,
Barros 2007, Valli 2007a, Fighera & Graca 2010) e em alguns artigos (Bertone 1990,
Burton et al. 2010). Cabe ressaltar que os dois maiores trabalhos realizados sobre a
distribuicao das massas tumorais vistas a necropsia (n=63) (Marshak et al. 1962) ou na
inspecdo de carne (n=1.113) (Smith 1965) sdo contraditérios, pois demonstram
prevaléncia de 6,7% e 57%, respectivamente.

Em casos de linfoma bovino, o acometimento do cérebro como parte de um
quadro multicéntrico é um achado muito raro (Smith & Anderson 1977, Sweeney et al.
1986, Braun et al. 2005) e nao descrito em nenhum estudo sobre distribuicdo das lesdes
(Marshak et al. 1962, Smith 1965, Burton et al. 2010). Os sinais neuroldgicos
observados neste caso foram decorrentes da ocupacao do espago intracraniano pela
massa e consequente compressao das estruturas adjacentes, a semelhan¢a do que

ocorre com outros neoplasmas intracranianos (Sherman 1987).
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CONCLUSOES
Os resultados aqui apresentados permitem concluir que, na Regido Central do Rio
Grande do Sul, vacas de leite, principalmente entre 5-8 anos de idade, representam a
categoria mais predisposta ao desenvolvimento de linfomas, basicamente aqueles de
ocorréncia enzootica.

Esses bovinos quase sempre sdo diagnosticados com base na presenca de
linfadenomegalia persistente, principalmente dos linfonodos superficiais, mas também
pela palpacdo retal dos linfonodos iliacos internos.

A associacao desses achados epidemiolédgicos e clinicos permite o diagnostico
presuntivo do linfoma em bovinos e a necropsia acaba por validar esses casos, ja que
praticamente nao ha outra entidade clinica que apresente aspectos anatomopatolégicos

semelhantes ao linfoma nessa espécie.
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bovino também demonstra mal estado corporal.



Fig.2. Acentuado aumento de volume da cadeia linfatica mesentérica em um bovino com linfoma.

Essas massas com frequéncia sdo perceptiveis pela palpacio retal.




Fig.4. Linfadenomegalia retrobulbar em um bovino com linfoma. Observe que o linfonodo afetado tem
basicamente o mesmo volume do globo ocular.

Fig.5. Obliteragdo completa do parénquima nodal que nio permite a delimitagdo cdrtico-medular em um
bovino com linfoma. Esse aspecto da superficie de corte dos linfonodos é caracteristico.




Fig.6. Nodulos e massas branco-amareladas de diferentes tamanhos e que se projetam para o interior da
camara cardiaca (atrio direito) em um bovino com linfoma. Esse padrdo botrioide é o mais comumente
observado em bovinos com linfoma cardiaco.
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Fig.7. Espessamento transmural do atrio direito em um bovino com linfoma. Nessa forma de apresentagio,
massas e ndédulos nio ocorrem.




Fig.8. Areas brancacentas na superficie de corte do coracdo de um bovino com linfoma. Esse € um exemplo
dos casos em que a lesdo é vista apenas na superficie de corte do 6rgao.

»

Fig.9. Marcado espessamento das pregas do abomaso em um bovino com linfoma.




Fig.10. Superficie de corte do abomaso do bovino da Figura 9. Observe o marcado espessamento da parede
do abomaso por um tecido homogeneamente brancacento.
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Fig.11. Multiplos n6édulos hemisféricos e avermelhados que se projetam através da serosa do célon em um
bovino com linfoma.




Fig.12. Nddulo solitario na entrada do duodeno em um bovino com linfoma.

Fig.13. Rim difusamente infiltrado por linfécitos neoplasicos em um bovino com linfoma. Esse padrao
difuso de infiltracdo renal é visto apenas como um esmaecimento da coloragio, apesar da manutengio da
forma.
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Fig.14. Massa tumoral no interior do canal vertebral em um bovino com linfoma. Note a compressdo
medular exercida pela proliferagido neoplasica.
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Classificacao de 86 casos de linfoma em bovinos de acordo com a Working
Formulation (WF) of Non-Hodgkin’s Lymphomas for Clinical Usage e a Revised
European-American Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL)1

Welden Panziera?, Ronaldo M. Bianchi?, Tatiane C. Faccin?, Glauco J.N. Galiza3, Erika M.B.

Lopes#, Glaucia D. Kommers > e Rafael A. Fighera>*

ABSTRACT.- [Classification of 86 bovine lymphomas cases according to the
Working Formulation (WF) of Non-Hodgkin's Lymphomas for Clinical Usage and
The Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL).]
Classificacdo de 86 casos de linfoma em bovinos de acordo com a Working Formulation
(WF) of Non-Hodgkin’s Lymphomas for Clinical Usage e a Revised European-American
Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL). Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(00)00-
00. Departamento de Patologia, Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima 1000,

Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail: anemiaveterinaria@yahoo.com.br

