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Resumo

Atividades de inspecdo em abatedouros desempenham papel crucial no controle sanitario de
zoonoses e doencas transmissiveis por via alimentar. Portanto, objetivou-se identificar e
analisar a frequéncia das doencas de linfonodos diagnosticadas em bovinos de abatedouro para
consumo humano, em amostras encaminhadas ao servico de diagndstico anatomopatologico do
LFDA-MG, de janeiro de 2015 a setembro de 2022. Um total de 2.000 amostras de linfonodos
foram analisadas quanto a origem da propriedade e do SIF remetente, sexo, diagnostico
histopatoldgico, sitio linfatico acometido, 6rgdo concomitantemente afetado e suspeita
macroscopica. Analises de padrao temporal e mapas tematicos foram utilizados para determinar
padrdes epidemioldgicos de distribuicdo dos principais diagnésticos. Tecidos parafinados de
casos de linfoma foram submetidos a imunofenotipagem com anti-CD3 e anti-CD79a. Tecidos
congelados ou parafinados destes mesmos casos foram utilizados para identificagdo do
retrovirus da leucose enzoética bovina (LEB) por gqPCR, o qual foi também utilizado,
juntamente com isolamento bacteriano, em amostras de casos suspeitos para tuberculose. O ano
de 2020 (29,3%) concentrou maior recebimento de amostras, sendo os meses de julho (X = 60,5)
e novembro (X = 58) 0s mais representativos. Ao todo, 37 SIFs contribuiram para as analises,
com énfase nos estados de Minas Gerais e Rio Grande do Sul. Um total de 12 estados e 428
municipios sediaram as propriedades de origem dos bovinos estudados. Casos de tuberculose
contabilizaram 89,3% das amostras. Demais diagndsticos incluiram neoplasias (3,5%), causas
variadas de linfadenopatias (2,8%), linfadenites idiopaticas (2,3%), actinogranulomas (1%), e
casos de LEB (0,9%). Linfomas de células B e T contabilizaram 18 e 11 casos, com predominio
de linfomas de grandes células B e linfomas de células T periféricos, respectivamente. Os
linfonodos toracicos foram associados a maioria dos diagnosticos. A sensibilidade da
histopatologia superou a de outros testes complementares em casos de tuberculose. Valores de
sensibilidade e especificidade das suspeitas macroscopicas para os diagndsticos definitivos de
tuberculose e leucose enzodtica foram igualmente satisfatorios. Conclui-se que o estudo dos
linfonodos é uma etapa fundamental no exame de inspe¢do e ndo deve ser subestimado. A
associacdo da histopatologia com técnicas laboratoriais complementares é determinante para o
sucesso diagndstico, especialmente em casos complexos e de grande importancia

epidemioldgica, econdmica e zoossanitaria, como leucose enzodtica e tuberculose.

Palavras-chave: Bovino. Matadouro. Lesdes de abatedouro. Nodos linfoides. Salde publica.



Abstract

Inspection activities in slaughterhouses play a crucial role in the sanitary control of zoonoses
and foodborne diseases. Therefore, the aim of this study was to identify and analyze the
frequency of lymph node diseases diagnosed in cattle from slaughterhouses for human
consumption, in samples sent to the anatomopathological diagnosis service of LFDA-MG, from
January 2015 to September 2022. A total of 2,000 samples of lymph nodes were analyzed
regarding the origin of the property and the Federal Inspection Service (FIS) responsible for the
sending, gender, histopathological diagnosis, affected lymphatic site, concomitantly affected
organ and gross interpretation. Time pattern analyzes and thematic maps were used to determine
epidemiological distribution patterns of the main diagnoses. Paraffin-embedded tissues from
cases of lymphoma were submitted to immunophenotyping with anti-CD3 and anti-CD79a.
Frozen or paraffin-embedded tissues from the same cases were used to identify enzootic bovine
leukosis retrovirus (EBL) by gPCR, which was also used, along with bacterial isolation, in
samples of suspected cases of tuberculosis. The year of 2020 (29.3%) concentrated the highest
number of samples, with the months of July (X = 60.5) and November (X = 58) being the most
representative periods. Altogether, 37 FIS contributed to the analyses, with emphasis on the
states of Minas Gerais and Rio Grande do Sul. A total of 12 states and 428 municipalities hosted
the origin properties of the studied cattle. Cases of tuberculosis accounted for 89.3% of the
samples. Other diagnoses included neoplasms (3.5%), varied lymphadenopathies (2.8%),
idiopathic lymphadenitis (2.3%), actinogranulomas (1%), and cases of EBL (0.9%). B- and T-
cell lymphomas accounted for 18 and 11 cases, with a predominance of large B-cell lymphomas
and peripheral T-cell lymphomas, respectively. Thoracic lymph nodes were associated with
most diagnoses. The sensitivity of histopathology surpassed that of other complementary tests
in cases of tuberculosis. Sensitivity and specificity values of macroscopic suspicions for
definitive diagnoses of tuberculosis and enzootic leukosis were equally satisfactory. It is
concluded that the study of the lymph nodes is a fundamental step in the inspection process and
should not be underestimated. The association of histopathology with complementary
laboratory techniques is crucial for successful diagnosis, especially in complex cases of great
epidemiological, economic and zoosanitary importance, such as enzootic leukosis and

tuberculosis.

Keywords: Bovine. Slaughterhouse. Abattoir lesions. Lymph nodes. Public health.
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1. INTRODUCAO

O Brasil concentra um dos maiores rebanhos bovinos do mundo, com mais de 224
milhdes de cabecas de gado estimadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) no ano de 2021 (IBGE, 2021), e essa enorme cadeia produtiva requer grande
responsabilidade na capacidade de planejamento e gestdo de recursos, bem como na garantia
da sanidade e no controle de doencas nas etapas da producdo animal. No Brasil, trabalhos de
inspecdo em abatedouros frigorificos sdo de responsabilidade técnica privativa do médico
veterinario (Brasil, 1968). Esses trabalhos demonstram sua importancia no controle sanitario
de diversas zoonoses e doencas transmissiveis por via alimentar, o que se traduz em uma
importante atividade de vigilancia epidemioldgica, uma vez que é mandatdria a condenacgao
parcial ou total de carcagas de animais acometidos por determinadas condigdes (Brasil, 2017a).
A importancia de trabalhos de inspecédo frigorifica reside ainda na identificacdo de doencas
exoticas ou nunca antes notificadas na regido, bem como nos programas nacionais de controle
e erradicacdo de doengas (Brasil, 2006; Vaz e Sena, 2017), permitindo ainda estimar as perdas
econdmicas associadas a determinadas causas de condenacdo de carcagas (FAO, 2019; OIE,
2019).

Comum a muitos desses programas esta 0 exame dos linfonodos, uma vez que estes
configuram o6rgdos linfoides de drenagem (sentinelas), sendo alvos de grande parte dos
processos patologicos em mamiferos, aumentando em varias vezes seu tamanho natural ao
serem acometidos e tornando-se facilmente perceptiveis durante exames de inspecdo em
abatedouros frigorificos (Valli et al., 2016). Logo, a avaliagdo deste 6rgao linfoide em bovinos
passa a ser especialmente importante durante o diagndstico de doencas diversas (Tessele et al.,
2014; Vazquez et al., 2014; Tessele e Barros, 2016; Neves et al., 2017).

Nesse ambito, diversos estudos tém demonstrado sua importancia no territério nacional
(Tessele et al., 2013; Tessele et al., 2014; Vazquez et al., 2014; Tessele e Barros, 2016; Neves
et al., 2017), incluindo trabalhos que consideram as perdas econémicas associadas a causas de
condenagéo de carcacas bovinas em abatedouros no Estado de Minas Gerais (Souza et al., 2017;
Rezende et al., 2018; Camba e Alves, 2020). Contudo, ndo ha obrigatoriedade na coleta e exame
complementar do 6rgdo em muitos dos programas vigentes, carecendo de informacOes
epidemioldgicas sobre a ocorréncia de determinadas doencas e sua correlagdo com a
distribuicéo e forma de acometimento linfatico, por exemplo. Em vista das muitas lacunas ainda

existentes, visou-se perfazer uma analise abrangente e pormenorizada de linfonodos oriundos
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de bovinos de abatedouro, com énfase nos achados anatomopatoldgicos, moleculares, imuno-

histoquimicos e epidemioldgicos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar e analisar a frequéncia das doengas que cursam com acometimento linfatico,

diagnosticadas em bovinos de abatedouro para consumo humano, em amostras encaminhadas

ao servico de diagndstico anatomopatologico do Laboratorio Federal de Defesa Agropecuaria
de Minas Gerais (LFDA-MG), no periodo de janeiro de 2015 a setembro de 2022.

2.2 Objetivos especificos

Estabelecer a ocorréncia e a frequéncia das doencas que cursam com acometimento
linfatico diagnosticadas em bovinos de abatedouro pelo Laboratério de Patologia
Veterinaria (LPV) do LFDA-MG;

Identificar e descrever os achados anatomopatologicos encontrados para as principais
causas de acometimento dos nodulos linfoides examinados;

Identificar e descrever os principais grupos etioldgicos e/ou etiologia (quando possivel)
associados as causas infecciosas de acometimento dos nodulos linfoides examinados;
Utilizar diferentes técnicas laboratoriais para confirmacdo da etiologia e estabelecimento
do diagndstico definitivo sempre que possivel e necessario;

Correlacionar procedéncia (unidade federativa e municipio de origem da propriedade e do
servico de inspecdo solicitante), sexo, sitio linfatico acometido, érgdo concomitantemente
acometido, suspeita macroscopica e idade aproximada dos bovinos de abatedouro

acometidos com as principais doencas diagnosticadas sempre que possivel.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Regulamentacédo da inspecéao frigorifica no Brasil

A aprovacao do regulamento para reger o entdo “Servico de Inspec¢do de Fabricas de
Productos Animais” ¢ considerada o marco historico do inicio das atividades de inspecao
federal, através do Decreto 11.462 em 1915 (Brasil, 1915), mas foi somente em 1950, por meio
da Lei 1.283, que a inspe¢do industrial e sanitaria dos produtos de origem animal (POAS)
tornou-se obrigatéria no pais (Brasil, 1950), sendo esta regulamentada pouco depois pelo
Decreto 30.691, em marco de 1952, que instituiu o Regulamento de Inspecdo Industrial de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA) (Brasil, 1952).

A tarefa de inspecéo e fiscalizacdo sob o ponto de vista sanitario foi incluida na lista de
atividades de competéncia privativa do médico veterinario em 1968, quando outorgada a Lei
5.517, que dispde sobre o exercicio da profissdo (Brasil, 1968). No entanto, a oferta de POAs
sofria ainda naquela época graves inconstancias quanto ao controle desses produtos e a garantia
da seguranca alimentar. Foi entdo que a denominada Lei da Federalizacdo foi instituida,
garantindo ao Ministério da Agricultura a competéncia exclusiva para a execucao da
fiscalizacdo dos produtos de origem animal (Brasil, 1971). Ndo obstante, as atividades de
inspecdo foram redistribuidas para os niveis federal, estadual e municipal, com base na &rea de
comercializacdo dos produtos fabricados pelos estabelecimentos industriais com a promulgacéo
da Lei 7.889 de 1989 (Brasil, 1989).

As atividades de inspecdo veterinaria passaram entdo a ser regulamentadas pelo Decreto
n°9.013 de 2017, que dispde sobre o RIISPOA (Brasil, 2017a), visando maximamente reduzir
os riscos de doengcas transmitidas por alimentos (DTAs). O Decreto n° 10.468 de 2020 trouxe,
ainda, mudancas referentes principalmente a digitalizacdo da informacéo, possibilitando maior
controle e rastreabilidade dos registros de inspecdo. Adicionalmente, 0 novo Decreto
possibilitou maior autonomia e responsabilidade aos estabelecimentos pela qualidade dos
POAs, atribuindo novas estratégias de fiscalizacdo e penas mais duras aos estabelecimentos
infratores (Brasil, 2020).
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3.2 Anatomia, histologia e fisiopatologia do linfonodo

Os linfonodos sao o6rgdos linfoides de drenagem intimamente associados a imunidade
humoral (Gartner, 2007). Estes 6érgdos linfoides secundarios (periféricos) sdo tipicamente
encontrados na regido cervical, axilar, inguinal, cavidades corpdreas e ao longo de grandes
vasos (Gartner, 2007; Konig e Liebich, 2011).

Macroscopicamente, os linfonodos séo ovais e encapsulados, frequentemente envoltos
por tecido adiposo. Os nddulos linfoides interpdem o trajeto linfatico e filtram a linfa recebida
pelos vasos linfaticos aferentes (Gartner, 2007; Konig e Liebich, 2011), diferentemente dos
nodos hemais ou hemolinfonodos, que possuem fungdo hematopoética, sendo comumente
encontrados em animais jovens e estruturalmente semelhantes a pequenos “bagos acessorios”
(Valli et al., 2016).

Microscopicamente, sdo compostos por regido cortical, paracortical e medular. A
primeira abriga principalmente grupos de linfocitos B dispostos em estruturas foliculares
(foliculos primérios e secundérios), que diferem quanto ao grau de especializacdo na produc¢édo
de imunoglobulinas; a segunda localiza-se entre o cortex e a medula e contém principalmente
linfécitos T; engquanto que a terceira € marcada pela menor celularidade e pela presenca de
corddes anastomosantes de células linfoides em diferenciacdo (linfoblastos B e plasmadcitos) e
seios linfaticos tortuosos, os quais drenam a linfa em meio a células reticulares, linfocitos
circulantes e macrofagos (Gartner, 2007). O arcabouco linfatico é ainda sustentado por
trabéculas de tecido conjuntivo que se projetam da capsula linfatica em direcdo ao centro ou
hilo linfoide, porgdo céncava do nodulo linfoide onde conflui a entrada e a saida de vasos
sanguineos e o escoamento da linfa drenada pelo vaso linfético eferente (Gartner, 2007; Konig
e Liebich, 2011). A Figura 1 esquematiza de maneira simplificada algumas das principais
caracteristicas histoldgicas descritas anteriormente, enquanto que a Figura 2 ilustra a histologia

de hemolinfonodos bovinos.
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Trabécula

Seio
subcapsular

Seio medular

com tecido
Foliculo linforreticular
linfatico difuso

com cenfro
de reacdo

Vaso linfatico eferente Vaso linfatico aferente

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura interna do linfonodo bovino. Adaptado de Konig e
Liebich, 2011.

Figura 2. Histologia do hemolinfonodo bovino. A. Seccdo longitudinal de hemolinfonodo pulmonar.
Destaque para capsula fibrosa (cabeca de seta) e seio subcapsular repleto de sangue (asterisco). HE, 40x.
B. Seccdo transversal de hemolinfonodo. Destaque para foliculos linfoides secundérios intercalados por
seios trabeculares espessos (asterisco), conferindo aspecto histologico de “polpas esplénicas”. HE, 40x.

Ao ser acometido por processos inflamatdrios, neoplasicos ou infecciosos, o 6rgdo pode
aumentar em varias vezes seu tamanho natural, tornando-se firme e palpavel, sendo facilmente
perceptivel durante o exame macroscopico (Gartner, 2007; Valli et al., 2016). Ademais, pelo
fato de estar localizado em cadeias, a linfa drenada de um linfonodo flui para o seguinte,
facilitando por sua vez a disseminacado de processos infecciosos ou neoplasicos entre linfonodos
vizinhos (Gartner, 2007).



33

3.3 Imunologia aplicada a patologia das vias linfaticas em bovinos

De um modo geral, grande parte das reagdes teciduais observaveis a macroscopia sao
desencadeadas por processos microscopicos que muitas vezes envolvem reacdes inflamatorias
agudas ou cronicas, em Ultima analise determinadas pelo estimulo inicial e pela resposta do

préprio individuo (Kumar et al., 2010).

As reacOes da inflamacao aguda podem ser deflagradas por diversos mecanismos, que
incluem infeccBes por micro-organismos ou o efeito de suas toxinas, corpos estranhos, reagdes
imunes e necrose tecidual por causas diversas (e.g. hipdxia e injurias fisicas ou quimicas), e
apresentam os seguintes componentes: aumento do fluxo sanguineo por alteragcdes no calibre
vascular; mudancas estruturais na microvasculatura e; migracao e ativacao leucocitaria (Kumar
etal., 2010).

A fase aguda da inflamacédo € ainda caracterizada pela presenca do exsudato, fluido
extracelular rico em proteinas, que contém alta gravidade especifica e restos celulares,
classificado de acordo com seus padrGes morfologicos em: seroso; fibrinoso;
supurativo/purulento; ou quaisquer combinacdes entre esses padroes (Kumar et al., 2010). Os
mecanismos responsaveis por desencadear a inflamacao aguda dependem de vias de sinalizacdo
celular que incluem os mediadores derivados de células (aminas vasoativas, metabolitos do
acido araquidonico, fator ativador de plaquetas, espécies reativas de oxigénio, 6xido nitrico,
citocinas e quimiocinas, constituintes lisossémicos dos leucdcitos e neuropeptideos) e 0s
mediadores derivados de proteinas plasmaticas (sistema complemento, sistema da coagulacdo

e sistema das cininas) (Tabelas 1 e 2) (Kumar et al., 2010).

Tabela 1. O papel das citocinas na inflamacéo. Adaptado de Kumar et al., 2010.

Citocina Principais fontes Principais acOes na
inflamacéo
Inflamacé&o aguda
TNF Macréfagos, mastdcitos, Estimula a expressdao das
linfocitos T moléculas de adesdo endotelial

e secrecdo de outras citocinas;
efeitos sistémicos

IL-1 Macréfagos, celulas  Similar ao TNF; maior papel na
endoteliais, algumas células febre
epiteliais

IL-6 Macro6fagos, outras células Efeitos sistémicos (resposta de

fase aguda)



Quimiocinas

Inflamacao crénica

IL-12
IFN-y

IL-17

Macrofagos, células
endoteliais, linfécitos T,
mastocitos, outros tipos de
células

Células dendriticas, macréfagos
Linfocitos T, células NK

Linfécitos T
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Recrutamento de leucocitos
para os locais de inflamacéo,
migracdo das ceélulas para os
tecidos normais

Producdo aumentada de IFN-y
Ativagdo  de  macrofagos
(habilidade aumentada para
destruir micrébios e células
tumorais)

Recrutamento de neutrdfilos e
mondcitos

Abreviagdes: IFN-y, interferon-gama; células NK, células assassinas naturais (natural killer); TNF, fator
de necrose tumoral.

