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RESUMO. Linfossarcoma é um tumor linfoide que 
se origina mais frequentemente em órgãos hemato-
poiéticos sólidos. Objetivou-se descrever aspectos 
anatomopatológicos de um caso de linfossarcoma 
na espécie bubalina. Um bubalino, fêmea, com seis 
anos de idade procedente de uma unidade de bu-

balinocultura localizada na região metropolitana 
de Belém veio a óbito. Foi realizada necropsia do 
animal e fragmentos de tecidos alterados foram co-
letados para processamento histopatológico e nes-
ted PCR para pesquisa do vírus da leucose bovina 
(VLB). Adicionalmente, foi realizada avaliação so-
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rológica a partir da Imunodifusão em gel de Agar 
de 35 bubalinos do rebanho em questão. Clinica-
mente, o bubalino apresentou histórico de apatia, 
anorexia e decúbito prolongado. Na necropsia, 
verificou-se múltiplas lesões nodulares com lin-
foadenomegalia generalizada além de nódulos 
esbranquiçados nos rins e coração. Na histopato-
logia observou-se células linfocitárias atípicas nos 
linfonodos, margeando túbulos e glomérulo, na 
gordura mesentérica e em alguns centro foliculares 
do baço. No presente estudo, as amostras de lin-
fonodos e rins com nódulos submetidos à Nested 
RT-PCR foram negativas e nenhum dos animais do 
rebanho foram reagentes ao teste de imunodifusão 
em gel de Agar para o vírus da leucose (0/35). A 
partir dos resultados, pode-se sugerir que o buba-
lino apresentou a forma esporádica do tumor, ou 
seja, no caso em questão não houve relação com o 
vírus da leucose bovina.
PALAVRAS-CHAVE. Tumor, bubalino, linfossarcoma.

INTRODUÇÃO
Linfoma, previamente linfossarcoma, é uma for-

ma de apresentação do distúrbio linfoproliferativo 
em que o tumor linfoide se origina mais frequen-
temente em órgãos hematopoiéticos sólidos, como 
linfonodo, baço ou tecido linfoide associado à mu-
cosa (MALT) e, menos frequentemente, em órgãos 
não linfoides, mas não na medula óssea (Fighera & 
Graça 2010).

De acordo com Lucena et al. (2011) e Carvalho et 
al. (2014), o linfossarcoma é o segundo tumor mais 
diagnosticado em bovinos, atrás apenas dos carci-
nomas de células escamosas do trato digestório su-
perior, pele e sistema reprodutor feminino.

Diferentemente da tradicional subdivisão em 
multicêntrico, alimentar, mediastínico e extra-
-nodal, os linfomas nessa espécie são divididos em 
dois grandes grupos: enzoóticos (forma mais pre-
valente) e esporádicos (Fighera & Graça 2010).

Linfomas esporádicos ocorrem basicamente de 
três formas: juvenil, tímica e cutânea, não existindo 
dados que comprovem relação com agentes infec-
ciosos, sendo de rara ocorrência e dificilmente se 
observa mais de um caso em um mesmo rebanho 
(Klintevall et al. 1993, Fighera & Graça 2010). So-
mente a forma adulta multicêntrica do linfossarco-
ma pode ser produzida pelo vírus da leucemia bo-
vina, vírus do gênero Deltaretrovirus (Ravazzolo & 
Costa 2012).

A esporádica juvenil acomete bovinos com ida-
de inferior a seis meses de idade, e é caracterizada 

por linfoadenopatia generalizada, substituição da 
medula óssea por tecido neoplásico e invasão do 
sangue periférico; a forma tímica acomete animais 
entre seis e 24 meses sendo caracterizada por di-
latação na região pré-esternal, restringindo-se ao 
timo e tecidos adjacentes, já a forma cutânea ocorre 
em bovinos de um a três anos de idade e se obser-
va nódulos ulcerados na pele e aumento dos linfo-
nodos superficiais (Jones et al. 2000, Peixoto et al. 
2010).