A retrospective study of 86 cases of bovine lymphoma classified as with diffuse
pattern of distribution and verified by phenotypic (histology) and immunophenotypic
(immunohistochemistry [IHC]) is presented. Regarding the size of the neoplastic
lymphocytes, 83.8% was classified as large cells lymphoma and 11.6% as small cells
lymphoma. Mixed lymphomas, i.e.,, formed by large and small cells simultaneously
represented only 4.6% of all cases. Regarding their mitotic index, 84.9% of lymphomas
was included in the intermediate-grade, 10.5% as low-grade and 4.6% as high-grade.
Regarding the nucleus morphology, lymphomas with mostly non-cleaved cells (58.2%)
or cleaved cells (37.2%) were the more frequent than those with a balanced mixed
proportion of cleaved and non-cleaved cells (4.6%). Based on these results, the 86
lymphoma cases were classified by the Working Formulation (WF) of Non-Hodgkin’s
Lymphomas for Clinical Usage as: diffuse large non-cleaved cell (46.5%), diffuse large
cleaved cell (33.7%), diffuse mixed small and large cell (4.6%), diffuse small cell -
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plasmacytoid (7%), immunoblastic (3.5%), diffuse small cell - intermediate (2.3%),
diffuse small non-cleaved cell (1.2%), and diffuse small non-cleaved cell Burkitt's
(1.2%). According to the IHC, 27 out of 86 (31.4%) lymphomas were positive to
monoclonal antibody CD79acy, used to detect B cells, and none were positive for
polyclonal antibody CD3, used to detect T cells. Based on this, the 27 B-cell type
lymphomas were distributed as follows: diffuse large B-cell lymphoma (81.5%), large
cell immunoblastic lymphoma (11.1%), and lymphoplasmacytoid lymphoma (7.4%),
according the Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL).
The results of this retrospective study, similar to what has been described in other parts
of the world, allow us to conclude that bovine lymphomas are basically diffuse and
predominantly made of intermediate-grade, large cells, with cleaved or non-cleaved
nuclei. These lymphomas are due to neoplastic proliferation of B cells and correspond to
almost all (92.6%) to what is currently classified as diffuse large B-cell lymphoma by
REAL.

INDEX TERMS: Cattle diseases, enzootic bovine leukosis, lymphoma, lymphosarcoma,

classification of lymphoid neoplasms.

RESUMO.- Por meio de um estudo retrospectivo, realizou-se avaliacao fenotipica
(histologia) e imunofenotipica (imuno-histoquimica [IHQ]) de 86 casos de linfoma
bovino. Quanto ao padrdo de distribuicao, todos os linfomas foram incluidos como
difusos. Em relacdo a dimensao dos linfécitos neoplasicos, 83,8% dos linfomas foram
considerados como de grandes células e 11,6% como de pequenas células. Linfomas
mistos, ou seja, constituidos por grandes e pequenas células, representaram apenas
4,6% dos casos. Quanto ao numero de mitoses, 84,9% dos linfomas foram incluidos
como de grau intermediario, 10,5% como de baixo grau e 4,6% como de alto grau. No
que se refere a morfologia do nucleo, linfomas em que predominavam linf6citos nao
clivados (58,2%) ou linfécitos clivados (37,2%) foram mais frequentes do que aqueles
em que havia uma mistura igualmente proporcional de linfécitos clivados e ndo clivados
(4,6%). Com base nestes resultados, os 86 linfomas foram assim distribuidos utilizando-
se a classificacdo proposta pela Working Formulation (WF) of Non-Hodgkin’s Lymphomas
for Clinical Usage: difuso de grandes células nao clivadas (46,5%), difuso de grandes

células clivadas (33,7%), difuso de pequenas e grandes células (4,6%), difuso de
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pequenas células - tipo plasmocitoide (7%), imunoblastico (3,5%), difuso de pequenas
células - tipo intermediario (2,3%), difuso de pequenas células ndo clivadas (1,2%) e
difuso de pequenas células ndo clivadas - tipo Burkitt (1,2%). Na imuno-histoquimica,
27 dos 86 (31,4%) linfomas foram positivos para o anticorpo monoclonal CD79acy,
utilizado para deteccdo de linfocitos B, e nenhum caso foi positivo para o anticorpo
policlonal CD3, utilizado para deteccao de linfécitos T. Com base nestes resultados, os 27
linfomas B foram assim distribuidos utilizando-se a Revised European-American
Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL): linfoma difuso de grandes células B
(81,5%), linfomas imunoblasticos de grandes células (11,1%) e linfomas
linfoplasmociticos (7,4%). Os resultados aqui apresentados permitem concluir que a
semelhanca do que vem sendo descrito em outras partes do mundo, os linfomas bovinos
sdo basicamente difusos e predominantemente de grau intermediario, de grandes
células, com nucleos clivados ou nao clivados. Esses linfomas sdo decorrentes da
proliferacdo neoplasica de linfécitos B e correspondem, em sua quase totalidade
(92,6%), ao que atualmente é incluido na REAL como linfoma difuso de grandes células

B.

TERMOS DE INDEXACAO: Doencas de bovinos, leucose enzodtica bovina, linfoma,

linfossarcoma, sistemas de classificagdo de tumores linfoides.

