i

8 e XXV Semindrio de Iniciacao Cientifica

SALAO DO unwui ?m? ’ /. XXIl Jornada de Pesquisa
CONHECIMENT - XVIIl Jornada de Extenséo

VIl Mostra de Iniciacao Cientifica Junior
A MATEMATICA ESTA EM TUDO

VIl Seminério de Inovacgao e Tecnologia

Evento: XXV SEMINARIO DE INICIACAO CIENTIFICA

AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DE LINFONODOS DE BOVINOS
LEITEIROS ABATIDOS EM FRIGORIFICOS DO NOROESTE DO ESTADO
DO RIO GRANDE DO SUL PARA A PESQUISA DE LEUCOSE BOVINA'
HISTOPATHOLOGICAL EVALUATION OF LYMPHONODS OF DAIRY
BOVINE ANIMALS IN REFRIGERATORS IN THE NORTHWEST OF THE
RIO GRANDE DO SUL STATE FOR BOVINE LEUCOSIS RESEARCH

Cassiel Gehrke Da Silva’, Maria Andréia Inkelmann®, Felipe Libardoni’,
Simoni Janaina Ziegler’, Bruna Da Rosa Santos’

' Projeto de pesquisa realizado no curso de Medicina Veterinaria da Unijui

* Bolsista PIBIC/CNPq, aluno do curso de Medicina Veterinaria/UNIJUI, kazgehrke@hotmail.com;
* Professora do curso de Medicina Veterinaria/UNIJUI, Orientadora, mariamedpath@gmail.com;
* Professor do curso de Medicina Veterinaria/UNIJUI, felipe.libardoni@unijui.edu.br.

® Bolsista PROBIC/FAPERGS, aluna do curso de Medicina Veterinaria/UNIJUT

® Bolsista PIBIC/CNPq, aluna do Curso de Medicina Veterinaria/UNIJU{

INTRODUCAO

A leucose bovina é uma doenca infectocontagiosa disseminada mundialmente. Inicialmente foi
observada em paises da Europa, mas devido as importagoes de animais, se espalhou pelos paises
das américas. No Brasil, a doencga foi descrita em 1943 e apds surgiu em diversos estados
brasileiros (BIRGEL, 2006).

O agente é um virus da familia Retroviridae, subfamilia Oncovirinae, Virus da Leucose Bovina -
VLB (SILVA, 1988). Os bovinos sdo a espécie mais susceptivel ao VLB, sendo que a faixa etaria
mais afetada sdao animais com idade acima de 6 anos, seguido pela faixa etaria de animais com
idade entre 4 e 6 anos (BIRGEL, 2006).

A leucose bovina traz grandes prejuizos econémicos ao produtor, pelo descarte de animais, pelos
custos com testes para identificacdo da doenca e pela queda na producao de leite. Um estudo feito
por Da et. al. (1992) mostra que animais com linfocitose persistente tem uma queda tanto nos
percentuais de producdo de leite quanto nos de gordura do leite. No mercado de exportacoes ha
barreira ao comércio e exige-se que todos os animais devem estar livres da doenca e as carcacas
que apresentam lesao caracteristica como aumento dos linfonodos sao condenadas durante o
abate (SILVA, 1988).

Os rebanhos leiteiros geralmente sao mais acometidos pela leucose devido ao manejo intensivo
que facilita a contaminacdo entre os animais. O uso dos mesmos materiais cirtrgicos e agulhas é
um fator que dissemina o virus no rebanho. Além de materiais, insetos hematéfagos como
Stomoxys calcitrans também sao um fator que colabora para a transmissdo do virus de um animal
para outro (SILVA, 1988; BARROS, et. al., 2009).

O animal pode nao ter a sintomatologia clinica (SILVA, 1988), porém quando ha a doenga clinica,
um ou mais linfonodos apresentam aumento de duas a 10 vezes o volume. Classicamente sao
descritas duas formas de manifestacdo da leucose, uma forma subclinica ou benigna da doenca
que cursa com linfocitose persistente, e uma forma maligna da doenga que se constitui da
formacgao do linfoma maligno (SOUZA, 2011).
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A forma maligna da doencga é o linfossarcoma, que se desenvolve em 5% dos casos, sendo
descritos percentuais de 0,1 a 10% dos casos (SILVA, 1988). Os sinais clinicos da doencga vao
depender do local onde os tumores sdo encontrados, podendo incluir distirbios digestivos,
inapeténcia, perda de peso, debilidade geral e manifestacdes neurolégicas em alguns casos
(RICHTER, 2015). Os linfonodos superficiais sao aumentados de volume e palpaveis sob a pele. Na
necropsia observam-se linfonodos e diversos tecidos infiltrados por massas neoplasicas. Os 6rgaos
acometidos sdo abomaso, coragao, baco, intestino, figado, rim, omaso, pulmao e ttero (SILVA,
1988).

