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RESUMO

Cortes de linfonodos superficiais e ilfacos de 48
vacas soropositivas e 2 soronegativas ao virus da Leu-
cose Bovina (VLB) foram examinados visando a detec-
¢ao de possiveis alteragoes histolégicas relacionadas
com o linfossarcoma bovino. Trinta animais SOropositivos
€ um soronegativo apresentaram quadros de hiperplasia
linfGide (HL), 10 apresentaram linfadenopatia benigna
(LB) e 7 animais soropositivos e 1 soronegativo apre-
sentaram hiperplasia linféide e reticular simultaneamente.
Essas alteragbes possuem caréter benigno e aparente-
menteé nao tém relagdo com a infeccdo pelo VLB. Ne-
nhum corte evidenciou conclusivamente a existéncia de
lesOes neopléasicas. No entanto, linfonodos de 8 animais
SOropositivos mostraram caracteristicas histolOgicas inter-
pretadas como sugestivas de estagios iniciais de trans-
formacao neoplasica. No entanto, com base somente
nessas caracteristicas e devido a impossibilidade do
acompanhamento clinico e histol6gico desses animais,

nao foi possivel formular conclusdes definitivas sobre a
natureza de tais alteracaoes.

Palavras-chave: leucose bovina, hiperplasia linféide, histo-
logia

SUMMARY

Paraffin sections of superficial and iliac lymph
nodes of forty eight cows seropositive and two
seronegative to Bovine Leukemia Virus (BLV) were
examined in order to detect possible histological
changes related to bovine lymphossarcoma. Thirty
animals seropositive and one seronegative showed
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cytologic pictures of lymphoid hyperplasia (LH), ten
showed benign lymphadenopathy and seven animals
presented with LH and reticular hyperplasia (RH)
simultaneously. All those changes are of benign nature
and apparently they do not relate to the infection with
BLV. None of the sections evidenced conclusively the
existence of neoplastic lesions. However, sections of
lymph nodes from eight animals seropositive to BLV
showed histological changes suggestive of the initial
phases of neoplastic transformation. Nonetheless based
upon those changes only and due to the impossibility
of a clinical and histological follow up of the animals, it
was not possible to draw any definitive conclusion over
the nature of those changes.

Key words: bovine leukemia virus, lymphossarcoma,
histological lesions

INTRODUCAO

O linfossarcoma multicéntrico dos bovinos
adultos é uma enfermidade altamente fatal do sistema
linforreticular caracterizada pela proliferagdo de células
neoplasicas que freqientemente resulta em infiltracao di-
fusa de 6rgéos ndo linféides ou formacdo de massas
tumorais sdlidas. A enfermidade ocorre principalmente
em gado leiteiro, sobretudo na faixa dos seis aos nove
anos (SORENSEM, 1979).

A etiologia dessa forma de linfossarcoma tem
sido atribuida a um retrovirus denominado de Wrus da
Leucose Bovina (VLB) (MILLER et al, 1969). Uma vez in-
fectados, os bovinos permanecem portadores do VLB
por toda sua vida, embora a manifestacéo clinica da en-
fermidade seja relativamente infreqliente. Em torno de
30% dos animais infectados desenvolvem uma linfocitose
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persistente (LP) de carater benigno, enquanto a ocorrén-
cia de linfossarcoma raramente excede os 5% (FERRER
et al, 1979). Virtuaimente todos os bovinos infectados

desenvolvem anticorpos anti-VLB e a sua’ detecgao atra-
vés de técnicas soroldgicas € considerada evidéncia da
infeccao (MARSHAK et al, 1979).

Nos animais que desenvolvem o linfossarcoma,
usuaimente, ocorre o0 envolvimento generalizado dos lin-
fonodos e também de outros 6rgaos (MOULTON &
DUNGWORTH, 1978). Os linfonodos mais frequentemente
afetados sdo os iliacos, retromamarios e mesentéricos
(MARSHAK et al, 1962, MOULTON & DUNGWORTH,
1978); o coragao, abomaso, rins, intestinos, utero, teci-
dos retrobulbares do olho e perimedulares também sao,
comumente, envolvidos no processo (SORENSEN, 1979).
Os linfonodos afetados geraimente estao aumentados de
volume & a sua consisténcia varia de firme a macia até
friavel @ a sua coloragao desde um branco-acinzentado
a um branco-amarelado até um rosa palido (MOULTON
& DUNGWORTH, 1978).

