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Lymphosarcoma is a lymphoid tumor that arises more frequently in solid
hematopoietic organs. This study aimed to describe pathological aspects of a
case of lymphosarcoma in the buffalo species. A buffalo, female, six years old
from a buffalo unit located in the metropolitan area of Belém came to death.
The necroscopic exam was undertaken and altered tissue fragments were col-
lected for histological procedure and nested PCR for research of bovine leuke-
mia virus (BLV). Additionally, it was performed a serologic evaluation from
the immunodiffusion Agar gel of 35 buffalo herd in the study. Clinicaly, the
buffalo had included depression, anorexia and prolonged recumbency. During
the necropsy there were multiple nodular lesions with generalized lymphade-
nopathy whitish nodules as well as in kidney and heart. In the histopathologic
exam were observed atypical lymphocytic cells in the lymph nodes, bordering
tubules and glomerulus, in the mesenteric fat and in some follicular spleen
center. In this study, samples of lymph nodes and kidneys with nodules un-
derwent nested RT-PCR were negative and none of the herd were positive to
the immunodiffusion test Agar gel for leucose virus (0/35). From the results,
it can be suggested that the buffalo tumor showed sporadic form, in this case
there was no relationship with the BLV.
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RESUMO. Linfossarcoma é um tumor linfoide que
se origina mais frequentemente em 6rgaos hemato-
poiéticos solidos. Objetivou-se descrever aspectos
anatomopatolégicos de um caso de linfossarcoma
na espécie bubalina. Um bubalino, fémea, com seis
anos de idade procedente de uma unidade de bu-

balinocultura localizada na regido metropolitana
de Belém veio a 6bito. Foi realizada necropsia do
animal e fragmentos de tecidos alterados foram co-
letados para processamento histopatologico e nes-
ted PCR para pesquisa do virus da leucose bovina
(VLB). Adicionalmente, foi realizada avaliagado so-
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rolégica a partir da Imunodifusdao em gel de Agar
de 35 bubalinos do rebanho em questado. Clinica-
mente, o bubalino apresentou histérico de apatia,
anorexia e decubito prolongado. Na necropsia,
verificou-se multiplas lesdes nodulares com lin-
foadenomegalia generalizada além de ndédulos
esbranquicados nos rins e coracdo. Na histopato-
logia observou-se células linfocitarias atipicas nos
linfonodos, margeando tabulos e glomérulo, na
gordura mesentérica e em alguns centro foliculares
do bago. No presente estudo, as amostras de lin-
fonodos e rins com nédulos submetidos a Nested
RT-PCR foram negativas e nenhum dos animais do
rebanho foram reagentes ao teste de imunodifusao
em gel de Agar para o virus da leucose (0/35). A
partir dos resultados, pode-se sugerir que o buba-
lino apresentou a forma esporddica do tumor, ou
seja, no caso em questdao nao houve relacao com o
virus da leucose bovina.

PALAVRAS-CHAVE. Tumor, bubalino, linfossarcoma.

INTRODUCAO

Linfoma, previamente linfossarcoma, é uma for-
ma de apresentacao do disttarbio linfoproliferativo
em que o tumor linfoide se origina mais frequen-
temente em 6rgaos hematopoiéticos solidos, como
linfonodo, baco ou tecido linfoide associado a mu-
cosa (MALT) e, menos frequentemente, em 6rgaos
nao linfoides, mas ndo na medula 6ssea (Fighera &
Graca 2010).

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

Diferentemente da tradicional subdivisdo em
multicéntrico, alimentar, mediastinico e extra-
-nodal, os linfomas nessa espécie sdo divididos em
dois grandes grupos: enzoéticos (forma mais pre-
valente) e esporddicos (Fighera & Graga 2010).

Linfomas esporadicos ocorrem basicamente de
trés formas: juvenil, timica e cutdnea, ndo existindo
dados que comprovem relacdo com agentes infec-
ciosos, sendo de rara ocorréncia e dificilmente se
observa mais de um caso em um mesmo rebanho
(Klintevall et al. 1993, Fighera & Graga 2010). So-
mente a forma adulta multicéntrica do linfossarco-
ma pode ser produzida pelo virus da leucemia bo-
vina, virus do género Deltaretrovirus (Ravazzolo &
Costa 2012).

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

por linfoadenopatia generalizada, substituicdo da
medula 6ssea por tecido neoplasico e invasao do
sangue periférico; a forma timica acomete animais
entre seis e 24 meses sendo caracterizada por di-
latagdo na regido pré-esternal, restringindo-se ao
timo e tecidos adjacentes, ja a forma cutanea ocorre
em bovinos de um a trés anos de idade e se obser-
va ndédulos ulcerados na pele e aumento dos linfo-
nodos superficiais (Jones et al. 2000, Peixoto et al.
2010).