A forma enzoótica, ou seja, o linfossarcoma 
multicêntrico ocorre de dois a cinco anos após a in-
fecção (Silva et al. 2008), sendo maior a ocorrência 
entre cinco e oito anos de idade (Birgel 1982).

Na histologia do linfossarcoma se observa pro-
liferação de células linfocíticas morfologicamente 
atípicas com estroma escasso e infiltradas nos te-
cidos que podem estar arranjadas em dois padrões 
histológicos: difuso ou folicular. Os linfossarcomas 
são classificados ainda em relação à taxa de mitose e 
ao tamanho da célula neoplásica, nesse aspecto são 
caracterizadas como linfomas de células pequenas 
ou grandes. Quanto às características nucleares são 
denominados de células clivadas quando o núcleo 
apresenta a cromatina dispersa com nucléolos evi-
dentes e células não clivadas quando apresenta a 
cromatina condensada (Mcgavin & Zachary 2013).

Existem várias classificações histológicas para 
o linfoma, sendo as mais utilizadas a Kiel modifi-
cado e a Working Formulation. De acordo com a 
Working Formulation (WF), microscopicamente a 
proliferação de linfócitos atípicos pode ser classi-
ficada em difusa ou folicular e o aspecto morfoló-
gico graduado em baixo, intermediário e alto grau. 
Já o Kiel modificado classifica a morfologia celular 
em centroblástico, centrocítico e imunoblástico e a 
classificação imunofenotípica em linfócitos T e B, 
sendo a graduação de malignidade determinada 
em dois padrões: alto e baixo grau (Valli 2007).

Em bovinos, Vernau et al. (1992), realizaram estu-
do com 1198 animais utilizando a classificação WF e 
verificaram que 89% dos linfomas eram de alto grau, 
com predomínio do tipo difuso de células grandes e 
clivadas, constataram também que a forma clivada 
difusa de células grandes ocorreu na maioria dos ca-
sos de linfomas enzoóticos e na minoria dos casos 
do esporádico, e além disso, que os índices mitóticos 
foram maiores nos linfomas enzoóticos.

A forma enzoótica, ou seja, o linfossarcoma mul-
ticêntrico é causada por um retrovírus.

Embora a ocorrência de infecção natural da leu-
cose enzoótica em búfalos esteja constatada (Marín 
et al. 1978, Molnár et al. 2000, Chaves et al. 2012), 
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poucos estudos têm sido publicados sobre a sus-
ceptibilidade dos búfalos à doença. Portanto, o 
presente trabalho, objetiva descrever aspectos ana-
tomopatológicos de um caso de linfossarcoma na 
espécie bubalina.

HISTÓRICO
Um bubalino, fêmea, com seis anos de idade proce-

dente de uma unidade de bubalinocultura localizada na 
região metropolitana de Belém veio a óbito. Clinicamen-
te a vaca bubalina apresentou histórico de apatia, anore-
xia e decúbito prolongado.

Foi realizada necropsia do animal e fragmentos de 
tecidos alterados foram coletados para processamento 
histopatológico e nested PCR para pesquisa do vírus 
da leucose bovina (VLB). Adicionalmente, foi realizada 
avaliação sorológica a partir da Imunodifusão em gel de 
Agar de 35 bubalinos do rebanho em questão.

Amostras dos tecidos alterados obtidos na necropsia 
foram processadas rotineiramente conforme recomen-
dações de Behmer et al. (1976) e as lâminas analisadas 
por microscopia ótica.

O protocolo utilizado para Nested PCR seguiu os 
procedimentos padronizados pelo laboratório de viro-
ses de bovídeos do Instituto biológico de São Paulo para 
pesquisa do VLB.

Após a síntese do cDNA, as amostras foram subme-
tidas à dois rounds de amplificação (nested PCR) com pri-
mers externos e internos.

Durante o primeiro round de amplificação, foram adi-
cionados controles (negativo e positivo) e primers VLB1 
10uM (5’ TCT GTG CCA AGT CTC CCA GAT A3’) e VLB2 
10uM (5’ AAC AAC AAC CTC TGG GAA GGG T 3’).