Tabela 2. Papel dos mediadores nas diferentes reagdes da inflamagdo. Adaptado de Kumar et al., 2010.

Papel na inflamagéo

Mediadores

Vasodilatacdo

Permeabilidade vascular aumentada

Quimiotaxia,
leucocitaria

Febre
Dor

Dano tecidual

recrutamento

Prostaglandinas

Oxido nitrico
Histamina

Histamina e serotonina

C3a e Cba (pela liberacdo de aminas vasoativas
dos macrdéfagos e outras células)

Bradicinina

Leucotrienos C4, D4, E4

PAF
Substancia P
TNF, IL-1
Quimiocinas
C3a, Cha
Leucotrieno

e ativacao

B4 (produtos bacterianos)

IL-1, TNF

Prostaglandinas
Prostaglandinas

Bradicinina

Enzimas lisossdmicas dos leucécitos
Espécies reativas de oxigénio

Oxido nitrico

Abreviacgdes: IL-1, interleucina-1; PAF, fator de ativacdo plaquetaria; TNF, fator de necrose tumoral.

A medida que processos inflamatérios perduram por longos periodos, como em casos

de infecgdes persistentes por micro-organismos dificeis de debelar (e.g. Mycobacterium spp.),

doencas inflamatdrias imunomediadas, ou ainda por exposi¢do prolongada a agentes toxicos

(exdgenos ou enddgenos), elementos da inflamag&o ocorrem juntamente com a injuria tecidual

e tentativas de reparo (Kumar et al., 2010). Neste sentido, como alguns dos principais

componentes do sistema mononuclear fagocitico, 0s macréfagos desempenham importantes
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fungBes no processo inflamatorio cronico, contribuindo diretamente para a inativacdo e morte
microbiana, mediagdo de processos inflamatorios e reparo tecidual (Figura 3), com ressalva as
importantes vias de interacdo com os linfécitos (Figura 4), que por vezes incitam reagdes
granulomatosas (Kumar et al., 2010).

Monocito Aderente Emigrando
circulante

Macrofago tecidual

Resposta imune:
célula T ativada

Micrébios,
citocina (IFN-Y) IL-4,

«—0Utras citocinas

INFLAMAQRO E REPARO

INJURIA TECIDUAL « Fatores de crescimento

« Espécies reativas de (PDGF, FGF, TGF-B)
oxigénio e nitrogénio « Citocinas fibrogénicas

« Proteases « Fatores angiogénicos

« Citocinas, incluindo (FGF)
quimiocinas « Colagénese

« Fatores da coaguiacao ‘removedora”

« Metabolitos do AA

Figura 3. Papel dos macro6fagos na inflamacéo crénica. Adaptado de Kumar et al., 2010.

AbreviagOes: AA, acido araquidbnico; FGF, fator de crescimento de fibroblasto; IFN-y, interferon-
gama; IL-4, Interleucina-4; PDGF, fator de crescimento derivado de plaquetas.
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Células T .
Apresentacao de antigeno
para as células T Citocinas

(p. ex., IL-12)

CélulaT

ativadas
Macréfago

ativado

\

TNF, IL-17, \
quimiocinas I

Ativacao dos
macréfagos

Inflamacao

Recrutamento dos neutrofilos,
macréfagos

Inflamacéo
Figura 4. InteragcBes macrdfago-linfocito na inflamagéo crénica. Adaptado de Kumar et al., 2010.

Abreviagdes: IFN-y, interferon-gama; IL-1, interleucina-1; IL-12, interleucina-12; IL-17, interleucina-
17; TNF, fator de necrose tumoral.

Por sua vez, o granuloma pode ser entendido como uma reacdo antigénica cronica
(hipersensibilidade tardia), na qual ocorre uma tentativa de isolamento de um processo
patolégico, caracterizada pelo acumulo focal e circunscrito/encapsulado de células
inflamatdrias com predominio de linfécitos e macrofagos (macrofagos epitelioides e células
gigantes multinucleadas do tipo Langhans ou do tipo corpo estranho), geralmente arranjados
concentricamente em torno de um agente intralesional biol6égico ou ndo, responsavel pelo
estimulo antigénico inicial, por vezes associado a neutrofilos integros e degenerados e restos
celulares necréticos eventualmente mineralizados, como ocorre em casos de tuberculose (Fuller
et al., 2003; Kumar et al., 2010).

Nessa linha, a tuberculose apresenta como principal via de transmissdo a via aérea
através da inalagdo de bacilos vidveis entre animais ou pessoas infectadas (Paes e Franco, 2016).
Ao serem captados por macrofagos teciduais, os bacilos podem permanecer inertes no sitio de
infeccdo primaria por longos periodos (estado de dorméncia), ao impedir a maturacdo de

fagossomos e a fusdo de fagolisossomos, além da apresentacéo antigénica e a propria apoptose
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ou autofagia (Ottenhoff, 2012), sendo sucedido por uma resposta imune inata histiocitaria por
secrecdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), dentre outras citocinas com funcdo
quimiotatica (Caswell e Williams, 2016). Ent&o, ocorre a liberacdo de IL-12, que deflagra a
secrecdo de interferon-gama (IFN-y) e IL-2 por linfécitos T CD4" auxiliares do tipo 1, iniciando
sinergicamente o processo de resposta imune celular que leva a reacdo granulomatosa e,
somente entdo, os macrofagos ativados por linfocitos especializados adquirem a capacidade de
metabolizar os fagossomos nos quais se encontravam o0s bacilos, conferindo um aspecto

epitelioide ou multinucleado (Caswell e Williams, 2016).

Durante esse processo, no entanto, uma resposta imune celular exacerbada pode ser
deflagrada por macréfagos, em especial devido a liberacdo de metaloproteinases da matrix,
levando ao classico padrdo de necrose liquefativa no centro dos granulomas tuberculoides
(Caswell e Williams, 2016). Algumas bactérias podem ainda escapar dos fagossomos e se
multiplicar no citoplasma de macréfagos, levando a evasédo celular por ruptura da membrana
plasmética e perdurando a infeccdo (Ottenhoff, 2012). Apds a infeccéo inicial, algumas dessas
micobactérias podem ser carreadas por células fagociticas até linfonodos de drenagem, onde

estabelecem um novo foco de infeccdo (complexo primario) (Figura 5) (Domingo et al., 2014).

FEN VBRI S e 2B
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Flgura 5. Achados anatomopatologlcos em Imfonodos medlastmlcos de vacas com tuberculose. A.

Granulomas coalescentes com necrose caseosa e mineralizacdo, separados por septos de tecido

conjuntivo fibroso. B. Granuloma de tuberculose em estado inicial, com acimulo central de neutréfilos

integros e degenerados, circundados por macrdfagos epitelioides, células gigantes multinucleadas e
linfocitos. Adaptado de Domingo et al., 2014.

Em dltima analise, a patogénese da tuberculose depende de trés fatores: a capacidade do

bacilo de reprogramar a resposta imune da célula hospedeira apos a primo-infeccéo, prevenindo
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sua eliminacdo; a formacdo de granulomas, nos quais o patdgeno sobrevive em equilibrio e
previne sua eliminacdo, garantindo um estado de dorméncia até um momento de queda na
imunidade; e a lentificacdo do controle e metabolismo central bacteriano, caracterizando um
estado no qual a bactéria é resistente as defesas do hospedeiro e as tentativas terapéuticas
(Miggiano et al., 2020).

3.4 A importéancia do estudo do linfonodo durante a inspecéo frigorifica

A avaliacdo desse 6rgao linfoide é etapa obrigatéria de acordo com o Programa Nacional
de Controle e Erradicacédo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT) (Brasil, 2006) e de
acordo com o manual de Inspecdo de Carnes, durante a inspecdo pOs-morte de rotina em
abatedouros frigorificos (Brasil, 2007). O estudo das vias linfaticas é também especialmente
importante durante o diagnostico de certas doencas granulomatosas, tais como actinomicose,
actinobacilose e mastite estafilocécica (Tessele et al., 2014), sendo ainda crucial durante a
busca por sinais de tuberculose (Neves et al., 2017), paratuberculose (Vazquez et al., 2014) e
doencas neoplasicas em geral (Tessele e Barros, 2016), podendo também ser aplicado em certos
casos de lesbes parasitarias (Alborzi et al., 2013; Tessele et al., 2013) ou tdxicas nesses animais,
como as causadas por ingestdo de Brachiaria spp. (Driemeier et al., 1998), Vicia villosa (Sonne
et al., 2011) e polpa citrica (Saunders et al., 2000; lizuka et al., 2005).

Em alguns casos, no entanto, alteracdes linfaticas indicativas de lesdo podem néo ser
evidentes a macroscopia, passando despercebidas durante a inspecdo, especialmente quando
relacionadas a lesGes discretas ou incipientes, esta Gltima frequentemente associada a quadros
sépticos por Salmonella sp. (Webb et al., 2017). Logo, a avaliacdo periddica de linfonodos de
animais de abatedouro requer especial atencdo frente a possibilidade de estes érgaos sediarem
processos patoldgicos importantes em animais aparentemente saudaveis, muitas vezes com

alteracGes macroscopicas minimas ou inexistentes (Al-Sadi e Ridha, 1994).

3.5 Classifica¢édo das doengas linfaticas

Nesta revisdo, as lesdes linfaticas serdo didaticamente classificadas quanto ao seu
aspecto morfolégico macroscopico, Visto que essas caracteristicas sdo, sobretudo,

determinantes para a conduta dos profissionais de inspecdo frigorifica em todo o mundo.
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Portanto, a classificacdo das doencas linfaticas seguira da seguinte forma: lesdes inflamatdrias
supurativas, abscedativas e granulomatosas; lesées hemorragicas; lesdes pigmentares; e lesées

hiperplasicas e proliferativas.

3.5.1 Les6es inflamatorias supurativas, abscedativas e granulomatosas

Define-se por linfadenite o processo reacional de inflamacdo do sitio nodal linfatico
frente a agentes infecciosos ou toxicos (Valli et al., 2016; Fighera, 2023). Sua classificacdo €
determinada pelas caracteristicas do préprio exsudato, que variam de acordo com a etiologia
associada, resposta individual e cronicidade da leséo (Valli et al., 2016; Boes e Durham, 2017).

De um modo geral, os agentes bacterianos destacam-se quanto a frequéncia de
acometimento dos linfonodos, sendo comum observar processos supurativos e abscedativos em
quadros agudos da infeccéo, resultado da presen¢a massiva de pidcitos no sitio linfatico afetado
(Valli etal., 2016). Macroscopicamente, € possivel notar um aumento do didmetro do linfonodo
(linfadenomegalia), com reducdo da consisténcia do Orgdo e adelgacamento capsular,
acompanhados de acimulo de material viscoso, opaco, esverdeado ou amarelado e de odor
fétido, quase sempre associado a areas extensas de perda do parénquima linfoide (Valli et al.,
2016). Os agentes mais comumente associados com esse tipo de lesdo em bovinos sao
Streptococcus spp. (Valli et al., 2016), Brucella spp. (Valli et al., 2016; Manrique-Ayala et al.,
2021) e Trueperella pyogenes (Ribeiro, 2016; Valli et al., 2016).

Lesdes inflamatorias granulomatosas, por outro lado, sdo representadas por
linfadenomegalia e aumento da consisténcia do érgdo linfoide, com acimulo de exsudato
majoritariamente seco, espessamento capsular e aderéncias fibrosas entre o linfonodo e
estruturas circunjacentes (Tessele et al., 2014; Valli et al., 2016). O centro de alguns
granulomas pode ainda albergar extensas areas de necrose de caseificacdo (Figura 6A), ou
mesmo de mineralizacdo (Figura 6B), esta ultima, conferindo aspecto rangente ao corte (Tessele
et al., 2014, Valli et al., 2016). Bactérias do género Mycobacterium spp., Actinobacillus sp. e
Actinomyces sp. destacam-se por sua capacidade de incitar processos granulomatosos (Tessele
et al., 2014). Menos frequentemente, infec¢des por Staphylococcus spp. e Nocardia spp., ou
por determinadas espécies de algas (e.g. Prototheca zopfii) e fungos (e.g. Cryptococcus
neoformans e Candida spp.) (Valli et al., 2016), ou mesmo a presenca de corpos estranhos nao

bioldgicos, como em casos de inoculacdo acidental de veiculos vacinais por falhas na
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administracdo de vacinas (Folchini et al., 2018), podem também estar associadas a processos

granulomatosos no sitio linfatico.

Figura 6. Lesbes inflamatorias granulomatosas em bovinos. A. Tuberculose. Linfonodo

traqueobrénquico, superficie de corte com completa perda da arquitetura linfatica por acimulo de
material caseoso. Adaptado de Davies e Warren, 2017. B. Tuberculose. Nédulos granulomatosos
branco-amarelados e parcialmente mineralizados (cabecas de seta), disseminados pelo parénquima
linfoide. Adaptado de Valli et al., 2016.

3.5.2 Lesbes hemorréagicas

Macroscopicamente, processos que cursam com hemorragia linfatica sdo notaveis por
variacdes na coloracdo normal do linfonodo, conferindo uma tonalidade avermelhada ao 6rgéo
linfoide acometido. Nessa linha, lesdes hemorragicas linfaticas podem ocorrer isoladamente
por agdo de injuria tecidual local, como em episodios de migragéo parasitéria (Figura 7A) (Azizi
et al.,, 2015), ou estar vinculadas a ocorréncia de sindromes hemorragicas sistémicas,
frequentemente associadas a quadros sépticos bacterianos (Figura 7B) (Herenda et al., 1994),
ou mesmo a quadros toxicos com repercussoes sistémicas (DeHoogh, 1989; Oliveira, et al.,
2020). Dessa forma, hemorragias concentradas em sitios teciduais proximos aos de drenagem
linfatica estdo associadas a quadros de hemorragia por drenagem linfatica, que se traduzem
histologicamente no acimulo de hemacias em sinusoides corticomedulares linfaticos
(eritrocitose sinusal e consequentemente eritrofagocitose) (Elmore, 2006), sendo

macroscopicamente indistinguiveis de hemorragias linfoides primarias.



41

| e ——

Figura 7. LesBes hemorragicas em linfonodos bovinos. A. Linguatulose. Superficie de corte do

linfonodo com focos agudos de hemorragia (asterisco) e acumulo difuso de pigmento (hematina
parasitaria) associados a presenca de ninfas do parasita (seta). Adaptado de Hashemnia et al., 2018. B.
Salmonelose septicémica. Superficie de corte do linfonodo com focos de hemorragia e edema intersticial

difuso no parénquima. Adaptado de Valli et al., 2016.

3.5.3 LesOes pigmentares

As lesbes pigmentares costumam ser facilmente perceptiveis durante as etapas de
inspecdo, visto que ocorre um destacamento do 6rgdo linfoide perante as estruturas anatémicas
adjacentes. Frequentemente, quadros de hemorragia progridem para uma lesdo cromatica ou
pigmentar das estruturas linfaticas de drenagem durante suas etapas de resolucdo, com base na
metabolizacdo de elementos do prdprio sangue, que incluem a transformacgdo de hemoglobina
em hemossiderina a partir de hemécias rompidas, conferindo uma tonalidade acastanhada ou
marrom ao linfonodo afetado por acimulo de hemossiderina, como ocorre nos linfonodos peri-

hepéticos em casos de fasciolose (Rahko, 1969; Zafra et al., 2009).

Esta mesma alteracdo de cor pode ser conferida pelo acumulo direto de hematina
parasitaria quando da presenca ativa de parasitas hematofagos no sitio linfatico, como em casos
de infeccdo por Linguatula serrata (Figura 7A) (Azizi et al., 2015; Hashemnia et al., 2018).
Pigmentos enegrecidos ou esverdeados sdo geralmente observados em linfonodos que drenam
sitios de antracose (Ozcan e Beytut, 2001) ou de tatuagem (Herenda e Dukes, 1988),

respectivamente, embora casos de infeccao pela alga pigmentada Chlorella sp. possam também
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cursar com alterac6es de cor do sitio linfatico, garantindo uma tonalidade verde-clara ao 6rgéo
acometido (Hafner et al., 2012).

3.5.4 Lesoes hiperplasicas e neoplasicas

Comum a ambos os processos de hiperplasia e neoplasia linfoide estd 0 aumento do
linfonodo (Valli et al., 2016). No entanto, a diferenciagdo macroscépica entre ambos 0s
processos pode ser desafiadora, especialmente durante estagios iniciais de doencas
linfoproliferativas (Conner et al., 1966; Ohshima et al., 1982). Uma parcela destes casos pode
sequer ser notada macroscopicamente, seguindo para o consumo humano (Wright et al., 1967).
Logo, a confirmacéo histopatoldgica e imuno-histoquimica se faz necessaria em casos suspeitos

de acometimento neoplasico (Valli et al., 2017).

