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RESUMO

A leucose bovina enzodtica (LBE) ¢ uma enfermidade causada por um retrovirus que
possui duas manifestacdes distintas em animais adultos, o linfossarcoma multicéntrico
dos adultos e a linfocitose persistente (LP). O linfossarcoma multicéntrico dos adultos ¢
caracterizado pela apresentacdo de tumores em diversos 6rgaos em bovinos com idade
superior a dois anos. O presente trabalhou analisou o histérico clinico e os achados
patologicos de 30 casos de leucose bovina enzoodtica, diagnosticados de um total de 845
bovinos necropsiados no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, entre o periodo de janeiro de 1999 a janeiro de 2011. Todos os bovinos
afetados eram fémeas de aptiddo leiteira, com idade entre trés e nove anos, sendo 27 da
raca Holandes (90,0%), dois de raca mista (6,3%) e um Jersey (3,7%). Os principais
sinais clinicos apresentados pelos bovinos foram alteragdes locomotoras caracterizadas
por paresia progressiva dos membros, perda de peso, aumento do volume de linfonodos
superficiais e exoftalmia. As lesdes macroscopicas observadas eram caracterizadas por
massas neoplasicas, de coloracdo branco-amareladas, acinzentadas ou roseas,
encontradas nos linfonodos, coragdo, sobre a meninge da medula espinhal, abomaso,
intestinos e rins. A infiltragdo tumoral sobre a meninge da medula espinhal foi
observada em 24 animais, sendo que a regido lombar (20/24) e cauda equina (11/24)
foram frequentemente afetadas. Ocasionalmente as massas também foram observadas
na regiao cervical (6/24), proximo a intumescéncia, € na regido toracica (2/24). No
exame histologico essas massas tumorais eram formadas por infiltrado difuso de
linfocitos neoplasicos, sendo apresentada na maioria dos casos como células pequenas
nao clivadas. A ocorréncia de linfossarcoma com infiltragdo na medula espinhal deve
ser considerada no diagnostico de enfermidades que cursam com alteracdes locomotoras

em bovinos adultos de aptidao leiteira.

Palavras-chave: Linfossarcoma bovino, Virus da Leucemia Bovina, leucose bovina

enzootica, doenga de bovinos.



ABSTRACT

The enzootic bovine leukosis (EBL) is a disease caused by a retrovirus that has two
distinct manifestations in adult animals, the multicentric lymphosarcoma and persistent
lymphocytosis in adults (LP). The multicentric lymphosarcoma in adults is
characterized by the presentation of tumors in various organs in cattle older than two
years. This study analyzed the clinical history and pathological findings in 30 cases of
EBL, diagnosed a total of 845 cattle necropsied in the Setor de Patologia Veterinaria of
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, between the period January 1999 to
January 2011. All affected cattle were dairy females, between three and nine years old,
and 27 Holstein (90,0%), two cross breed (6,3%) and Jersey (3,7%). The main clinical
signs shown by the cattle were changes, locomotor characterized by progressive
paralysis of the limbs, weight loss, most prominently superficial lymph nodes and
exophthalmus. The gross lesions were characterized by neoplasms masses, pale
yellowish-white, grayish or pinkish, found in lymph nodes, heart, on the meninges of
the spinal cord, abomasum, intestines and kidneys. The tumor infiltration on the
meninges of the spinal cord was observed in 24 animals, and the lumbar (20/24) and
cauda equina (11/24) were commonly affected. Occasionally, the masses were also
observed in the cervical region (6/24), near the swelling, and in the thoracic region
(2/24). In histological examination, these tumor masses were composed of diffuse
infiltration of neoplastic lymphocytes, and in most cases presented as small noncleaved
cells. The occurrence of lymphosarcoma infiltrating the spinal cord should be
considered in the diagnosis of diseases which lead to changes in locomotor adult dairy

cattle.

Keywords: Bovine lymphosarcoma, Bovine Leukaemis Virus, bovine leukosis, disease

of bovine.
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1. INTRODUCAO

A leucose bovina enzootica (LBE) ¢ uma enfermidade infectocontagiosa
associada a proliferacdo cronica de linfécitos em bovinos adultos. Ela é ocasionada pelo
Virus da Leucemia Bovina (VLB) pertencente a familia Retroviridae e sub-familia
Orthoretrovirinae (RADOSTITS et al., 2002; RAVAZZOLO; COSTA, 2007). A LBE
abrange duas manifestacdes; a linfocitose persistente (LP), em que se observa um
aumento cronico benigno do nimero de linfécitos circulantes, e a forma multicéntrica
de linfossarcoma em bovinos adultos (MEGID et al. 2003; BARROS, 2007a). Porém a
maioria dos bovinos, infectados pelo VLB, permanece como portadores assintomaticos
atuando como fonte de infeccao (LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001).

A transmissdo do VLB ocorre pela transferéncia de linfocitos infectados entre
animais contaminados e animais ndo contaminados. A principal forma de propagacgao
dentro do rebanho ocorre devido a praticas rotineiras de manejo como vacinagoes,
coletas de sangue, palpacdo retal, tatuagem, colocagdo de brincos e qualquer outro
procedimento que leve a transmissao de cé¢lulas sanguineas contaminadas entre bovinos.
Outras formas menos frequentes de transmissdo sdo através de vetores hematofagos, via
uterina ou através da ingestdo de colostro e leite (TYLER, 1978; DIGIACOMO, 1992b
e ¢c; RADOSTITS et al., 2002; BARROS, 2007a).

A LBE ocorre em todas as racas de bovinos com idade superior a dois anos,
sendo que a maior incidéncia ocorre com o aumento da idade (DIGIACOMO, 1992a;
BRAGA et al., 1998). A prevaléncia da infec¢do pelo VLB também ¢ maior em
rebanhos leiteiros do que em rebanhos de corte. Esse fator provavelmente se deve a
idade média mais alta dos animais e ao manejo utilizado em criagdes de bovino de leite
(DIGIACOMO, 1992a; FLORES et al, 1992; BRAGA et al., 1998). As perdas
econOmicas ocasionadas pela infeccdo pelo VLB estdo relacionadas a condenagdo de
carcacas, morte de animais com linfossarcoma, barreira para exportacdo ¢ queda na
produgdo de leite (TYLER, 1978; THURMOND, 2006; RAJAO, 2008).

As manifestacdes clinicas observadas na LBE estdo relacionadas a localizagdo
das massas neoplasicas, podendo apresentar uma ampla variedade de sinais clinicos de
acordo com o orgao afetado. Dentre os principais sinais clinicos estdo o aumento do

volume de linfonodos superficiais, perda de condi¢do corporea, anorexia, diarreia,
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exoftalmia, quadro de insuficiéncia cardiaca, perdas reprodutivas e quadro neurologico
caracterizado por incoordenagcdo ou paresia progressiva dos membros posteriores
(REED, 1981; LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001).

Na necropsia massas tumorais branco-amareladas, de consisténcia macia a
moderadamente firme por vezes com area central de hemorragia e/ou necrose sao
observadas afetando principalmente linfonodos, trato gastrointestinal, coragdo, rim,
tecidos perioftalmicos, utero e tecidos epidurais da medula espinhal (BRAGA et al.,
1998; WERLING; MULLER-DOBLIES; LANGHANS, 2004).

Na histologia, essas massas tumorais, correspondem a proliferagdo de células
linfociticas morfologicamente atipicas infiltradas nos tecidos afetados. A variante nao
clivada, de células pequenas a médias com infiltrado de forma difusa e alto indice
mitdtico ¢ a forma caracteristica mais observada na LBE (VALLI et al, 1981). A
imunofenotipagem ¢ realizada para apontar a etiologia dos linfocitos, e tem
demonstrado que na maioria dos casos as cé€lulas sdo linfocitos do tipo B (BARROS,
2007a).

O teste de imunodifusdo em gel de 4dgar (IDGA), ¢ a prova soroldgica mais
utilizada no diagndstico da infeccao pelo VLB. O controle da infeccao ¢ baseado na
deteccao e descarte de bovinos sorologicamente positivos (MEGID et al., 2003). Em
bovinos com linfossarcoma multicéntrico dos adultos o diagndstico pode ser realizado
com base nos achados clinicos e poés-mortais (BARROS, 2007a).

Este trabalho tem por objetivo descrever os achados clinicos e patologicos de 30
casos de LBE diagnosticados no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) no periodo de janeiro de 1999 a janeiro de 2011,
com énfase na ocorréncia de quadros com alteragdes de locomogdo associados a

infiltracao da medula espinhal por massas neoplasicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Leucose Bovina

A leucose bovina, também denominada de linfoma maligno, linfossarcoma ou
leucemia bovina, ¢ a enfermidade neopldsica mais comum em bovinos de leite,
caracterizada pela proliferacdo de linfocitos. Ela ¢ classificada em relagdo a sua
frequéncia de ocorréncia, aos Orgdos acometidos, a idade em que ocorre e ao agente
etiolégico envolvido (THURMOND, 2006; DUNCAN; SCARRATT; BUEHRING,
2005). Duas formas da leucose podem ser observadas a esporddica e a enzodtica. A
leucose bovina esporadica € de ocorréncia rara, dificilmente se observa mais de um caso
no mesmo rebanho e acomete bovinos com idade inferior a quatro anos. Possui trés
apresentacdes distintas: a forma multicéntrica juvenil ou do bezerro, a timica e a
cutanea. Enquanto que a leucose bovina enzootica (LBE) ¢ uma enfermidade infecto-
contagiosa de origem viral que afeta linfocitos B levando a linfocitose e/ou
linfossarcomas (BRAGA et al., 1998; RADOSTITS et al., 2002 ).

A forma multicéntrica juvenil ¢ caracterizada por linfoadenopatia generalizada
em bezerros, normalmente com idade entre trés e seis meses, com envolvimento
neoplasico de diversos 6rgaos (RADOSTITS et al., 2002).

Na forma timica o tecido neoplasico ¢ encontrado principalmente no timo, os
sinais clinicos estdo relacionados a presenca da massa tumoral junto a regido pré-
esternal na entrada do torax. Os bovinos afetados pela forma timica tem usualmente
entre seis a 24 meses de idade, e a raca Hereford aparenta ter uma predisposicao a essa
forma de apresentacdo (THURMOND, 2006; BARROS, 2007a).

A terceira forma da leucose bovina esporadica ¢ a cutanea, caracterizada pelo
desenvolvimento de multiplas nodulacdes elevadas e ulceradas na pele e os linfonodos
superficiais também estdo frequentemente aumentados (RADOSTITS et al., 2002;
BUCZINSKI et al., 2006). Essa forma nao ¢ especifica em relacdo a idade e pode afetar
bovinos de um a trés anos de idade. Essas tumoracdes cutaneas podem regredir

espontaneamente, mas acabam recidivando. Na necropsia além da pele e linfonodos
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pode haver invasdo tumoral de diversos drgdos e a lesdo histoldgica na pele assemelha-
se a micose fungoide do homem (THURMOND, 2006; BARROS, 2007a).

Embora a maioria dos autores relate que nas formas esporddicas ndo ha
evidéncias de envolvimento viral (RADOSTITS et al.; 2002, THURMOND, 2006;
BARROS; 2007a), Duncan Jr. e colaboradores (2005) descrevem a deteccao através da
reagdo de polimerase em cadeia in sifu do virus da leucemia bovina em um caso de
linfossarcoma timico esporadico.