O teste para identificagdo da doenca é a Prova de Imunodifusdo em Agar Gel (IDGA), que consiste
em identificar a presenca de anticorpos contra as principais glicoproteinas do virus. Caso seja
positivo, o animal tem o virus, porém pode ou nao ter a doenga (LAAN, 1999). Somente apos trés
testes feitos em intervalos de 4 meses que deem resultados negativos podem considerar o rebanho
livre da doenca (SILVA, 1988). Como nao existe vacina para a leucose (RICHTER, 2015), o
descarte de animais que forem soropositivos para o virus é aconselhado (SILVA, 1988).

METODOLOGIA

Aanalise do material coletado se dividiu em trés partes sequenciais, iniciando pela coleta dos
linfonodos (LN), em frigorifico, de vacas cujo destino anterior era produgao de leite e foram
descartadas para o abate, sendo retirados: LN intramamario, submandibular e pré-escapular. A
coleta foi realizada durante a inspecao na linha de abate, sendo os LN retirados nesta mesma
sequéncia. Apds a coleta, os LN eram colocados em sacos plésticos identificados de acordo com
sua localizacao na carcaca, foram colocados em uma caixa de isopor contendo gelo para preservar
as amostras até serem transportadas ao Laboratério de Histopatologia da UNIJUT.

A segunda parte foi a anélise macroscopica dos linfonodos, sendo avaliados a cor, a consisténcia,
tamanho e aspecto dos linfonodos coletados, além de lesdées ou achados post-mortem, sendo
necessaria essa etapa logo apds a coleta para preservar as caracteristicas da amostra. Apds a
andlise macroscopica e identificacao do linfonodo, cada amostra foi colocada individualmente em
um recipiente contendo formol a 10% (uma parte de formol concentrado para nove partes de
agua) para preservagao através da fixagao dos tecidos.

Passadas 48 horas, as amostras ja fixadas foram clivadas em 3mm de espessura maxima. Os
fragmentos de cada linfonodo foram colocados em cassetes histoldgicos (forma pléstica para
processamento de amostras de tecidos), e passaram pelo processamento em aparelho denominado
histotécnico. Apds completo o ciclo histotécnico, as amostras foram retiradas do equipamento e
colocadas sobre placa aquecida, onde foram aquecidas entre 65 e 70 °C e logo passavam para o
proximo processo, no qual foi utilizado um dispensador de parafina para preencher moldes de ago
com parafina liquida, formando um bloco de parafina contendo a amostra de tecido em seu
interior. Os blocos foram resfriados até temperatura ambiente, sendo entdo resfriados em
geladeira e apds no congelador.passando para o processo de corte com a utilizacdo do micrétomo,
onde foram retiradas fitas de parafina contendo a amostra de tecido do bloco, e neste caso o corte
tinha exatamente 3 micrometros de espessura. As fitas eram colocadas em dgua quente em banho-
maria histoldgico, a 48°C e entao coletadas com lamina de vidro de ponta fosca, que descansava
em temperatura ambiente por 30 minutos, e apds era colocada em estufa a 60°C para secar,
derreter a parafina e retirar o excesso desta. Apds secagem, as laminas foram coradas com H&E
(Hematoxilina e Eosina), que consistiu de diferentes banhos de xilol, dlcool e dgua antes e depois
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de passar pelos corantes tendo duragdo de 1 minuto nos banhos, 2 minutos na Hematoxilina e 30
segundos na Eosina. Finalizando esta etapa as laminas recebiam uma laminula colada com adesivo
sintético. Apds este processo, as laminas estavam prontas para a terceira etapa, analise em
microscépio de luz.

RESULTADOS

Na anadlise macroscopica dos linfonodos, 70% das amostras apresentaram aumento da camada
cortical que invadia a camada medular, além de outros achados macroscépicos. As alteragoes
encontradas nos linfonodos de cada categoria estdo descritas no quadro 1 (Quadro 1).

As proliferagdes encontradas foram possiveis de evidenciar ao corte dos LN, e eram de cor clara,
algumas coalescentes, salientes a ponto de comprimir a camada medular adjacente, que invadiam
e ocupavam grande espaco da camada medular, na maioria dos casos.

Quadro 1: Alteragdes macroscopicas dos linfonodos de bovinos leiteiros abatidos em frigorifico sob
inspecdo estadual.

AlteracOes macroscopicas Intramamaério Pré-escapular Submandibular
Proliferagao da camada cortical 15 14 3
Espessamento cortical 3 15 8
Bordas arredondadas 12 2 2
Coloragao Acinzentada 7 3 3
Coloragao amarelada 1 5 2
Presenca de Nodulo hemolinfoide 2 2 5
Hemorragias 6 8 )
Formato arredondado 5 3 1
Linfonodos sem alteragoes 0 0 3

Quadro 2 - Alteragdes microscopicas observadas em andalise histopatoldgica

Alteragoes microscépicas Intramamario Pré-escapular Submandibular

Hiperplasia linfoide

Ausente 0 0 4

Leve 6 1 2

Moderada 4 9 5

Acentuada 6 6 3

Em regido Cortical 17 16 10

Em regido Paracortical 11 8 8

Preenchimento do seio medular

Fisioldgico 7 11 9

Moderado 8 3 5

Acentuado 2 2 0
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Na avaliacdao microscopica das amostras coletadas, a principal alteragdo observada foi a
hiperplasia linfoide, que ocorreu nos linfonodos pré-escapular e intramamario, mas somente em
algumas amostras de linfonodos submandibulares. As alteracoes observadas estdo descritas e
quantificadas no quadro 2 (Quadro 2).