Lesdes hiperplasicas consistem em uma resposta reativa controlada e ndo neoplésica de
células linfoides, podendo ocorrer de forma regional ou generalizada (Valli et al., 2016). Neste
processo, 0 aumento da populacdo linfoide costuma respeitar as propor¢ées naturais do 6rgéo,
mas o predominio por linfdcitos B nos foliculos linfoides ou por linfocitos T no paracértex pode
predizer respostas do tipo humoral ou celular, respectivamente (Valli et al., 2016). Embora tal
achado seja geral ou pouco especifico, fenbmenos de hiperplasia linfoide generalizados
acompanhados de intensa blastogénese paracortical sdo tipicamente observados nas fases
iniciais da febre catarral maligna e da teileriose em bovinos (Hendera et al., 1994; Valli et al.,
2016). Macroscopicamente, padrdes de hiperplasia linfoide cursam com evidenciacdo do
padrdo folicular sob a forma de é&reas esbranquicadas micronodulares, multifocais a
coalescentes e evidentes a superficie cortical linfoide, sem, contudo, comprometer a integridade
da arquitetura normal linfatica (Figura 8A) (Valli et al., 2016; Boes e Durham, 2017).
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Figura 8. LesBes hiperplasicas e neoplasicas em bovinos. A. Hiperplasia linfoide. Linfonodo iliaco
medial, superficie de corte com evidenciacéo de foliculos linfoides ao longo de todo o cortex linfatico
interno (cabecas de seta). Adaptado de Davies e Warren, 2017. B. Leucose enzootica bovina. Superficie
de corte de linfonodo com perda da arquitetura do linfonodo por maltiplos nddulos esbranquigados
irregulares e coalescentes. Adaptado de Boes e Durham, 2017.

Por outro lado, lesGes linfoproliferativas geralmente cursam com o acometimento de
maltiplas estruturas linfaticas, acompanhado de subversdo da arquitetura do 6rgdo por
indistincdo corticomedular, com superficie de corte difusamente branco-amarelada e
homogénea, como observado na forma progressiva e generalizada da leucose enzoo6tica bovina
(LEB) (Figura 8B) (Yooon et al., 2005; Tessele e Barros, 2016). Em bovinos de produgéo, o0s
linfonodos representam ainda sitios de metéstase para carcinomas de células escamosas (Gava
et al., 2002; Tessele e Barros, 2016), neoplasias mamarias (Povey e Osborne, 1969; Piva et al.,
2017) e pulmonares (Zanoni et al., 2014; Neto et al., 2019).

3.6 Agentes infecciosos de importancia a saude publica com énfase em linfonodos de

bovinos de abatedouro

3.6.1 Miscelanea de agentes infecciosos

Nesta secdo, sera discorrido acerca de diferentes agentes infecciosos relacionados direta
ou indiretamente ao acometimento de linfonodos de bovinos com repercussdes a satde publica,

incluindo as bactérias ndo pertencentes ao género Mycobacterium. Em vista da indiscutivel
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importancia sanitaria e econdmica relacionadas as bactérias pertencentes a este género e ao

virus da leucose enzootica bovina, estes serdo topicos aqui detalhados separadamente.

Conforme abordado nesta secéo, diversos estudos tém apontado para a importancia das
doencgas bacterianas no exame dos linfonodos. No estudo canadense de Herenda e Dukes
(1988), foram avaliados 171.157 bovinos de abatedouro, dos quais 696 apresentaram lesdes
macroscopicas linforreticulares. Neste mesmo estudo, lesdes bacterianas com formacédo de
abscessos contabilizaram cerca de 40% dos casos analisados, e incluiram agentes como
Trueperella pyogenes, Rhodococcus equi, Bacillus spp., Streptococcus spp., Pseudomonas spp.
e bactérias pertencentes ao grupo dos coliformes, ao passo que as lesdes granulomatosas foram
estimadas em cerca de 27% dos casos, sendo resultantes da infeccdo por Actinobacillus sp.
(Herenda e Dukes, 1988). Os autores descrevem ainda uma maior incidéncia de lesdes nos
periodos mais quentes do ano, particularmente em animais mais jovens (15-20 meses de idade)
(Herenda e Dukes, 1988).

A bactéria Listeria monocytogenes foi também relacionada como causa esporadica de
linfadenite mesentérica necro-hemorragica e morte em vacas na Escécia (Thompson et al.,
2009). Neste trabalho, os autores ressaltam a importancia da vigilancia epidemioldgica para a
garantia da saude publica a partir do estudo deste 6rgdo. Casos semelhantes de linfadenite
mesentérica fatal foram também notificados em vacas novilhas na América do Norte
(Attleberger e Seibold, 1956). O mesmo agente foi também isolado em linfonodos
retromamarios de vacas com mastite (Gitter et al., 1980, Bourry et al., 1995, Winter et al.,
2004).

Né&o obstante, os estudos de Arthur et al. (2008) e Webb et al. (2017) apontam para 0s
linfonodos como potenciais fontes de bactérias entéricas, como Salmonella spp. A
disseminacéo linfatica de um outro agente bacteriano foi também evidenciada por Grispoldi et
al. (2020), ao demonstrar o potencial de contaminacdo de partes da carcaca, sobretudo de
produtos carneos utilizados para a fabricacdo de carne moida, por linfonodos iliacos

contaminados por Escherichia coli.

Contraditoriamente, em um levantamento que avaliou achados anatomopatoldgicos em
vacas soropositivas para Brucella sp., alteragbes histologicas muitas vezes consideradas
brandas ou de pouca importancia, como a hiperplasia folicular e plasmocitose medular, foram
evidenciadas nos linfonodos mamarios de animais que desenvolveram mastite por Brucella
abortus (Beytut et al., 2009).
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Em um estudo transversal com bovinos de abatedouro com linfadenomegalia na Etiopia
foi também ressaltada a importancia de técnicas diagnosticas complementares a histopatologia,
como a citopatologia e a bacteriologia, utilizadas nesse trabalho para o diagnostico de
linfadenite caseosa nestes animais, doenca causada pela bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis, um importante diferencial das micobacterioses ou de demais agentes
relacionados com linfadenites purulentas (Mathewos e Fesseha, 2022).

Outros agentes tém demonstrado importancia zoossanitaria durante a inspecdo de
linfonodos de bovinos abatedouro. E o caso das algas pertencentes a familia Chlorellacea, como
Prototheca sp. e Chlorella sp., caracterizadas pela capacidade de endosporulacdo, sendo a
primeira desprovida de pigmentos (Migaki et al., 1969; Jensen et al., 1998), enquanto que a
segunda é reconhecida pelo classico padrdo verde das lesdes granulomatosas sistémicas (Hafner
etal., 2012).

Neste cenario, 0s agentes flngicos estdo esporadicamente relacionados a perdas
econbmicas, sendo muitas vezes associados a organismos do género Aspergillus spp., que
incitam processos granulomatosos sobretudo em estruturas do sistema respiratério inferior e
linfonodos circunjacentes (Jensen et al., 1990), estando também associados a lesGes necro-
hemorragicas gastroentéricas (Jensen et al., 1990; Jensen et al., 1994). Outro grupo de
importancia consiste nos mucormicetos, do qual fungos dos géneros Mucor, Absidia, Rhizopus
e Rhizomucor fazem parte, causando lesdes gastrointestinais com frequente acometimento dos
linfonodos mesentéricos, mas também levantando dlvidas e questionamentos durante o

processo de inspec¢do, particularmente quando relacionados a lesdes caseonecréticas ou

granulomatosas, semelhantes as causadas por tuberculose (Figura 9) (Ortega et al., 2010).

Vo o o AR RN AL S
Figura 9. Achados anatomopatol6gicos em linfonodos de bezerros causados por mucormicetos. A.
Superficie de corte com focos de necrose caseosa multifocais a coalescentes. B. Células gigantes
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multinucleadas intimamente associadas a hifas flngicas ndo septadas, com paredes ndo paralelas e
irregularmente ramificadas. Acido periddico de Schiff. Adaptado de Ortega et al., 2010.

3.6.2 Bactérias pertencentes ao género Mycobacterium spp.

O Mycobacterium é um género bacteriano de grande importancia histérica, pertencente
a ordem dos Actinomycetales e a familia Mycobacteriacea (Paes e Franco, 2016). Este género
alberga uma ampla diversidade de espécies, com bactérias que divergem quanto as
caracteristicas patogénicas, fenotipicas e epidemioldgicas, mas com notavel semelhanca
genética entre si, 0 que permite a divisdo em complexos, como o complexo M. tuberculosis, do
qual o proprio M. tuberculosis € integrante, assim como o M. bovis, geralmente associados a
lesdes com padrdo em “tubérculo” (Caswell e Williams, 2016; Paes e Franco, 2016). A bactéria
é imdvel, aerdbica obrigatdria, ndo encapsulada, ndo formadora de esporos, possuindo formato
bacilar alongado e medindo cerca de 4 um de comprimento, mas apresentando minimo
contraste histologico a coloracdo de Gram devido a grande quantidade de lipidios na parede
celular, o que confere resisténcia e positividade aos corantes do tipo alcool-acidos, como o
Ziehl-Neelsen (Barletta e Steffen, 2022).

Conforme estabelecido pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) do Brasil, a
tuberculose é uma doenca de notificacdo compulsoria para casos confirmados (Brasil, 2013),
sendo frequentemente diagnosticada pelo servigo de inspecdo em abatedouros frigorificos de
bovinos em todo o territério nacional (Neves et al., 2017; Severgnini et al., 2019; Teixeira et
al., 2019; Oliveira et al., 2020; Camba e Alves, 2020). De um modo geral, a prevaléncia da
tuberculose bovina pode variar bastante entre paises, visto que é uma doenca negligenciada,
apesar da sua gravidade e sérias repercussdes econémicas (Herenda e Dukes, 1988; Bhembe et
al., 2017; Gong et al., 2021).

De acordo com o Programa de Erradicacdo de Tuberculose Bovina regente na Uniédo
Europeia, o controle de tuberculose bovina deve ocorrer a partir de testes de tuberculinizacéo
intradérmicos e titulagdo de interferon gama, seguidos por abate sanitario dos animais positivos
e medidas restritivas de transito animal (EU, 2020). No Brasil, as diretrizes do Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT) estéo
em confluéncia com o Codigo Zoosanitario Internacional, recomendando o teste de

tuberculinizacgdo (teste cervical simples ou teste da prega caudal, acrescido do teste cervical
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comparativo para confirmagéo) com tuberculinas PPD (Derivado Proteico Purificado) bovina e
avidria, considerado teste oficial para o diagnostico indireto da condicdo (Brasil, 2017b). O
PNCEBT discorre ainda sobre a conduta em casos de positividade aos testes listados
anteriormente, referindo que os animais positivos devam ser propriamente marcados e
eutanasiados ou encaminhados ao abate sanitario (Brasil, 2017b). Uma importante ressalva vale
para animais considerados anérgicos, que ndo respondem adequadamente aos testes de
tuberculinizacdo intradérmicos, possivelmente devido a quadros graves e avancados da
infeccdo somados a uma baixa resposta imune celular, contribuindo para a persisténcia da

doenca na propriedade (Rua-Domenech et al., 2006).

Na espécie bovina, a tuberculose esta geralmente associada a lesbes granulomatosas em
multiplos 6rgdos e seus respectivos linfonodos de drenagem (Domingo, et al., 2014; Tessele et
al., 2014; Uzal et al., 2016). Em um estudo pioneiro, Wangoo et al. (2005) propuseram o
estadiamento  histopatoldgico de linfadenites granulomatosas em vacas novilhas
experimentalmente infectadas por Mycobacterium bovis. Tal sistema de classificacdo leva em
consideracdo o diametro médio da lesdo, numeros de bacilos intralesionais, composi¢éo celular,
necrose e mineralizagdo, bem como a expressao do fator de crescimento TGF- e deposicao de
colageno e fibrose para categorizacdo do estadio da lesdo (1-4), conforme demonstrado na
Tabela 3.

Tabela 3. Estadiamento de granulomas em linfonodos de vacas novilhas infectadas por M. bovis.
Adaptado de Wangoo et al. (2005).

Diametro
- médio da Fator de
Estadio da x X crescimento TGF-  Necrose e
lesdo Ie§ao © Composigdo celular B, colageno e mineralizacéo
) g ¢
nUMero de fibrose
bacilos
1 (Inicial) 0,49+0,02 Agregados de Procolageno Necrose
0-1 bacilo macréfagos minimo, com ausente
epitelioides, incluindo  fibrose periférica
células gigantes com ausente; raras
linfocitos entremeados  células expressando
e circunjacentes, TGF-B (= 10
predominantemente T células)
CD3*, poucas células
v6 T e células B
2 (Solido) 0,68+ 0,07 Dominio de Expresséo de Necrose
1-5 bacilos ~ macréfagos epitelioides  procolageno; central ou
e células gigantes, com  encapsulagdo hemorragia
células T CD3* incompleta/fina; minimas

amplamente mais células TGF-



3 (Necrose 1,14 +£0,16
minima) 1-5 bacilos
4 (Necrose e 3,49 £0,76

mineralizagdo) >5 bacilos

entremeadas, poucas
células B (geralmente
periféricas), escassas
célulasyd T e
neutrdfilos ocasionais
Macrofagos epitelioides
e células gigantes
circundam é&reas de
necrose; células T
CD3" presentes, mas
predominantemente
periféricas; células y6 T
amplamente dispersas
na periferia; células B
periféricas, mas
intensamente
aglomeradas sobre
capsula fibrosa;
neutrdfilos escassos
Macrdéfagos epitelioides
e células gigantes
circundam areas de
necrose; células yo T
proeminentes entre
celulas T CD3* a
periferia; células B
aglomeradas
multifocalmente fora da
capsula e nas margens
do granuloma

B, geralmente
periféricas (= 40
células)

Aumento da
expressao de
procolageno;
encapsulacao
completa;
expressao de TGF-
B principalmente
perifericamente no
granuloma

Procolageno
presente no interior
e na periferia;
septacdo fibrosa
espessa e
encapsulacao;
aumento da
expressao de TGF-
B na regido
capsular

Necrose
caseosa
central,
geralmente
com
mineralizagédo
(minima)

Necrose
caseosa
multicéntrica
extensiva com
mineralizagdo
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Abreviagdes: y0, gama delta; TGF- B, fator de crescimento transformador beta.

A referida classificacdo histopatolégica tem sido amplamente utilizada em estudos
anatomopatoldgicos envolvendo linfadenites granulomatosas causadas por Mycobacterium
bovis em bovinos (Menin et al., 2013; Domingo et al., 2014; Larenas-Mufioz et al., 2022),
incluindo seu uso em caprinos (Schinkodthe et al., 2016; Neila et al., 2022), javalis selvagens
(Garcia-Jimenez et al., 2013) e cervos ingleses (Johnson et al., 2008). Apesar do real sucesso
da classificacdo na medicina veterinaria, a real preciséo desse sistema de graduacdo tem sido
questionada por outros autores, especialmente quando aplicada a bezerros naturalmente
infectados pela bactéria (Carrisoza-Urbina et al., 2019). Em vista desses entraves, um sistema
de classificacdo minimamente diferente do anterior foi proposto a fim de contemplar as nuances
observadas em tecidos de bezerros naturalmente infectados, quando comparados a tecidos de
animais mais velhos (>1 ano de idade), como a tendéncia em bezerros pelo surgimento de um

maior nimero de lesdes e por lesdes microscopicas de menor estadio, com maiores quantidades
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de bacilos intralesionais, mas com menor nimero absoluto de células gigantes associadas
(Carrisoza-Urbina et al., 2019).

Ambos os trabalhos indicam os linfonodos mediastinicos como os mais comumente
afetados pela condicdo, ressaltando a importancia da via respiratéria como principal porta de
entrada na patogénese dessa condicdo (Wangoo et al., 2005; Carrisoza-Urbina et al., 2019),
apesar de que a via digestiva é também relevante para a patogénese da doenca em bovinos, dada
a relativa resisténcia do agente a certas condicdes ambientais (Bhembe et al., 2017),
justificando o acometimento de linfonodos abdominais, estruturas gastrointestinais e
hepatoesplénicas (Domingo et al., 2014). Contudo, em casos onde linfonodos de diferentes
cadeias linfaticas estdo acometidos concomitantemente, pode ser desafiador determinar se as
lesGes digestivas da tuberculose foram decorrentes da ingestdo por via oral de bacilos viaveis
ou se houve a disseminacdo do agente bacteriano sistemicamente, em particular nos casos
cronicos de infeccdo (Domingo et al., 2014), visto que o prdprio exsudato contaminado
proveniente dos pulmdes pode ser ingerido e direcionado a visceras abdominais (Caswell e
Williams, 2016).

Outro importante desafio diagnostico enfrentado consiste na propria escolha da técnica
laboratorial utilizada. No estudo de Larenas-Mufioz, carcacas de 230 bovinos destinadas ao
consumo humano foram avaliadas por diferentes técnicas diagndsticas para fins de confirmacéo
laboratorial de infeccdo por bactérias do complexo Mycobacterium (Larenas-Mufioz et al.,
2022). Neste trabalho, a sensibilidade e a especificidade da técnica histopatologica foram
comparadas as obtidas para a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real ou PCR
guantitativo (gPCR) de tecidos ndo fixados (87,5% e 84,1%, respectivamente) e cultura
bacteriana (74,6% e 84,2%, respectivamente), esta Gltima considerada padrdo-ouro para o
diagndstico pds-morte de micobacteriose na espécie bovina no Brasil (Ramos et al., 2015),

ressaltando a importancia da microscopia no diagnéstico da doenca.

O estudo de Hernandez-Jarguin et al. (2020) ressaltou a importancia de outras espécies
de micobactérias em programas de controle da tuberculose bovina no México, considerando
qgue algumas destas espécies sdo capazes de causar linfadenites granulomatosas, estando
inclusive relacionadas a falsa positividade em testes de tuberculinizacdo, sendo somente
possivel sua diferenciacdo de bactérias do complexo M. tuberculosis através do isolamento
bacteriano ou de testes moleculares especificos (e.g. qPCR). Neste mesmo estudo, cerca de 46%
dos isolados bacterianos obtidos de linfonodos de bovinos condenados durante o abate

corresponderam a espécies de micobactérias distintas das encontradas no complexo M.
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tuberculosis, dentre as quais M. scrofulaceum, M. triviale, M. terrae, M. szulgai, M. kansasii,
M. phlei e M. scrofulaceum estiveram relacionadas a lesdes granulomatosas e/ou
piogranulomatosas, embora as mesmas espécies M. szulgai, M. phlei, M. scrofulaceum e M.
kansasii, em adicdo das espécies M. chelonae e M. fortuitum, tenham sido relacionadas a

linfonodos sem alteragdes histologicas aparentes (Hernandez-Jarguin et al., 2020).