INTRODUCAO
Linfoma, também denominado linfossarcoma, é um neoplasma hematopoiético descrito
em varias espécies animais e, em bovinos, dependendo da localizacdo geografica, é
considerado o tumor mais frequentemente incriminado como causa de morte,
principalmente em ragas leiteiras (Jacobs et al. 2002). Os linfomas bovinos sdo divididos
em dois grandes grupos: enzoo6ticos e esporadicos. Linfomas enzooéticos sdo causados
pelo virus da leucemia bovina (BLV, bovine leukemia virus) e ocorrem
predominantemente em bovinos adultos, principalmente de racas leiteiras, com idades
entre 5 a 8 anos. Os linfomas esporadicos nao apresentam nenhuma relagdo com
infeccdo pelo BLV e sdo subdivididos em trés formas: multicéntrica (também chamado
linfoma do bezerro ou juvenil), timica (também chamado linfoma adolescente) e cutanea

(Jacobs et al. 2002, Barros 2007, Fighera & Graga 2010).
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Os linfomas representam um grupo heterogéneo de neoplasmas, com uma grande
variedade de apresentacoes morfologicas, principalmente microscoépica e muitas
manifestacdes clinicas. Por essas razdes, numerosas tentativas tém sido feitas na
oncologia humana e veterinaria para estabelecer classificacdes racionais para esses
tumores. Devido as numerosas similaridades que existem entre os linfomas de animais e
os linfomas humanos nao Hodgkin (NHL), a maioria das propostas de classificacdo em
animais foram adaptadas de esquemas consagrados em hematopatologia humana
(Ioachim 1994, Parodi 2001, Jacobs et al. 2002), que incluem: método de Rappaport,
sistema Kiel, classificacdo de Lukes-Collins, Working Formulation (WF) of Non-Hodgkin’s
Lymphomas for Clinical Usage (Exposicao Sistematica dos Linfomas Nao Hodgkin para
Uso Clinico) e Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL)
(Classificagdao Europeu-Americana Revisada dos Neoplasmas Linfoides) (Ioachim 1994,
Parodi 2001, Jacobs et al. 2002, Fighera & Graga, 2010). Em medicina veterinaria, todos
esses sistemas foram aplicados da forma como foram desenvolvidos, e suas aplicacdes
serviram para demonstrar um surpreendente nivel de subtipos de linfomas e leucemias
nos animais (Valli et al. 2002).

No Brasil, a classificagdo utilizada pela maioria dos patologistas veterinarios
baseia-se na WF. Esta classificacao subdivide os linfomas de acordo com: 1) o padrao de
distribuicao da neoplasia, 2) o indice mitético, 3) o tamanho das células neoplasicas e, 4)
a forma do nucleo (Parodi 2001). Entretanto, atualmente, a classificacao da Organizacao
Mundial da Saude (OMS) para linfomas em animais ja obedece as normas da REAL. Essa
classificacao divide os linfomas de animais em entidades agrupadas de acordo com as
manifestacdes clinicopatolégicas e com a origem dos linfécitos neoplasicos (Fighera &
Graga 2010).

Devido a importancia do linfoma bovino na rotina diagnodstica do Laboratoério de
Patologia Veterinaria (LPV) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) (Lucena et
al. 2011, Panziera et al. 2014), o objetivo deste estudo foi realizar a avaliagdo fenotipica
e imunofenotipica desses neoplasmas, através da histologia e da imuno-histoquimica

(IHQ), respectivamente.

MATERIAL E METODOS
Para classificagdo microscépica dos linfomas, foram utilizados dois sistemas

reconhecidos internacionalmente: WF e REAL. No sistema de classificacgdo da WF
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(Quadro 1), os tecidos ja emblocados em parafina, foram recortados e corados pela
hematoxilina e eosina (HE). Os seguintes critérios classificatorios foram adotados: 1)
padrao de distribuicao (folicular ou difuso), 2) indice mitético (baixo grau, alto grau ou
grau intermediario), 3) dimensado das células neoplasicas (pequenas, grandes ou misto
de pequenas e grandes) e 4) formato do nucleo (clivado, ndo clivado ou misto de clivado
e ndo clivado). Quanto ao padrao de distribuicao das células neoplasicas, os linfomas
foram classificados em um de dois padrdes: uma proliferacdo que causa obliteracao
completa da arquitetura normal do tecido (padrdo difuso) ou uma proliferacdo na forma
de nddulos (padrao folicular ou nodular). Quanto ao indice mitdtico, foram contadas as
figuras de mitoses em campo de maior aumento (1.000x) sob imersao. Realizou-se uma
meédia da contagem de 10 campos consecutivos. Os valores de referéncia para o indice
sdo os mesmos em todas as espécies animais, pois derivam de valores pré-estabelecidos
para linfoma de humanos, ou seja: menor ou igual a 1 (baixo grau), de 2 a 4 (grau
intermediario) e maior ou igual a 5 (alto grau). A dimensdo das células neoplasicas foi
determinada por comparag¢do com o volume dos eritrocitos (5,5um). Assim, os linfomas
foram considerados como de pequenas células quando essas equivaliam a, no maximo, o
volume de um eritrécito e meio; e de grandes células quando essas equivaliam ao
volume de dois eritrdcitos ou mais.

Para a realizacdo da REAL (Quadro 2) foi utilizada a técnica de IHQ a fim de
determinar a origem dos linfocitos neoplasicos presentes em tecidos embebidos em
parafina, ou seja, a diferenciacdo entre linfocitos B e T, utilizando para isso os anticorpos
anti-CD79 acy e anti-CD3, respectivamente. Realizou-se a desparafinizacdo e reidratacao
dos tecidos e, para recuperacao antigénica utilizou-se solucao tampao de Tris-EDTA pH
9,0 no forno de micro-ondas em poténcia alta por 10 minutos. O bloqueio da peroxidase
enddgena foi realizado com peroxido de hidrogénio a 3% por 20 minutos. Em todos os
protocolos, o bloqueio das reacdes inespecificas foi realizado com caseina (leite em p6
desnatado) a 5% por 30 minutos em temperatura ambiente. Como anticorpo primario
utilizou-se anticorpo policlonal anti-CD3 humano e anticorpo monoclonal anti-CD79acy
humano produzidos em coelho e camundongo, respectivamente. Os anticorpos foram
diluidos em solucdo salina tamponada com fosfato e Tween (PBST) na seguinte
propor¢ado: 1:400 para o anticorpo anti-CD3 e 1:200 para o anticorpo anti-CD79acy.