A maior caracteristica da superficie de corte
desses linfonodos & a perda da estrutura normal do Or-
gdo, sendo impossivel distinguir os limites cortico-medu-
lares e as estruturas cordonais e foliculares (MOULTON
& DUNGWORTH, 1978). Nas fases precoces do proces-
s0 hd o acumulo de células neoplasicas nos cordoes
medulares com extensdo progressiva para a periferia
dos nddulos primarios do cortex e para 0S Seios Sub-
capsulares. A continua proliferagao dessas células tumo-
rais leva a invasao da capsula e infiltragcao da fascia pe-
riférica e do tecido adiposo perinodal (DUNGWORTH et
al, 1964). Os linfossarcomas dos bovinos podem ser de
varios tipos, dependendo do tipo celular predominante,
sendo que o0 mais freqlente & o linfocitico (FUJIMOTO
et al, 1969; MOULTON & DUNGWORTH, 1978). Nesta
forma de LB a célula envolvida na proliferacdo tumoral é
o linfécito B (YAMAMOTO et al, 1985).

O diagnéstico histoldgico das lesGes benignas
ou malignas nos linffonodos baseia-se na arquitetura e
alteracOes celulares interpretadas com o conhecimento
do histbrico e dos sinais clinicos (VALLI, 1985). Alguns
desses diagnosticos podem apresentar dificuldades, so-
bretudo quando nao ha invasao tumoral em Orgaos nao
linféides tais como coragao € abomaso. No exame ma-
croscopico e também microscopico sem o conhecimen-
to do histérico e sem essas sesGes tumorais tipicas,
pode haver duvida se a alteragcao representa uma linfa-
denite, hiperplasia benigna ou um linfossarcoma (SMITH,
1965).

Uma das distingbes mais dificeis € entre uma
hiperplasia linféide difusa e o linfossarcoma. Na hiperpla-
sia folicular, mesmo guando & extensa, € rara a destrui-
cao ou perda da regidao paracortical, enquanto no linfos-
sarcoma os foliculos geralmente parecem estar isolados,
devido a atrofia paracortical. Linfossarcomas foliculares
geraimente possuem 0 manto folicular composto por lin-
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fécitos pequenos e as areas mais claras ou escuras sao

ocupadas por células morfologicamente semeihantes, en-
quanto na hiperplasia benigna hd uma marcante varia-

cdo nos tipos celulares nas camadas foliculares (VALLI,
1985).

Os aumentos de volume dos iinfonodos sem O
conhecimento ou especificagdo da causa sao denomina-
dos genericamente de linfadenopatias. Essas linfadeno-
patias podem ser localizadas quando O processo causal
é restrito & regido de drenagem ou generalizadas devwido
a tumores primarios ou processos infecciosos sistémicos
(VALLI, 1985). Nas linfadenopatias de carater benigno
ocorrem quadros citolégicos varidveis. Ja nos linfossar-
comas geralmente existe um tipo celular, mono ou bi-
morfico, usualmente com a predominancia de células lin-
foides médias e uma mescla de células pequenas €
grandes. O critério mais importante para distinguir uma
linfadenopatia benigna de um linfossarcoma é o padrao
de cromatina dos linfécitos: nos processos benignos, oS
linfocitos reativos exipem menos detalhes nucleares inter-
nos que nos processos neoplésicos (VALL!, 1985).

Apbs vacinagdes, num periodo que dura aproxi-
madamente trés semanas, os linfonodos que drenam as
regides vacinais usualmente desenvolvem uma hiperpla-
sia paracortical difusa, com freqlente obscurecimento
dos centros germinativos do cértex. Exames histologicos

efetuados nessa fase também podem apresentar dificul-
dades de interpretagao, pois essa perda da organizagao
folicular também é sugestiva de linfossarcoma difuso
(VALLI, 1985).

Este estudo foi desenhado visando a detecgao
de alteracdes histolégicas precoces que pudessem Sef
correlacionadas com achados sorolégicos e hematoiogi-
cos dos animais de experimentagao.

MATERIAL E METODOS

O material para a realizagdo de cortes histologi-
cos foi obtido por pungdo biopsia de linfonodos ou pe-
la colheita de pecas por ocasido do abate. Foram real-
zadas 31 biopsias, sendo 30 em animais sorologicamen-
te positivos € uma em animal sorologicamente negativo
(para fins de comparagéo e controle) para o virus da

Leucose Bovina (VLB).