O complexo Mycobacterium avium trata-se de outro grupo de micobactérias bastante
associado a doencas em bovideos, sobretudo a les@es ileocecais resultantes da infeccdo por M.
avium subespécie paratuberculosis (MAP) (Figura 10), com miriades de bacilos alcool-acido
resistentes intralesionais (Driemeier et al., 1999; Dalto et al., 2012; Valli et al., 2016). Em casos

crénicos, bactérias desse complexo tém sido esporadicamente associadas ao acometimento de

linfonodos ileocecais ou mesentéricos em bovinos de abatedouro (Herenda e Dukes, 1988;
Sweeney et al., 1992; Wells et al., 2009; Uzal et al., 2016).

- SN N A S
Figura 10. Achados anatomopatoldgicos de paratuberculose em bovinos. A. Enterite granulomatosa.
Mucosa jejunal com dobras proeminentes, conferindo o classico aspecto “cerebriforme”. B. Linfangite
granulomatosa subserosa iliaca. Lamen de vaso linfatico repleto por linfocitos, macrdfagos epitelioides

e células gigantes multinucleadas. Adaptado de Uzal et al., 2016.

3.6.3 Virus da leucose enzod6tica bovina

A leucose enzodtica bovina (LEB) consiste em uma doenca linfoproliferativa associada
a infeccdo por um retrovirus oncogénico do género Deltaretrovirus (ICTV, 2020). Embora
infeccOes experimentais em diversas espécies ja tenham sido relatadas, a infeccao natural ocorre

em bovinos (Bos taurus e Bos indicus), bufalos domésticos (Bubalus bubalis) e capivaras
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(Hydrochoerus hydrochaeris) (OIE, 2018). A infeccdo pelo virus da leucose enzodtica bovina
(VLEB) em subpopulagdes de células B do tipo CD5+ IGM+ pode desencadear o aparecimento
de linfomas de células B em bovinos, embora tenha sido comprovada a infeccdo de outros tipos
celulares, incluindo outras subpopulacdes de células B, células T, mondcitos e granuldcitos,

conforme citado por Polat et al. (2017).

Até o momento, foram identificados pelo menos dez diferentes tipos de genoétipos do
VLEB, a partir de diferencas observadas em determinadas estruturas do genoma viral (LTR,
Gag, Pro, Pol, Tax, Rex, R3, G4, e regides codificantes de miRNA) (Polat et al., 2016). No
entanto, estudos adicionais sdo necessarios a fim de conhecer as repercussdes de cada um desses

gendtipos quanto a sua transmissibilidade e patogenicidade (Polat et al., 2017).

Nas etapas da producdo animal, a transmissdo esta geralmente ligada a préaticas
deficitarias de manejo, por via iatrogénica, ndo havendo tratamento curativo especifico ou
qualquer vacinacdo comercial que possa ser utilizada na prevencéo da doenca (OIE, 2018). Em
um estudo abrangente realizado em Minas Gerais, a soroprevaléncia de bovinos para a leucose
enzootica atingiu valores tdo altos quanto 38,7% para bovinos de leite e 2,5% para bovinos de
corte (Camargos et al., 2002).

A maioria dos bovinos infectados pelo VLEB néo apresenta qualquer sinal clinico ou
alteracbes hematoldgicas, ao passo que em cerca de 30% dos casos ha o desenvolvimento de
um quadro de linfocitose persistente por linfocitos B CD5+ IgM+ nédo neoplasicos (Ferrer et
al., 1978). Menos de 5% dos animais infectados evoluem para a forma maligna da doenca,
sendo geralmente diagnosticado em animais acima de 3 anos de idade, ou ap6s longos periodos
de laténcia, com pico de incidéncia variando entre 4-8 anos (Marshak et al. 1962; Ferrer et al.,
1978; Vernau et al. 1992).

Contudo, é valido lembrar que o linfoma bovino pode ser classificado como de
ocorréncia enzootica ou esporadica, esta Ultima, ndo relacionada a infeccéo pelo VLEB (Valli
et al., 2016; Valli et al., 2017). A forma esporadica é caracterizada por acometer animais mais
jovens (<3 anos) e é subdividida em outras trés formas: juvenil (multicéntrica), que acomete
sistemicamente animais com até 6 meses de idade; timica, com acometimento massivo do timo
e tecidos circunjacentes em animais entre 6-24 meses; e cutanea, sob a forma de placas cutaneas
multifocais em animais com idade entre 1-3 anos (Grimshaw et al., 1979), embora casos
atipicos de cada uma das trés formas tenham sido relatados em animais mais velhos (Griinberg
e Eisenberg, 2013).
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Na forma enzootica, por outro lado, virtualmente qualquer 6rgdo pode ser afetado, no
entanto, algumas estruturas estdo mais comumente relacionadas com a doenga, a exemplo do
coracdo, abomaso, Utero, linfonodos e corddo espinhal (Mello et al., 2019; OIE, 2018). A
sintomatologia da leucose enzodtica bovina pode variar bastante (Aida et al., 2013), acarretando
importantes perdas econdmicas relacionadas a quedas na producdo leiteira, ineficiéncia

reprodutiva e maior susceptibilidade a doencas infecciosas (Polat et al., 2017).

O diagnostico confirmatorio do virus da LEB parte de técnicas indiretas (deteccdo da
resposta imune) e diretas (deteccdo do agente) (OIE, 2018). Os exames soroldgicos (e.g.
imunodifuséo em gel de agarose — AGID, enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA) tém
sua importancia justificada pela utilizacdo de amostras de facil obtencdo, como soro sanguineo
ou leite, favorecendo uma metodologia de baixo custeio e menor complexidade, possibilitando
ainda a testagem em massa de animais suspeitos de um mesmo rebanho, com ressalvas quanto
aos resultados falso positivos em animais menores que 6 meses (reagao cruzada com anticorpos
maternos), ou falso negativos (fases iniciais da infeccdo) (Polat et al., 2017). Os exames
moleculares, por outro lado, sdo apontados como testes altamente sensiveis e especificos,
capazes de identificar o DNA viral mesmo em casos recentes de infecgdo ou em animais com
idade inferior ao periodo de eliminacdo de anticorpos maternos, ainda que sejam exames mais
onerosos se comparados aos testes soroldgicos (Polat et al., 2017). O uso da PCR em tempo
real (qQPCR) foi validado para o diagnoéstico molecular do VLEB (Dias et al., 2012), sendo
considerado desde entdo como um dos métodos de diagndstico oficial da doenga nos
laboratérios federais do Brasil.

Esquemas de classificacdo histologicos baseados em evidéncias tém sido amplamente
utilizados em casos de neoplasias linfoides para acessar o prognéstico tumoral, possibilitando
tratamentos mais especificos e a antecipagdo de informacGes acerca do tempo de sobrevida do

paciente (Alaggio et al., 2022).

Neste sentido, humanos e animais compartilham de algumas semelhangas na
apresentacdo e no prognostico de neoplasias de origem linfoide, sendo as classificagoes
propostas para animais muitas vezes derivadas de esquemas sedimentados na medicina humana
(Valli et al., 2016; Valli et al., 2017).

Em um estudo histoldgico retrospectivo bastante amplo foi realizada a classificacao de
1.198 casos de linfoma bovinos a partir do esquema de classificagdo disponivel no National

Cancer Institute Working Formulation of Non-Hodgkin’s Lymphomas (NCI WF) (Vernau et
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al., 1992). De acordo com o estudo, cerca de 90% dos animais apresentaram tumores de alto
grau, com diferencas consideraveis entre os tipos celulares e indices mitoticos observados entre
linfomas enzodticos e esporadicos, onde a variante clivada do linfoma difuso de grandes células
com alto indice mitdtico esteve altamente correlacionada a forma enzootica da neoplasia
(Vernau et al., 1992). Os autores ainda especulam que a relativa baixa frequéncia de linfomas
foliculares possa ocorrer em razao da maior indiferenciagcdo em linfomas bovinos relacionados
a infeccdo pelo VLEB (Vernau et al., 1992).

Resultados semelhantes foram obtidos por Panziera et al. (2016), ao utilizar a
classificacdo proposta pela NCI WF e a classificagdo da Revised European-American
Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL) em 86 casos de linfomas bovinos no Brasil.
Semelhantemente ao observado por Vernau et al. (1992), o linfoma difuso de grandes células
foi o tipo neoplésico mais frequente, embora a variante clivada tenha ocorrido em apenas cerca
de 37% dos casos do estudo e o grau intermediario tenha sido o predominante, em contraste
com o alto grau observado no primeiro estudo (Panziera et al., 2016). Neste trabalho, os
critérios utilizados para a classificacdo NCI WF estavam restritos ao padrdo de distribuicéo,
indice mitdtico, dimensdo das células neoplésicas e formato do nucleo, enquanto que a
classificacdo REAL se utilizou de caracteriza¢cdes imunofenotipicas com os anticorpos anti-
CD79acy e anti-CD3 (Panziera et al., 2016). As Tabelas 4 e 5 representam as primeiras
classificagbes histoldgicas disponiveis para linfomas em bovinos, ao passo que a Tabela 6
remonta a classificacdo mais atual de neoplasias linfoides aplicada a espécies animais, adaptada
da Organizacdo Mundial de Saude (WHO).

Tabela 4. Sistema de classificacdo através da Working Formulation (WF) of Non-Hodgkin’s
Lymphomas for Clinical Usage (Adaptado de loachim 1994). Adaptado de Panziera et al., 2016.

Graduacéo Classificacdo
Baixo Grau Difuso de pequenas células nao clivadas
Difuso de pequenas células ndo clivadas tipo plasmocitoide
Difuso de pequenas células ndo clivadas tipo intermediario
Folicular de pequenas células
Folicular de pequenas e grandes células (misto)
Grau Intermediério Folicular de grandes células
Difuso de pequenas células clivadas
Difuso de grandes células ndo clivadas
Difuso de grandes células clivadas
Difuso de pequenas e grandes células (misto)
Alto Grau Imunobléastico
Linfoblastico
Difuso de pequenas células ndo clivadas
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Difuso de pequenas células ndo clivadas — tipo Burkitt

Tabela 5. Sistema de classificagdo através da Revised European-American Classification of Lymphoid
Neoplasms (REAL) (Adaptado de Valli et al. 2002). Adaptado de Panziera et al., 2016.

Origem

Classificacdo

Neoplasias de células
precursoras
Neoplasias de células
precursoras
Neoplasias de células
maduras

Neoplasias de células
maduras e de células nulas

T

Linfoma linfoblastico de células B
Linfoma linfoblastico de células T
Linfoma linfocitico crénico de células B

Linfoma linfocitico de células B tipo intermediério
Linfoma linfoplasmocitico

Linfomas foliculares

Linfoma centrofolicular (graus I, 11 e I11)
Linfoma de células do manto

Linfoma da zona marginal nodal

Linfoma da zona marginal esplénico
Linfoma da zona marginal extranodal
Linfoma de grandes células B

Linfoma de células B rico em células T
Linfoma imunoblastico de grandes células
Linfoma difuso de grandes células B
Linfoma timico de célula B

Linfoma intravascular de grandes células B
Linfoma tipo Burkitt

Linfoma semelhante ao tipo Burkitt
Linfoma linfoplasmocitico

Linfomas foliculares

Linfoma centrofolicular (graus I, 1 e 111)
Linfoma de células do manto

Linfoma da zona marginal nodal

Linfoma de grandes linf6citos T granulares

Linfomas cutaneos de células T

Linfoma cutaneo ndo epiteliotropico
Linfomas cutaneos epiteliotropicos

Tipo micose fungoide/sindrome de Sézary
Tipo reticulose pagetoide

Linfoma extranodal de células T periféricas
Tipo linfoide misto

Tipo inflamatdrio misto

Linfoma angioimunobléstico

Linfoma angiotrdpico

Linfoma angiocéntrico

Linfoma angioinvasivo

Linfoma intestinal de células T

Linfoma hepatoesplénico

Linfoma anaplésico de grandes células T
Linfoma semelhante ao de células T do adulto
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Tabela 6. Sistema de classificacdo de neoplasias linfoides adotada pela WHO, aplicada para uso em
animais. Adaptado de Valli et al., 2016.

Origem Subtipo Classificacdo Subclassificacdo Subclassificacao
Neoplasias Neoplasias de Leucemia
de células células B linfoblastica de
B precursoras células B/linfoma
linfoblastico de
células B
Neoplasias de Leucemia linfocitica
células B cronica de células
maduras B/linfoma linfocitico
(periféricas) de pequenas células
B
Linfoma difuso de Centroblastico
grandes células B Imunobléstico
Anaplasico
Rico em células T
Granulomatose
linfomatoide
Linfoma folicular de  Graus I, Il e Ill
células B
Linfoma de células Linfoma da zona
B da zonamarginal  marginal nodal
Linfoma da zona
marginal esplénico
MALT
Linfoma de células
do manto
Linfoma de Burkitt-
simile
Plasmocitoma
extramedular
Mieloma multiplo
Neoplasias Neoplasias de Leucemia
de células células T linfoblastica de
T e células precursoras células T/linfoma
NK linfoblastico de

Neoplasias de
células T
maduras
(periféricas)

células T
Linfoma de células
T nodal

Linfoma de zona T

Linfoma de células
T periférico,
inespecifico
Linfoma de grandes
células T anaplasico
Linfoma de células
T
angioimunoblastico
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Linfoma de células  Tipo de grandes
T associado a celulas: EATL tipo
enteropatia (EATL) 1
Tipo de pequenas
células: EATL tipo

2
Linfoma de células Linfoma de células
T extranodal T hepatoesplénico

Linfoma de células
T hepatocitotropico
Linfoma de células

T periférico,
inespecifico
Linfoma cutaneo de  Linfoma cuténeo Micose fungoide
células T epiteliotropico de
celulas T
Reticulose
pagetoide
Sindrome de
Sézary

Linfoma cutaneo Linfoma de

ndo epiteliotropico células T

de células T periférico,
inespecifico

Linfoma de
células T, do tipo
paniculite
subcutanea
Leucemia linfocitica Leucemia
de grandes células T  linfocitica de
granulares grandes células T
granulares aguda
Leucemia
linfocitica de
grandes células T
granulares cronica
Abreviactes: MALT, tecido linfoide associado a mucosa; NK, natural killer; WHO, Organizacdo
Mundial de Saude (World Health Organization).

Um ensaio de classificagdo muito semelhante a esta ultima foi realizado por Kiser e
Lohr (2017) em amostras de cabras, obtendo resultados promissores ao associar dados de
distribuicdo topogréafica/submacroscopica, imunofenotipagem e morfologia celular de acordo
com o sistema de classificacdo da WHO para tumores hematopoiéticos do sistema
hemolinfatico (Valli et al., 2002). Nesse mesmo trabalho, o linfoma de células T multicéntrico

foi o tipo neoplésico mais frequente (11/15 = 73%), do qual o subtipo periférico/maduro
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contabilizou 36% dos casos analisados no estudo (Kiser e Lohr, 2017). A referida classificagéo
tem sido utilizada também na espécie bovina (Mello et al., 2019).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

Os casos incluidos neste estudo restringiram-se a linfonodos de bovinos de abatedouro
para consumo humano. Neste trabalho, foram utilizadas amostras oriundas da rotina diagndstica
de histopatologia do Laboratdrio de Patologia Veterinaria (LPV) do Laboratério Federal de
Defesa Agropecuéria de Minas Gerais (LPV/LFDA-MG), sediado no municipio de Pedro
Leopoldo, a partir da livre demanda de profissionais do servico oficial de inspecdo. Para a etapa
de estudo retrospectivo foram incluidas amostras de casos arquivados e diagnosticados entre
janeiro de 2015 e setembro de 2021, enquanto que para a etapa de estudo prospectivo foram

incluidas amostras de casos diagnosticados entre outubro de 2021 a setembro de 2022.

4.2 Aspectos éticos

Os procedimentos realizados neste estudo foram avaliados e aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais, sob 0 ndimero
de protocolo CEUA 222/2021 (Anexo 1).

4.3 Coleta de dados

Os dados foram recuperados do arquivo do LPV/LFDA-MG dentre todos os relatérios
anatomopatologicos de bovinos de abatedouro para consumo humano que continham nodulos
linfoides como espécime analisado, independentemente da raca, idade ou sexo do animal.
Foram considerados casos todos aqueles diagnosticados no ambito das doencas de linfonodos
por meio da histopatologia de rotina, ou por sua confirmacdo por meio de técnicas
histoquimicas, imuno-histoquimicas e/ou moleculares. Sempre que possivel e necessario,

exames auxiliares foram realizados a fim de estabelecer o diagnostico definitivo.

Durante o periodo de levantamento dos dados pré-existentes e aquisicdo de novas
amostras, a identificacdo das pecas anatomopatologicas foi realizada com base na atribuicédo de
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um numero de registro Unico e exclusivo para cada caso, compilando informacdes acerca da
data de entrada no LPV, procedéncia (unidade federativa e municipio de origem da propriedade
e do servico de inspecdo solicitante), sexo e idade aproximada (se disponivel) de cada animal.
InformacBes acerca dos sitios linfaticos acometidos, bem como de outros Orgaos
concomitantemente acometidos, foram igualmente listadas individualmente sempre que

disponiveis.

Os critérios de aceitabilidade das amostras recebidas para analise obedeceram aos
seguintes pontos: amostras acompanhadas de oficio de encaminhamento (ou equivalente) e
formulérios oficiais de encaminhamento de amostras (Anexo 2) devidamente preenchidos,
assinados e carimbados pelo médico veterinario solicitante; possuir cddigo de registro da
origem e cddigo de recebimento da recepcdo de amostras do LFDA,; estar devidamente
acomodada em recipiente hermético contendo solucdo fixadora. Em caso de volume
insuficiente de formol, houve complementacdo do volume com solucdo de formalina neutra

tamponada a 10%.