Ap0s a diluicdo, foram incubados na estufa a 37°C por uma hora. O anticorpo secundario



45

(polimero)? foi utilizado consecutivamente, incubado em temperatura ambiente por 30
minutos e marcado através da adicdo do cromogeno de tetracloreto de 3-3’
diaminobenzidina (DAB)? por cinco minutos. As lavagens entre as etapas da técnica
foram feitas com PBST. A contra-coloragao foi realizada com hematoxilina de Harris3.
Como controles positivos utilizaram-se tonsilas de bovinos. Como controle negativo
utilizou-se uma sec¢do do tecido analisado incubado apenas com PBST. Foram
considerados como linfoma de células B, todos os linfomas que tiveram suas células
neoplasicas imunomarcadas para CD79acy, mas ndo para CD3, e como linfomas de
células T, todos os linfomas que tiverem suas células neoplasicas imunomarcadas para

CD3, mas nao para CD79acy.

RESULTADOS
Todos os 86 casos de linfomas bovinos avaliados histologicamente utilizando os
critérios estabelecidos pela WF apresentaram um padrao de distribuicao difuso, no qual
os linfocitos neoplasicos obliteravam completamente o parénquima dos linfonodos
(Figura 1) e variavelmente dos demais 6rgdos acometidos (Figura 2). Nesses linfonodos,
ndo havia como distinguir cortex e medula, devido ao obscurecimento completo da
estrutura nodal (“apagamento nodal”). Em relagdo a dimensdao dos linfocitos
neoplasicos, a grande maioria (72/86 [83,7%]) era de grandes células (Figura 3).
Linfomas de pequenas células foram diagnosticados infrequentemente (10/86 [11,6%])
(Figura 4). Linfomas mistos, ou seja, com propor¢do semelhante de pequenas e grandes
células, foram ainda menos comuns (4/86 [4,6%]) (Figura 5). Quanto ao nimero de
mitoses, a maioria dos linfomas (73/86 [84,9%]) foram incluidos como de grau
intermediario. Linfomas de baixo (9/86 [10,5%]) e alto (4/86 [4,6%]) graus foram
incomuns. Alguns linfomas de grau intermediario e todos os de alto grau apresentavam
grande quantidade de macréfagos com citoplasma repleto de restos apoptéticos
(“macroéfagos com corpusculos tingiveis”), o que dava ao tecido um padrao do tipo “céu
estrelado” (Figura 6). No que se refere a morfologia do nucleo, linfomas em que
predominavam linfécitos nao clivados (50/86 [58,2%]) (Figura 7) ou linfécitos clivados
(32/86 [37,2%]) (Figura 8) foram mais frequentes do que aqueles em que havia uma

mistura igualmente proporcional de linfocitos clivados e ndo clivados (4/86 [4,6%]).
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Com base nesses achados, a prevaléncia dos diagnosticos morfoldgicos utilizando a WF
pode ser contemplada no Quadro 3.

Dos 86 casos de linfoma bovino em que foi realizada a técnica de imuno-
histoquimica, 27 casos (31,4%) foram positivos para o anticorpo monoclonal CD79acy,
utilizado para detecg¢do de linfécitos B (Figuras 9 e 10), e nenhum caso foi positivo para
o anticorpo policlonal CD3, utilizado para detec¢do de linfécitos T. Com base nos
resultados, os 27 casos de linfomas confirmadamente reconhecidos como sendo
oriundos de linfécitos B foram utilizados para classificacdo conforme o sistema REAL.
Assim, utilizando critérios morfolégicos e imuno-histoquimicos, a maior parte (22/27
[81,5%]) dos linfomas foi considerada como linfoma difuso de grandes células B
(Figuras 11 e 12). Linfoma imunoblastico de grandes células (3/27 [11,1%]) (Figuras 13
e 14), outro linfoma de grandes linfocitos B, foi ocasionalmente diagnosticado, assim

como linfoma linfoplasmocitico (2/27 [7,4%]) (Figuras 15 e 16).

DISCUSSAO

Esquemas de classificacdo de tumores linfoides, adaptados da oncologia humana, sdo
amplamente utilizados em medicina veterinaria e suas relevancias dependem de
estudos clinicopatolégicos (loachim 1994, Valli et al. 2002). Trabalhos envolvendo
classificagdo desses neoplasmas sdo realizados principalmente utilizando pequenos
animais, e estdo associados com importancia prognoéstica. Em bovinos, estudos
relacionados com classificacdo de linfomas sdo escassos, embora esse represente um dos
principais tumores dessa espécie. Mais recentemente, para o diagndstico mais acurado
dos linfomas, tornou-se importante, além da classificacdo com base exclusivamente na
morfologia, a determina¢do imuno-histoquimica do tipo de células (B ou T) (Jacobs et al.
2002). Assim, esses aspectos podem ser avaliados com a utilizacdo concomitante dos
sistemas de classificacdo da WF e REAL.