Os animais foram identificados como positivos
ao VLB através da técnica de imunodifusdo em gel de
agar com antfgeno glicoprotéico (gp 51) (MILLER &
VAN DER MAATEN, 1977), com algumas modificagoes
descritas por FLORES et al (1988). O antigeno utilizado
foi cedido pela EMBRAPA/ CNPSA/ CONCORDIA/ SC.

Os animais que foram submetidos as biOpsias
eram iniciaimente examinados clinicamente, principaimen-
te guanto aos linfonodos superficiais (pré-femural, pro-
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escapular, retromamarios e submandibulares) e iliacos.
Apl6s a tricotomia e antissepsia da regiao com é&lcool io-
dado, eram injetados Smi de uma solugao bupivacaina a
9% em cada campo e deixava-se agir por 5 minutos. A
colheita do material era feita com o auxilio de um cole-
tador de biOpsia cilindrico metalico, com um diametro
de corte de 4mm. ApOs a fixagcdo do linfonodo, a
superficie de corte do coletador era ajustada so-
tre a pele e introduzida nesta mediante pressao
e movimentos circulares. ApOs a transfixacao e re-

mogao do cilindro de pele resultante, o coletador
era introduzido através do orificio e o procedi-

mento era repetido sobre o linfonodo, resultando

consecutivos, apresentaram um quadro de hiperplasia
linf6ide (grupo llla). O corte do linfonodo pré-femural de
outro animal soronegativo colhido em abatedouro, cujos
valores linfocitarios foram de 7.140, 7.050 e 6.910/mn™ |,
apresentou linfadenopatia benigna (LB), sendo enquadra-
do no grupo . Um animal soropositivo submetido a

TABELA 1 - Classificacdo das alteragdes histol6gicas encontradas em linfonodos de bovinos

positivos ao virus da Leucose Bovina (VLB) pela técnica de imunodifusac em gel
de agar (IDGA).

GRUPO ALTERACOES

NS DE ANIMAIS OBSERVACOES

em um cilindro de 4mm desse 0rgao. Esse frag-
mento era entao removidc com uma pinca anatd-
‘mica e colocado em um frasco contendo formol
a 10%. Usualmente era colhido um fragmento do
linfonodo pré-escapular e outro do pré-femural de
um mesmo lado do animal. Em algums casos,
entretanto, foi colhido o material de apenas um
dos linfonodos, devido a dificuldade de localiza-
¢ao e fixacao do’linfonodo pelo excesso de teci-
do adiposc no local.

Foram colhidas também amostras de 18
animais sorologicamente positivos e de um SOro-
negativo ao VLB que foram abatidos. Apds o
abate, eram examinados 0s principais 6rgaos afe-
tados pela enfermidade segundo MARSHAK
(1968) e SORENSEN (1979). Como nenhum 6érgéo
desses animais apresentou alteragbes macroscoHpi-
cas sugestivas de linfossarcoma, foram colhidos
os linfonodos pre-escapular, pré-femural e iliacos
de cada meia carcaga, 0Ss quais foram acondicio-
nados em frascos com formol a 10%. O material
para a realizagcao de cortes histoldgicos foi envia-
do ao setor de Patologia Veterinaria da Universi-
dade Federal de Santa Maria onde foi incluido
em parafina e confeccionadas laminas histolégicas

‘coradas pela técnica da Hematoxiiina e Eosina
para estudos com microscopia ética.

RESULTADOS

As alteracOes histoldégicas encontradas em
linfonodos de bovinos positivos ao virus da Leu-

cose Bovina (VLB) através da técnica de imunodi-
fusao em gel de agar (IDGA), foram classificadas
em quatro grupos e estao descritas na Tabela 1.