A avaliagdo macroscépica dos espécimes submetidos ocorreu mediante a clivagem e
fotodocumentacdo das amostras em cabine de seguranca bioldgica classe Il B2, seguido da
acomodacdo dos fragmentos teciduais em cassetes histologicos. Esta etapa considerou os
principais aspectos da descricdo macroscopica (cor, dimensdes, textura, etc.) para escolha dos
sitios de clivagem, conforme recomendado por Stromberg et al. (2019). Nesta etapa foi também
indicada a localizacdo anatdmica e o namero de linfonodos acometidos por sitio listado, caso
especificado. Para a nomenclatura dos linfonodos, foi utilizada a denominacéo aplicada a linha

de inspecdo pelo servico veterinario oficial de inspecéo.

A avaliacdo microscopica contemplou o tipo de processo patoldgico envolvido
(infeccioso, neoplasico ou reacional) e suas respectivas subclassificacfes (e.g. linfadenites
bacterianas, fungicas, virais, protozoarias, causas toxicas, linfomas e hiperplasias). A
caracterizacdo pormenorizada da distribuicdo (focal, multifocal, multifocal a coalescente,
focalmente extensa, segmentar ou difusa), intensidade (discreta/leve, moderada ou
acentuada/intensa) e cronicidade (aguda, subaguda ou crénica) das lesdes de cada processo,
ficaram restritas a descri¢do das amostras e ndo foram incluidas no presente estudo. Nos casos
em que néo foi possivel o diagndstico definitivo do processo patoldgico principal (e.g. etiologia

ou tipo neoplasico), este foi classificado como “indeterminado”, ou ainda “indiferenciado”.
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Durante todo o periodo do estudo, os diagnosticos definitivos foram elaborados
individualmente para cada amostra e os valores absolutos e relativos para cada diagndstico
foram contabilizados. Os casos foram ainda subclassificados em categorias diagnésticas amplas

a fim de favorecer uma visao abrangente da problematica.

4.4 Rotina de abate e coleta de amostras no Frigorifico Hipercarnes Industria e
Comeércio LTDA

O acompanhamento da linha de abate e do Departamento de Inspecdo Final (DIF) de
bovinos foi realizado de maneira esporadica no Frigorifico Hipercarnes Industria e Comércio
LTDA durante o periodo prospectivo do estudo, sob supervisdo de veterinarios do servico
oficial de inspecéo, obedecendo com rigor as diretrizes da empresa e todas as normas e
recomendag0es do servigo oficial. Foi realizado o acompanhamento da maioria das etapas do
processo de inspecdo junto aos veterinarios do servigo oficial. Durante este periodo, foi também
realizada a coleta e a identificacdo de outras cinco amostras para inclusdo no estudo

prospectivo.

4.5 Histopatologia

O processamento histolégico ocorreu a partir de amostras previamente fixadas em
solucdo de formalina neutra tamponada a 10%. As etapas deste processo foram realizadas no
LPV/LFDA-MG, seguindo metodologia implementada no proprio servico laboratorial,
adaptada de Luna (1968).

As etapas iniciais do procedimento (desidratacdo, clarificacdo/diafanizagcdo e
embebicdo em parafina) foram realizadas no histotécnico (processador automatico de tecidos)

Leica, modelo TP1020, ajustado conforme o Quadro 1.
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Quadro 1. Processamento histolégico - Desidratacdo, clarificagdo e embebicdo em parafina. Banhos
sequenciais dos cassetes histologicos, de acordo com o reagente/solugéo e o tempo de imers&o.

Recipiente Reagente/Solucéo Tempo de imerséo
Copo 1 Solucdo de etanol 95 °GL 1:00 hora
Copo 2 Solucdo de etanol 95 °GL 1:00 hora
Copo 3 Etanol absoluto 1:30 horas
Copo 4 Etanol absoluto 1:30 horas
Copo 5 Etanol absoluto 1:30 horas
Copo 6 Etanol absoluto 1:30 horas
Copo 7 Etanol absoluto 1:30 horas
Copo 8 Xilol 1:00 hora
Copo 9 Xilol 1:00 hora
Copo 10 Xilol 1:00 hora
Copo 11 Parafina 1:30 horas
Copo 12 Parafina 3:00 horas

Abreviagdes: °GL, graus Gay Lussac.

A etapa de inclusdo em parafina ocorreu com o uso de uma central modular de incluséo
Leica, modelo EG 1150 H, acoplada a uma placa fria Leica, modelo EG 1150C. Nesta etapa,
os fragmentos teciduais previamente aquecidos a 60-65 °C foram individualmente inseridos em
moldes de aco inoxidavel, os quais foram gradualmente preenchidos com parafina liquida
aquecida a mesma temperatura, sendo entdo acomodado o verso do respectivo cassete

histoldgico sobre o conjunto até a completa solidificagdo em placa fria.

Para a etapa de microtomia foram utilizadas navalhas descartaveis de alto perfil
acopladas a um micrétomo rotativo semi-motorizado Leica, modelo RM2245. Os blocos
parafinados previamente resfriados em placa fria foram acoplados ao micrétomo e desbastados
com cortes de 15-20 um de espessura. Em seguida, foram mantidos na placa fria ou em banho
de agua e gelo por cerca de 1 h antes da realizacdo de por cortes ultrafinos de 3-5 um com

espessura.

As secc0es teciduais foram suspendidas em banho-maria histologico Leica, modelo HI
1210, aproximadamente a 45 °C, e dispostas em laminas de vidro para microscopia. Na
sequéncia, as laminas foram incubadas em estufa a 60 °C, por 60 min, respeitando 0 processo
de secagem. Apos este periodo, foram transferidas para a central de coloracdo Leica, composta
pelo corador automatico modelo ST 5010 e montador automatico modelo CV 5030, onde foram

realizadas as etapas de desparafinizacdo, reidratacdo, coloracdo pela hematoxilina e eosina (HE)
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e montagem, utilizando meio de montagem histolégico ndo aquoso e laminula de vidro para

microscopia.

As laminas coradas em HE foram encaminhadas para analise em microscépio éptico
trinocular Zeiss, modelo Axio Lab, apds secagem ao ar. A etapa de fotodocumentacao ocorreu
em microscopio éptico trinocular Opticam, modelo O500R, acoplado a cAmera microscépica
Opticam, modelo LOPT14003. A fim de contribuir com a conduta diagnostica, técnicas
histoquimicas complementares foram implementadas quando necessario, conforme
preconizado por Luna (1968), incluindo as seguintes coloragdes especiais: Ziehl-Neelsen (ZN),
Gomori-Grocott (GC), Acido Periodico de Schiff (PAS) e Goodpasture (GP), Tricromico de
Masson (TM) e Masson Fontana (MF).

4.6 Imunofenotipagem de casos suspeitos de linfoma

O processamento imuno-histoquimico ocorreu a partir de tecidos parafinados de
amostras previamente fixadas em solugéo de formalina neutra tamponada a 10%. As etapas
deste processo foram realizadas na Unidade Laboratorial de Histopatologia e Imuno-
histoquimica da Unidade Multidisciplinar de Pesquisa Animal (MULTILAB), localizado no
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria (DCCV) da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMG). Ao todo, 45 casos suspeitos de linfoma
pela histopatologia foram analisados nesta etapa do estudo. Os referidos casos foram testados
individualmente para marcadores imunofenotipicos especificos para linfocitos B e linfécitos T,

conforme metodologia modificada de Mello et al. (2019).

O procedimento teve inicio com a etapa de desparafinizacdo de seccdes histoldgicas
dispostas em laminas silanizadas (Triethoxysilane, Sigma-Aldrich®, USA). O conjunto de
laminas foi incubado em estufa a 37 °C por 24 h, seguido por incubagéo a 75 °C por 25 min e,
entdo, encaminhado para imersdes sequenciais em solugdes de xilol e alcool, conforme
detalhado no Quadro 2.
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Quadro 2. Processamento imuno-histoquimico - Desparafinizacdo e reidratacdo. Banhos sequenciais
das laminas histolégicas, de acordo com o reagente/solucdo e o tempo de imers&o.

Recipiente Reagente/Solucéo Tempo de imerséo
Copo 1 Xilol 15:00 minutos
Copo 2 Xilol 15:00 minutos
Copo 3 Etanol absoluto 5:00 minutos

Copo 5 Solucéo de etanol 90 °GL 5:00 minutos

Copo 6 Solucdo de etanol 80 °GL 5:00 minutos

Copo 7 Solucdo de etanol 70 °GL 5:00 minutos

Copo 8 Agua destilada 10:00 minutos

Abreviacdes: °GL, graus Gay Lussac.

A etapa de recuperacao antigénica foi realizada em panela de vapor (96 °C, 60 min) com
solucdo tampao citrato (pH 6,0). Ao término do processo, lavagens sequenciais com solucéo
tampédo fosfato-salino (PBS) foram realizadas para remover o excesso de tampdo citrato. A
etapa de bloqueio da peroxidase endogena ocorreu mediante uso de solucdo de peroxido de
hidrogénio a 10% por 40 min, seguida pela a etapa de bloqueio de reacdes inespecificas com o
uso de leite em pd desnatado Molico®, homogeneizado em solugdo de PBS por 30 min, ambas

realizadas em camara umida EasyPath®.

A incubacdo com o anticorpo primario se deu isoladamente para cada um dos anticorpos
testados, de modo que apenas um Unico tipo de anticorpo primario fosse aplicado por seccédo
histoldgica da amostra testada. A rea¢do ocorreu com o uso de anticorpos anti-CD79a (RA0071-
C.5, clone JCB117 e HM47/A9; ScyTek®; 1:300) para linfocitos B e anti-CD3 (C7930; Sigma-
Aldrich®, 1:1000) para linfécitos T, incubados separadamente por periodo overnight (18 h) a 4
°C.

A amplificacéo da reacio foi realizada com o polimero comercial EnVision™ Flex/HRP
(K800221-2, Dako®), conforme recomendado pelo fabricante (incubagio em camara imida por
1 h). Ao término do processo, lavagens sequenciais com solucdo de PBS foram realizadas para

remover o0 excesso de polimero.

A visualizacdo da imunorreacdo foi realizada através do cromdgeno DAB (3°3-
diaminobenzininda) (ACB, ScyTek®), conforme instrucdes de uso do fabricante (incubagdo em

camara Umida por 10 min), seguido por lavagem em agua destilada por 10 min.

Para a etapa de contracoloracgéo, foi utilizada Hematoxilina de Harris por 25 segundos,

seguido por lavagem em agua corrente por 10 min. O conjunto de laminas foi encaminhado
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para imersdes sequenciais em solugdes de alcool e xilol, conforme detalhado no Quadro 3,
seguido por montagem com meio de montagem histologico ndo aquoso e laminula de vidro

para microscopia.

Quadro 3. Processamento imuno-histoquimico — Desidratacao e imersdo em Xxilol. Banhos sequenciais
das laminas histoldgicas, de acordo com o reagente/solucdo e o tempo de imers&o.

Recipiente Reagente/Solucéo Tempo de imerséo
Copo 1 Solucdo de etanol 70 °GL 5:00 minutos

Copo 2 Solucdo de etanol 80 °GL 5:00 minutos

Copo 3 Solugéo de etanol 90 °GL 5:00 minutos

Copo 5 Etanol absoluto 5:00 minutos

Copo 6 Etanol absoluto 5:00 minutos

Copo 7 Xilol 10:00 minutos
Copo 8 Xilol 10:00 minutos

Abreviagdes: °GL, graus Gay Lussac.

Secgdes histologicas de linfonodos de bovinos higidos obtidos em abatedouro foram
utilizadas como controle positivo. Sec¢des adicionais destas mesmas amostras desprovidas de

anticorpo primario serviram de controle negativo.

Durante a avaliagdo imuno-histoquimica, as amostras testadas para ambos o0s
marcadores foram classificadas como reagente (positiva ou negativa) e ndo reagente, quando
associada a auséncia de marcacdo para as células neoplasicas do processo principal e para
linfocitos B ou T residentes no sitio linfatico, ndo sendo possivel determinar a real positividade

ou negatividade da amostra para qualquer um dos imunomarcadores.

4.7 Classificacdo de linfomas com base nos critérios atualizados da WHO adaptados

para uso em espécies animais especificas

Secgdes histoldgicas coradas pela hematoxilina e eosina (HE) foram avaliadas quanto a
morfologia celular. Um total de 30 casos de linfoma previamente confirmados pela histologia
e imunofenotipagem foram classificados com base na topografia, distribuicdo celular,
morfologia celular e indice mitético, seguindo os critérios da WHO adaptados para uso em
espécies animais (Valli et al., 2016) e com base na metodologia de Kiser e Lohr (2017) com

minimas variagdes. A distribuicdo foi classificada como difusa ou nodular.
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A fim de estabelecer uma classificagéo proporcional do tamanho nuclear com base no
padronizado para cdes, um tamanho nuclear ajustado foi determinado pela multiplicagdo do
diametro relativo das hemacias por 1,4 para cada uma das categorias utilizadas para cées
(pequeno, <1,5 hemaécias; intermediario, 1,5-2 hemacias; grande, >2 hemacias) e usados
subsequentemente da seguinte forma: pequeno (<2 hemacias), intermediario (2—3 hemécias) e
grande (>3 hemécias), uma vez que hemacias bovinas correspondem a aproximadamente 0,7
vezes 0 tamanho (aproximadamente 5 um em diametro) (Adili et al., 2014) das encontradas em
cdes (7,01 um) (Valli et al., 2002). A morfologia nuclear foi estabelecida pela forma (redonda
ou oval) e por caracteristicas secundarias, como presenca de endenta¢des ou contorno irregular.
O padrdo de cromatina foi descrito como denso, esparso, grosseiro ou focalmente agregado,
enguanto que o padréo nucleolar foi avaliado quanto ao numero e distribuicdo (Gnico, central —

padrdo imunoblastico; maltiplos, periféricos — padrdo centroblastico).

A contagem mitotica foi acessada através do somatdrio das figuras mitdticas observadas
em 10 campos de areas aleatOrias representativas da neoplasia, considerando o didametro do
campo de 0,55 mm e a area de visualizagio do campo de 0,237 mm?, na magnificagao de 400x,
realizada em microscopio Optico trinocular Opticam, modelo O500R, seguindo a padronizacéo
recomendada por Meuten et al. (2016). A taxa mitdtica foi atribuida separadamente a partir da
média das contagens mitéticas em areas que continham o maior nimero de figuras mitoticas,
sendo continuada até que a mesma contagem mitética por campo de 400x fosse observada em
um minimo de trés areas diferentes, conforme a metodologia de Valli et al. (2013). Desse modo,
a taxa mitética foi categorizada como baixa (0-5 mitoses/campo de 400x), média (6-10
mitoses/campo de 400x%), e alta (>10 mitoses/campo de 400x). A quantidade de citoplasma foi

categorizada como abundante, moderada ou escassa.

4.8 Extracdo de DNA a partir de tecidos ndo fixados congelados

Um total de 36 amostras de casos confirmados ou suspeitos de linfadenite
granulomatosa por tuberculose e outras sete amostras de casos de linfoma confirmados
histologicamente foram submetidas ao processo de extracédo de DNA a partir de linfonodos néo
fixados congelados. Todos os procedimentos foram realizados no Laboratério de Diagnostico
das Doencas Virais (LDDV) do Laboratério Federal de Defesa Agropecuéaria de Minas Gerais
(LDDV/LFDA-MG) e no Laboratorio de Diagnostico de Doengas Bacterianas (DDB) do
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Laboratdrio Federal de Defesa Agropecuaria de Minas Gerais (DDB/LFDA-MG), com o kit
Maxwell® 16 Tissue DNA Purification Kit (Promega, USA), conforme determinado pelo
fabricante. Os microtubos contendo o material genético extraido foram conservados congelados

(-20 °C) até a realizacdo do exame molecular de qPCR.

4.9 Extracdo de DNA a partir de tecidos incluidos em parafina

Um total de 36 amostras de casos confirmados ou suspeitos de linfadenite
granulomatosa por tuberculose e outras 30 amostras de casos de linfoma confirmados
histologicamente foram submetidas ao processo de extracdo de DNA a partir de material
previamente fixado em formalina e embebido em parafina (FFPE - formalin fixed paraffin
embedded). As etapas deste processo ocorreram na Unidade Laboratorial de Biotecnologia do
da Unidade Multidisciplinar de Pesquisa Animal (MULTILAB) no Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria (DCCV) da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais (EV-UFMG). Para cada bloco/amostra, foram obtidas 25 secc@es teciduais de 5 um de
espessura, cada, as quais foram depositadas em microtubos livres de DNAse/RNAse e
conservadas em temperatura ambiente até a realizacdo do exame molecular de gPCR. As etapas
subsequentes foram realizadas com o kit QlAamp® DNA FFPE Tissue (QIAGEN, USA),

conforme especificado pelo fabricante.

4.10 gPCR para a identificacéo do retrovirus da leucose enzodtica bovina (LEB)

Os ensaios de gPCR para o VLEB ocorreram com base na metodologia proposta por
Junior et al. (2021). Todos os testes foram realizados no LDDV/LFDA-MG, com o kit
Tagman® Fast Advanced Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA), conforme determinado
pelo fabricante. A fim de atestar a integridade das amostras e a qualidade da extracdo de DNA
a partir de tecidos parafinados, ensaios adicionais de gPCR para o gene da regido codificadora
para actina Beta (ACTB) bovina foram realizados segundo a metodologia de Bielanski et al.
(2009). As sequéncias iniciadoras (primers) para os genes “LTR”, “env” ¢ ACTB obedeceram
a concentracdo de 0,6 uM, enquanto que as sondas foram utilizadas a uma concentragao de 0,3

M. O termociclador foi programado para 95 °C por 20 s, seguido por 45 ciclos a 95 °C por 10
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s, € 60 °C por 60 s, utilizando um termociclador LC480 (Roche, USA). Detalhes sobre as

sequéncias de primers e sondas utilizadas nesta etapa estdo contidas na Tabela 7.

Tabela 7. Sequéncias iniciadoras e sondas utilizadas para os ensaios de gPCR de VLEB.