A forma enzodtica da leucose bovina ¢ causada pelo virus da leucemia bovina
(VLB) que infecta principalmente os linfocitos B (RAVAZZOLO; COSTA, 2007). A
enfermidade tem um longo periodo de evolugdo, e normalmente a maior parte dos
bovinos infectados ndo apresentam alteragdes clinicas. Estes permanecem como
portadores assintomaticos € atuam como transmissores do virus. A LBE ¢ caracterizada
por duas manifestacoes distintas, a linfocitose persistente (LP) e a proliferagdo
neopléasica maligna de linfocitos em diversos orgaos (linfossarcoma multicéntrico do
adulto). Na LP ha um aumento benigno de linfocitos B circulantes e aproximadamente
30% dos bovinos infectados desenvolvem essa forma. Apenas 2 a 5% dos animais
portadores do VLB desenvolvem a forma de linfossarcomas multicéntricos e irdo
manifestar sinais clinicos de acordo com os 6rgdos afetados. Os sinais clinicos da LBE
ocorrem em bovinos com idade acima de dois anos, principalmente em animais com
idade entre quatro e oito anos (FERRER et al., 1979; BRAGA et al., 1998; LEUZZI
JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001).

2.2. Historico

A leucose bovina foi descrita pela primeira vez na Alemanha em um bovino que
apresentava esplenomegalia com nodulos branco-amarelados compostos de células
linféides (LEISERING, 1871 apud; OLSON; MILLER, 1987). Acredita-se que a
origem da LBE seja na Europa, na Prassia Oriental e que foi se expandindo em dire¢ao
ao oeste (LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001). Apo6s a segunda guerra
mundial, os relatos no gado bovino se tornaram comuns em diversos paises da Europa

Oriental (RADOSTITS et al., 2002). O virus foi introduzido na América do Norte no
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final do século 19 devido a importacao de bovinos da regidao do Mar Baltico. Por fim o
virus se disseminou por diversos paises do mundo devido a importagdo de animais
desses paises (LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001).

Kenneth (1917 apud RAVAZZOLO; COSTA, 2007) demonstrou que a doenca
era causada por um agente infeccioso. Em 1976, foram observadas que as particulas
virais possuiam RNA contendo a enzima transcriptase reversa, sendo possivel
classificar o VLB como um retrovirus (KETTMANN et al., 1976 apud RAVAZZOLO;
COSTA, 2007).

No Brasil a enfermidade foi descrita pela primeira vez por Rangel e Machado
(1943 apud LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001) e a ocorréncia da infeccio
pelo VLB foi comprovada em animais importados dos Estados Unidos, Canadd e
Uruguai, demonstrando que a importacdo de animais contribuiu para introducdo e
difusdo da LBE no pais (KANTEK-NAVARRO; KRUGER; WELTE, 1982; MODENA
et al., 1983; FLORES et al., 1992).

2.3. Agente etiologico

A LBE tem como agente etiologico o Virus da Leucemia Bovina (VLB), que
pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e ¢ classificado no género
Deltaretrovirus (RAVAZZOLO; COSTA, 2007). Outros virus da subfamilia
Orthoretrovirinae, além do VLB, que apresentam importancia na medicina veterinaria,
sao Virus da Leucose Aviaria, Virus da Anemia Infecciosa Equina, Virus da Artrite
Encefalite Caprina, Virus Maedi Visna dos ovinos, Virus da Imunodeficiéncia Bovina,
Virus da Imunodeficiéncia Felina ¢ Virus da Leucemia Felina (RAVAZZOLO;
COSTA, 2007).

Os retrovirus possuem virions envelopados, esféricos, de 80 a 120 nm de
didmetro com duas moléculas idénticas de RNA de fita simples como genoma, e por
isso seu genoma viral é denominado diploide (WERLING; MULLER-DOBLIES;
LANGHANS, 2004; RAVAZZOLO; COSTA, 2007). Os virus dessa familia sdo mais
resistentes a raios ultravioletas e radiagdes-X do que outros virus. No entanto sdo

inativados por detergentes e solventes lipidicos, ou ainda pelo calor, a temperatura de

56° C durante 30 minutos (BRAGA et al., 1998).



18

Retrovirus sdo capazes de sintetizar moléculas de DNA através da transcrigdo do
seu genoma e esta reacdo ¢ possivel devido a enzima transcriptase reversa encontrada
no interior dos virions. O prefixo “retro” utilizado para denominar os membros dessa
familia originou-se devido a presenca dessa enzima (BRAGA et al., 1998). Outro
mecanismo fundamental da replicagdo dos retrovirus ¢ a capacidade de integrar a copia
de DNA do seu acido nucleico no genoma da célula hospedeira. Esse mecanismo ¢
responsavel pela infec¢do persistente observada no ciclo de replicagdo dos retrovirus
(RAVAZZOLO; COSTA, 2007).

A estrutura dos virions € composta de trés camadas. A mais interna denominada
nucleo ou core ¢ um complexo de genoma e proteinas como a protease, transcriptase
reversa e a integrase que irdo desempenhar a funcdo catalitica. Esta estrutura por sua
vez ¢ envolvida por um capsideo, formado por proteinas, e apresenta forma esférica ou
conica. Apds o capsideo ha um revestimento de proteinas da matriz que serdo entao
envolvidas pelo envelope glicoproteico (BRAGA et al., 1998; WERLING; MULLER-
DOBLIES; LANGHANS, 2004; RAVAZZOLO; COSTA, 2007).

O genoma do VLB possui trés genes principais gag (antigeno grupo especifico),
pol (polimerase) e env (envelope) que codificam as proteinas estruturais, enzimas e
proteinas de envelope, respectivamente (BRAGA et al., 1998). Esses genes estdo
presentes no genoma do RNA dos membros da familia Retroviridae (RAVAZZOLO,;
COSTA, 2007). O genoma do VLB possui ainda genes acessorios, € por isso ¢
denominado como um retrovirus complexo. Entre eles estao reconhecidos os genes Tax
e Rex que estdo envolvidos na regulagao da expressdo génica (LEUZZI JUNIOR;
ALFIERI; ALFIERI, 2001). Esses genes acessorios também sdo observados no Virus da
Leucemia dos Linfocitos T em Humanos 1 ¢ 2 (HTLV-1 e 2) e devido essa homologia
genética os VLB também tem sido usado como modelo de estudo dessa doenca
(WERLING; MULLER-DOBLIES; LANGHANS, 2004; RAVAZZOLO; COSTA,
2007).
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2.4. Epidemiologia

O VLB esté distribuido mundialmente e possui carater endémico em diversos
paises, embora ja existam regides e paises, como Alemanha, Dinamarca, Finlandia e a
regido da baixa Silesia, na Polonia, que erradicaram a infeccdo (NUOTIO, 2003;
RADOSTITS et al., 2002; OTACHEL-HAWRANEK, 2007). A prevaléncia varia
amplamente entre rebanhos, no entanto, existem rebanhos bovinos infectados que
apresentam soroprevaléncia entre 60 a 90% (LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI,
2001; RADOSTITS et al., 2002). A infec¢do natural pelo VLB além dos bovinos,
também foi demonstrada em ovinos, bufalos e capivaras (Hydrochoerus hydrochoerus)
(MOLNAR et al., 2000; WERLING; MULLER-DOBLIES; LANGHANS, 2004).
Experimentalmente ovinos, caprinos e coelhos j& apresentaram soroconversao apds a
inoculagdo com VLB, sendo que os ovinos sdo utilizados para teste de bioensaio para
deteccio do virus em bovinos (WERLING; MULLER-DOBLIES; LANGHANS,
2004).

O VLB pode ser detectado no leite de vacas infectadas, e a ingestao de leite sem
pasteurizagdo representa um risco, no entanto ndo ha evidéncias de que o VLB tenha
potencial zoonotico (RADOSTITS et al., 2002).

Todas as ragas de bovinos sdo susceptiveis a infeccdo pelo VLB e normalmente
os animais acometidos pelas duas formas clinicas apresentam mais de dois anos de
idade, sendo que a prevaléncia aumenta com a idade e ha uma maior incidéncia de
desenvolvimento de tumores em bovinos com idade entre quatro e oito anos
(DIGIACOMO, 1992a; BRAGA et al., 1998; RADOSTITS et al., 2002). Apds a
infec¢do natural pelo VLB os bovinos permanecem portadores, assim como em outras
infec¢des por retrovirus, e irdo atuar como fonte de disseminagdo do virus por toda vida
(FLORES; WEIBLEIN; REBELATTO, 1990). A prevaléncia também ¢ mais alta em
rebanhos de producdo leiteira do que em rebanhos de corte (BRAGA et al., 1998;
RADOSTITS et al., 2002). Estudos sorologicos na América do Norte revelaram que
9,3% dos bovinos de leite testados foram positivos, enquanto que no rebanho de corte o
indice de animais positivos foi de 0,5% (DIGIACOMO, 1992a). Flores ef al. (1992) em
um estudo soroldgico, de soros de bovinos provenientes da Republica Oriental do

Uruguai, encontrou um maior indice de positividade para o VLB em ragas leiteiras



20

(12,13%) do que em racgas de corte (1,43%). Essa diferenca ¢ atribuida a forma intensiva
de criacdo do gado leiteiro, e também a permanéncia dos animais até idades mais
avancadas nas propriedades, o que favorece a difusdo do agente e aumenta a
probabilidade de contagio (DIGIACOMO, 1992a; FLORES et al.,1992).

Como o VLB esta presente no interior de células linfoides, e este ndo produz
normalmente particulas viricas livres, a sua transmissdo esta ligada a transferéncia de
linfécitos infectados entre os animais (FLORES; WEIBLEIN; REBELATTO, 1990).
Logo a principal forma de transmissdao do virus ¢ através de fluidos bioldgicos que
contenham linfécitos infectados.

O VLB pode ser transmitido tanto de forma horizontal como de forma vertical
(BRAGA et al., 1998). Em condi¢des naturais, o modo mais comum de disseminacdo ¢
através da transmissdao horizontal, sendo o sangue contaminado o principal meio de
transmissdao do virus (LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001). Em estudos
experimentais, ja se induziu a infeccdo em bovinos pela inoculagdo intradermal de até
25.000 linfocitos de bovino infectado com VLB, que eram equivalentes a 0,5 pL de
sangue total, e também em bezerros através da inoculacdo subcutanea, intramuscular e
intravenosa de 1 ou 10 pL de sangue de um bovino infectado pelo VLB sem linfocitose
(EVERMANN et al., 1986; DIGIACOMO, 1992b). Portanto a transmissdo horizontal
da VLB pode ocorrer através de qualquer procedimento que leve a transferéncia de
sangue entre bovinos. Sendo assim a transmissdo iatrogénica ¢ apontada como a
principal forma de disseminagdo da doenca dentro do rebanho. Procedimentos de
manejo como vacinagdes, descorna, colocagdo de brinco, palpacao retal, intervengdes
cirurgicas, transfusdes sanguineas, tatuagem, injecdes sem os devidos cuidados de
profilaxia podem levar a infeccdo pelo VLB (REED, 1981; DIGIACOMO;
DARLINGTON; EVERMANN, 1985; HOPKINS et al., 1988; DIGIACOMO, 1992b;
LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001). A transmissdo por picadas de insetos
também ¢ relatada, e tem maior importancia nas regides onde ha grande incidéncia de
insetos hematofagos (DIGIACOMO, 1992b; FLORES et al., 1992). O sémen, embrides
ou ovulos de bovinos infectados dificilmente se apresentam contaminados pelo VLB e
parecem ter pouca importancia epidemiologica na transmissdo. Mesmo em estudos
experimentais utilizando sémen contaminado pelo virus ndo se obteve transmissao

(DIGIACOMO, 1992c; BRAGA et al., 1998). Porém como pode conter linfocitos
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contaminados no sémen, preconiza-se que animais de centros de inseminagao artificial
sejam soronegativos para o VLB (RADOSTITS et al., 2002).