As lesOes enquadradas nos grupos la. e
Ib. encontram-se ilustradas nas Figuras 1 e 2

Os cortes dos linfonodos pré-escapular e
pre-femural obtidos por bibépsia de um animal so-
ronegativo, cujos valores linfocitarios foram de
5311 e 5.810/mn® , em tr8s exames mensais

Ia Presenca de células Tinféides jo- 6

vens, desagregadas, com citoplas-
ma de contornos poliédricos e nu-

Trés desses animais apresen-
taram outro tipo de altera-
cao em um dos linfonodos e-

cleolos proeminentes. Essas célu-
las mostram vacuolizacado nuclear,
as vezes pseudo-inclusdes e ni- cas  intermediarias com o
cleos clivados. 0 citoplasma & grupc Ib.
basofilico ou ligeiramente eosi-
nofilico. Ha auséncia de folicu-
los linfoides no cortex, prolife-
racao trabecular inconstante e
hipertrofia das artérias. E nota-
da a presenca de células jovens
nos linfaticos eferentes.

ib Centros germinativos extensos, as Vi
vezes ocupando toda a porcao do
cortex e paracértex entre duas
trabéculas. Sdo compostos de cé-
tulas blasticas de citoplasma ba-
sofflico de extensdo variavel e
grandes ndcleos vacuolizados e
cromatina marginalizada, 3s vezes
com pseudo-inclusdes e com um ou
mais nucléoles grandes; quando é
um s6 & central, sendo mais sdo
periféricos. Algumas células a-
presentam nicleo clivado. Indice
mitotico moderado. S&o observadas
células necrdticas em meio 3 pro-
liferacdao. 0 conjuntivo envolven-
te e bem evidenciado. 0Os corddes
medulares tem poucas células ma-
duras (préplasmocitos e plasméci-
tos). Existe no cortex e no para-
cortex um nimero varidvel de cé-
tulas linfocitdrias maduras ar-
ranjadas compactamente. A arqui-
tetura do Orgdo estd ligeiramente
moditicada. Ha presenca de agru-
pamentos de células germinativas
nos seios medulares.

11 Linfadenopatia benigna (LB): hi- 10
perplasia linféide e reticular
com alteragdes vasculares/circu-
latorias e presenca de polimorfo-

xaminados, e outro apresen-
tou lesao com caracteristi-

Un desses animais apresentou
outro tipo de lesao em um
dos linfonodos. Outro animal
apresentou lesdao com carac-
teristicas intermedidrias
com ¢ grupo la.

Quatro animais apresentaram
outra alteragdo em um dos
linfonodos.

nhucleares.

IIIa Hiperplasia linfoide (HL)} 30 Onze animais apresentaram
outra alteracac em um dos
linfonodos examinados.

IIIb Hiperplasia linfdoide e reticular / Trés desses animais apresen-

(HLR) taram linfonodos com outro
tipo de lesao.

IV Outras lesdes: granuloma actinomi- 5

coide, hemorragia, hemossiderose e
linfadenite.
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FIGURA 1 - Corte de linfonodo de bovino soropositivo
ao virus da Leucose bovina. Coértex. Presen-
¢a de celulas angulares, citoplasma basofili-
CO e nucleos com cromatina densa e nu-

cleolos evidentes. Lesao do Grupo la
Obj.40 |

biOpsia apresentou aumento de volume dos linfonodos
pre-femurais e retromamarios. Esses linfonodos estavam
bastante aumentados e com consisténcia firme; a mobili-
dade e a sensibilidade eram normais. O exame clinico
geral desse animal, através de inspecgdo, assim como o
exame retal dos linfonodos iliacos nao revelou qualquer
alteragao. O exame histolégico de um corte do linfono-
do pre-femural desse animal evidenciou um quadro de
hiperplasia linfoide (Grupo llla). Os demais animais soro-
positivos que foram submetidos a bidpsia ndo apresen-
taram anormalidades quanto ao volume, consisténcia,
sensibilidade e mobilidade dos linfonodos superficiais
(pré-femurais, pré-escapulares, retromamarios e subman-
dibulares) e iliacos submetidos a exame clinico. Alguns
fragmentos obtidos por bibpsia ndo foram aproveitaveis,
geraimente pela falta de representatividade do tecido. O
exame macroscopico da carcaga e dos 6rgaos internos
dos dezenove bovinos abatidos (18 soropositivos € um

soronegativo) nao revelou lesdes sugestivas de linfossar-
coma.