Tamanho do produto
Oligonucleotideo  Sequéncia amplificado em Referéncia
pares de base (pb)

BLV.LTR.114.F GCC CCG TAA ACC AGA CAG
BLV.LTR.114.R CTCAGG GTGTGG ATT TCT CG 114 Junior et al.
BLV.LTR.114S FAM-TA CCT CCC C/ZEN/A ACT (2021)
TCC CCT TTC C-IABKFQ
BLV.env.105.F TTAATGTAGCCGTGTCTGCC

BLV.env.105.R  AGTGGGTCTGGTTAATTGCTG

BLV.env.105.S  FAM- 105 2;‘8'2013 et al.
ACGTGGATCAGGGAGGTGAGTCT-
BHQ 1
ACTIN-Tag-F  AACCAGTTCGCCATGGAT Sl et
ACTIN-Tag-R ~ TGCCGGAGCCGTTGT o5 o (3008)

ACTIN-Tag-S 56-FAM/TGATATTGCTGCGCTC
GTGGTC/3BHQ 1
Abreviacoes: qPCR, Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real; VLEB, retrovirus da leucose
enzodtica bovina.

Em acordo com a metodologia de Junior et al. (2021) para qPCR de tecidos nao fixados
congelados, amostras com CT (Cycle Threshold) altos (>37) para as PCR’s dos genes LTR e
ENV foram interpretadas como negativas para o VLEB, ao passo que resultados abaixo deste
valor foram considerados positivos. As amostras testadas para ACTB tiveram 0 mesmo ponto
de corte e implicagcbes de interpretagdo. Amostras de tecidos ndo fixados de bovinos
testadamente positivas para VLEB foram utilizadas como controle positivo, enquanto que o

mix de PCR sem aplicacdo de qualquer amostra foi utilizado como controle negativo.

411 gPCR para a identificagdo de Mycobacterium spp.

Os ensaios de gPCR para bactérias do complexo M. tuberculosis (TUB1081) ocorreram
com base na metodologia proposta por Sales et al. (2014), tendo como alvo o elemento de
insercdo 1S1081, enquanto que as reacdes de gPCR para a espécie M. bovis (TUB 88) basearam-

se na metodologia de Moura et al. (2016), direcionada para a regido de diferenca 4 (RD4) do
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genoma da bactéria. Todos os testes foram realizados no DDB/LFDA-MG, com o kit GoTagq®
Probe gPCR (Promega, USA), conforme determinado pelo fabricante. A fim de atestar a
integridade das amostras e a qualidade da extracdo de DNA a partir de tecidos parafinados,
ensaios adicionais de gPCR para o gene da regido codificadora para ACTB foram realizados
conforme Bielanski et al. (2009). As sequéncias iniciadoras (primers) e sondas obedeceram as
respectivas concentragdes de 600 nM e 500 nM para o gene “IS1081”; 600 nM e 500 nM para
o gene “RD4” ¢ 0,6 uM ¢ 0,3 uM para o gene actina Beta. O termociclador foi programado
para 95 °C por 120 s, seguido por 50 ciclos a 95 °C por 15 s, e 60 °C por 60 s, utilizando um
termociclador Light Cycler 480 (Roche, USA). Detalhes sobre as sequéncias de primers e

sondas utilizadas nesta etapa estdo representados na Tabela 8.

Tabela 8. Sequéncias iniciadoras e sondas utilizadas para os ensaios de qPCR de Mycobacterium spp.

Tamanho do
Oligonucleotideo  Sequéncia prodgtp Referéncia
amplificado em
pares de base (pb)
Mbo.1S1081.124.F TTAATGTAGCCGTGTCTGCC
Mbo.1S1081.124.R AGTGGGTCTGGTTAATTGCTG Sales et al
Mbo.1S1081.124.S FAM- 124 (2014) '
ACGTGGATCAGGGAGGTGAGTCT-
BHQ 1
Mbo.RD4.88.F 5’CGCCTTCCTAACCAGAATTG3’
Mbo.RD4.88.R 5’GGAGAGCGCCGTTGTAGG3’
. Moura et al.
Mbo.RD4.88.S 5" .FAM- 88 (2016)
AGCCGTAGTCGTGCAGAAGCGCA-
BHQ1.3’
ACTIN-Tag-F AACCAGTTCGCCATGGAT Bielasnki et
ACTIN-Tag-R TGCCGGAGCCGTTGT 58 al. (2008)
ACTIN-Tag-S 56-FAM/TGATATTGCTGCGCTC '

GTGGTC/3BHQ 1
Abreviagdes: qPCR, Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real.

Em acordo com a metodologia de LFDA (2022) para qPCR de tecidos nédo fixados,
amostras com CT (Cycle Threshold) altos (>40) para as PCR’s dos genes IS1081 ¢ RD4 foram
interpretadas como negativas para o Mycobacterium sp., ao passo que resultados abaixo deste
valor foram considerados positivos. As amostras testadas para ACTB tiveram o ponto de corte
de 37 com as mesmas implicacOes de interpretacdo. Amostras de tecidos nao fixados de bovinos

previamente recebidas pela rotina laboratorial e que apresentaram resultados positivos para



69

VLEB foram utilizadas como controle positivo, enquanto que o0 mix de PCR sem aplicacéo de

qualquer amostra de DNA foi utilizado como controle negativo.

4.12 Quantificacdo de DNA por espectrofotometria

O DNA das amostras submetidas aos testes moleculares foi individualmente
quantificado no DDB/LFDA-MG, por meio do NanoVue™ (General Electric Company, USA).
O espectrofotdmetro indicou a razdo entre a absorbancia dos &cidos nucleicos e a absorbancia
das proteinas (A260/280) para cada uma das amostras, onde valores acima de “1,7” foram
considerados satisfatorios, conforme recomendado pelo fabricante. O espectrofotémetro
indicou ainda a concentracdo absoluta dos acidos nucleicos em ng/ul a partir da seguinte
férmula: Concentragdo (ug/ml) = (mensuragdo a A260 — mensuracdo a A320) x fator de
conversdo de &cido nucleio (50 pg/ml) x fator de diluicdo, conforme recomendado pelo

fabricante.

4.13 Isolamento bacteriano em amostras de casos suspeitos de tuberculose

Um total de 36 amostras de casos confirmados ou suspeitos de linfadenite
granulomatosa por tuberculose foram submetidas a técnica de isolamento bacteriano para
bactérias do género Mycobacterium, conforme metodologia utilizada pelo DDB (lIssa et al,
2017).

4.14 Perfis de abate, diagnostico e distribuicéo geogréafica das principais doencas

de acordo com o SIGSIF

A fim de esbocar o perfil de abates de bovinos em todo o Brasil durante o periodo do
estudo (janeiro de 2015 a setembro de 2022), bem como o perfil de diagnostico e a distribuicdo
geogréfica das principais doencas aqui estudadas (tuberculose e leucose enzooética bovina), foi

realizada uma busca no portal de dados da Plataforma de Gestdo Agropecuéaria do Sistema de
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Informagdes Gerenciais do Servico de Inspecdo Federal (PGA-SIGSIF), contemplando
informacdes relacionadas a estas doencas e ao periodo do estudo nos relatérios de Condenagéo
de Animais por Espécie e Quantitativo de Doencas por Procedéncia, disponiveis na plataforma

oficial do MAPA [www.agricultura.gov.br] (Brasil, 2022a).

4.15 Analise dos resultados

Dados pertinentes a identificacdo das amostras (nimero de identificacdo, data de
recebimento, local de origem da propriedade e do servigo de inspecao responsavel pela remessa
do material, sexo, idade, sitio linfatico afetado, 6rgdos concomitantemente acometidos, suspeita
macroscopica, etc.), diagndstico etiologico, diagnastico definitivo e etiologia foram compilados
em planilhas do Excel (Microsoft Office®). Para fins de didaticos, as amostras foram
subclassificadas em grupos diagnésticos, com base na casuistica e proximidade etioldgica entre
os diagnosticos ou relativa importancia ao estudo, e consistiram nas seguintes possibilidades:

actinogranuloma; linfadenite idiopatica; tuberculose; linfoma de células B; neoplasia; outros.

Esse procedimento favoreceu a contabilizacdo absoluta e relativa dos diagnosticos e a
determinacdo de porcentagens para cada grupo etiolégico, estabelecendo as causas mais
frequentes de acometimento linfatico, salientando os locais de ocorréncia por regido geografica
e 0s principais tipos de linfonodos acometidos durante todo o estudo (retrospectivo e
prospectivo). Apds a compilagdo desses elementos foi realizada a analise descritiva dos dados
gerados. Para tanto, as analises de padréo temporal para avaliacdo do recebimento de amostras
foram realizadas a partir do software Visplore Professional®, por meio de graficos de
comparagao. Mapas tematicos foram elaborados a partir do software Arcgis versdo 10.3 para a
identificacdo geografica das propriedades de origem ou dos servigos de inspecdo remetentes
com base nos diagndsticos obtidos. As analises de correspondéncia mdaltipla consistiram de
representacdes multivariadas da interdependéncia dos dados e foram conduzidas no software R
versdo 4.3.0 por meio de gréaficos do tipo Biplot, utilizadas para correlacionar os sitios linfaticos
acometidos e seus respectivos diagnosticos, Orgdos concomitantemente acometidos ou
suspeitas macroscépicas, sendo exclusivamente aplicadas a casos confirmados de tuberculose
e leucose. Ensaios de sensibilidade e especificidade foram também empregados a fim de
correlacionar a suspeitas macroscopicas com os diagnosticos definitivos para tuberculose e

leucose, separadamente, da mesma forma que para comparar resultados dos exames
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complementares com o isolamento bacteriano em casos suspeitos para tuberculose testados em
conjunto. A andlise do coeficiente kappa de Cohen (k) foi conduzida para avaliar a
concordancia entre as técnicas avaliadas com base nos ensaios de sensibilidade e especificidade
através do software Minitab® versdo 21.3, respeitando o intervalo de confianca de 95%. Os
resultados das anélises foram categorizados em seis categorias baseado nos valores de kappa:
concordéncia inexistente (k < 0), discreta (0,01 <k <0,20), fraca (0,21 <k < 0,40), moderada
(0,41 <k <0,60), forte (0,61 <k <0,80), e muito forte (0,81 <k < 1,00). A analise de proporc¢des

entre animais de sexos diferentes foi realizada de forma descritiva.

Mapas de calor foram elaborados através do software Minitab versdo 21 a partir das
informacdes retiradas da plataforma do SIGSIF e incluiram as seguintes analises: média do total
de abates bovinos por més e ano; diagnosticos de tuberculose por regido e ano; diagnosticos de
leucose enzodtica por regido e ano. Todos os graficos desta analise foram gerados por meio do
software Minitab versdo 21 e incluiram informacdes restritas ao periodo do estudo (janeiro de
2015 a setembro de 2022, ou valores aproximados, conforme disponibilidade da informacéo),

limitando-se aos servicos de inspecdo federal.

4.16 Locais de execucéo das atividades

« Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) do Laboratério Federal de Defesa
Agropecuaria de Minas Gerais (LPV/LFDA-MG):

— Levantamento de achados anatomopatol6gicos de linfonodos obtidos de bovinos de
abatedouro com base nos dados da rotina diagndstica do laboratorio;

— Recebimento, triagem e identificacdo das amostras obtidas de abatedouros;

— Processamento histopatologico e histoquimico complementar das amostras
compreendidas no estudo;

— Leitura e analise de ldaminas histopatolégicas.

»  Frigorifico Hipercarnes Industria e Comércio LTDA

- Acompanhamento da linha de abate e do Departamento de Inspecéo Final (DIF) de

bovinos;

— Colheita e identificacdo de amostras para a etapa de estudo prospectivo.
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Laboratdrio de Diagnostico das Doencas Virais (LDDV) do Laboratério Federal de Defesa
Agropecuéria de Minas Gerais (LDDV/LFDA-MG):
— Extracdo de DNA de tecidos congelados e gPCR de amostras ndo fixadas ou FFPE,
submetidas para a rotina diagnéstica do LDDV/LFDA-MG com suspeita de LEB.
Laboratorio de Diagndstico de Doencas Bacterianas (DDB) do Laboratério Federal de
Defesa Agropecuéaria de Minas Gerais (DDB/LFDA-MG):
— Extracdo de DNA de tecidos congelados e gPCR de amostras ndo fixadas ou FFPE,
submetidas a rotina diagnostica do DDB/LFDA-MG com suspeita de TB.

Unidade Laboratorial de Histopatologia e Imuno-histoquimica da Unidade Multidisciplinar
de Pesquisa Animal (MULTILAB) no Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria
(DCCV) da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMG):

— Imuno-histoquimica de amostras com suspeita de LEB.
Unidade Laboratorial de Biotecnologia do MULTILAB no DCCV da EV-UFMG:

— Extracdo de DNA a partir de amostras FFPE.
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5. RESULTADOS

5.1 Quantitativo de amostras e anélises de padrao temporal

Um total de 2.000 amostras foram obtidas ao término do periodo do estudo (janeiro de
2015 a setembro de 2022). A Figura 11 exemplifica algumas das etapas do processo de
recebimento e clivagem de amostras. Os nimeros absolutos e relativos do total de amostras por
ano estdo dispostos na Tabela 9. O total de amostras recebidas foi também contabilizado e
comparado entre os anos (Figura 12) e os meses (Figura 13) do estudo, demonstrando que o
ano de 2020 (29%, 586/2.000) foi 0 ano de maior recebimento de amostras, e os meses de julho
(x = 60,5) e novembro (X = 58) foram 0s meses mais representativos em termos de média total
mensal entre diferentes anos. Em vista da grande instabilidade no recebimento de amostras
dentro do periodo de 2015-2018, as analises comparativas desses anos e meses ndo foram

incluidas na representacdo grafica das Figuras 12 e 13.
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Figura 11. Etapas da conferéncia e clivagem de amostras no LPV-LFDA/MG. A. Caixa de isopor
contendo amostras devidamente identificadas, enviadas por veterinario do Servigo de Inspecdo Oficial.
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Detalhe: Sacola pléstica propriamente identificada, com lacre do Servigo Oficial. B. Frasco pléstico
devidamente identificado e hermeticamente fechado, contendo amostra de linfonodo em solucdo de
formalina a 10%. C. Amostras inapropriadamente acomodadas em frasco plastico. Notar quantidade
insuficiente de solucdo fixadora dada a relativa replecdo do recipiente por amostras teciduais. D.
Fragmentos teciduais de amostra descrita em “C”, com destaque para o volume residual de solugdo
fixadora no frasco plastico. E. Superficie de corte de linfonodo bovino em caso de actinomicose,
linfadenite granulomatosa. F. Superficie de corte de pulmdo bovino em caso de adenocarcinoma
pulmonar metastético. G. Sec¢des longitudinais de linfonodo traqueobrénquico em caso de tuberculose,
linfadenite granulomatosa. Notar completa subversao da arquitetura linfoide com evidéncia de maltiplos
focos coalescentes de necrose caseosa e mineralizagdo. H. Seccdo longitudinal de linfonodo mediastinal
em caso de leucose enzodtica, linfoma de células B. Notar distorcdo da arquitetura linfoide por lesdo
tumoral branca, expansiva e ndo encapsulada.

Tabela 9. Amostras de linfonodos recebidas durante o periodo do estudo (janeiro de 2015 a setembro
de 2022).

Frequéncias

Ano de recebimento

N %
2015 14 0,7
2016 24 1,2
2017 1 0,05
2018 18 0,9
2019 496 24,8
2020 586 29,3
2021 462 23,1
2022 399 19,9
Total 2.000 100%

Abreviagdes: n, frequéncia absoluta; %, frequéncia relativa.
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Figura 12. Andlise de padrdo temporal do total de amostras recebidas por ano (janeiro de 2019 a
setembro de 2022). Os valores acima das barras correspondem aos nimeros absolutos de amostras
recebidas durante o ano, enquanto que os valores dentro das barras correspondem as médias mensais
por ano.
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Figura 13. Andlise de padrdo temporal do total de amostras recebidas por més (janeiro de 2019 a
setembro de 2022). Os valores acima das barras correspondem aos nimeros absolutos de amostras,

enguanto que os valores dentro das barras correspondem as médias do recebimento mensal.

5.2 Distribuicdo geogréfica espacial de origem das amostras e dos casos de tuberculose

e leucose enzodtica

Dados acerca das localidades dos servigos de inspecdo remetentes foram representados
por mapas tematicos, a fim de determinar os principais SIFs remetentes em todo o Brasil (Figura
14), sendo demonstrado que os servigos de inspecdo localizados nos municipios de Araguari e
Nanuque foram os de maior contribuicdo para a casuistica no estado de Minas Gerais, a0 passo
que o municipio de Alegrete foi 0 de maior importéncia na regido Sul do Brasil. Ao todo, 37
SIFs contribuiram para a casuistica do presente estudo. Em 2,1% (43/2.000) das amostras ndo

havia informac&o acerca do municipio de origem do servigo de inspecdo remetente.
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Figura 14. Mapa temético para identificagdo dos municipios de origem dos SIFs remetentes.

O mapa acima foi construido para visualizar os locais de origem das propriedades
(Figura 15), onde ficou claro a importancia das regides Sul e Sudeste para a casuistica deste
estudo, com escassa participacdo dos estados do Norte e Nordeste, atendo-se principalmente
aos estados do Para e Maranhdo, respectivamente. As 2.000 amostras deste trabalho foram
oriundas de um total de 12 estados e 428 municipios. Ao todo, 0 estado de Minas Gerais foi

responsavel por 68,5% das remessas de amostras, seguido pelos estados do Rio Grande do Sul
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(8,6%), Parana (7,4%), Maranhao (5%), Para (3,5%), Mato Grosso (2,3%), Tocantins (2,2%),
Rondbnia (1,2%), Piaui (0,4%), Goiéas (0,2%), Sao Paulo (0,2%) e Espirito Santo (0,05%).

Legenda

Unidades da Federagao
Total de amostras por origem
0

1-6 |—l_l_|_f—lQuiI6metros
7-18 0 265 530 1.060
19 - 41

Bl 42-83

B ss-174

Figura 15. Mapa temético para identificagdo dos municipios de origem das propriedades remetentes.