A transmissdo vertical do VLB pode ocorrer pela via uterina ou através da
ingestdo de colostro e leite contendo linfocitos contaminados, no entanto menos de 10%
de animais nascidos de fémeas soropositivas sdo infectados (DIGIACOMO, 1992c;
LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001).

A aquisi¢do de animais infectados, sem testes prévios, tem sido um dos
principais fatores de risco para introdugdo de VLB em rebanhos suscetiveis. No Brasil,
a auséncia de legislacdo e fiscalizagdo efetiva em relagdo ao comércio de animais
infectados contribuiu para disseminagdo do virus nos rebanhos (FLORES et al., 1992).

Diversos estudos sorologicos tem demonstrado a infec¢do pelo VLB no mundo,
e as taxas de prevaléncia tem ampla variagdo (LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI,
2001). No Brasil ja foram feitos estudos sorologicos em todas as regides e os indices de
soroprevaléncia também tem variado consideravelmente: 9,7% no Acre e 23% em
Rondénia (ABREU et al., 1990), 49,8% no Parda (MOLNAR et al., 1999), 37% na
regido Norte de Tocantins (FERNANDES et al., 2009), 7,5% em bovinos de um a
quatro anos de propriedades na Bahia (SARDI et al., 2002), 35,9% na bacia leiteira de
Goiania em Goias (ANDRADE; ALMEIDA, 1991), 49,2% e 54% em Sao Paulo
(D’ANGELINO; GARCIA; BIRGEL, 1998; BIRGEL JUNIOR et al., 1995), 52% na
Serra de Botucatu em Sao Paulo (MEGID et al., 2003), 56,34% em Curitiba no Parana
(BARROS FILHO et al., 2009), 20,7% no Parana (KANTEK; KRUGER; WELTE,
1983) e de 9,2% no Rio Grande do Sul (MORAES ef al., 1996).

2.5. Patogénese

Apo6s entrar no organismo do hospedeiro o VLB se estabelece em linfocitos B,
embora também possa infectar linfocitos T (FLORES et al, 1992; WERLING;
MULLER-DOBLIES; LANGHANS, 2004; RAVAZZOLO; COSTA, 2007). A infeccio
inicia pelo reconhecimento e ligagao do virion a superficie da célula hospedeira. Esta
etapa ¢ mediada pelas glicoproteinas gp51 e gp30 presentes na superficie do envelope

viral que ird interagir com a membrana da célula-alvo através de receptores especificos,
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propiciando a fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica da célula. Apos se
estabelecer dentro da célula, o virus ird integrar a copia do seu DNA (provirus) ao DNA
da célula hospedeira. O DNA pro-viral na célula ird produzir novos virions que podem
escapar da célula hospedeira e infectar novas células (RAVAZZOLO; COSTA, 2007).

Depois de infectado pelo VLB, o sistema imunoldgico do bovino apresentara
uma resposta imune humoral com a produ¢do de anticorpos contra proteinas estruturais
dos virions, como a glicoproteina do envelope gp51 e a nucleoproteina p24 (LEUZZI
JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001). Assim a infeccdo se estabelece sem sinais
clinicos, porém ha o desenvolvimento de niveis detectaveis de anticorpos.
Posteriormente o bovino infectado pode manifestar LP ou linfossarcoma multicéntrico.
O desenvolvimento de qualquer uma das formas parece ser determinado geneticamente
(FLORES; WEIBLEN; REBELATTO, 1990; MORAES et al., 1996; BRAGA et al.,
1998).

2.6. Manifestacoes da Leucose Bovina Enzodtica

A maioria dos bovinos infectados pelo VLB permanece assintoméatico por longo
periodo ou mesmo por toda a vida, no entanto cerca de 30% dos animais desenvolverdo
quadro de LP, enquanto que menos de 5% podem desenvolver os linfossarcomas. Os
animais com linfossarcoma podem ou ndo ter passado por um estidgio de linfocitose
persistente (EVERMANN, 1992; MORAES et al., 1996; AZEVEDO et al., 2008).

A LP ¢ uma manifestacdo hematologica da doenga, caracterizada pelo aumento
cronico benigno do nimero de linfocitos circulantes, ou seja, a contagem absoluta
linfocitaria estara de trés ou mais desvios padrdes acima da média normal estabelecida
para a raga e faixa etdria dos animais, mantendo esse aumento por pelo menos trés
meses. A maioria das células observadas na LP ¢é constituida de linfocitos normais,
porém pode haver um aumento das formas linfocitarias atipicas (BIRGEL JUNIOR et
al., 2001; RADOSTITS et al., 2002; RAJAO, 2008). Essas alteracdes hematologicas
ocorrem pelo desequilibrio entre a proliferacdo e a morte das células e podem ser devido
a capacidade do virus em estimular a proliferagdo celular ou reduzir a apoptose. As

proteinas virais do VLB levam a um aumento dos niveis de interleucina 2 que por sua
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vez estimula a proliferagcdo de linfocitos, enquanto a expressao do VLB por um linfocito
infectado aumenta a sobrevivéncia desta célula, por estacionar o ciclo celular,
retardando a apoptose fisiologica (LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001;
RAJAOQ, 2008).

As manifestacoes clinicas da LBE sao resultantes da forma do linfossarcoma
multicéntrico do adulto. H4 uma grande variacdo de sinais e sindromes clinicas que irdo
depender da localizagdo das massas tumorais. O curso da doenga também vai depender
do sitio das lesdes e da velocidade de crescimento dos tumores (BRAGA et al., 1998).

Nos casos superagudos, os bovinos, que normalmente tem boa condig¢dao
corporal, morrem subitamente sem sinais anteriores da doenga. Esses quadros estdo
relacionados ao envolvimento de tlcera abomasal ou ruptura do bago com infiltrado
tumoral seguido de hemorragia interna aguda (RADOSTITS et al., 2002).

Entretanto a maioria dos casos tem curso clinico subagudo ou cronico podendo
durar até varios meses. Os bovinos acometidos podem apresentar queda na produgdo de
leite e perda de peso, normalmente ocasionada por perda de apetite e quadros de diarreia
(BRAGA et al., 1998; RADOSTITS et al., 2002; BARROS, 2007a). Alguns bovinos
apresentam quadros de diarreia persistente ou melena devido ao comprometimento da
parede abomasal (BRAGA et al., 1998; RADOSTITS et al., 2002, VALLI, 2007).

Um dos principais achados clinicos ¢ o aumento de volume dos linfonodos
superficiais, principalmente dos pré-escapulares e subiliacos, que normalmente sdo
firmes, indolores e¢ ndo aderidos ao tecido subcutineo. O aumento de linfonodos
viscerais também ¢ comum e pode ser detectado durante a palpacao retal. Se houver
lesdes tumorais no periténio e nos oOrgdos pélvicos estes também serdo detectaveis
através da palpacdo retal (GRIMSHAW et al., 1979; RADOSTITS et al., 2002,
BARROS, 2007a).

No coragao, pode haver lesdes principalmente no atrio direito levando a quadros
de insuficiéncia cardiaca congestiva direita, com edema subcutaneo na regido ventral, e
ingurgitamento e pulso das veias jugulares evidentes. Devido ao envolvimento cardiaco
pode haver alteracdes da frequéncia cardiaca ou abafamento dos sons cardiacos em
casos de hidropericardio. A infiltragdo neoplasica nos tecidos retrobulbares ocasiona
exoftalmia unilateral ou bilateral (BRAGA et al., 1998; RADOSTITS et al., 2002,

VALLI 2007). Quadro clinico de disfun¢do medular, caracterizados por incoordenacao,
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paresia ou paralisia motora dos membros posteriores, ocorre devido a compressao da
medula espinhal por massas neoplésicas na regido epidural (RIET-CORREA; SCHILD;
FERNANDES, 1998; BARROS, 2007a).

Sao observados ainda quadros de febre, anemia devido a perda de sangue no
trato gastrointestinal, dispneia ou constipacdo devido a compressdo por massas
neoplésicas de vias aéreas ou tubo gastrointestinal, respectivamente. Sinais clinicos
menos comuns envolvem hidronefrose e aumento de volume renal devido a tumores no
tecido renal ou nos ureteres, ¢ quadros de infertilidade relacionados a massas na parede
do utero, e complicagdes no parto devido a compressao das vias do parto (RADOSTITS

etal.,2002, VALLI, 2007).

2.7. Achados Patologicos

Durante a necropsia de bovinos com linfossarcoma multicéntrico observa-se
tecido tumoral de coloragdo amarelo-esbranquigada, formando nédulos ou se infiltrando
difusamente no tecido, em diversos orgdos. Dentre os principais locais de ocorréncia
estdo os linfonodos, coracdo, abomaso, intestino, rins, tecidos epidurais da medula
espinhal, entre outros (BRAGA et al., 1998; BARROS, 2007a).

Os linfonodos superficiais e internos podem apresentar aumento de volume, e ao
corte se tornam protuberantes, com superficie de coloragdo branco-amarelada e por
vezes sem distincdo entre as zonas cortical e medular. Algumas vezes linfonodos
afetados podem se coalescer e formar grandes massas (FRY; MCGAVIN, 2007).

Na lesdo cardiaca, as massas tumorais podem apresentar-se palidas difusas ou
formando nddulos. Normalmente aparecem no subepicardio do atrio direito, mas pode
se estender para o miocardio e at¢é mesmo no tecido pericardico. Se ocorrer infiltragao
cardiaca no lado direito, observar-se insuficiéncia cardiaca congestiva e em
consequéncia quadros de edema. Também pode ser notado figado aumentado de
tamanho com aspecto de noz-moscada (BARROS, 2007a; VALLI, 2007).

Na forma entérica da doenca o abomaso esta com a parede espessa e por vezes

com ulceragdes profundas no local da lesdo. Na parede intestinal também hé infiltragao
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tumoral podendo em alguns casos ocasionar obstru¢des (RADOSTITS et al., 2002,
VALLI 2007).

No sistema nervoso central, o linfoma se manifesta no interior do canal vertebral
envolvendo nervos periféricos e causando compressao da medula. Geralmente surgem
do segmento da medula na ultima lombar ou primeira sacral e mais raramente da
cervical cranial. Esses tumores tem coloragdo levemente résea e podem ser confundidos
com o tecido adiposo presente no canal medular (RADOSTITS et al., 2002, FRY;
MCGAVIN, 2007; VALLI, 2007). Linfossarcomas no encéfalo sdo raramente relatados,
mas podem ser encontrados comprimindo ou infiltrando éareas do tecido nervoso
(SWEENEY et al., 1986; FIGHERA; BARROS, 2004).

A infiltracdo de linfocitos no bago e no figado ocasiona aumento difuso ou
formagdes nodulares no 6rgao. O baco muitas vezes se torna friavel, podendo romper e
ocasionar hemoperitonio e morte por choque hipovolémico (VALLI, 2007). Na regiao
retrobulbar podem ocorrer massas esbranquicadas e firmes que ocupam o espago retro-
orbital e levam a exoftalmia unilateral ou bilateral. Nos rins e ureteres, geralmente
proximos a pelve renal, ovarios e tutero, também podem ser visualizadas massas
nodulares ou infiltragdo difusa. Em grandes massas tumorais as areas centrais podem
apresentar necrose tecidual e infec¢des secundarias. (RADOSTITS et al., 2002).