A WF foi proposta em meados da década de 1980, ndo como uma nova
classificagdo, mas como um meio de traduzir os diversos sistemas em uso na época
(método de Rappaport, sistema Kiel e classificacdo de Lukes-Collins) e com o intuito de
facilitar as comparagdes clinicas e os tratamentos terapéuticos (Parodi 2001). Um
grande estudo de classificagdo histolégica de linfoma em bovinos realizado no Canada
(Vernau et al. 1992), demonstrou a aplicabilidade da WF nesta espécie. Nesse, quase

dois tergos dos tumores linfoides de bovinos adultos (possivelmente todos enzodticos)
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foram classificados como linfomas difusos de grandes células clivadas e linfomas difusos
de grandes células nao clivadas, ambos os tipos histolégicos com prevaléncias
equivalentes (35,5% e 30,6%, respectivamente). Utilizando o indice mitético como um
indicador do grau do tumor, estes dois padrdes foram considerados pelos autores
(Vernau et al. 1992) como de grau elevado. Dados semelhantes foram observados neste
estudo, no qual a grande maioria dos linfomas apresentou esses mesmos padroes
histologicos (33,7% e 46,5%, respectivamente), entretanto, os linfomas aqui descritos
foram de grau intermediario na sua quase totalidade. Embora tenha sido observada
maior prevaléncia de linfomas de grau intermediario, deve-se levar em consideragdo
esse dado no estudo do comportamento dos linfomas enzodticos. O envolvimento do
virus da leucemia bovina (BLV) na patogénese desses linfomas pode predispor esses
tumores a uma alta taxa proliferativa e a uma perda do comportamento de
diferenciacao. Além disso, sugere-se que a perda de diferenciacdo seja responsavel pela
baixa incidéncia de linfoma folicular em bovinos (Vernau et al. 1992). Esses linfomas sao
extremamente raros na espécie bovina, o que contrasta fortemente com humanos, no
qual esse neoplasma representa mais de um terco (Jacobs et al. 2002).

De maneira geral, a maioria dos linfomas em animais é de grau intermediario a alto
grau e constituidos por grandes células (Jacobs et al. 2002). Em cdes, diversos estudos
demonstram que os linfomas de alto grau (imunoblastico, linfoblastico e difuso de
pequenas células nao clivadas) representam cerca de dois tercos dos linfomas caninos.
Os outros 20% dos linfomas nessa espécie sdo de grau intermediario e de grandes
células nao clivadas (Carter et al. 1986, Greelee et al. 1990, Teske et al. 1994,
Arespacochaga et al. 2007). Similar aos caes, os gatos possuem linfomas de grau
predominantemente intermediario e alto. No entanto, linfomas de grandes células
clivadas e linfomas imunoblasticos sdo bem mais frequentes do que em cdes, enquanto
que linfomas de grandes células ndo clivadas e linfomas linfoblasticos sdo menos
prevalentes (Valli et al. 2000, Jacobs et al. 2002). Algumas semelhangas e diferencas
podem ser tragadas entre os linfomas bovinos e os linfomas em pequenos animais. A
principal similaridade inclui o grau desses tumores, pois assim como observado nesse
estudo, tumores de baixo grau sao pouco frequentes (Jacobs et al. 2002). Em relagdo as
diferengas, a variacdo entre os tipos histolégicos é a principal delas. Linfoma
imunoblastico, por exemplo, apresentam alta prevaléncia em gatos e cdes

aproximadamente 37% e 25%, respectivamente) quando comparados aos bovinos.
p p q p
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Neste estudo, por exemplo, os linfomas imunoblasticos perfizeram apenas 3,5% dos
casos, ou seja, cerca de 10 e 7 vezes menos comuns do que em cdes e gatos,
respectivamente.

Diferencas também sao observadas entre os linfomas bovinos e os linfomas de
equinos e suinos. Em equinos, o linfoma difuso de pequenas e grandes células (linfoma
difuso misto) representa o tipo histolégico predominante, com aproximadamente 38%
dos casos (Jacobs et al. 2020). Neste estudo, o mesmo padrao histolégico perfez apenas
4,6% dos linfomas bovinos, semelhante ao descrito por outros autores (Vernau et al.
1992, Jacobs et al. 2002). Em suinos, cerca de 60% dos linfomas sao incluidos no tipo
difuso de grandes células nado clivadas. Entretanto, a grande diferenca da espécie suina
com a bovina e com as outras espécies, estd na ocorréncia de linfomas tipo Burkitt. Em
um estudo envolvendo 36 suinos com linfoma, 16 casos foram classificados como tipo
Burkitt (Hayashi et al. 1988). Linfomas tipo Burkitt sdo infrequentes ou raros em
bovinos e nos demais animais domésticos (Jacobs et al. 2002). Dado semelhante foi
observado neste estudo.

A maior prevaléncia de alguns tipos histolégicos em determinadas espécies, pode
ser correlacionada com as etiologias dos linfomas. Essa relacdo pode ser melhor
observada em bovinos e felinos, espécies que possuem etiologias virais estabelecidas no
desenvolvimento desses tumores. Essa associacdo entre a etiologia e o padrao
histolégico representa uma aplicabilidade pratica que auxilia no momento do
diagnodstico histolégico do linfoma. No caso dos linfomas bovinos, a localizagdo dos
tumores e a epidemiologia, associado ao tipo histolégico, permite a classificacao do
neoplasma em enzodtico ou esporadico. Esses aspectos sdo importantes na rotina
anatomopatoldgica, principalmente quando técnicas adicionais ndo estdo disponiveis.
Outra aplicabilidade dos sistemas de classificagdo, particularmente da WF, é em relacdo
ao uso de protocolos quimioterapicos em pequenos animais. A maioria dos estudos
demonstra que tumores de alto grau respondem melhor a quimioterapia do que
tumores de baixo grau, entretanto, cdes com tumores de baixo grau podem ter a doenca
de progressdo bem mais lenta e viver um tempo relativamente longo sem um
tratamento agressivo (Gray et al. 1984, Teske et al. 1994, Kiupel et al. 1999).