Os casos registados de tuberculose e os respectivos locais de origem das propriedades
desses animais foram representados pelas Figuras 16 e 17, onde foi constatado que os

municipios de Araguari e Estrela do Sul foram os mais representativos para o diagnostico da
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doenca em Minas Gerais, ao passo que o municipio de Alegrete foi o mais frequente para o
estado do Rio Grande do Sul.

Y
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Legenda

Unidades da Federagao

1]
Casos registrados
Total por Municipio

0 | l_J Ll Quilémetros
1-11 - casos 0 265 530 1.060

12 - 36 - casos

37 - 83 - casos

- 84 - 170 - casos

Figura 16. Mapa temaético para identificacdo dos municipios de origem das propriedades remetentes
guanto aos casos registrados de tuberculose no Brasil.
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Figura 17. Mapa tematico para identificacdo dos municipios de origem das propriedades remetentes
guanto aos casos registrados de tuberculose no estado de Minas Gerais.

Os casos registados de LEB (linfoma de células B) e os respectivos locais de origem das
propriedades das quais 0s animais partiram foram representados pela Figura 18, que apontou
casos da doenca concentrados em estados da regido Norte, Nordeste e Centro-Oeste. Ndo houve
confirmacédo laboratorial de casos de leucose/linfoma de células B em animais oriundos do

estado de Minas Gerais durante o periodo do estudo.
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Figura 18. Mapa tematico para identificacdo dos municipios de origem das propriedades remetentes
quanto aos casos registrados de leucose enzodtica

5.3 Anadlise das causas de acometimento linfatico

As causas de acometimento linfatico foram listadas na Figura 19, onde o diagnostico de
tuberculose representou 89,3% (1.786/2.000) do total de diagndsticos, seguido pelo grupo das
neoplasias (3,5%, 71/2.000), linfadenites idiopaticas (2,3%, 47/2.000), actinogranulomas (1%,
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21/2.000) e linfomas de células B (0,9%, 18/2.000), aqui explorado separadamente dos demais

tipos neoplésicos. Outras causas de linfadenopatias foram contabilizadas a parte, representando

2,8% (57/2.000) dos casos registrados. A subclassificacdo de cada grupo diagnostico esta

contida na Tabela 10.

Outros

Neoplasias

Linfoma de células B
Tuberculose
Linfadenites idiopaticas

Actinogranulomas

0%

2,80%

3,50%

0,90%

2,30%
1,00%
20%

40% 60%

80%

89,30%

100%

Figura 19. Causas de alteragdes em linfonodos em bovinos de abatedouro com inspegdo Federal durante
0 periodo do estudo.

Tabela 10. Grupos diagnosticos e suas respectivas subclassificacbes de amostras de linfonodos de
bovinos de abatedouro com inspe¢do Federal obtidos durante o periodo do estudo.

Actinogranulomas

Linfadenite idiopética

Subclassificagdo Frequencia
n % (grupo) % (total)
Linfadenite piogranulomatosa (actinobacilose) 13 61,9 0,6
Linfadenite piogranulomatosa (actinomicose) 8 38 0,4
Total 21 100 1
Subclassificagdo Frequéncia
n % (grupo) % (total)
Linfadenite histiocitaria idiopéatica 1 2,1 0,05
Linfadenite neutrofilica e histiocitéaria idiopética 4 8,5 0,2
Linfadenite granulomatosa idiopética 40 85,1 2
Linfadenite supurativa bacteriana inespecifica 2 4,2 0,1
Total 47 100 2,3
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Subclassificagdo Frequencia
n % (grupo) % (total)
Sugestivo 265 14,8 13,2
Compativel 1.521 85,1 76
Total 1.786 100 89,3
Subclassificagdo Frequencia
n % (grupo)  %o(total)
Linfoma de células B 18 100 0,9
Total 18 100 0,9
Subclassificagdo Frequéncia
n % (grupo) % (total)
Linfoma de células T 11 154 0,5
Carcinoma de células escamosas 17 23,9 0,8
Adenocarcinoma pulmonar 2 2,8 0,1
Carcinoma indiferenciado 13 18,3 0,6
Adenocarcinoma indiferenciado 8 11,2 0,4
Sarcoma indiferenciado 13 18,3 0,6
Mesotelioma 4 5,6 0,2
Carcinoide hepatico 1 1,4 0,05
Meningioma 1 1,4 0,05
Seminoma 1 14 0,05
Total 71 100 3,5
e Frequéncia
Subclassificagdo ; % (grupo) % (total)
Deplecéo/atrofia linfoide 1 1,7 0,05
Linfangiectasia 2 3,5 0,1
Drenagem eritrocitaria 14 245 0,7
Linfadenite eosinofilica parasitaria 9 15,7 0,4
Hiperplasia folicular 28 491 1,4
Linfadenite granulomatosa toxica (Brachiaria sp.) 3 5,2 0,1
Total 57 100 2,8

Abreviagdes: n, nimero absoluto de casos; % ndmero relativo de casos. Total de amostras analisadas:

2.000.

Casos de tuberculose foram subclassificados em compativeis ou indicativos, mediante

a observacdo de lesbes granulomatosas caseonecroticas mineralizadas, acrescidas ou ndo de

bacilos alcool-acido resistentes intralesionais, respectivamente.
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Os casos de linfadenite granulomatosa toxica obedeceram a dois padrdes histologicos:
macrdofagos espumosos ou células epitelioides contendo cristais irregulares ou aciculares
intracitoplasmaticos dispostos nos seios e corddes corticomedulares de linfonodos peri-
hepaticos e mesentéricos; e macrofagos epitelioides ou células gigantes multinucleadas

dispostas aleatoriamente no cortex e medular linfoide, acometendo maltiplos linfonodos.

Imagens representativas dos principais achados histopatoldgicos referentes as diversas
doencas linfaticas foram compiladas na Figura 20. llustracdes de casos referentes a neoplasias

linfoides e néo linfoides foram abordadas separadamente.
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Figura 20. Achados histopatologicos em casos de doengas de linfonodos de bovinos de abatedouro. A-
B. Linfadenite granulomatosa em caso de actinomicose. A. Reacdo de Splendore-Hoeppli (asterisco) ao
centro de piogranuloma. HE, 100x. B. Miriades de bactérias filamentosas Gram-positivas. Goodpasture,
400x. C-D. Linfadenite granulomatosa em caso de actinobacilose. C. Reacdo de Splendore-Hoeppli
(centro) entremeada por neutrofilos degenerados e macrofagos epitelioides. HE, 400x. D. Miriades de
bacilos bacterianos Gram-negativos. Goodpasture, 600x. E-F. Linfadenite granulomatosa em caso de

tuberculose. E. Reacdo granulomatosa com extensa banda de necrose de caseificacdo (asterisco) e
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mineralizagdo central (cabeca de seta). HE, 100x. F. Bacilo &lcool-acido resistente (cabega de seta) no
citoplasma de célula gigante multinucleada em caso de resposta paucibacilar. Ziehl-Neelsen, 600x.
Detalhe: Vista aproximada em caso de resposta pluribacilar. G. Deplecéo linfoide com linfangiectasia.
Notar rarefacdo do cortex linfoide, com poucos foliculos remanescentes e relativa expansdo dos seios
subcapsulares e corticomedulares por acumulo de linfa. HE, 40x. H-1. Hiperplasia folicular linfoide. H.
Notar relativa expansdo dos foliculos linfoides, com evidéncia dos centros germinativos (esquerda) e
dos corddes corticomedulares (direita). HE, 40x. I. Enfoque nos foliculos linfoides secundérios (centros
germinativos evidentes). HE, 100x. J. Drenagem eritrocitaria. Notar distensdo dos seios
corticomedulares por acimulo de hemacias. HE, 100x. K-L. Linfadenite eosinofilica. K. Expansdo da
capsula linfatica por acimulo de eosindfilos. HE, 200x. L. Seios linfaticos repletos por eosindfilos, com
raros plasmacitos e histiocitos. HE, 600x. M-O. Linfadenite granulomatosa toxica (Brachiaria sp.). M.
Seios linfaticos repletos por macréofagos espumosos. HE, 400x. N. Corddes linfaticos com acimulo de
macrofagos epitelioides e células gigantes multinucleadas contendo cristais intracitoplasmaticos
(cabegas de seta). HE, 400x. O. Birrefringéncia dos cristais observados em “N” (cabegas de seta) sob
luz polarizada. HE, 400x.

5.4 Perfil de acometimento linfatico dos principais diagndsticos

O apanhado dos linfonodos acometidos para cada um dos grupos diagnosticos listados
anteriormente esta representado na Figura 21. A figura demonstra que os linfonodos pré-
escapular (23,5%, 8/2.000) e retrofaringiano (20,5%, 7/2.000) estiveram mais relacionados aos
casos de actinogranuloma, ao passo que casos de linfadenite idiopatica estiveram
principalmente relacionados aos linfonodos traqueobrénquico (16,8%, 19/2.000) e mediastinal
(15%, 17/2.000). Os casos de tuberculose estiveram principalmente relacionados a linfonodos
da regido toracica, em especial aos linfonodos traqueobrénquicos (18,8%, 929/2.000) (Figura
22). Linfonodos da regido abdominal também receberam destaque nesta doenga, com 10,9%
(542/2.000) e 7,9% (391/2.000) de acometimento para os linfonodos hepaticos e mesentéricos,
respectivamente. Os casos confirmados de leucose enzodtica (linfoma de células B)
apresentaram uma ampla variacdo entre sitios linfaticos acometidos, com predominio de
linfonodos da regido toracica, como o mediastinal (14,7%, 10/2.000) e pré-peitoral (11,7%,
8/2.000) (Figura 23). As outras neoplasias obedeceram um padréo bastante semelhante, com
predominio dos linfonodos mediastinais (15,7%, 31/2.000) e tragueobrénquicos (9,6%,
19/2.000). Casos das demais linfadenopatias foram especialmente relacionados aos linfonodos
mediastinicos (18,6%, 25/2.000) e pré-escapulares (11,1%, 15/2.000).
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Nao identificado 3 (2,65%) 4(5,88%) 8(4,06%) 3(2,24%)

Apical 6 (8,82%) 8(5.97%)
Atloidiano 1(1,47%) 3 (2.24%)

Costo-cervical 4(3,54%) 114(231%) 1(147%) 6(3,05%)
Esofagiano 5(442%) 512(1038%) 1(147%) 5(2,54%)  2(1,49%)
Hepitico 10(8,85%) 542(1099%) 3(441%) 11(5.58%) 11(821%)
Iliaco 2 (588%) 2(1,77%) 53 (1,072 3(441%) 12(6,09%) 11(8.21%)
Inguinal 2 (5.88%) : 3(441%) 5(2,54%) 3 (224%)
Isquiatico 2(1,77%) 2(2,94%)  3(1,52%)
Mediastinal 4 (5,88%) 1 4,71%)
Mesentérico

289 (5,86%) )5 (18,66
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Sublingual %) 2

Supra-esternal _

Traqueobrénquico 2 (5,88%)

4(2,03%)
3(1,52%)
4(2,03%)
7(1029%) 19(9.64%) 7(5.22%)

127 (2,57%)
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Figura 21. Mapa de calor entre grupos diagndsticos e sitios linfaticos acometidos dos bovinos
examinados durante o periodo do estudo. Os nimeros no mapa de calor indicam os valores absolutos e
relativos para cada sitio linfatico afetado por grupo diagndstico (colunas). Os valores na base das colunas
referem-se ao numero absoluto de diagnosticos para cada um dos grupos listados. Cores mais quentes
representam valores absolutos/relativos mais elevados. Os grupos diagnésticos devem ser analisados
isoladamente.
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Lnn. parotidiano Lnn. sublingual o \
107 (2,17%) 127 (2,57%) Lnn. atloidiano 42 (0,85%) Lnn. hepético 542 (10,99%)  Lnn. pré-crural 44 (0,89%)

Lnn. iliaco 53 (1,07%) Lnn. isquiatico
32 (0,65%)

Lnn. retrofaringiano
570 (11,55%)

Lnn. costo-cervical 114 (2,31%)
Lnn. pré-escapular 186 (3,77%)
Lnn. pré-peitoral 143 (2,90%)

Lnn. traqueobrénquico 929 (18,83%) ng'(%ogsliot/e;
] 0

Lnn. apical 638 (12,93%) Lnn. sub-escapular 30 (0,61%)

Lnn. inguinal

Lnn. retromamario 15 ( 28 (0,57%)

Lnn. ndo identificado 48 (0,97%)

Figura 22. Distribuicdo anatémica dos sitios linfaticos afetados em casos de tuberculose bovina.
Abreviagdes: Lnn., linfonodo. Créditos da imagem: Luana Ferreira Marques Cordeiro.

Lnn. parotidiano Lnn. sublingual » .
3(4,41%) 1(1.47%)  Lon. atloidiano 1 (1,47%) Lnn. hepatico 3 (4,41%) Lnn. pré-crural 3 (4,41%)

Lnn. iliaco 3 (4,41%)  Lnn. isquidtico
2(2,94%)

Lnn. mediastinal 10 (14,71%})

Lnn. retrofaringiano
3 (4,41%)

Lnn. costo-cervical 1 (1,47%)
Lnn. pré-escapular 5 (7,35%
Lnn. pré-peitoral 8 (11,76%)

Lnn. traqueobrénquico 7 (10,29%)

—

P
/../
Lnn. mesentérico 3 (4,41%)

Lnn. popliteo
1(1,47%)
Lnn. apical 6 {8,82%)

Lnn. inguinal
3 (4.41%)

/)

Figura 23. Distribui¢do anatdmica dos sitios linfaticos afetados em casos de leucose enzodtica bovina.
Abreviacgdes: Lnn., linfonodo. Créditos da imagem: Luana Ferreira Marques Cordeiro.

C /777 Lnn. ndo identificado 4 (5,88%)
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5.5 Andlises de correspondéncia multipla dos sitios linfaticos e dos 0Orgaos
concomitantemente acometidos relacionados aos casos de tuberculose e leucose

enzoobtica

As analises de correspondéncia multipla para o diagndstico de tuberculose (Figura 24)
comprovaram uma maior relacdo da doenga aos linfonodos da regido torécica e a determinados
grupos de linfonodos abdominais, como linfonodos hepaticos e mesentéricos, enquanto que 0s
linfonodos da regido inguinal e pélvica estiveram minimamente relacionados com a doenca.
Outros linfonodos foram também acometidos em casos de tuberculose, mas estiveram

mutuamente relacionados a diversas outras doencas analisadas em conjunto.

MCA - Biplot

Is_AF

Pc_AF

TB_Neg
Pp_AF

Dim2 (9%)

Pe_AF

ALAF

Dim (11.1%)

Figura 24. Analise de correspondéncia multipla para correlacdo entre casos de tuberculose e sitios
linféticos.

Abreviacgdes: A, apical; AF, afetado; At, atloidiano; C, costo-cervical; Dim, dimenséo; E, esofagiano;
H, hepatico; I, iliaco; In, inguinal; Is, isquiatico; M, mediastinal; Me, mesentérico; NAF, ndo afetado;
P, parotidiano; Pc, pré-crural; Pe, pré-escapular; Pp, popliteo; Pt, pré-peitoral; R, retrofaringiano; Rm,
retromamario; S, subescapular; Se, supra-esternal; Sl, sublingual; Th, traqueobrénquico; TB_Neg
(pontos vermelhos), tuberculose negativo; TB_Pos (pontos azuis), tuberculose positivo.

Uma analise de correspondéncia multipla complementar foi gerada para correlacionar o

diagnostico de tuberculose com os 6rgdos concomitantemente acometidos (Figura 25). Nesta
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analise o pulmdo foi o 6rgdo concomitantemente acometido mais relacionado com casos
confirmados de tuberculose, ao passo que o coragéo, peritonio e diafragma estiveram menos

relacionados com a doenca.

MCA - Biplot
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Figura 25. Analise de correspondéncia multipla para correlagdo entre casos de tuberculose e drgéos
concomitantemente acometidos.

Abreviagdes: AF, afetado; Dim, dimensdo; NAF, ndo afetado; TB_Neg (pontos vermelhos), tuberculose
negativo; TB_Pos (pontos azuis), tuberculose positivo.

A andlise de correspondéncia multipla para o diagnostico de leucose enzootica (linfoma
de células B) (Figura 26) comprovou uma maior relacdo da doenca aos seguintes linfonodos:
atloidiano, pré-crural, iliaco, inguinal, isquiatico e popliteo. Outros linfonodos que estiveram
relacionados a maior parte dos casos de leucose, estiveram também relacionados a casos de
diversas outras doencgas, ndo sendo possivel estabelecer uma maior correlacdo entre esses outros

sitios linfaticos e casos confirmados de leucose.
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Figura 26. Analise de correspondéncia maltipla para correlagéo entre casos de leucose enzodtica e sitios
linfaticos.

Abreviagdes: A, apical; AF, afetado; At, atloidiano; BL_Neg (pontos vermelhos), leucose bovina
negativo; BL_Pos (pontos azuis), leucose bovina positivo; C, costo-cervical, Dim, dimensdo; E,
esofagiano; H, hepatico; I, iliaco; In, inguinal; Is, isquiatico; M, mediastinal; Me, mesentérico; NAF,
ndo afetado; P, parotidiano; Pc, pré-crural; Pe, pré-escapular; Pp, popliteo; Pt, pré-peitoral; R,
retrofaringiano; Rm, retromamario; S, subescapular; Se, supra-esternal; Sl, sublingual; Tb,
traqueobrénquico.

Uma analise de correspondéncia multipla complementar foi gerada para correlacionar o
diagndstico de leucose com os 6rgdos concomitantemente acometidos (Figura 27). A analise
indicou que abomaso, coracgdo, diafragma, intestino, peritdnio e pleura foram os 6rgdos mais
relacionados com a doenca. Outros 6rgaos (e.g. pulméo e figado) estiveram mutuamente
relacionados a casos de leucose e diversas outras doencas, ndo sendo possivel estabelecer uma
correlacdo mais especifica entre esses outros 6rgdos concomitantemente acometidos e casos

confirmados de leucose.
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Figura 27. Anélise de correspondéncia multipla para correlacdo entre casos de leucose enzodtica e
Orgdos concomitantemente acometidos.