Na histologia, essas massas tumorais correspondem a proliferacdo de células
linfociticas morfologicamente atipicas com estroma escasso e infiltradas nos tecidos
afetados. Essas células podem estar arranjadas em dois padrdes histoldgicos, difuso no
tecido ou formando estruturas foliculares, sendo denominados de padrao difuso ou
folicular, respectivamente. Os linfossarcomas sdo classificados ainda em relagdo ao
tamanho da célula neoplésica, as caracteristicas nucleares, a taxa de mitose e ao
comportamento bioldgico (FRY; MCGAVIN, 2007). Com relagdo ao tamanho dos
linfécitos podem ser classificados em linfomas de células pequenas ou grandes. Ja em
relacdo as caracteristicas nucleares quando o nucleo apresenta a cromatina dispersa com
nucléolos evidentes ¢ denominado de células clivadas e quando apresenta a cromatina
condensada ¢ denominado de células ndo clivadas (VALLI et al.,, 1981; FRY;
MCGAVIN, 2007). A variante nao clivada, de células pequenas a médias, com

infiltrado de forma difusa e alto indice mitotico parece ser a forma caracteristica mais
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observada na LBE, estando também associada a maioria dos bovinos com idade mais
avancada (VALLI et al., 1981).

A imunofenotipagem de linfécitos, ¢ uma técnica que utiliza anticorpos que
reconhecem moléculas especificas nas células, através dela ¢ possivel diferenciar
linfécitos B e T (FRY; MCGAVIN, 2007). A utilizagdo dessa técnica em
linfossarcomas na LBE tem demonstrado que na maioria dos casos as células sdo

linfécitos do tipo B (BARROS, 2007a).

2.8. Diagnéstico

O diagnostico da LBE ¢ fundamentado em dois aspectos principais: o
diagnéstico da infec¢do pelo VLB e o da ocorréncia de LP ou linfossarcomas. Portanto
o diagnostico da infecg@o viral ¢ obtido por técnicas soroldgicas, isolamento viral e/ou
deteccao de antigenos virais, enquanto que o diagndstico da LP e linfossarcomas sao
obtidos através dos achados hematologicos e clinico-patologicos, respectivamente
(RADOSTITS et al., 2002; RAVAZZOLO; COSTA, 2007).

O  histdrico, sinais clinicos e achados patoloégicos em animais com
linfossarcomas sdo suficientes para permitir o diagnostico de leucose bovina (BARROS,
2007a). Entretanto, para comprovacao de envolvimento do VLB ¢ necessario a detecg¢ao
do agente ou a demonstracdo de resposta imune ao virus, considerando-se os dados
epidemioldgicos e a cronologia de soroconversdo (EVERMANN, 1992; RADOSTITS
et al.,2002).

O diagnostico da LP baseia-se em alteragdes hematologicas, ou seja, ha um
aumento cronico de linfécitos circulantes em relacdo ao valor de referéncia
estabelecido. Além do aumento do numero de linfécitos também podem ser
visualizados linfocitos com formatos atipicos. Antes do estabelecimento dos testes de
sorologia para VLB, o critério de diagndstico utilizado nos programas de controle e
erradicagdo foi baseado na contagem de linfocitos circulantes (TYLER, 1978; BIRGEL
JUNIOR et al., 2001; RADOSTITS et al., 2002). Com o surgimento de novos estudos,
estabeleceu-se que apenas 30% dos bovinos infectados pelo virus apresentam LP e que

o aumento dos linfécitos circulantes pode ocorrer apenas em um periodo transitorio ou
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ainda em outras enfermidades. (TYLER, 1978; BARROS, 2007a). Esses fatores ¢ o
advento dos testes soroldgicos levaram ao desuso da técnica de leucometria nos
programas de controle da LBE (EVERMANN, 1992).

O linfossarcoma ¢ diagnosticado através da observacdao do quadro clinico-
patologico dos animais doentes e do exame histoldgico de amostras tumorais coletadas
durante a necropsia, ou ainda retiradas por bidpsia, em que se observa a proliferacao de
linfécitos atipicos infiltrados nos tecidos afetados. O diagndstico citologico por aspirado
de linfonodos periféricos com aumento de volume pode ser realizado, porém a
quantidade limitada de células e a baixa anaplasia dos linfocitos tumorais pode impedir
uma avaliag¢do definitiva (RADOSTITS et al., 2002; BARROS, 2007a).

As provas sorologicas sdo recomendadas para detec¢do de animais portadores e
fundamentais nos programas de controle e erradicacdo da LBE (EVERMANN, 1992). A
maioria dos testes detectam anticorpos contra as glicoproteinas gp51 e gp30 do
envelope, ou a proteina p24 presente no capsideo viral do VLB (TYLER, 1978; REED,
1981). Os testes sorologicos mais utilizados sdo o teste de imunodifusdo em gel de agar
(IDGA), radioimunoensaio (RIE) e de ensaio imunoenzimatico (ELISA) (LEUZZI
JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001).

O teste de IDGA ¢ o método que se baseia na deteccdo de anticorpos contra
proteinas e glicoproteinas virais presentes no soro. O principio do teste estd na atracao
entre antigeno e anticorpo que migram através do agar e ao se encontrarem forma uma
linha de precipitacio (REED, 1981). Devido ao seu baixo custo, praticidade e
especificidade, essa técnica tem sido utilizada pela maioria dos governos como teste
oficial para certificacdo e controle do transito internacional de bovinos (RADOSTITS et
al., 2002; OIE, 2008). Resultados falsos negativos ao teste de IDGA podem ocorrer em
animais recém-infectados que ainda nao produziram niveis detectaveis de anticorpos ou
ainda em fémeas nos periodos proximo ao parto ou colostral, em que ha mobilizacao de
anticorpos para o colostro. J& resultados falso-positivos ocorrem em bovinos com
menos de sete meses devido a imunidade passiva adquirida pela ingestdo do colostro de
fémeas infectadas. Para evitar resultados falsos, o teste de IDGA ndo é utilizado em
bovinos com menos de trés meses € em fémeas no periodo de periparto e se preconiza
que bovinos com resultados negativos sejam testados novamente apods trés meses

(TYLER, 1978; BRAGA et al., 1998).
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O teste de RIE e ELISA apresenta maior sensibilidade que o teste de IDGA e
podem ser utilizados em amostras de soro e leite. O teste do leite ¢ um método utilizado
em programas iniciais de erradicagdo, pois € pratico em estudos epidemioldgicos em
grande escala. O Unico agrave ¢ que os demais animais que nao estiverem em lactagao
devem ser testados individualmente para atestar a propriedade como livre do VLB
(RADOSTITS et al., 2002) .

Entre os testes de diagnostico de detecg¢ao do antigeno esta o isolamento viral e a
microscopia eletronica, que pode ser realizada em particulas do VLB obtidas por
cultivos celulares (WERLING; MULLER-DOBLIES; LANGHANS, 2004). O VLB
tem demonstrado induzir a formagao de sincicio em algumas linhagens celulares, devido
a habilidade da glicoproteina gp51, encontrada no envelope viral, em induzir a fusdo
celular. Esta técnica por ser laboriosa e demorada ¢ mais utilizada para estudos do virus
e tem maior importancia na identificacdo de animais jovens que se infectam pela
transmissao vertical, ja& que ao contrario dos testes sorologicos, nao sofre interferéncia
dos anticorpos colostrais (LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a reacdo em cadeia da polimerase in
situ sdo técnicas sensiveis e especificas utilizadas para diagndstico direto do VLB
(RADOSTITS et al., 2002; DUNCAN; SCARRATT; BUEHRING, 2005) . A técnica de
PCR identifica o DNA pro-viral do VLB e pode ser ttil para o diagndstico em animais
jovens, ja que ndo sofre interferéncia de anticorpos colostrais (LEUZZI JUNIOR;

ALFIERI; ALFIERI, 2001).

2.9. Diagnéstico Diferencial

As manifestagdes clinicas do linfossarcoma multicéntrico dos adultos variam
conforme o 6rgdo envolvido. Devido as diversas apresentacdes clinicas, varias doengas
sdo citadas como diagnostico diferencial da leucose bovina (RADOSTITS et al., 2002).

Bovinos adultos que apresentam perda de peso e aumento dos linfonodos
periféricos podem também ser observados em doengas como a tuberculose e
actinobacilose (WERLING; MULLER-DOBLIES; LANGHANS, 2004). Quando n#o

ha o envolvimento de linfonodos superficiais, a forma entérica da doenca pode ser



29

confundida com outras enfermidades que ocasionam diarreia como a paratuberculose
(RADOSTITS et al., 2002).

No caso de animais com comprometimento cardiaco, pela infiltragdo tumoral,
pode ser observado quadro de insuficiéncia cardiaca congestiva, que também ocorre em
casos de reticulo-pericardite traumatica, endocardite, intoxicagdo cronica por
antibidticos iondforos e plantas cardiotoxicas como Atlelia glazioviana e Tetrapterys
spp. Nos casos de inflamacdo cardiaca hd quadro de toxemia, febre e neutrofilia e as
intoxicagdes devem ser diferenciadas com base nos achados epidemioldgicos
(RADOSTITS et al., 2002; BARROS, 2007a).

O diagnostico diferencial da forma neuroldgica da LBE, caracterizada por
incoordenagdo e paresia progressiva dos membros locomotores, incluem a forma
paralitica da raiva, botulismo, intoxica¢ao por antibioticos iondforos, intoxicagdo
subaguda e cronica por organofosforados, intoxicacdo pela ingestdo de Senna
occidentalis e abscessos € tumores que possam levar a compressao da medula espinhal
(RIET-CORREA; SCHILD; FERNANDES, 1998; BARROS, 2007b; BARROS;
DRIEMEIER, 2007; RIET-CORREA; MENDEZ, 2007).

Para diferenciar a LBE dos quadros de leucose bovina esporadica deve-se levar
em consideragdo a idade do animal, a frequéncia de ocorréncia dentro do rebanho, os
orgaos acometidos e se 0 VLB est4 ou ndo envolvido (THURMOND, 2006; DUNCAN;
SCARRATT; BUEHRING, 2005).

2.10. Controle e prevencao

Nao héa tratamento ou métodos de imunizagdo eficazes disponiveis
comercialmente para controle da LBE (BRAGA et al. 1998). Estudos continuam sendo
realizados com intuito de produzir uma vacina eficaz para proteger bovinos de se
infectarem pelo VLB ou ainda de desenvolverem LP ou linfossarcoma. O ideal ¢ que
essa vacina ndo seja infecciosa e que ndo interfira nos testes sorologicos (LEUZZI
JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001; RADOSTITS et al., 2002).

Como nao ha uma vacina ou método de tratamento efetivo, as principais

medidas em relacdo a infeccdo pelo VLB estdo voltadas para métodos de prevencao,
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controle e erradicagdo. A escolha de programas de controle ou mesmo de erradicacao da
doenca em um rebanho ou pais ird depender da prevaléncia da infeccdo e do valor dos
animais infectados. Os procedimentos para controle da infeccdo em um rebanho devem
ser economicamente viaveis e adequados para a realidade do rebanho (BRAGA et al.,
1998; RADOSTITS et al., 2002).

A primeira medida para um programa de controle ¢ identificagdo dos animais
positivos através de testes diagnosticos adequados. Os testes mais comumente utilizados
por programas de erradicagdo sao os soroldgicos, principalmente o IDGA e o ELISA, e
deve ser levado em consideragdo as limitagdes desses testes, principalmente em relagao
a animais falso-negativos (BRAGA et al.,, 1998; LEUZZI JUNIOR; ALFIERI;
ALFIERI, 2001).

ApoOs a identificagdo dos animais positivos, para programas de erradicagdo, a
unica medida efetiva € o abate dos bovinos infectados pelo VLB. Se realizada com base
em teste soroldgicos, estes deverdao ser repetidos no rebanho com intuito de identificar
animais que estdo soroconvertendo. O teste de PCR deverd ser realizado em bovinos
jovens e em casos de resultados duvidosos na sorologia. Os testes sdo repetidos até que
o rebanho tenha resultado negativo. O rebanho s6 ¢ considerado livre quando houver
resultado negativo em dois testes diagndsticos para detecgao da LBV, durante dois anos
consecutivos, levando em consideracdo ainda as recomendagdes a respeito da
introducdo de novos animais e em relagdo a aquisi¢ao de sémens, évulos e embrides
(BRAGA et al., 1998; RADOSTITS et al., 2002; OIE, 2010).