Um aumento na sofisticacdo das analises citogenéticas e imuno-histoquimicas dos
linfomas em medicina veterinaria, associada a uma crescente disponibilidade de

marcadores imunolégicos, resultou, nos ultimos anos, na implementagdo do sistema
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REAL para animais. Esse esquema fornece uma extensa subdivisdao dos linfomas e
baseia-se principalmente na interagdo da morfologia e com o imunofenotipo (Parodi
2001, Valli et al. 2002, Fighera & Graca 2010). Com base nessa revisdo, os tumores
linfoides (linfomas e as leucemias linfoides) sdo classificados em quatro grandes grupos:
neoplasias de células B precursoras, neoplasias de células T precursoras, neoplasias de
células B maduras e neoplasias de células T maduras e células nulas (Valli et al. 2002).
Neste estudo, assim como é descrito na literatura (Valli et al. 2002, Valli 2007), linfoma
difuso de grandes células B, representou o linfoma bovino mais prevalente de todos,
perfazendo cerca de 80% dos casos. Linfomas de grandes células, presuntivamente do
tipo de células B, sdo os tumores de maior ocorréncia em bovinos, felinos, equinos e
suinos (Valli et al. 2002). Dois ter¢os dos linfomas em bovinos sdo do tipo de grandes
células B, sendo que aproximadamente metade dos quais estdo associados com a
infeccdo pelo BLV e tendem a ter maior variagdo na forma nuclear, mais comumente
relacionada a dobras nucleares em formato de entrancias, ou seja, correspondem aos
linfomas difusos de grandes células clivadas da WF (Valli 2007).

Analisando o conjunto dos dados obtidos, principalmente aqueles relacionados
com os tipos histolégicos encontrados na WF, pode-se inferir através da IHQ uma maior
prevaléncia de linfomas B. Do total de amostras analisadas, aproximadamente um terco
(31,4%) puderam ser confirmadas através dessa técnica como linfomas que se
originaram dessas células. Varios fatores podem ter contribuido para a auséncia de
imunomarca¢do nos cerca de dois tercos restantes dos casos (68,6%). Dentre eles
devem ser considerados, por exemplo, o tempo de fixacdo em formol. As amostras foram
remetidas ao longo de cerca de 50 anos, sendo que varios cuidados relativos ao tempo
de fixacao ideal para IHQ possivelmente nao foram tomados nas primeiras décadas.
Adicionalmente, mesmo em casos mais recentes, muitas amostras foram remetidas
fixadas em formol por tempo indeterminado. Sabe-se que a imunomarcagdo, mesmo
ap6s a aplicacdo de métodos de recuperacdo antigénica, pode ficar muito comprometida
pela fixacdo prolongada em formol. Outro fator observado foi a autdlise de algumas
amostras, que ndo interferiu criticamente na interpretacdo das caracteristicas
histolégicas, mas resultou em imunomarca¢do negativa de alguns casos (Ramos-Vara

2005, Ramos-Vara & Miller 2013).
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CONCLUSOES
Os resultados aqui apresentados permitem concluir que a semelhanca do é descrito em
outras partes do mundo, os linfomas bovinos sdo basicamente difusos e
predominantemente de grau intermediario, de grandes células, com nucleos clivados ou
ndo clivados. Esses linfomas sao decorrentes da proliferacdo neoplasica de linfécitos B e
correspondem, em sua quase totalidade, ao que atualmente é classificado no sistema

REAL como linfoma difuso de grandes células B.
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Quadro 1. Sistema de classificacio através da Working Formulation (WF) of Non-Hodgkin's

Lymphomas for Clinical Usage (Adapatado de loachim 1994)

Baixo Grau Difuso de pequenas células nio clivadas
Difuso de pequenas células nio clivadas - tipo plasmocitoide
Difuso de pequenas células nio clivadas - tipo intermediario
Folicular de pequenas células
Folicular de pequenas e grandes células (misto)

Grau Intermediario Folicular de grandes células
Difuso de pequenas células clivadas
Difuso de grandes células nao clivadas
Difuso de grandes células clivadas
Difuso de pequenas e grandes células (misto)

Alto Grau Imunoblastico
Linfoblastico
Difuso de pequenas células nio clivadas
Difuso de pequenas células nio clivadas - tipo Burkitt
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Quadro 2. Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL) (Adaptado de
Valli et al. 2002)

Neoplasias de células B precursoras Linfoma linfoblastico de células B
Neoplasias de células T precursoras Linfoma linfoblastico de células T
Neoplasias de células B maduras Linfoma linfocitico crénico de células B

Linfoma linfocitico de células B - tipo intermediario
Linfoma linfoplasmocitico
Linfomas foliculares
Linfoma centrofolicular (graus I, II e III)
Linfoma de células do manto
Linfoma da zona marginal nodal
Linfoma da zona marginal esplénico
Linfoma da zona marginal extranodal
Linfoma de grandes células B
Linfoma de células B rico em células T
Linfoma imunoblastico de grandes células
Linfoma difuso de grandes células B
Linfoma timico de célula B
Linfoma intravascular de grandes células B
Linfoma tipo Burkitt
Linfoma semelhante ao tipo Burkitt