O seguinte programa de amplificação foi utilizado: 
uma etapa inicial de desnaturação à 94ºC durante 2 mi-
nutos, seguidos por 40 ciclos de desnaturação (95ºC por 
30 segundos), anelamento/hibridização (62ºC por 30 
segundos) e subsequente extensão (72ºC por 1 minuto) 
além da extensão final de 72ºC durante 4 minutos e hold 
4ºC.

Durante o segundo round de amplificação utilizou-
-se os primers VLB3 10uM (5’ CCC ACA AGG GCG 
GCG CCG GTT T 3’) e VLB4 10uM (5’ GCC AGG CCG 
GGT CCA GAG CTG G 3’). Então, os microtubos foram 
submetidos à termociclagem de acordo com o seguinte 
programa: uma etapa inicial de desnaturação à 94ºC du-
rante 2 minutos, seguidos por 40 ciclos de desnaturação 
(95ºC por 30 segundos), anelamento/hibridização (70ºC 
por 30 segundos) e extensão (72ºC por 1 minuto) e sub-
sequente extensão final de 72ºC por 4 minutos e hold 
4ºC.

A visualização dos produtos finais foi feita a partir 
de eletroforese em gel de agarose 1% corado com bro-
meto de etídio.

As 35 amostras de soro foram submetidas aos testes 
de imunodifusão dupla em gel de agar (AGID), forneci-
dos pelo Instituto de Tecnologia do Paraná (TECPAR), 
realizados segundo protocolo do fabricante. Os ensaios 
foram realizados no Laboratório de Viroses dos Bovíde-
os do Instituto Biológico - SP. Todos os procedimentos 
adotados seguiram as recomendações da OIE.

Na necropsia, verificou-se múltiplas lesões nodu-
lares com linfoadenomegalia generalizada, em que os 
linfonodos apresentaram aspecto homogêneo, sem de-
finição cortico-medular, de coloração esbranquiçada (Fi-
gura 1A), além do aumento das tonsilas. Nos rins, múl-
tiplos nódulos de coloração esbranquiçada e tamanhos 

Figura 1. Linfossarcoma búfala. A: linfonodo inguinal aumentado de tamanho, de coloração esbranquiçada, aspecto homogêneo. B - 
Baço. Infiltrado centro folicular de células linfocitárias atípicas (setas). HE. Obj. 10x. C- Presença de múltiplos nódulos nos rins de 
coloração esbranquiçada de tamanhos variados com limites irregulares que sobressaem a superfície. D - Rim. Infiltrado intersticial 
de células linfocitárias margeando túbulos e glomérulo. HE. Obj. 40x. E - nódulo de coloração esbranquiçada na gordura pericár-
dica do ventrículo esquerdo (seta). F - Gordura mesentérica. Linfócitos neoplásicos infiltrados entre os adipócitos. HE. Obj. 10x.
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variados medindo o maior 2,7 cm por 2,6 cm, com limi-
tes irregulares sobressaindo à superfície dos órgãos (Fi-
gura1C). No saco pericárdico aumento de líquido seroso 
e, no revestimento parietal, extensivo a artéria aórtica, 
observou espessamento devido à infiltração neoplásica. 
Na gordura epicárdica verificou-se dois nódulos seme-
lhantes aos dos rins, com o maior medindo 3,1 cm por 
3,0 cm (Figura1E).

Na histopatologia do rim, observou-se infiltrado in-
tersticial de células linfocitárias atípicas margeando tú-
bulos e glomérulo (Figura 1B), na gordura mesentérica 
o mesmo tipo celular entre adipócitos com destruição 
dos mesmos (Figura 1D). Adicionalmente, em alguns 
centros foliculares do baço, também o crescimento de 
células linfocitárias atípicas (Figura 1F).

A neoplasia foi classificada como sendo um linfoma 
linfocítico difuso de células pequenas clivadas, onde foi 
descrito a presença de infiltração neoplásica difusa, com 
linfócitos morfologicamente anisocitóticos. O núcleo 
apresenta cromatina frouxa, nucléolos visíveis e baixo 
índice mitótico.