Em rebanhos em que a prevaléncia for alta e o descarte de animais
economicamente inviavel, o controle da LBE pode ser feito através da segregacdo do
rebanho em dois lotes: soropositivos e soronegativos. Esses animais seriam mantidos e
manejados separadamente. Bezerros nascidos de fémeas positivas seriam removidos
imediatamente apds o nascimento, mantidos isolados e receberiam colostro de fémeas
sabidamente negativas para VLB. Apoés seis meses de idade, esses animais seriam
testados e descartados caso fossem positivos. Com o tempo seria realizada a eliminag¢ao
dos animais infectados e a reposicao por bovinos soronegativos (BRAGA et al., 1998;
LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001).

Medidas de controle que impega a veiculagdo de linfocitos contaminados,

ocasionada por transmissdo iatrogénica, por fomites ou vetores, devem ser adotadas
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para reduzir a infeccdo dentro do rebanho. A aquisi¢do de animais sabidamente
negativos para o VLB ¢ outra medida fundamental para prevencao e controle da doenga

(DIGIACOMO, 1992a; FLORES et al., 1992).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Procedimentos gerais

Estudaram-se os casos de necropsias em bovinos realizadas pelo Setor de
Patologia Veterindria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS)
com diagnostico de leucose bovina enzodtica (LBE) entre o periodo de janeiro de 1999
a janeiro de 2011. O estudo foi dividido em duas partes, um estudo retrospectivo com
levantamento de dados de arquivo do SPV-UFRGS de janeiro de 1999 a dezembro de
2008 e um estudo prospectivo com acompanhamento de novos casos de necropsia de
bovinos com linfossarcoma. O estudo retrospectivo foi realizado através da analise de
dados epidemioldgicos, historico, sinais clinicos e achados de necropsia e histologia
contidos nos livros de registro ¢ nos laudos de necropsia do periodo. O estudo
prospectivo ocorreu entre janeiro de 2009 a janeiro de 2011 e foram acompanhados os
casos de necropsias de bovinos realizados pelo SPV-UFRGS, obtendo-se os dados
epidemiologicos, sinais clinicos e lesdes de necropsia e histologia.

Os bovinos, pertencentes a diferentes municipios do Estado do Rio Grande do
Sul, morreram de forma natural ou foram eutanasiados. As necropsias foram realizadas
bovinos enfermos ou mortos em visitas as propriedades ou quando estes eram
encaminhados para necropsia no SPV-UFRGS. Tanto no estudo retrospectivo como no
prospectivo, os dados referentes a epidemiologia, histérico e sinais clinicos
apresentados pelos bovinos foram obtidos junto a proprietarios e veterindrios
responsaveis pelos animais necropsiados. Sempre que possivel o quadro clinico foi
acompanhado por membros da equipe do SPV-UFRGS durante visitas as propriedades

ou quando estes eram encaminhados ainda vivos para o setor.

3.2 Necropsia e analises histologicas

Durante a necropsia, os achados macroscopicos foram identificados e anotados,

e apds os fragmentos de diversos 6rgaos foram coletados em solu¢do de formalina a
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10%. Depois de fixadas, as amostras coletadas foram desidratadas em concentra¢des
crescentes de alcool etilico, diafanizadas em xilol e embebidas em parafina para
confec¢do de laminas histoldgicas que foram coradas pela técnica de hematoxilina e
eosina (HE) e posteriormente analisadas em microscopio optico. A classificagao das
células neoplésicas foram realizadas com base na descricdo de Valli et al. (1981) com
modificac¢des. Os linfocitos neoplédsicos foram avaliados subjetivamente de acordo com
padrdo histolégico em difuso ou folicular e a morfologia da célula em relacdo ao
tamanho e caracteristicas nucleares. Com relagdo ao tamanho, os linfocitos foram
classificados em linfomas de células pequenas ou grandes e em funcdo das
caracteristicas nucleares foram divididas em clivadas, quando apresentavam nucleo
evidente, com cromatina dispersa e nucléolos proeminentes, ¢ ndo clivada, quando o

nucleo apresentava cromatina condensada.
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4. RESULTADOS

4.1. Dados Gerais

No periodo entre janeiro de 1999 a janeiro de 2011, foi realizado um total de
845 necropsias de bovinos no Setor de Patologia Veterinaria da UFRGS (SPV-UFRGS).
Deste total em 30 casos (3,55%) estabeleceu-se o diagndstico de leucose bovina
enzodtica com base no historico e nos achados clinicos e patologicos. Sendo que 23
casos compuseram o estudo retrospectivo e sete foram acompanhados nos anos de 2009
a 2011, as distribui¢des dos casos de leucose enzootica bovina em relacao aos anos de

ocorréncia estdo representadas na Figura 1.
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Figura 1 - Distribuicdo do numero de casos de Leucose Bovina Enzootica
diagnosticados por ano no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) no periodo entre janeiro de 1999
a janeiro de 2011.

Todos os bovinos necropsiados eram fémeas de aptidao leiteira, com idade entre

tr€s e nove anos. Dos bovinos necropsiados, 22 tiveram a idade informada e oito
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bovinos nao tiveram as idades apuradas sendo consideradas vacas adultas. Dos bovinos
com idade informada, 36,4% tinham cinco anos (8/22) e 18,2% apresentavam seis ou
sete anos (4/22), todas as idades dos animais afetados estdo detalhadas na Figura 2. Em
relacdo a raca, 27 animais eram da raca Holandes (90,0%), dois eram cruzamentos entre

racas e foram consideradas mistas (6,7%) e uma era da raga Jersey (3,3%).

a5y 45% 4,5%
(1/22)

M3 anos
B 4 anos
m 5 anos
W6 anos
B 7 anos
m 8 anos

® 9 anos

Figura 2 - Distribui¢do percentual da faixa etaria dos 22 bovinos com idade
informada, diagnosticados com Leucose Bovina Enzootica no Setor de
Patologia Veterindria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-
UFRGS) no periodo entre janeiro de 1999 a janeiro de 2011.

4.2. Sinais clinicos

Dentre os sinais clinicos relatados pelos veterinarios e proprietarios ou ainda
observados pela equipe do SPV-UFRGS os de maior ocorréncia foram as alteragdes
locomotoras em 60,0% (18/30), perda de peso em 56,7% (17/30), aumento dos
linfonodos superficiais em 53,3% (16/30) e exoftalmia unilateral ou bilateral em 26,7%
(8/30). Outros sinais ocasionais como dispneia (Bovino 1 e 16), multiplas pequenas
nodulagdes na pele (Bovinos 1 e 20) e incontinéncia urinaria (Bovino 6) também foram

observados. Dos bovinos necropsiados no periodo, cinco (16,7%) foram encontrados
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mortos sem apresentar alteragdes clinicas prévias. A frequéncia de sinais clinicos

apresentados pelos animais ¢ descrita detalhadamente na Tabela 1.

Tabela 1 — Frequéncia dos sinais clinicos observados em 30 bovinos com Leucose
Bovina Enzodtica diagnosticada no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, no periodo de janeiro de 1999 a janeiro de 2011.

Sinais Clinicos Porcentagem (%)
Alteracdes locomotoras 60,0

Perda de condigado corporal 56,7
Aumento de linfonodos superficiais 53,3
Exoftalmia 26,7

Sem sinais prévios 16,7
Dificuldade respiratoria 6,7
Nodulos de pele 6,7
Incontinéncia urinaria 3,3

A perda da condi¢do corporea se iniciavam duas semanas a quatro meses antes
da morte dos bovinos e era uma das primeiras manifestagdes observadas. Em apenas um
bovino o proprietario relatou anorexia (Bovino 29). Em 53,3% dos casos um ou mais
linfonodos superficiais apresentavam-se aumentados de volume como nodulos firmes e
indolores, por vezes flutuantes no tecido subcutaneo (Figura 3). Protrusdao do globo
ocular (Figura 4) foi visualizada em oito animais, sendo que destes dois apresentaram
exoftalmia bilateral. Esses animais ocasionalmente tinham perda da visdo e em

consequéncia disso, lacera¢do da cornea por traumas.
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Figura 3 - Bovino 2, fémea, Jersey, seis anos, com linfossarcoma
multicéntrico. Nota-se aumento do volume do linfonodo pré-escapular
esquerdo.

Figura 4 - Bovino 27, fémea, Holandés, cinco anos, com linfossarcoma
multicéntrico. Observa-se exoftalmia do olho direito. O olho esquerdo
apresentou protrusao anteriormente e foi enucleado.

Durante as avaliagdes clinicas as alteracdes locomotoras foram os sinais clinicos

mais frequentemente observados nos bovinos. Estas alteracdes foram classificadas em



38

alteragdes locomotoras leves quando os animais apresentavam alteragao na marcha e/ou
relutdncia em se locomover (3/18). Alteragdes locomotoras moderadas quando os
animais permaneciam longos periodos em decubito, mas quando auxiliados ainda
conseguiam permanecer em estagdo por curtos periodos e/ou se locomover por curtas
distancias (10/18), e alteragdes locomotoras graves quando os animais apresentavam-se
em decubito esternal ou decubito lateral permanente (5/18). A maioria dos bovinos
(16/18) apresentava dificuldade locomotora envolvendo os membros pélvicos, e dois
bovinos manifestaram dificuldade locomotora envolvendo apenas os membros
toracicos.

Naqueles bovinos que se acompanhou a evolugdo clinica ou em que o histdrico
clinico foi mais bem detalhado, os sinais clinicos locomotores apresentaram-se de forma
progressiva e semelhante. Inicialmente os bovinos permaneciam em estacdo ou em
decubito esternal por longos periodos e ao serem estimulados relutavam em
movimentar. Durante a locomog¢do observava-se ataxia, postura andémala com dorso
arqueado (Figura 5A) e algumas vezes com arrastar das pontas do casco. Posteriormente
permanecia a maior parte do tempo em decubito esternal, € somente quando auxiliados
conseguiam se levantar, (Figura 5B) caminhando apoiando-se principalmente sobre os
membros toracicos e arrastando os membros pélvicos, frequentemente com apoio sobre
os boletos (Figura 5C), por vezes com quedas frequentes e dificuldade de voltar a
estacdo. Com a evolucdo do quadro clinico, o decubito esternal tornava-se permanente
(Figura 5D), porém os animais permaneciam alerta até proximo a morte, € somente na
fase terminal entravam em decubito lateral. Nos bovinos testados, a sensibilidade
cutdnea estava diminuida ou ausente nas porg¢des posteriores principalmente na regido
lombar e sacral. Nos animais com alteragdes locomotoras dos membros toracicos o
quadro clinico também foi caracterizado por paresia motora progressiva dos membros

toracicos.
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Figura 5 - Bovinos com alteragdes locomotoras devido a compressdo da
medula espinhal por linfossarcoma. (A) Bovino 20, demonstrando dorso
arqueado, cauda erguida e membros pélvicos e toracicos afastados tentando
manter-se em estacdo. (B) Bovino 14, caminhando com membros pélvicos
parcialmente flexionados, apoiando-se sobre membros toracicos e arrastando
as pingas no solo. (C) Bovino 20, com paresia do posterior e dificuldade de
voltar a estagdo apos queda com membros pélvicos abertos e apoiando-se
sobre boletos. (D) Bovino 10, encontrado em decubito esternal, porém sem
conseguir se levantar mesmo quando auxiliado.

Segundo o histérico clinico, quatro bovinos iniciaram os sinais clinicos durante
a gestacao (Bovino 13, 15, 21 e 27), trés levaram a gestacdo a termo ha menos de dois
meses antes da necropsia (Bovino 23, 28 e 29) e o Bovino 25 apresentava dificuldade

para emprenhar.