A forma enzoética, ou seja, o linfossarcoma
multicéntrico ocorre de dois a cinco anos apds a in-
fecgao (Silva et al. 2008), sendo maior a ocorréncia
entre cinco e oito anos de idade (Birgel 1982).

Na histologia do linfossarcoma se observa pro-
liferacdo de células linfociticas morfologicamente
atipicas com estroma escasso e infiltradas nos te-
cidos que podem estar arranjadas em dois padroes
histologicos: difuso ou folicular. Os linfossarcomas
sdo classificados ainda em relagdo a taxa de mitose e
ao tamanho da célula neoplésica, nesse aspecto sao
caracterizadas como linfomas de células pequenas
ou grandes. Quanto as caracteristicas nucleares sao
denominados de células clivadas quando o ntcleo
apresenta a cromatina dispersa com nucléolos evi-
dentes e células nao clivadas quando apresenta a
cromatina condensada (Mcgavin & Zachary 2013).

Existem varias classificacdes histologicas para
o linfoma, sendo as mais utilizadas a Kiel modifi-
cado e a Working Formulation. De acordo com a
Working Formulation (WF), microscopicamente a
proliferacdo de linfdcitos atipicos pode ser classi-
ficada em difusa ou folicular e o aspecto morfolo-
gico graduado em baixo, intermediario e alto grau.
Ja o Kiel modificado classifica a morfologia celular
em centroblastico, centrocitico e imunoblastico e a
classificagdo imunofenotipica em linfécitos T e B,
sendo a graduacdo de malignidade determinada
em dois padrdes: alto e baixo grau (Valli 2007).

Em bovinos, Vernau et al. (1992), realizaram estu-
do com 1198 animais utilizando a classificacio WF e
verificaram que 89% dos linfomas eram de alto grau,
com predominio 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 enzo6ticos e na minoria dos casos
do esporadico, e além disso, que os indices mitéticos
foram maiores nos linfomas enzoéticos.

A forma enzodtica, ou seja, o linfossarcoma mul-
ticéntrico é causada por um retrovirus.

Embora a ocorréncia de infec¢ao natural da leu-
cose enzodtica em bufalos esteja constatada (Marin
et al. 1978, Molnar et al. 2000, Chaves et al. 2012),
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poucos estudos tém sido publicados sobre a sus-
ceptibilidade dos bufalos a doenca. Portanto, o
presente trabalho, objetiva descrever aspectos ana-
tomopatoldgicos de um caso de linfossarcoma na
espécie bubalina.

HISTORICO

Um bubalino, fémea, com seis anos de idade proce-
dente de uma unidade de bubalinocultura localizada na
regido metropolitana de Belém veio a ébito. Clinicamen-
te a vaca bubalina apresentou histérico de apatia, anore-
xia e decubito prolongado.

Foi realizada necropsia do animal e fragmentos de
tecidos alterados foram coletados para processamento
histopatolégico e nested PCR para pesquisa do virus
da leucose bovina (VLB). Adicionalmente, foi realizada
avaliacdo soroldgica a partir da Imunodifusdo em gel de
Agar de 35 bubalinos do rebanho em questao.

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

O protocolo utilizado para Nested PCR seguiu os
procedimentos padronizados pelo laboratério de viro-
ses de bovideos do Instituto biolégico de Sao Paulo para
pesquisa do VLB.

Ap6s a sintese do cDNA, as amostras foram subme-
tidas a dois rounds de amplificacdo (nested PCR) com pri-
mers externos e internos.

Durante o primeiro round de amplificacdo, 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).
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Figura 1. Linfossarcoma bufala. A: linfonodo inguinal aumentad

O seguinte programa de amplificacdo foi utilizado:
uma etapa inicial de desnaturagdo a 94°C durante 2 mi-
nutos, seguidos por 40 ciclos de desnaturacao (95°C por
30 segundos), anelamento/hibridizacao (62°C por 30
segundos) e subsequente extensao (72°C por 1 minuto)
além da extensdo final de 72°C durante 4 minutos e hold
4°C.

Durante o segundo round de amplificagdo utilizou-
-se os primers VLB3 10uM (5" CCC ACA AGG GCG
GCG CCG GTITT 3') e VLB4 10uM (5" GCC AGG CCG
GGT CCA GAG CTG G 3). Entdo, os microtubos foram
submetidos a termociclagem de acordo com o seguinte
programa: uma etapa inicial de desnaturacao a 94°C du-
rante 2 minutos, seguidos por 40 ciclos de desnaturacao
(95°C por 30 segundos), anelamento/hibridizagao (70°C
por 30 segundos) e extensao (72°C por 1 minuto) e sub-
sequente extensdo final de 72°C por 4 minutos e hold
4°C.