Neoplasias de células T maduras e de células  Linfoma de grandes linfécitos T granulares
nulas
Linfomas cutaneos de células T
Linfoma cutdneo nio epiteliotrépico
Linfomas cutianeos epiteliotrépicos
Tipo micose fungoide/sindrome de Sézary
Tipo reticulose pagetoide
Linfoma extranodal de células T periféricas
Tipo linfoide misto
Tipo inflamatério misto
Linfoma angioimunoblastico
Linfoma angiotrépico
Linfoma angiocéntrico
Linfoma angioinvasivo
Linfoma intestinal de células T
Linfoma hepatoesplénico
Linfoma anapldasico de grandes células T
Linfoma semelhante ao de células T do adulto
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Quadro 3. Prevaléncia dos 86 casos de linfomas bovinos classificados através da Working

Formulation of Non-Hodgkin’s Lymphomas for Clinical Usage

Grau Tipo celular Enzoobtico Esporadico Total de casos
n % n % n %
Baixo Difuso de pequenas células 6 7,3 0 0 6 7,0
linfocitico-plasmocitoide
Difuso de pequenas células 3 3,7 0 0 3 3,5
linfocitico-intermediario
Intermediario  Difuso de grandes células 39 475 1 25 40 46,6
Difuso de grandes células clivadas 27 32,9 2 50 29 33,7
Difuso misto 4 4,9 0 0 4 4.6
Alto Imunoblastico 3 3,7 0 0 3 3,5
Pequenas células ndo clivado tipo 0 0 1 25 1 1,2
Burkitt
Total 82 100 4 100 86 100
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Figura 1. Obliteracdo completa do parénquima do linfonodo (“apagamento nodal”) de um bovino com
linfoma por um manto denso de linf6citos neoplasicos (padrao difuso). HE, Obj.10x.

Figura 2. Proliferacdo neoplasica difusa no coragdo de um bovino com linfoma. Notem que as fibras
cardiacas estdo dissecadas por uma intensa populagdo de linfécitos tumorais. HE, Obj.10x.
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Figura 3. Proliferagdo difusa de grandes linfécitos (linfoma de grandes células) no linfonodo de um bovino com

linfoma. A grande maioria desses linfocitos possui aproximadamente o volume de pelo menos dois eritrdcitos. HE,
0Obj.40x.
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Ha uma populagdo monomorfica de pequenas células com o nicleo formado por cromatina intensamente agregada. Notem a
grande diferenca de tamanho desses linfocitos quando comparados aos linfocitos da Figura 3. HE, Obj.40x.



com linfoma. Nesse tipo histologico ha notavel diferenca de tamanho entre as células tumorais e perda do
monomorfismo. HE, Obj.40x.
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Figura 6. Proliferacdo difusa de linfocitos neoplasicos no linfonodo de um bovino com linfoma. Observe a

grande quantidade de macrdofagos com citoplasma repleto de restos apoptoéticos (“macréfagos com
corpusculos tingiveis”). Esse padréo histolégico é comparado a um “céu estrelado”. HE, Obj.40x.
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Figura 7. Proliferagdo difusa de linfocitos ndo clivados no linfonodo de um bovino com linfoma. Nesse

padrdo histolégico, praticamente todas as células neoplasicas possuem o nucleo arredondado e sem

cliva&e\n‘l.. H% Obj.40x.
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Figura 8. Proliferacdo difusa de linfécitos clivados no linfonodo de um bovino com linfoma. Note que uma

grande quantidade de linfécitos tumorais possuem dobras nucleares em formato de entrancias (nucleo
clivado [setas]). HE, Obj.40x.
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Figura 9. Linfdcitos neoplasicos for
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temente imunomarcados para o anticorpo monoclonal CD79acy no
linfonodo de um bovino com linfoma. Obj.20x.
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Figura 10. Maior aumento da Figura 9. Observe a marcada imunoreatividade no citoplasma dos lin
tumorais. Obj.40x.
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Figura 11. Linfoma difuso de grandes células B no linfonodo. Esse neoplasma é caracterizado por uma

populacdo difusa de grandes linfécitos tumorais. HE, Obj.40x.
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Figura 12. Imuno-histoquimica de um linfoma difuso de grandes células B no rim. H& intensa
imunomarcagio dos linfécitos tumorais para o anticorpo monoclonal CD79acy. Note também raras células
imunomarcadas no interior do glomérulo (setas). Obj.40x.
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Figura 13. Linfoma imunoblastico no linfonodo. Observe que esse tipo histoldgico é caracterizado por uma
proliferacdo de grandes linfocitos neoplasicos marcadamente pleomorficos. HE, Obj.40x.
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Figura 14. Imuno-histoquimica de um linfoma imunoblastico no linfonodo. Note a imunomarcagdo dos
linfécitos pleomoérficos para o anticorpo monoclonal CD79acy. Obj.40x.
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Figura 15. Linfoma linfoplasmocitico no rim. Os linf6citos neoplasicos sdo pequenos e a maioria possui o
nucleo excéntrico e citoplasma eosinofilico. Células de Mott sdo vistas aleatoriamente (detalhe superior
esquerdo [seta]). HE, Obj.40x.

pequenos linfécitos para o anticorpo monoclonal CD79acy. Obj.40x.



4. DISCUSSAO

Nesta dissertacdo estdo incluidos dois artigos cientificos referentes a um
estudo retrospectivo realizado a partir dos arquivos do Laboratério de Patologia
Veterinaria (LPV) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Foram
examinados os laudos de necropsias e biopsias de bovinos feitas num periodo de
cerca de 50 anos (1965-2014) e incluidos os laudos com o diagndstico de linfoma.