4.3. Resultados Macroscopicos

Durante a necropsia foram observadas infiltragdes de massas tumorais de
tamanhos que variavam entre menos de 1 cm até mais de 50 cm de diametro, com
coloragdo branca, amarelada ou acinzentanda, na forma de uma ou multiplas areas de

consisténcia firme ou fridvel e muitas vezes com centro necrético e/ou hemorragico.
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Essas tumoragdes eram observadas com distribuicdo focal, multifocal ou
ocasionalmente se coalesciam formando grandes massas principalmente nos linfonodos
mesentéricos e mediastinicos e nas serosas dos 6rgdos da cavidade abdominal. Diversos
orgdos apresentaram infiltragdo tumoral com intensidades variadas. A distribui¢do da
frequéncia dos orgaos afetados pelo linfossarcoma e o grau de infiltragdo em relagao aos

principais orgdos e sistemas podem ser observadas nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2 - Frequéncia dos orgaos afetados por infiltragdes tumorais compativeis com
linfossarcoma em 30 bovinos com Leucose Bovina Enzooética diagnosticados no Setor
de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no periodo de
janeiro de 1999 a janeiro de 2011.

()rgﬁos afetados Porcentagem (%)
Linfonodos 100,0
Coragao 80,0
Medula espinhal 80,0
Abomaso 76,7
Intestinos 63,3
Rins 56,7
Utero e/ou cornos uterinos 433
Olho 26,7
Omaso 16,7
Rumen e reticulo 16,7
Musculatura esquelética 16,7
Bexiga 6,7
Pele 6,7

Glandula mamaria 33




Tabela 3 - Principais 6rgaos e sistemas afetados e grau de infiltracdo pelo linfossarcoma observados durante a necropsia de 30 bovinos
com Leucose Bovina Enzodtica diagnosticados no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no
periodo de janeiro de 1999 a janeiro de 2011.

Bovino  Linfonodos Sistema Cardiaco Sistema Digestivo  Sistema Genital Sistema Urinario Sistema Nervoso ei\(/][::lc é:ili(c)o Pele Tecido periocular
1 ++ - ++ - ++ + - + -
2 ++ ++ ++ ++ ++ - - - -
3 + ++ +++ + - ++ - - +
4 +++ + +++ ++ +++ - - - -
5 + + + + ++ + - - -
6 ++ ++ ++ - - + - - -
7 ++ ++ +++ - ++ + - - +
8 ++ +++ - - - + - - -
9 ++ ++ +++ - - ++ - - -
10 ++ + - - + + + - +
11 + - + - - - - - -
12 + +++ - - - ++ - - -
13 + +++ +++ - ++ +++ - - ++
14 + - +++ - - ++ - - +
15 + +++ ++ - + ++ + - -
16 ++ ++ +++ - - + - - -
17 ++ - - ++ ++ ++ - - -
18 ++ +++ +++ - - + + - -
19 +++ ++ ++ + + ++ - - -

20 ++ ++ +++ + ++ -+ - + -
21 + - ++ ++ - - - - -
22 ++ ++ ++ + + + - - -
23 ++ ++ +++ - - - - - -
24 ++ +++ +++ ++ ++ + + - +
25 ++ - +++ ++ ++ + - - -
26 ++ ++ ++ - +++ + - - -
27 +++ +++ + +++ +++ ++ ++ - ++
28 +++ + +++ - - - - - -
29 + +++ + - - + - - -
30 + +++ +++ +++ -+ ++ - - +

+ ~ 7 ~
(Les@o focal ou afetando apenas um 6rgao).
++ ~ . 7 ~ ~ . 7 ~
(Lesao focal / multifocal em apenas um 6rgéo ou lesdo focal em mais de um 6rgéo).
+++ ~ . . 7 ~ A . ~
(Lesdo difusa acentuada em um ou mais 6rgaos). - (Auséncia de lesdo).
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O achado mais consistente durante as necropsias foi o aumento de volume dos
linfonodos, observado em todos os bovinos. Ao corte dos linfonodos evidenciou-se
massa tumoral protuberante, de coloracdo cinza ou branco-amarelada e consisténcia
firme a fridvel. Em casos avancados, essas massas preenchiam toda a superficie de corte

dando aspecto homogéneo ao 6rgdo, com perda da distingdo entre o cortéx e a medula

(Figura 6).

Figura 6 — Bovino 17, linfonodo mesentérico com linfossarcoma.
Superficie de corte apresentando massa rosea e protuberante sem
distin¢do entre a cortical e medular.

O coragao apresentou infiltracdo tumoral em 80,0% dos casos (24/30). As lesdes
cardiacas eram caracterizadas por areas palidas no parénquima ou ainda por nodulagdes
esbranquicadas e salientes, que em alguns casos se coalesciam formando grandes
massas na superficie do epicardio ou endocardio das camaras cardiacas (Figura 7). Em
12 bovinos foram observadas infiltragdes tumorais no atrio direito, podendo ser
observadas associadas a infiltragdes de outras dreas da musculatura cardiaca ou apenas
no atrio direito (Figura 8). Em quatro bovinos as massas foram notadas se infiltrando no

saco pericardico.
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Figura 7 — Linfossarcoma no cora¢do de bovino. (A) Bovino 20. Ventriculo esquerdo
apresentando area esbranquicada focalmente extensa no miocardio. (B) Bovino 29.
Observa-se massa neoplasica branco-amarelada difusa no endocérdio do atrio e
ventriculo direito.

Figura 8 — Bovino 27, coracdo com linfossarcoma. Atrio direito
apresentando infiltragdo tumoral de coloragao branco-amarelada
com superficie irregular e multiplas areas hemorragia.

Na abertura do canal vertebral massas irregulares amarelo-esbranqui¢adas ou
roseas foram observadas no espago epidural circundando a meninge e nervos periféricos

da medula espinhal de 24 bovinos (80,0%). Essas massas estavam associadas ao tecido
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adiposo do canal vertebral, sendo muitas vezes dificil a diferenciacdo no momento da
necropsia. As massas eram melhor observadas ap6s a fixagcdo do tecido em solugdo de
formalina a 10%, quando o tecido adiposo apresentava uma coloragdo mais palida do
que as massas tumorais. Ao corte da medula espinhal, nas regides com invasao tumoral,
visualizou-se a infiltragdo estava apenas sobre a meninge, ocupando o espaco epidural
da regido, e ndo infiltrada na medula espinhal, o que levava a uma lesdo compressiva do
tecido nervoso adjacente. Foram observadas infiltragdes neoplésicas no espago peridural
das por¢des cervical, toracica, lombar e cauda equina da medula espinhal (Figura 9).
Quando localizadas na regido epidural cervical as massas encontravam-se sempre
proximas a intumescéncia cervical. A regido epidural lombar foi a que apresentou
massas tumorais em 83,3% (20/24) dos casos com infiltragdona meninge da medula
espinhal, sendo a mais afetada, seja por massas Unicas ou ainda quando havia infiltragao
em duas ou mais por¢des do espaco peridural da medula espinhal. A regido da cauda
equina também foi constantemente afetada, em 45,8% dos casos (11/24) e nesses casos
as massas neopldsicas eram observadas envolvendo a saida e ramos dos nervos
espinhais. A epidural das regides cervical e toracica da medula espinhal apresentaram
menor grau de infiltracdo pelo linfossarcoma, com 25,0% (6/24) e 8,3% (2/24) dos
casos, respectivamente. No Bovino 5 havia infiltracdo espago peridural da medula
espinhal porém a regido ndo foi especificada. Durante o exame do Bovino 28, que
apresentou sinais de alteragdes locomotoras, ndo foi observado infiltragdes epidurais da
medula espinhal. A distribui¢ao das lesdes na epidural das regides da medula espinhal
nos bovinos com invasao tumoral esta descrita na Tabela 4, assim como a intensidadese

das alteragdes clinicas locomotoras apresentadas por estes animais.
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Tabela 4 - Intensidade das altera¢des clinicas locomotoras e da regido epidural da
medula espinhal com infiltracdo pelo linfossarcoma, observadas durante a necropsia dos
bovinos com Leucose Bovina Enzodtica diagnosticada no Setor de Patologia Veterinaria
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no periodo entre janeiro de 1999 a

janeiro de 2011.
Bovino Sinal Locomotor Regido da Medula espinhal afetada
1 + Lombar
3 4+ Lombar e cauda equina
5 - Medula espinhal
6 ++ Lombar
7 ++ Lombar
8 - Lombar
9 + Lombar e cauda equina
10 e Cervical
12 ++ Lombar e cauda equina
13 ++ Cervical, lombar e cauda equina
14 + Lombar e cauda equina
15 ++T Cervical, toracica, lombar e cauda equina
16 +++ Lombar e cauda equina
17 ++ Lombar e cauda equina
18 +++ Cauda equina
19 - Lombar e cauda equina
20 +++ Cervical, toracica e lombar
22 - Lombar
24 4+ Cervical
25 ++ Lombar
26 - Lombar
27 - Cervical e lombar
28 ++ -
29 - Lombar
30 ++ Lombar e cauda equina

- (Sem alteracgdes). + (Alteragcdes locomotoras leves).++ (Alteracdes locomotoras moderadas).
+++ (Alteragdes locomotoras acentuadas). T (alteracdes locomotoras nos membros toracicos).
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Figura 9 — Medula espinhal de bovino com infiltragdo de linfossarcoma. (A) Bovino
14. Massa branco-amarelada no canal vertebral comprimindo a medula espinhal. (B)
Bovino 14. Medula lombar e cauda equina com massas amareladas sobre a meninge.
(C) Bovino 10. Massas tumorais de coloragdo branco-amareladas, aderidas a meninge,
comprimindo a medula espinhal na regido cervical. (D) Bovino 14. Superficie de corte
da regido lombar da medula espinhal, evidenciando a massa neoplésica rosea sobre a
meninge comprimindo a medula.

O abomaso de 23 bovinos (76,7%) apresentava nddulos branco-amarelados
solitarios (Figura 10) ou multiplos, de diversos tamanhos, que frequentemente invadiam
todas as camadas do abomaso. Em alguns casos a parede do 6rgdo estava espessa e na
superficie de corte eram observadas massas brancacentas abaixo da camada mucosa. A
mucosa abomasal normalmente estava avermelhada ou com focos de hemorragia, e em
10 casos foram descritas ulceracdes associadas as massas tumorais (Figura 11). No
ramen/reticulo e omaso, de cinco bovinos (16,7%), foram visualizadas infiltragdes

semelhantes as do abomaso, porém sem ulceragdes da mucosa.
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Figura 10 — Bovino 14. Abomaso com linfossarcoma. Superficie de
corte de nddulo esbranquigcado abaixo da mucosa abomasal.

Figura 11 — Bovino 24. Linfossarcoma no abomaso. Observam-se areas de
ulceragao associadas a massas tumorais esbranquicadas abaixo da mucosa
(setas).
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No intestino delgado e grosso dos bovinos analisados, em 63,3% dos casos
(19/30) foram observados multiplos ndédulos, normalmente com formato arredondado,
infiltrados na parede intestinal. Essas nodulagdes tinham relagdo principalmente com a
serosa intestinal, mas também foram encontradas na superficie mucosa (Figura 12).
Evidenciagdes de placas de Peyer, infiltragdes tumorais na pleura, mesentério e omento

também foram observadas durante a necropsia dos bovinos com linfossarcoma.
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Figura 12 - Bovino. Intestino delgado com infiltracao de linfossarcoma. (A) Observam-
se multiplos nddulos branco-amarelados salientes distribuidos no omento e na serosa
intestinal do Bovino 27. (B) Bovino 24. Segmento do jejuno com nddulos amarelados
distribuidos aleatoriamente na serosa intestinal medindo de 1,0 a 5,0 cm de didmetro.
(C) Superficie de corte de nddulo no intestino delgado do Bovino 24, em que ha
infiltragdo tumoral delimitada a serosa intestinal. (D) Bovino 24. Em outro fragmento
do intestino delgado o noédulo foi observado sobre a mucosa intestinal.