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

As 35 amostras de soro foram submetidas aos testes
de imunodifusdo dupla em gel de agar (AGID), forneci-
dos pelo Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR),
realizados segundo protocolo do fabricante. Os ensaios
foram realizados no Laboratério de Viroses dos Bovide-
os do Instituto Bioldgico - SP. Todos os procedimentos
adotados seguiram as recomendacdes da OIE.

Na necropsia, verificou-se madltiplas lesdes nodu-
lares com linfoadenomegalia generalizada, em que os
linfonodos apresentaram aspecto homogéneo, sem de-
fini¢do cortico-medular, de coloragdo esbranquicada (Fi-
gura 1A), além do aumento das tonsilas. Nos rins, mal-
tiplos nédulos de coloragao esbranquicada e tamanhos

o de tamanho, de coloragdo esbranquicada, aépecto homogéneo. B -

Baco. Infiltrado centro folicular de células linfocitarias atipicas (setas). HE. Obj. 10x. C- Presenca de multiplos nédulos nos rins de
coloragao esbranquicada de tamanhos variados com limites irregulares que sobressaem a superficie. D - Rim. Infiltrado intersticial
de células linfocitarias margeando tabulos e glomérulo. HE. Obj. 40x. E - nédulo de coloragdo esbranquicada na gordura pericar-
dica do ventriculo esquerdo (seta). F - Gordura mesentérica. Linfocitos neoplasicos infiltrados entre os adipdcitos. HE. Obj. 10x.
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variados medindo o maior 2,7 cm por 2,6 cm, com limi-
tes irregulares sobressaindo a superficie dos 6rgaos (Fi-
guralC). No saco pericardico aumento de liquido seroso
e, no revestimento parietal, extensivo a artéria adrtica,
observou espessamento devido a infiltracao neoplasica.
Na gordura epicardica verificou-se dois nédulos seme-
lhantes aos dos rins, com o maior medindo 3,1 cm por
3,0 cm (FiguralE).

Na histopatologia do rim, observou-se infiltrado in-
tersticial de células linfocitdrias atipicas margeando ta-
bulos e glomérulo (Figura 1B), na gordura mesentérica
o mesmo tipo celular entre adipécitos com destruicao
dos mesmos (Figura 1D). Adicionalmente, em alguns
centros foliculares do baco, também o crescimento de
células linfocitarias atipicas (Figura 1F).

A neoplasia foi classificada como sendo um linfoma
linfocitico difuso de células pequenas clivadas, onde foi
descrito a presenga de infiltragdo neoplésica difusa, com
linfécitos morfologicamente anisocitéticos. O ntcleo
apresenta cromatina frouxa, nucléolos visiveis e baixo
indice mitético.

No presente estudo, as amostras de linfonodos e rins
com ndédulos submetidos a Nested RT-PCR, foram neg-
ativas. Além disso, o teste de imunodifusdo em gel de
dgar ndo apresentou animais reagentes ao virus da leu-
cose (0/35).

DISCUSSAO

As alteracdes apresentadas pelo animal geral-
mente sdo atribuidas a sinais de distarbios 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, presenca de multiplos nédulos cutaneos e
exoftalmia bilateral em uma bufala 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 fémeas, 89,7% eram adultos, sen-
do a ocorréncia maior entre cinco a oito anos de
idade. O animal deste relato se enquadra nessas
trés caracteristicas.

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

Segundo Panziera et al. (2014), os linfonodos
mais acometidos sdo mesentéricos, mediastinicos,
pré-escapulares, iliacos internos, inguinais superfi-
ciais e traqueobronquicos. No caso em questdo, a
linfoadenomegalia tumoral foi verificada na maio-
ria dos citados, exceto traqueobronquicos.

Em animais acometidos com a forma enzoética
de linfossarcoma, sdo observados nédulos isolados

ou coalescentes de coloracdo amarelo brancacen-
tas infiltrando-se em diversos 6rgaos, entre eles,
linfonodos, coracao e rins (Silva et al. 2008), carac-
teristicas semelhantes as encontradas neste relato.

Além dos linfonodos, outros 6rgaos sao comu-
mente afetados pelo linfoma, entre eles: coracdo,
figado, rim, abomaso, ttero, intestino e pulmao
(Panziera et al. 2014). Deste modo, Silva Filho et
al. (2011) ao avaliarem 24 bovinos com leucose
enzodtica atendidos na Clinica de Bovinos de Ga-
ranhuns da Universidade Federal Rural de Per-
nambuco verificaram que os 6rgdos mais acome-
tidos foram os linfonodos, abomaso e intestino, e
os menos afetados coragdo, figado, rins e ttero o
que difere em parte do relato em questao, pois o
abomaso ndo apresentou alteragdes caracteristicas
do linfossarcoma, no entanto, os rins e coragao ti-
veram lesoes.