No primeiro artigo 0s aspectos epidemiolégicos, clinicos e
anatomopatolégicos de 128 casos de linfoma bovino sdo descritos. Nesse estudo,
observou-se que na Regido Central do Rio Grande do Sul, fémeas bovinas, de racas
leiteiras e com idades entre 5-8 anos representaram a categoria mais predisposta ao
desenvolvimento de linfomas, basicamente aqueles de ocorréncia enzodtica. Essa
maior prevaléncia deve-se principalmente ao tipo de criagdo que, por ser mais
intensiva em vacas de leite, permite uma maior proximidade entre os bovinos e
requer praticas de manejo constantes, o que influencia muito na disseminacdo do
BLV (RADOSTITS et al.,, 2007; FIGHERA; GRACA, 2010). Em relagédo aos sinais
clinicos, aumento de volume dos linfonodos palpaveis foi o achado mais
frequentemente observado (74,1%). Essa representa a principal manifestacao clinica
e constitui um sinal de extrema importancia para a suspeita clinica do linfoma bovino
(BARROS, 2007; RADOSTITS et al.,, 2007; VALLI, 2007; GARRY, 2008). Na
necropsia (n=125), 71,2% dos bovinos apresentavam linfadenomegalia, que foi
classificada como localizada em 89,6% dos casos e generalizada em 10,3% dos
casos. Dos laudos que informavam os linfonodos acometidos (n=58), os linfonodos
mesentéricos (51,7%) e mediastinicos (37,9%) constituiram os principais linfocentros
acometidos. Outro 6rgdo comumente afetado pelo linfoma neste estudo foi o
coracdo, representando 40% dos casos, sendo o atrio direito a cavidade mais
afetada. A semelhanca do que ¢ descrito na literatura (BARROS, 2007; RADOSTITS
et al.,, 2007; FIGHERA; GRACA, 2010), linfonodo e coragdo correspondem aos
principais sitios do linfoma na espécie bovina. A presenca de massas tumorais no
canal vertebral foi observada em poucos casos (3,2%) e pode ser explicada pela n&o
abertura da coluna vertebral durante a necropsia. Com base na epidemiologia e na
localizagéo das lesdes, a maioria dos casos (96%) foi classificada como linfoma

enzoodtico e o restante (4%) como linfoma esporadico.
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O segundo artigo cientifico foi elaborado com o intuito de realizar uma
avaliacdo morfolégica e imunofenotipica de 86 dos 128 casos de linfoma bovino
descritos previamente, através da histologia e da imuno-histoquimica (IHQ). Para a
classificagcdo desses neoplasmas utilizou-se os sistemas da Working Formulation
(WF) of Non-Hodgkin’s Lymphomas for Clinical Usage e Revised European-
American Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL). Todos os 86 linfomas
avaliados histologicamente pelo sistema da WF apresentaram um padrdo de
distribuicdo difuso, no qual 83,8% dos casos eram de grandes células, 84,9% de
grau intermediério e 58,2% correspondiam a tumores com linfocitos ndo clivados e
37,2% com linfécitos clivados. Dos 86 casos de linfoma bovino em que foi realizada
a técnica de IHQ, 31,4% foram positivos para o anticorpo monoclonal CD79acy,
utilizado para deteccéo de linfocitos B, e nenhum caso foi positivo para o anticorpo
policlonal CD3, utilizado para detec¢do de linfocitos T. Esses tumores positivos para
a linhagem B foram incluidos no sistema de classificacdo REAL. Assim, 81,5% dos
linfomas foram considerados como linfoma difuso de grandes células B, 11,1% como
linfomas imunoblasticos de grandes células e 7,4% como linfomas
linfoplasmociticos. Portanto, os linfomas bovinos desse estudo sdo basicamente
difusos, predominantemente de grau intermediario e de grandes células, com
nacleos clivados ou ndo clivados e decorrentes da proliferacdo neoplasica de
linfécitos B. Esses achados microscépicos sdo caracteristicos de linfomas
enzodticos e semelhantes aos descritos na literatura para essa forma da doenca
(VERNAU et al., 1992; JACOBS et al., 2002; VALLI et al., 2002; VALLI, 2007).



5. CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados permitem concluir que, na Regidao Central do Rio
Grande do Sul, vacas de leite, principalmente entre 5-8 anos de idade, representam
a categoria mais predisposta ao desenvolvimento de linfomas, basicamente aqueles

de ocorréncia enzodtica.

Esses bovinos quase sempre sdo diagnosticados com base na presenca de
linfadenomegalia persistente, principalmente dos linfonodos superficiais, mas

também pela palpacéao retal dos linfonodos iliacos internos.

Na necropsia, linfonodos e coracdo (principalmente &atrio direito) constituem os

principais 6rgaos acometidos pelo linfoma.

A associacdo dos achados epidemiologicos e clinicos permite o diagndstico
presuntivo do linfoma em bovinos e a necropsia acaba por validar esses casos, ja
que praticamente nao ha outra entidade clinica que apresente aspectos

anatomopatoldgicos semelhantes ao linfoma nessa espécie.

Linfomas difusos, predominantemente de grau intermediario e de grandes células,
com nucleos clivados ou néo clivados e decorrentes da proliferacdo neoplasica de
linfécitos B, representam os principais achados microscopicos dos linfomas bovinos,

basicamente da forma enzodbtica.
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