O tnico caso que se observou compressao intestinal foi no Bovino 4, em que
uma massa tumoral aderida a cavidade pélvica, de aproximadamente 30 cm de didmetro,
estava comprimindo o reto e aparelho génito-urinario, sendo também notada replegdo

acentuada da bexiga.
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Lesdes renais foram encontradas em 56,7% dos bovinos necropsiados (17/30) e
apresentaram-se de trés formas distintas: como areas palidas difusas no parénquima
(Figura 13 A), como multiplos nddulos salientes e esbranquigados difusos na superficie
capsular, cortical ¢ medular (Figura 13 B) ou ainda como massas esbranquicadas na
pelve renal (Figura 13 C e D). Essas trés formas foram vistas individualmente ou
associadas, e em diferentes graus de infiltragdo. Quando presentes na pelve renal o
tumor estava entremeado ao tecido adiposo dessa regido, e em trés animais (Bovinos 7,
26 e 27) se estendia em direcdo ao ureter adjacente, ocasionando compressdo do ureter,
uronefrose e dilatacdo da pelve renal. As massas tumorais também foram observadas
circundando os rins sob a capsula renal. Dois bovinos (6,7%) apresentaram infiltracdes

transmurais na bexiga.

Figura 13 — Rim de bovino com linfossarcoma. (A) Bovino 2. O rim est4 difusamente
palido, aumentado de volume e com areas deprimidas e avermelhadas (areas de infarto).
(B) Rim do Bovino 30 apresentando aumentado de volume, com multiplos ndédulos
salientes e branco-amarelados distribuidos sobre a superficie capsular. (C) Bovino 13.
Observa-se massa tumoral amarelada com areas avermelhadas e dilatacao leve na regiao
da pelve renal. (D) Imagem aproximada da figura 11C, evidenciando a massa tumoral
na pelve renal.
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Em 13 bovinos (43,3%) havia massas tumorais no corpo do Utero e/ou nos
cornos uterinos (Figura 14). Os tumores eram vistos na mucosa ou entremeados a
parede uterina ocasionando espessamento da parede do 6rgdo. Nos quatro bovinos que
estavam gestantes, os fetos ainda estavam viaveis. Nos Bovinos 25, em que foi relatada
dificuldade de emprenhar, ¢ nos Bovinos 24 ¢ 30 havia um nodulo tumoral na parede
cervical que ocluia a luz. Na superficie de corte da glandula mamaria do Bovino 30
havia areas multifocais de coloragdo esbranquicadas no parénquima, com saliéncia

discreta.
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Figura 14 — Bovino 24. Utero. No colo uterino h4 uma massa com 7,0 cm
de diametro ocluindo o canal da cérvix. Ao corte essa massa apresenta
coloragdo amarelo palida com areas centrais amareladas e esbranquicadas.

Em 26,7% dos bovinos (8/30), ao se retirar o globo ocular com exoftalmia foi
observado a ocorréncia de massa irregular, multilobular, amarelada e firme na regido
retrobulbar envolvendo o nervo optico e os musculos extrinsecos do olho em 26,7%

(8/30) dos bovinos (Figura 15).
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Figura 15 — Bovino 14, olho. Superficie de corte evidenciando massa
tumoral esbranquicada comprimindo o globo ocular direito. Ao se comparar
com o olho esquerdo com estruturas anatomicas perioculares intactas, nota-
se que a massa neoplasica infiltra e obscurece tecidos oftdlmicos.

Infiltracdes de massas tumorais também foram encontradas com menor
frequéncia no musculo esquelético (5/30) e na pele (2/30). No musculo esquelético as
massas neoplasicas foram vistas entremeando as fibras musculares ou formando
nodulagdes, principalmente na musculatura dos membros pélvicos (Figura 16), na
musculatura abdominal e no diafragma. Na pele, as nodulagdes eram pequenas, com
aproximadamente 1 cm de didmetro, distribuidas de forma difusa e sua superficie de

corte era semelhante a dos linfonodos.
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Figura 16 — Musculatura esquelética do Bovino 20 com infiltracdo por linfossarcoma.
Fragmento do quadriceps apresentando nodulagdes multifocais amareladas com 0,5 a
2,0 cm de diametro.

Macroscopicamente ndo foram visualizadas infiltragdes de massas tumorais no
figado, bago e pulmado. No entanto o figado dos Bovinos 8 e 22 estava aumentado de
volume, com bordos arredondados e ao corte o padrao lobular estava evidenciado com
areas centrais avermelhadas circundadas por areas amareladas (figado de noz-moscada).
O Bovino 22 apresentou ascite ¢ edema de mesentério. Nodulagdes multifocais a
coalescentes com dareas centrais amareladas de aspecto caseoso € com conteudo
mineralizado foram observadas nos linfonodos dos Bovinos 10 ¢ 14 ¢ no pulmao dos

Bovinos 10 € 29.
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4.4. Resultados Microscopicos

As lesdes tumorais em todos os bovinos foram semelhantes e consistiam de
infiltrado de células redondas a ovais, com citoplasma escasso, leve pleomorfismo
nuclear, por vezes arranjadas em corddes € com estroma escasso de tecido conjuntivo.
Todos os 0Orgdos que apresentavam massas tumorais macroscopicamente quando
observados na histologia tinham infiltracdo de linfocitos neoplasicos. Dos 30 bovinos

analisados, 28 puderam ser reavaliados quanto a morfologia e padrio das células

neoplasicas. Destes todos apresentaram padrao de infiltracao difuso (Figura 17 e 18).
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Figura 17 — Bovino 9, coragdo, linfossarcoma. Observa-se infiltrado
difuso de linfocitos neoplasicos arranjados em cordado, infiltrando-se
entre os cardiomidcitos, levando a atrofia e perda das células
cardiacas. Colora¢do de Hematoxilina-eosina, obj. 10.
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Figura 18 — Bovino 30, rim, linfossarcoma. Infiltrado de linfocitos
neoplasicos difuso no parénquima renal. Coloragdo de Hematoxilina-
eosina, obj. 10.

Em relacdo ao tamanho e apresentacdo nuclear da cromatina na célula 75,9%
foram classificados como compostos por maioria de células pequenas nao clivadas
(Figura 19) seguido de 17,2% de células grandes ndo clivadas. Os linfocitos pequenos e
grandes de células clivadas foram observados em apenas 3,4% dos linfossarcomas

analisados (Tabela 5).

Tabela 5 - Frequéncia da morfologia e tamanho dos linfocitos neoplasicos observados
em 28 casos de linfossarcoma bovino associados a leucose enzodtica.

Morfologia Porcentagem (%)
Pequeno e nao clivado 75,9
Grande nao clivado 17,2
Pequeno clivado 3,4

Grande clivado 3.4
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Figura 19 — Bovino 28, massa tumoral aderida a serosa do intestino
delgado, linfossarcoma. Infiltrado de linfécitos neoplasicos difuso de
células predominantemente pequenas e nicleo ndo clivado. Coloragao de
Hematoxilina-eosina, obj. 20.

Na medula espinhal as massas neoplasicas foram observadas sobre a dura-mater
associada ao tecido adiposo da regido (Figura 20) e envolvendo as raizes de nervos
(Figura 21). Essas massas quando muito extensas acabavam comprimindo a medula
espinhal adjacente. As lesdes na medula espinhal, quando presentes, corresponderam a
vacuolizacdo discreta da substancia branca, neurdnios em cromatodlise, edema

perineuronal e perivascular leve.



Figura 20 - Linfossarcoma, medula espinhal, Bovino 15. Imagem
submacroscopica da medula espinhal com massa tumoral limitada sobre a
meninge e envolvendo nervos.

Figura 21 - Raiz de nervo, linfossarcoma Bovino 3. Células linfociticas
neoplasicas ao redor da raiz de nervo. Coloragdo de Hematoxilina-eosina,
obj. 40.

56
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Mesmo ndo sendo visualizadas lesdes neopldsicas macroscopicas evidentes no
bago, figado e pulmao dos bovinos, na analise histologica havia infiltrado de linfocitos
neoplasicos nesses 6rgaos. No pulmao de quatro animais (Bovino 13, 19, 20 e 28) foram
observadas infiltracdes de células linfociticas anaplésicas no interior de vasos linfaticos,
nos septos interlobulares e no parénquima pulmonar.

No bago dos Bovinos 19 e 21 observou-se infiltrado multifocal leve de
linfécitos neoplasicos.

Os figados dos Bovinos 2, 13, 17, 19 e 30 apresentaram linfocitos neoplasicos
no interior de sinusoides (Figura 22), sendo que no Bovino 19 foram observadas areas

de infarto aleatorias associadas ao infiltrado linfocitico.

Figura 22 - Linfossarcoma, figado, Bovinol9. Infiltrado de linfocitos
neoplasicos no interior de sinusoides com necrose hepatocelular
centrolobular associada. Coloragdo de Hematoxilina-eosina, obj. 5.

Na pele dos Bovinos 1 e 20 havia infiltrado multifocal de linfocitos neoplésicos
na derme.
No figado dos Bovinos 8 e 22 as lesdes correspondiam a degeneragdo e necrose

centrolobular acentuada com éarea de hemorragia moderada associada.
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Nos linfonodos mesentéricos e mediastinicos, dos Bovinos 10 e 14, e no pulmao
dos Bovinos 10 e 29, os nddulos com contetido caseoso observados na necropsia
corresponderam a 4reas multifocais de necrose caseosa circundada por infiltrado
inflamatério de células mononucleares, epitelidides e células gigantes delimitadas por
area de proliferagdo de tecido conjuntivo fibroso compativel com granuloma de

tuberculose.
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5. DISCUSSAO

O diagnostico de linfossarcoma multicéntrico dos adultos nos bovinos
necropsiados no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (SPV-UFRGS), durante o periodo de janeiro de 1999 a janeiro de 2011, foi
estabelecido durante a necropsia através da macroscopia. Dados epidemiologicos, sinais
clinicos e as lesdes microscopicas observadas foram complementares e eram
semelhantes ao que se descreve em linfossarcomas ocasionados pelo VLB (FERRER,
1980; WERLING; MULLER-DOBLIES; LANGHANS, 2004; VALLI, 2007). Bovinos
com idade entre cinco e sete anos representaram a maioria dos animais que
desenvolveram a LBE (72,8%). A faixa etdria de animais que apresentaram sinais e
lesdes variou entre 3 e 9 anos, resultado condizente com o que descrevem outros autores
em que a ocorréncia da LBE ¢ em bovinos acima de dois anos, com maior incidéncia
entre quatro a oito anos (DIGIACOMO, 1992a ; BRAGA et al., 1998). Embora todos os
bovinos deste estudo sejam fémeas e 90,0% pertencente a raga Holandés, estudos
apontam que parece ndo haver uma predisposicdo por sexo ou raca (DIGIACOMO,
1992a). Esses dados sdo atribuidos a maior prevaléncia do virus em rebanhos leiteiros,
que no Rio Grande do Sul sdo formados principalmente por fémeas da raga Holandés.
Nesse estudo todos os animais eram provenientes de rebanhos leiteiros € a maior
ocorréncia da LBE nesses rebanhos ¢ atribuida a idade média mais alta do rebanho e ao
maior contato que esses animais t€ém durante o manejo em comparagao aos rebanhos de
corte (FLORES et al., 1992).