No presente estudo, as amostras de linfonodos e rins 
com nódulos submetidos à Nested RT-PCR, foram neg-
ativas. Além disso, o teste de imunodifusão em gel de 
ágar não apresentou animais reagentes ao vírus da leu-
cose (0/35).

DISCUSSÃO
As alterações apresentadas pelo animal geral-

mente são atribuídas a sinais de distúrbios diges-
tivos provocados pelo linfoma (Valli 2007). Vale-
-Echeto et al. (2009) reportaram perda de peso 
como a observada no presente caso, além de le-
targia, presença de múltiplos nódulos cutâneos e 
exoftalmia bilateral em uma búfala de dez anos de 
idade com linfossarcoma.

Panziera et al. (2014) em estudo retrospectivo de 
128 casos de linfoma bovino, verificou que 84,7% 
correspondiam a fêmeas, 89,7% eram adultos, sen-
do a ocorrência maior entre cinco a oito anos de 
idade. O animal deste relato se enquadra nessas 
três características.

Reis et al. (2002) avaliaram 51 linfonodos bovi-
nos acometidos por linfoma e, destes, 52% apresen-
tavam coloração amarelo-acinzentada, seguida da 
coloração esbranquiçada (32%), coincidindo com o 
presente estudo que descreveu os linfonodos aco-
metidos com coloração esbranquiçada.

Segundo Panziera et al. (2014), os linfonodos 
mais acometidos são mesentéricos, mediastínicos, 
pré-escapulares, ilíacos internos, inguinais superfi-
ciais e traqueobrônquicos. No caso em questão, a 
linfoadenomegalia tumoral foi verificada na maio-
ria dos citados, exceto traqueobrônquicos.

Em animais acometidos com a forma enzoótica 
de linfossarcoma, são observados nódulos isolados 

ou coalescentes de coloração amarelo brancacen-
tas infiltrando-se em diversos órgãos, entre eles, 
linfonodos, coração e rins (Silva et al. 2008), carac-
terísticas semelhantes as encontradas neste relato.

Além dos linfonodos, outros órgãos são comu-
mente afetados pelo linfoma, entre eles: coração, 
fígado, rim, abomaso, útero, intestino e pulmão 
(Panziera et al. 2014). Deste modo, Silva Filho et 
al. (2011) ao avaliarem 24 bovinos com leucose 
enzoótica atendidos na Clínica de Bovinos de Ga-
ranhuns da Universidade Federal Rural de Per-
nambuco verificaram que os órgãos mais acome-
tidos foram os linfonodos, abomaso e intestino, e 
os menos afetados coração, fígado, rins e útero o 
que difere em parte do relato em questão, pois o 
abomaso não apresentou alterações características 
do linfossarcoma, no entanto, os rins e coração ti-
veram lesões.

Em animais em que há o envolvimento do tra-
to gastrointestinal são comuns alterações clínicas 
como diarreia, melena, atonia ruminal, constipação 
e timpanismo (Valli 2007). No caso do presente es-
tudo, foi verificado atonia ruminal.

Os nódulos tumorais presentes nos rins foram 
semelhantes às encontrados em bovinos por Sil-
va Filho et al. (2011), caracterizados por áreas es-
branquiçadas na superfície do órgão, de tamanhos 
variados e, que ao corte, invadem o parênquima e 
estendem a região da medular. Em relação ao co-
ração, as características também se assemelham as 
observadas pelos autores supracitados, no entanto, 
estes verificaram tumoração no ventrículo direito 
enquanto no presente estudo as nodulações tumo-
rais estavam presentes na gordura pericárdica do 
ventrículo esquerdo. De acordo com Panziera et al. 
(2014), o átrio direito é a principal região envolvida 
seguido pelo ventrículo direito, quando do com-
prometimento cardíaco pelo linfossarcoma.

Não foi observada nenhuma alteração hepática, 
entretanto, em outros estudos são citadas aumen-
to de volume, pontos amarelados e enegrecidos na 
superfície do órgão (Silva Filho et al. 2011).