O preenchimento do seio medular foi avaliado, sendo que em muitos casos 0 mesmo estava normal
(fisiolégico), mas em outros casos a celularidade do seio era elevada, apresentando as seguintes
células: linfécitos, macréfagos, plasmdcitos, macrofagos ativados e eosinofilos.

Foram encontrados macréfagos ativados sendo que o nivel do mesmo variou de raros a
acentuados. Também foram observadas em algumas amostras presenga de eosinoéfilos, variando de
nivel raro a acentuado, ndo somente no seio medular, mas também na capsula do linfonodo, sendo
este um achado microscopico inespecifico.

DISCUSSAO

Os linfonodos sao estruturas discoides a ovoides e que variam de tamanho de animal para animal e
também de acordo com a espécie. Sua estrutura consiste de uma camada cortical externa e outra
interna (Paracortical) e outra camada medular, onde encontram-se os seios medulares e as
trabéculas. Estas camadas sdo revestidas por uma capsula de tecido conjuntivo denso que se
ramifica em diregdo ao seio medular formando trabéculas onde vasos linfaticos vdo depositar a
linfa direto no seio medular (FIGHERA e GRACA, 2010).

Nas amostras analisadas macroscopicamente, as mesmas apresentaram aumento de tamanho,
espessamento cortical e multiplas proliferacdes invadindo a camada medular, e em muitos casos,
ndo sendo possivel delimitar a separagado entre as camadas do LN, semelhante ao descrito por
FIGHERA e GRACA (2010), para leucose, assim como as massas coalescentes e nodulagoes
esbranquigadas descritas, que também foram observadas na maioria das amostras.
Histopatologicamente, os linfomas sdo classificados quanto ao seu tipo celular envolvido (Células
B ou T, maturidade das células, tamanho dos ntucleos), e apresentam desarranjo da arquitetura do
tecido do linfonodo. Em alguns casos, quando o linfoma apresenta forma folicular, se assemelha a
hiperplasia linfoide folicular pelo aumento do numero de foliculos, porem a diferenca
principalmente do ntcleo das células neoplasicas permite sua diferenciacdo (KIUPEL, 2015;
VALLI, et. al. 2017).

Nas amostras avaliadas, a organizacao celular do tecido linfoide ndo estava obliterada, mas
hiperplasica. A alteragao proliferativa mais frequente vista em linfonodos é a hiperplasia folicular,
sendo que a mesma ocorre com frequéncia em doengas virais ou outros agentes patogénicos como
protozodrios ou bactérias. Microscopicamente, a hiperplasia é o aumento do nimero e tamanhos
dos foliculos linfoides e centros germinativos, que ficam bem evidentes, denominada entdo de
hiperplasia linfoide folicular, ou ainda, como proliferacdo linfohistioplasmocitaria da zona
paracortical - Hiperplasia linfoide Paracortical (FIGHERA e GRACA, 2010; KIUPEL, 2015).

A hiperplasia folicular ocorre quando um antigeno é apresentado ao linfonodo, ficando o mesmo
reativo e fazendo a hiperplasia linfoide folicular tanto das porgdes corticais quanto paracorticais
(FIGHERA e GRACA, 2010; KIUPEL, 2015). Dependendo do tipo de material encontrado na linfa
que ¢ drenada ao linfonodo, o grau de hiperplasia pode variar, alterando o linfonodo regional que
drena o material, e o tipo celular encontrado ¢ diferente, como em casos de alta fagocitose de
células (como na alta descamacgdo por mastite por exemplo), havera mais macréfagos presentes, ja
em casos onde ha drenagem de lesoes supurativas, haverd maior quantidade de neutrofilos
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(KIUPEL, 2015; VALLI, et. al. 2017).

Em alguns casos, a hiperplasia folicular é permanente, sendo algumas doencgas como: rangeliose,
erliquiose, teileriose, doenca das martas aleutianas, doencas de jembrana e febre catarral
maligna, que fazem a estimulacao permanente dos linfonodos (FIGHERA e GRACA, 2010).

CONCLUSAO

As alteragdes macroscopicas encontradas nos linfonodos coletados durante o abate foram, em
alguns casos, semelhantes as observadas de casos de leucose. Entretanto, a analise
histopatoldgica permitiu diferenciar com clareza que as amostras coletadas apresentavam
hiperplasia folicular linfoide. No presente estudo ndao foram observados casos de leucose bovina,
sendo necessério continuar a pesquisa de incidéncia para considerar a regido como livre.

Palavras-chave: Leucose, linfonodos, bovinos leiteiros, histopatologia
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