DISCUSSAO

Os exames histolégicos realizados em cortes de
linfonodos superficiais e iliacos de 48 vacas soropositi-
vas ao VLB evidenciaram um significativo nmero de ca-
sos de hiperplasia linféide (HL): trinta dos 48 animais e
42 dos 86 fragmentos examinados. Essas alteracdes es-
tao usualmente associadas com uma continua atividade
linfOide em resposta a um determinado estimulo desen-

FIGURA 2 - Corte de linfonodo superficial de bovino so-
ropositivo ao virus da Leucose bovina. Cor-
tex. Extenso centro germinativo comprime
células maduras (alto). Numerosas células
necroticas sao observadas em meio a proli-
feracao. Lesdo do Grupo Ib. Obj.16

cadeante. Esse nao foi um achado surpreendente, visto
que a maior parte dos linfonodos examinados drenam
areas de superficie corporal, usualmente expostas a
acao de diversos agentes ambientais e patoldgicos. Se-
gundo VALLI (1985), quadros de hiperplasia linfoide difu-
sa podem eventualmente ser confundidos com proces-
sos malignos, sobretudo quando ha perda da arquitetu-
ra normal do 6rgao, o que nao foi evidenciado no pre-
sente trabalho.

Sete animais soropositivos apresentaram hiper-
plasia linfOide e reticular concomitantemente nos frag-
mentos examinados. A proliferagao reticular geraimente
ocorre com maior frequéncia em linfonodos que drenam
areas sujeitas a processos inflamat6rios crénicos, sobre-
tudo as superficies corporais.

Quadros de linfadenopatia benigna, (LB) identifi-
cados em linfonodos de dez animais soropositivos e em
um dos soronegativos examinados, foram interpretados
como manifestagdes reativas a processos benignos.

Os exames histologicos dos linfonodos dos bo-
vinos positivos ao VLB nao demonstraram conclusiva-
mente a existéncia de lesdbes microscoOpicas de natureza
neoplasica. Nesses cortes nao foi evidenciada prolifera-
¢ao desordenada de células com caracteristicas neopla-
sicas tipicas, como as descritas por SMITH (1965), FUJI-
MOTO et al (1969) e por MOULTON & DUNGWORTH
(1978) que levasse a destruicdo da arquitetura dos linfo-
nodos, conforme descrito por DUNGWORTH et al
(1964). Considerando que a infecgao pelo VLB 6, na
maioria das vezes, inaparente (FERRER et al, 1979), yue
o desenvolvimento do linfossarcoma geralmente é prece-
dido de um longo periodo de incubacao (SORENSEN,
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1979) e que pode iniciar em qualquer ponto do sistema
linforreticular (MARSHAK et al, 1962), isto ndo constituiu-
se em um achado surpreendente. Nesse sentido, ape-
nas dois casos de linfossarcoma comprovados por exa-
mes histologicos ja foram registrados anteriormente nos
rebanhos estudados.

Embora ndo fossem evidenciadas lesdes neo-
plasicas tipicas, alguns cortes de linfonodos apresenta-
ram determinadas caracterfsticas que nao permitiram o
Seu enquadramento nos grupos de alteragdes benignas
previamente mencionados. Por algumas caracteristicas
observadas, esses cortes foram classificados separada-
mente (grupos la e Ib, Tabela 1). Essas les®es foram
identificadas em linfonodos de sete animais com idades
entre cinco e oito anos, cujos valores linfocitarios situa-
vam-se dentro dos limites normais e que eram perten-
centes a dois rebanhos, um dos quais com histérico re-
cente de linfossarcoma.

A presenga dessas lesdes em cortes de linfono-

dos de bovinos positivos ao LVB, cuja habilidade onco-
génica ja foi demonstrada repetidas vezes, pode ser su-
gestiva de fases iniciais de transformagé&o neopléasica.
Ceélulas com caracterfsticas nucleares e citoplasmaéticas
semelhantes as do grupo la freqientemente ocorrem em
linfossarcomas do tipo histiocitico (SMITH, 1965); MOUL-
TON & DUNGWORTH, 1978), enquanto células com ca-
racterfsticas semelhantes as evidenciadas nos cortes en-
quadrados no grupo Ib sdo também encontradas nos
linfossarcomas linfoblasticos (FUJIMOTO et al, 1969). A
arquitetura desses linfonodos estava preservada, com ex-
cecao de uma discreta desordenacdo observada nos
cortes do grupo Ib.

Se por um lado, essas alteracOes forem com-
pativeis e por isso sugestivas de estagios iniciais de
transformagao tumoral, nado existem subsidios suficientes
para uma afirmagao conclusiva nesse sentido. 1sso so-
mente poderia ser obtido pelo acompanhamento clinico
e também através de exames histologicos periddicos pa-
ra seguir a evolugado do processo.

Deve-se considerar também a possibilidade de
que essas alteragdess representem outro tipo de res-

posta do tecido linfOide que ndo uma transformagao
neoplasica.
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