Em animais em que ha o envolvimento do tra-
to gastrointestinal sdo comuns altera¢des clinicas
como diarreia, melena, atonia ruminal, constipagao
e timpanismo (Valli 2007). No caso do presente es-
tudo, foi verificado atonia ruminal.

Os nédulos tumorais presentes nos rins foram
semelhantes as encontrados em bovinos por Sil-
va Filho et al. (2011), caracterizados por areas es-
branquicadas na superficie do 6rgédo, de tamanhos
variados e, que ao corte, invadem o parénquima e
estendem a regido da medular. Em relacdo ao co-
racdo, as caracteristicas também se assemelham as
observadas pelos autores supracitados, no entanto,
estes verificaram tumoracdo no ventriculo direito
enquanto no presente estudo as nodulagdes tumo-
rais estavam presentes na gordura pericdrdica do
ventriculo esquerdo. De acordo com Panziera et al.
(2014), o atrio direito é a principal regido envolvida
seguido pelo ventriculo direito, quando do com-
prometimento cardiaco pelo linfossarcoma.

Nao foi observada nenhuma alteracdo hepatica,
entretanto, em outros estudos sao citadas aumen-
to de volume, pontos amarelados e enegrecidos na
superficie do 6rgao (Silva Filho et al. 2011).

Em relacdo aos 6rgaos reprodutores nao foram
observadas lesdes no presente caso. Nesse sentido,
Emanuelsson et al. (1992), afirmam que as lesdes
sao pouco frequentes, podendo acometer dtero e
vagina, sem causarem disttrbios significativos, o
que também, embora Silva Filho et al. (2011) tenha
observado linfossarcoma extenso em dois bovinos
ocorrendo na regido dorsal do atero, que provoca-
ram complicacdes no momento do parto.

Em um estudo sobre aspectos epidemiolégi-
cos, clinicos e anatomopatolégicos do linfoma em
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128 bovinos, lesdes estavam presentes no pulmao,
musculos esqueléticos, bago, reticulo, canal verte-
bral, rimen, timo, bexiga, lingua, pancreas, esofa-
go, cérebro, tonsilas, vesicula biliar e pele (Panziera
etal. 2014). No presente relato na vaca bubalina nao
foi verificado alteracdes na maioria destes 6rgaos,
exceto tonsilas e bago, onde, esse tltimo, apresen-
tou pontos esbranquicados, vistos, sobretudo, na
superficie de corte.

Vale-Echeto et al. (2009), na Venezuela descre-
veram linfossarcoma em uma bufala, com células
linféides pleomorficas apresentando citoplasma
escasso, nucleos hipercromaticos e elevado indice
mitético, além da presenga de células gigantes mul-
tinucleadas e necrose.

Da mesma forma, Silva Filho et al. (2011) des-
creveram em bovinos aglomerados de linfécitos
neoplasicos em diferentes 6rgdos linféides e nao
linféides, representadas por células pequenas, arre-
dondadas, com citoplasma escasso, nicleo grande
hipercromatico, nucléolo central evidente e varias
figuras mitéticas. Observaram também nos linfo-
nodos, linfécitos neoplésicos infiltrando principal-
mente na regiao medular, se estendendo até a cor-
tical, com perda da arquitetura normal do 6rgao,
além de serem observados na superficie epicardica
e entre as fibras cardiacas, causando separagdo ou
distensdo 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 ndo foram realizados
testes para determinar a associagdo com o virus 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 Amap4, Paré e Rio de janei-
ro foram negativas para leucose enzoética bovina
(LEB) através do mesmo teste. Em pesquisas reali-
zadas fora do Brasil, resultados negativos na espé-
cie bubalina também foram referidos na Tanzéania
por Hafez et al. (1980), em Taiwan por Wang (1991)
e na Turquia por Akca et al. (2004).

Os poucos dados relevantes disponiveis na li-
teratura indicam que a espécie bubalina é menos
suscetivel a LEB, conforme, demonstrou estudo de
prevaléncia da doenca em rebanhos bubalinos cria-
dos extensivamente na baixada maranhense, onde
foram analisados soros de 232 animais pela técnica
de imunodifusdo 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), vérias ques-

toes precisam ser elucidadas a respeito da LEB: Se
as cepas de virus que circulam nos bufalos sao to-
talmente idénticas as de bovinos. Se a infec¢do se
manifesta por alteragdes clinicas e patoldgicas na
espécie.

CONCLUSAO

As lesdes anatomopatologicas descritas sdo tipi-
cas de linfossarcoma, considerando que as amos-
tras teciduais do animal foram negativas para o
virus da leucose enzodtica bovina e que todos os
animais do rebanho foram negativos para sorolo-
gia, pode-se sugerir que o bubalino apresentou a
forma esporadica do tumor, ou seja, no caso em
questdo ndo houve relagdo com o virus.
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