Em relação aos órgãos reprodutores não foram 
observadas lesões no presente caso. Nesse sentido, 
Emanuelsson et al. (1992), afirmam que as lesões 
são pouco frequentes, podendo acometer útero e 
vagina, sem causarem distúrbios significativos, o 
que também, embora Silva Filho et al. (2011) tenha 
observado linfossarcoma extenso em dois bovinos 
ocorrendo na região dorsal do útero, que provoca-
ram complicações no momento do parto.

Em um estudo sobre aspectos epidemiológi-
cos, clínicos e anatomopatológicos do linfoma em 
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128 bovinos, lesões estavam presentes no pulmão, 
músculos esqueléticos, baço, retículo, canal verte-
bral, rúmen, timo, bexiga, língua, pâncreas, esôfa-
go, cérebro, tonsilas, vesícula biliar e pele (Panziera 
et al. 2014). No presente relato na vaca bubalina não 
foi verificado alterações na maioria destes órgãos, 
exceto tonsilas e baço, onde, esse último, apresen-
tou pontos esbranquiçados, vistos, sobretudo, na 
superfície de corte.

Vale-Echeto et al. (2009), na Venezuela descre-
veram linfossarcoma em uma búfala, com células 
linfóides pleomórficas apresentando citoplasma 
escasso, núcleos hipercromáticos e elevado índice 
mitótico, além da presença de células gigantes mul-
tinucleadas e necrose.

Da mesma forma, Silva Filho et al. (2011) des-
creveram em bovinos aglomerados de linfócitos 
neoplásicos em diferentes órgãos linfóides e não 
linfóides, representadas por células pequenas, arre-
dondadas, com citoplasma escasso, núcleo grande 
hipercromático, nucléolo central evidente e várias 
figuras mitóticas. Observaram também nos linfo-
nodos, linfócitos neoplásicos infiltrando principal-
mente na região medular, se estendendo até a cor-
tical, com perda da arquitetura normal do órgão, 
além de serem observados na superfície epicárdica 
e entre as fibras cardíacas, causando separação ou 
distensão dos feixes das miofibras.

Gupta et al. (1977), Singh et al. (1979), Vale-
-Echeto et al. (2009) relataram casos de linfossarco-
ma em bubalinos, entretanto não foram realizados 
testes para determinar a associação com o vírus da 
leucose bovina.

Resultado semelhante ao presente estudo foi 
encontrado por Romero et al. (1981) em que 234 
amostras de soro bubalino coletadas em proprie-
dades dos Estados do Amapá, Pará e Rio de janei-
ro foram negativas para leucose enzoótica bovina 
(LEB) através do mesmo teste. Em pesquisas reali-
zadas fora do Brasil, resultados negativos na espé-
cie bubalina também foram referidos na Tanzânia 
por Hafez et al. (1980), em Taiwan por Wang (1991) 
e na Turquia por Akça et al. (2004).

Os poucos dados relevantes disponíveis na li-
teratura indicam que a espécie bubalina é menos 
suscetível a LEB, conforme, demonstrou estudo de 
prevalência da doença em rebanhos bubalinos cria-
dos extensivamente na baixada maranhense, onde 
foram analisados soros de 232 animais pela técnica 
de imunodifusão dupla em gel de agarose (IDGA) 
e, destes, somente 4,21% (10/232) dos animais fo-
ram reagentes (Chaves et al. 2012).

De acordo com Molnar et al. (2000), várias ques-

tões precisam ser elucidadas a respeito da LEB: Se 
as cepas de vírus que circulam nos búfalos são to-
talmente idênticas às de bovinos. Se a infecção se 
manifesta por alterações clínicas e patológicas na 
espécie.

CONCLUSÃO
As lesões anatomopatológicas descritas são típi-

cas de linfossarcoma, considerando que as amos-
tras teciduais do animal foram negativas para o 
vírus da leucose enzoótica bovina e que todos os 
animais do rebanho foram negativos para sorolo-
gia, pode-se sugerir que o bubalino apresentou a 
forma esporádica do tumor, ou seja, no caso em 
questão não houve relação com o vírus.
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