Sinais clinicos como paresia e paralisia de membros, aumento de volume de
linfonodos superficiais, perda de peso e exoftalmia observados nos animais deste
estudo, estao relatados entre os sinais predominantes da leucose bovina (REED, 1981).
Apesar da perda de peso relatada, apenas em um bovino o proprietario observou quadro
de anorexia. Nos demais casos a perda de condi¢do corpdrea pode ser atribuida a lesdes
em oOrgdos vitais, a dificuldade de locomog¢do dos animais, que eram criados em
sistemas semiextensivos ou ainda a causas desconhecidas (WERLING; MULLER-
DOBLIES; LANGHANS, 2004; BARROS, 2007a). As maultiplas lesdes de pele,
observada nos Bovinos 1 e¢ 20 e o aumento do volume de linfonodos superficiais

observados em 53,0% dos animais, estdo associadas a infiltragdes de linfocitos
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neopléasicos em nodos linfaticos e linfonodos, respectivamente (RADOSTITS et al.,
2002; VALLI, 2007).

Lesdes na regido sacral da medula espinhal causam incontinéncia urindria e
retencdo fecal (RIET-CORREA; RIET-CORREA; SCHILD, 2002), possivelmente o
quadro de incontinéncia urinaria observado no Bovino 6 deve ter sido ocasionado pela
compressao por massa tumoral infiltrada na regido lombar e sacral da medula espinhal.
Durante o quadro clinico verificou-se que sete vacas estavam gestantes ou recém-
paridas (23,3%). Este fato deve ser investigado como uma possivel causa desencadeante
ou agravante nos sinais clinicos e quadros de linfossarcoma em bovinos.

Se compararmos os sinais clinicos observados nos bovinos com os achados de
necropsia, podemos notar que os linfonodos de todos os bovinos estavam aumentados
de volume, enquanto que clinicamente, apenas pouco mais da metade (53,3%) dos
bovinos apresentavam os linfonodos palpaveis. Em um estudo no Canada, em que foi
observada a frequéncia de sinais clinicos em 1.100 casos de LBE, apontou que apenas
58,0% dos animais apresentaram linfoadenopatia externa (REED, 1981). Os linfonodos
aumentados de volume sdo significativos para a sugestdo diagndstica dos casos de
leucose, quando a necropsia. Porém quando associado a outros sinais, como o aumento
de volume periocular, podemos entdo chegar a um valor préximo a 70,0% ja no exame
clinico destes animais. Nos bovinos analisados, trés apresentaram lesdes sugestivas de
tuberculose. O risco de outras doencas infecciosas parece ser maior em rebanhos
infectados pelo VLB (RADOSTITS et al., 2002), porém a tuberculose ¢ uma doenga
frequente em bovinos de leite no estado do Rio Grande do Sul (RIET-CORREA;
GARCIA, 2007) e esse pode ser apenas um achado ndo correlacionado.

Em 16,7% dos casos, ndo foram relatados sinais clinicos prévios. Cursos
superagudos na leucose bovina sdo frequentemente atribuidos a ruptura de bago ou
ulcera abomasal com quadros de hemorragia e choque hipovolémico (RADOSTITS et
al., 2002) ou ainda a infiltragdo tumoral acentuada em 6rgdos vitais como o coragdo
(JACOBS; MESSICK, VALLI, 2002). Em nossos estudos dois bovinos apresentaram a
necropsia infiltragdes tumorais acentuadas na musculatura do coragdo, sugerindo a
morte por insuficiéncia cardiaca.

As alteragdes locomotoras representaram como o mais importante dos sinais

clinicos, sendo observadas em 18 bovinos com linfossarcoma (60,0% dos casos) no
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SPV-UFRGS neste periodo. Neste estudo, na necropsia, foram visualizadas massas
neoplésicas no espago epidural sobre a meninge da medula espinhal em 24 bovinos
(80,0% dos casos), sendo por vezes dificil diferenciar do tecido adiposo do canal
vertebral. Essas massas foram comumente encontradas no espaco epidural da regido
lombar (83,3%), frequentemente na cauda equina (45,8%) e ocasionalmente observadas
na regido cervical (25,0%) e regido toracica (8,3%). Em 12 animais, duas ou mais
por¢des da medula espinhal foram afetadas por massas infiltradas no canal medular, e
sempre nestes casos a medula lombar estava envolvida. A infiltragao pelo linfossarcoma
parece ter uma predilecdo pelos segmentos lombares e cauda equina (THURMOND,
2006). O linfossarcoma ¢ a principal causa neopldsica que cursa com compressdo da
medula espinhal em bovinos (THURMOND, 2006). Em um levantamento de tumores
compressivos afetando a medula espinhal de bovinos, a neoplasia mais observada foi o
linfossarcoma em 12 casos de 14 animais afetados. Nesse mesmo estudo a regido mais
afetada da medula espinhal foi a lombar. (REBHUN, 1984). Todos os animais que
apresentavam sinais clinicos locomotores, com excecdo do Bovino 28, tiveram a
comprovagdo de massas infiltradas no canal medular.

Em sete animais foram observado, durante a necropsia e histologia, que o tumor
se infiltrava na meninge ou ao redor de feixes nervosos da medula espinhal sem que se
notasse alteracdo locomotora. A incidéncia em bovinos da compressdo extradural da
medula espinhal por linfossarcoma ndo ¢ conhecida (DIVERS, 2004). Sendo assim ¢
importante verificar a medula espinhal sempre que ocorrerem alteragdes locomotoras
em bovinos, procurando alteragdes caracteristicas de LBE. A infiltracdo de linfocitos
neoplésicos no canal medular representou a segunda area mais frequente de ocorréncia,
inclusive sendo observada em bovinos que ainda ndo havia relato de alteracdes
locomotoras.

As lesoes histologicas na medula espinhal, proximo as infiltragdes de linfocitos
atipico no espago peridural, quando presentes, eram caracterizadas pela visualiza¢do de
neurdnios vermelhos, reduzidos de tamanho ou ainda pela vacuolizagdo discreta da
substancia branca da medula espinhal. A manifesta¢do de alteragdes locomotoras pode
ainda ser atribuida a compressdo de raizes de nervos medulares por infiltrado acentuado

de linfocitos neoplasicos. Segundo Rebhun e colaboradores (1984) em doze casos de
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linfossarcomas bovino a lesdo na medula espinhal correspondeu a varios graus de
degeneracdo nas areas com ou sem infiltragdes tumorais macroscopicas na medula.

Dos bovinos com lesdes cardiacas, 50,0% apresentaram infiltragdo no atrio
direito, achado comum em bovinos adultos com linfossarcoma, que frequentemente
apresentam envolvimento preferencial no atrio direito (WERLING; MULLER-
DOBLIES; LANGHANS, 2004; VALLI, 2007). Sendo que em necropsia de bovinos,
com suspeita de linfossarcoma multicéntrico dos adultos, esse ¢ um dos locais a ser
observado.

Os orgaos mais afetados nas necropsias de bovinos com LBE realizados no
SPV-UFRGS foram os linfonodos internos (100,0%), seguido da medula espinhal
(80,0%), coragao (80,0%), abomaso (76,7%), intestinos (63,3%), rins (56,7%) e tutero
(43,3%). Os linfonodos, coracdo, abomaso e medula espinhal sdo indicados como os
principais sitios de infiltracao tumoral (FERRER, 1980; BRAGA ef al., 1998, VALLI,
2007). Portanto durante a necropsia de bovinos com suspeita de linfossarcoma, estes
orgdos devem ser preferencialmente observados, coletados para analise histologica para
comprovagdo da enfermidade, mesmo que os animais ndo tenham apresentado sinais
clinicos caracteristicos de envolvimento desses tecidos. Estes achados aliados aos sinais
clinicos de alteragdes locomotoras, perda de condi¢do corpérea e linfoadenopatia podem
embasar o diagnostico clinico por parte dos veterinarios a campo.

Na histologia dois casos ndo puderam ser reavaliados por perda do material de
arquivo. Das amostras analisadas todas as células apresentaram padrdo histologico
solido difuso e nenhum com padrao folicular. Linfossarcomas com distribui¢ao folicular
sdo raros em bovinos em contraste com o que ¢ observado em humanos em que a
maioria dos linfomas benignos sao foliculares. (VALLI et al. 1981; VERNAU et al.,
1992). Em um estudo de 1.198 casos de linfossarcoma apenas 0,3% apresentaram
padrao folicular (VERNAU et al., 1992). Em relacio a morfologia, dos 28 bovinos
analisados 75,9% corresponderam a células pequenas nao clivadas. A forma de células
pequenas do tipo ndo clivada parece ter relagdo com o linfossarcoma bovino (VALLI et
al. 1981). Porém outros estudos indicam a forma clivada de células grandes como
caracteristica da forma enzootica do linfossarcoma bovino (VERNAU et al., 1992).
Adicionalmente a forma clivada também parece estar relacionada a bovinos com idades

mais avancadas, acima de seis anos (VALLI ez al. 1981; VERNAU et al., 1992).
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Embora o bago, figado ¢ pulmdo nao tenham apresentado massas evidentes na
necropsia, durante a andlise histologica observou-se infiltragdes de linfécitos
neoplésicos principalmente nos vasos linfaticos, no parénquima do pulmao e no figado
no interior de sinusoides. Aparentemente esses Orgaos apresentam pouca infiltragdao de
linfécitos neoplésicos, ou possivelmente sdo os ultimos 6rgaos a sofrerem infiltragao.
Normalmente o envolvimento do baco e infiltragdo no figado por células neoplasicas
estdo presentes em animais com alteragdes leucémicas (LEUZZI JUNIOR; ALFIERI;
ALFIERI, 2001).

O diagnostico diferencial para leucose bovina deve incluir enfermidades que
cursam com problemas locomotores como o botulismo, raiva, intoxicagdo subaguda e
cronica por organofosforados e compressdes medulares por abscessos ou outras
neoplasias (BARROS, DRIEMEIER; 2007, RIET-CORREA; RIET-CORREA,
SCHILD; 2002, THURMOND, 2006). A forma cardiaca da leucose bovina deve ser
diferenciada de quadros de pericardite, endocardite, intoxicacdo por plantas
cardiotoxicas e outras doengas cardiacas cronicas (GAVA et al; 2001, BARROS;
2007a). Deve ser diferenciada ainda de quadros de hipocalcemia, intoxicacdo por
residuos de cevadas contaminados com Aspergillus clavatus, ou ainda miopatias
toxicas, como intoxicagdo por Senna occidentalis ou antibidticos iondéforos (BARROS,
2007b; RIET-CORREA, MENDEZ, 2007; BEZERRA JUNIOR. et al., 2009). E faz
parte ainda do diagnoéstico diferencial da encefalopatia espongiforme bovina devido a

semelhangas na apresentacao clinica (BARROS et al., 2006).
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, linfossarcoma multicéntrico foi observado em vacas adultas, com
idade principalmente entre cinco a sete anos.

Alteragdes locomotoras, perda da condi¢ao corporal, aumento do volume de
linfonodos superficiais e exoftalmia foram os principais achados clinicos observados
nos bovinos com a forma enzooética do linfossarcoma.

Os principais 6rgdos acometidos foram os linfonodos, medula espinhal, coragao
(principalmente no atrio direito), abomaso, intestino e rim.

As regides da medula espinhal comumente afetada por infiltra¢cdes tumorais
foram a lombar e cauda equina.

A forma enzootica do linfossarcoma bovino deve ser sempre considerada em
bovinos com problemas locomotores, principalmente nos membros pélvicos.

A medula espinhal deve ser sempre avaliada em bovinos com suspeita de
linfossarcoma, mesmo que o animal ndo apresente manifestagdes clinicas de alteragdes

locomotoras.
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