Abreviagdes: AF, afetado; BL_Neg (pontos vermelhos), leucose bovina negativo; BL_Pos (pontos
azuis); Dim, dimensdo; NAF, ndo afetado.

Baixos percentuais resultantes das somas das dimensdes (Dimensdo 1 e Dimenséao 2)
foram obtidos para os diferentes graficos das analises de correspondéncia multipla, com valores

variando em torno de 20%.

As andlises de correspondéncia maltipla constataram ainda que os diagndésticos de
tuberculose e leucose ndo se correlacionaram com nenhuma outra suspeita macroscépica
diferente de cada um destes proprios diagndsticos isoladamente. Os ensaios de sensibilidade e
especificidade das suspeitas macroscopicas foram de 95,8% e 44,8%, respectivamente, para
tuberculose, e de 94,7% e 98,7%, respectivamente, para leucose.

O sexo dos animais apresentou divergéncias em termos absolutos, com valores
consideravelmente mais altos para machos (1.310/2.000, 0,65%), se comparados as fémeas
(659/2.000, 32,9%), ou aos animais nos quais 0 sexo ndo foi sequer identificado (31/2.000,
1,5%). No entanto, as proporg¢des foram mantidas dentro de cada um dos grupos diagndsticos,

indicando ndo haver predisposicao sexual para nenhum dos diagnosticos aqui listados.
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5.6 Analise molecular, histopatoldgica e imuno-histoquimica dos casos suspeitos de

linfoma

Os dados referentes as analises de PCR, histopatologia e imuno-histoquimica dos casos
confirmados de linfoma foram compilados na Tabela 11, onde houve a contabilizacdo de um
total de 18 casos de linfoma de células B, dos quais o linfoma difuso de grandes células foi o
subtipo mais comum, e um total de 11 casos de linfoma de células T, dos quais o linfoma de
células T periférico foi o subtipo mais frequente. VValores maiores de contagem e taxas mitoticas
foram em geral observados para os animais diagnosticados com linfomas de células B. Os
linfonodos torécicos foram frequentemente acometidos em ambos os tipos de linfoma, mas
foram particularmente mais comuns em casos de linfoma de células B. Dentre os 6rgdos
concomitantemente acometidos mais frequentemente listados em casos de leucose enzootica,

destacam-se: figado, intestino e pulmao.



Tabela 11. Casos confirmados de linfoma.
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gPCR

gPCR

Fené6tipo Contagem Taxa TP £ . Suspeita

Caso ldade* . L ...  FRESH FFPE CD3 CD79a Sitio linfatico Orgéos acometidos .
do linfoma mitética mitotica (VLEB) (VLEB) macroscopica
NL1 >2 DLBCL 3 1 NA - - + A, Mg, Pt, R Figado, intestino, pulmdo  Linfadenite
NL2 3 ADLBCL 16 4 NA - - + M, Pe, Pt NA Leucose
NL3 2 DLBCL 53 13 NA - - + A, M, Pt,R NA Leucose
NL4 >3 ADLBCL 21 5 + + - + NI NA Leucose
NL5 >3 PTCL 6 1 NA - + - Me, Pc, Pe, R NA Linfadenite
NL6 3 DLBCL 38 7 NA - - + A E, M, P,Pe Pc, Th NA Leucose
NL7 >3 SLBCL 17 5 - - - + A Intestino, peritbnio Leucose
NL8 3 SLTCL 9 2 - - + NR NI NA Leucose
NL9 2 PTCL 22 3 NA - + - H, Is, M, P, Pe Baco Leucose
NL10 3 DLBCL 18 4 NA - - + M, Th NA Leucose
NL11 5 SLTCL 7 1 NA - + NR H, I, M, Me, Pt, Tb NA Leucose
NL12 3 LPBCL 31 7 NA - - + H, I, M, Me, Pc, Pt, Th Intestino, pericardio Leucose
NL13 3 DLBCL 18 5 NA - - + H, I, M, Me, Pt, Th NA Leucose
NL14 2 PTCL 12 2 NA - + - M, P, Pc, Pe, Pt NA Leucose
NL15 3 PTCL 20 4 NA - + NR l, Pe NA Leucose
NL16 3 DLBCL 36 6 NA - - + In, Is, Pe, Pp, Pt NA Leucose
NL17 2 PTCL 8 1 - - + NR NI NA Leucose
NL18 >3 LPBCL 3 1 NA + + NR M, Tb Baco, figado, pulméo Leucose
NL19 3 ALTCL 17 4 NA - + NR I, Pc, Pe NA Leucose
NL20 3 PTCL 15 4 NA - + NR A, Pc, Pe NA Leucose
NL21 4 PTCL 22 5 NA - + - In, Is, M, Pc, Pp, Se NA Linfadenite
A At C,In, M, P, Pc, x A

NL22 2 DLBCL 16 4 NA - - + Pe, Pp, Pt, Tb Coracdo, pulméo, rim Leucose
NL23 3 DLBCL 5 1 NA + - + P, Sl NA Leucose
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NL24 2 LPBCL 26 6 NA ] ] + A H, M. Pe, Pt R NA Leucose
NL25 >3 DLBCL 42 10 + ; ; + NI NA Leucose
NL26 2 PTCL 39 9 NA + + - M, R NA Leucose
NL27 3 DLBCL 48 12 NA ; ; + In. Is, M D'afragg]gh fae”ton'o’ Leucose
NL28 >3 DLBCL 25 6 NA - - + NI Rim Leucose
NL29 NI LPBCL 7 2 - - - + NI NA Leucose
NL30 NI DLBCL 4 1 + + ; + I NA Leucose

Abreviagdes: >, maior que; -, negativo; +, positivo; A, apical; ADLBCL, linfoma difuso de grandes células B anaplasico; ALTCL, linfoma anaplasico de grandes
células T; At, atloidiano; C, costo-cervical; DLBCL, linfoma difuso de grandes células B centroblastico; E, esofagiano; FFPE, tecido fixado em formalina e
embebido em parafina; FRESH, tecido ndo fixado; H, hepatico; 1, iliaco; In, inguinal; Is, Isquiatico; M, mediastinal; Me, mesentérico; NA, ndo se aplica; NI,
ndo informado; NL, neoplasia linfoide; NR, ndo reativo; P, parotidiano; Pc, pré-crural; Pe, pré-escapular; Pp, popliteo; Pt, pré-peitoral; LPBCL, linfoma de
células B linfoplasmocitico; PTCL, linfoma de células T periférico; R, retrofaringiano; Se, supra-esternal; Sl, sublingual; SLBCL, linfoma linfocitico de
pequenas células B; SLTCL, linfoma linfocitico de pequenas células T; Th, traqueobrénquico; VLEB, virus da leucose enzodtica bovina.

*|dade mensurada em anos.
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Dos 30 casos confirmados de linfoma, apenas 7 casos foram testados para gPCR de
tecidos ndo fixados para VLEB, dos quais 3 casos foram positivos para o virus testado. Estes
mesmos 3 casos foram também reativos para CD79a, confirmando a origem de células B.
Dentre os 30 casos testados para gPCR de tecidos parafinados para VLEB, somente 5 casos
foram positivos para o agente viral. No entanto, apenas 3 destes casos foram também reativos
para CD79a, confirmando a origem de células B, ao passo que os demais foram reativos para
CD3.

Em vista da escassez dos dados referentes as idades dos animais, ndo foi possivel
determinar um padrdo etario para cada diagnostico, embora a maioria dos individuos tenham

apresentado idade igual ou superior a 3 anos.

Dentre as suspeitas macroscopicas, o diagnostico diferencial de leucose foi citado para
a maioria das amostras, sendo o diagnostico diferencial de linfadenite citado em apenas trés

Casos.

Os resultados das analises de gPCR para ACTB a partir de tecidos parafinados e dados
complementares a esta analise para cada uma das respectivas amostras foram incluidos na
Tabela 12, na qual foi constatado que 76,6% (23/30) das amostras testadas foram positivas para
0 gene testado, com valores relativamente altos de concentragdo de DNA total pds-extracdo. Os
7 casos testadamente negativos para o gene foram igualmente negativos para os exames de
gPCR de tecidos ndo fixados e de tecidos parafinados para VLEB, com apenas 2 destes casos
reativos para CD79a (Tabelas 11 e 12).

Tabela 12. Dados complementares para avaliacdo da qualidade das amostras em casos confirmados de
linfoma.

Caso gPCR FFPE (ACTB) Razdo A260/280 Concentragio de DNA (ng/uL)
NL1 + 1,709 170
NL2 + 1,565 228,5
NL3 + 1,678 169,5
NL4 + 1,936 105,5
NL5 + 1,797 57,5
NL6 + 1,675 2245
NL7 - 1,895 69
NL8 - 1,621 124
NL9 + 1,611 130,5
NL10 + 1,789 101,5
NL11 + 1,902 194
NL12 + 1,686 204
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NL13 + 1,946 4155
NL14 + 2,143 28,5
NL15 - 1,763 33,5
NL16 - 1,505 71,5
NL17 - 2,049 29,5
NL18 + 1,875 25,5
NL19 - 2,111 28,5
NL20 - 2,015 21,5
NL21 + 1,548 97,5
NL22 + 2,024 41,5
NL23 + 1,859 54,5
NL24 + 2,062 67

NL25 + 1,874 82

NL26 + 1,91 116,5
NL27 + 1,785 70,5
NL28 + 1,927 132

NL29 + 1,788 75,5
NL30 + 1,765 84,5

Abreviacdes: -, negativo; +, positivo; ACTB, actina Beta; DNA, acido desoxirribonucleico; NA, ndo
se aplica; NL, neoplasia linfoide; qPCR, Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real.

Durante as etapas da analise imuno-histoquimica, alguns tumores de células redondas
de morfologia linfocitoide foram classificados como néo reativos para ambos os marcadores.

Estes casos foram incluidos dentro do grupo dos sarcomas indiferenciados.

Imagens representativas dos principais achados histopatologicos referentes as
neoplasias linfoides de células T e neoplasias linfoides de células B foram compiladas nas

Figuras 28 e 29, respectivamente.
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o -
Figura 28. Achados histopatolégicos em casos de linfoma de células T de linfonodos de bovinos de

abatedouro. A-C. Aspecto histolégico e imuno-histoquimico normal do linfonodo bovino. A. Cdrtex
linfoide. HE, 40x. B. Medular linfoide. HE, 40x. C. Padrdo de distribui¢do de linfécitos T no espaco
perifolicular e centros germinativos de foliculos do cértex linfoide. Anti-CD3, 200x. D-F. PTCL,
linfoma de células T periférico. D. Subversdo da arquitetura corticomedular linfoide, com expansao dos
corddes medulares por células neoplasicas (cabeca de seta). HE, 40x. E. Populacdo monomorfica de
linfocitos neoplasicos uniformes. HE, 40x. F. Imunomarcacdo positiva em células neoplasicas. Anti-
CD3, 400x. G-I. ALTCL, linfoma de grandes células T anaplasico. G. Neoplasia ricamente celularizada
com compressao e atrofia da capsula linfoide e dos septos corticomedulares. HE, 40x. H. Populacédo
monomorfica de linfocitos neoplasicos com ampla variacdo de didmetro e formato nucleares e multiplas
figuras mitdticas. HE, 400x. 1. Imunomarcacao positiva em células neoplasicas. Anti-CD3, 400x. J-L.
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SLTCL, linfoma linfocitico de pequenas células T. J. Subversdo do cortex linfoide, com focos de
infiltracdo extracapsular (cabeca de seta). HE, 40x. K. Populagdo monomdrfica de pequenos linfécitos

neopléasicos. HE, 400x. L. Imunomarcacdo positiva em células neoplésicas. Anti-CD3, 400x.
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Figura 29. Achados histopatologicos em casos de linfoma de células B de linfonodos de bovinos de
abatedouro. A-C. Aspecto histolégico e imuno-histoquimico normal do linfonodo bovino. A. Cértex
linfoide. HE, 40x. B. Medular linfoide. HE, 40x. C. Padrdo de distribuicdo de linfocitos B no manto
folicular e nos centros germinativos de foliculos do cértex linfoide. Anti-CD79a, 200x. D-F. DLBCL,
linfoma difuso de grandes células B. D. Neoplasia ricamente celularizada com compress&o e atrofia da
capsula linfoide. Notar multiplos macréfagos contendo corpos apoptoticos, conferindo aspecto de “céu
estrelado” (cabegas de seta). HE, 100x. E. Populagdo monomorfica de linfdcitos neoplésicos com padréo

TR R
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centroblastico (nlcleos de grandes dimensdes, figuras mitdticas maltiplas e comportamento infiltrativo).
HE, 400x. F. Imunomarcacdo positiva em células neoplasicas. Anti-CD79a, 400x. G-1. LPBCL, linfoma
de células B linfoplasmocitico. G. Subversédo da arquitetura corticomedular linfoide, com expansédo dos
corddes medulares por células neoplésicas. HE, 40x. H. Populagdo monomorfica de células com aspecto
linfoplasmocitoide. HE, 400x. I. Imunomarcacdo positiva em células neoplésicas. Anti-CD79a, 400x.
J-L. SLBCL, linfoma linfocitico de pequenas células B. J. Neoplasia ricamente celularizada, com
padrdo difuso de infiltracdo corticomedular. HE, 40x. K. Populagdo monomorfica de pequenos
linfocitos neoplésicos. HE, 400x. L. Imunomarcacdo positiva em células neoplésicas. Anti-CD79a,
200x. M-O. ADLBCL, linfoma difuso de grandes células B anaplasico. M. Neoplasia ricamente
celularizada com compresséo e atrofia da capsula linfoide e dos septos corticomedulares. HE, 40x. N.
Populagdo monomorfica de linfécitos neoplédsicos com ampla variagéo de didmetro e formato nucleares
e multinucleacdes (cabeca de seta). HE, 400x. O. Imunomarcacdo positiva em células neoplésicas. Anti-
CD79a, 100x.

5.7 Analise histopatoldgica das neoplasias de origem ndo linfoide

Os dados relativos aos demais tipos neoplésicos foram incluidos na Tabela 13, na qual
foram contabilizados um total de 60 casos de diversos tipos neoplasicos, com predominio de
metastases de carcinoma de células escamosas, carcinomas indiferenciados e sarcomas
indiferenciados para os sitios linfaticos analisados. Assim como demonstrado em casos de
linfoma (Tabela 11), os linfonodos tordcicos foram também os mais frequentemente
acometidos. Dentre os 6rgdos concomitantemente acometidos, destacam-se: figado, pulméo e

membranas serosas.

Tabela 13. Neoplasias diagnosticadas em linfonodos de bovinos de abatedouro durante o periodo do
estudo (janeiro de 2015 a setembro de 2022).

Caso |dade Diagnostico Sitio linfatico Orgaps SUSpEI,ta_
(anos) acometidos macroscépica
Diafragma,

NNL1 8 Mesotelioma epitelioide NI figado, Neoplasia
pulméo

NNL2 >3  Carcinoma de células escamosas Se Pulméo Abscesso

NNL3 >3  Carcinoma de células escamosas M, Pc, Pe, Rm NA Leucose

NNL4 4 Carcinoma de células escamosas I, M Rim NI

NNL5 4 Carcinoma indiferenciado M, Pt Figado NI

NNLG6 4 Adenocarcinoma pulmonar Th Flgad~o, Tuberculose
pulméo

NNL7 >3 Adenocarcinoma indiferenciado NI Pulmao NI

NNL8 >3 Carcinoma indiferenciado NI NA Tuberculose

NNL9 >3 Adenocarcinoma indiferenciado Pt Perltorjlo, NI
pulméo

NNL10 3 Carcinoma indiferenciado In, M, Pt Pulmao NI
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NNL11 3 Carcinoma indiferenciado In, M, Pt PuI_rrAla(_), NI
peritdnio
NNL12 4 Carcinoma de células escamosas p NA NI
NNL13 4 Carcinoma de células escamosas E,I,M, Tb Pulméo Tuberculose
Diafragma,
NNL14 2 Sarcoma indiferenciado H, Tb figado, Tuberculose
pulméo
NNL15 3 Carcinoma de células escamosas NI D';J{;gérga’ Tuberculose
NNL16 5 Adenocarcinoma indiferenciado Is NA Leucose
NNL17 5 Carcinoma de células escamosas P, SI NA Leucose
NNL18 >2 Sarcoma indiferenciado A G, I.El.’bM’ Se, NA Tuberculose
NNL19 5 Sarcoma indiferenciado H. 1. M, Me, Pt, F|gad~o, Tuberculose
Th pulméo
NNL20 >3 Sarcoma indiferenciado P, Pe NA Leucose
NNL21 8 Carcinoma indiferenciado M, P, R NA Tuberculose
NNL22 NI Carcinoma indiferenciado Pc NA Linfadenomegalia
NNL23 NI Carcinoma indiferenciado C, Pc NA Tuberculose
NNL24 5 Adenocarcinoma indiferenciado A, E, M, Pt, Tb NA Tuberculose
NNL25 >3  Carcinoma de células escamosas P, R, Se NA Tuberculose
NNL26 >3  Carcinoma de células escamosas At C E R NA Tuberculose
NNL27 6 Carcinoma de células escamosas P,R NA Tuberculose
NNL28 >3 Sarcoma indiferenciado Pt, S NA Tuberculose
NNL29 4 Carcinoma de células escamosas I, 1Is, Pe, S Pulméo Linfadenite
NNL30 >3 Adenocarcinoma pulmonar M D'?{égg?a’ Tuberculose
NNL31 3  Adenocarcinoma indiferenciado A, Pe, Pt, Tb Dlsllflr?ngérga, Tuberculose
NNL32 >3 Carcinoma de células escamosas A, (IZDtHTkI) M, NA Leucose
NNL33 5 Meningioma C,P Olho Leucose
NNL34 >3  Adenocarcinoma indiferenciado A, H, Pt E:J??T?f;; Tuberculose
NNL35 5 Carcinoma indiferenciado M NA Tuberculose
NNL36 4 Carcinoma de células escamosas P NA Tuberculose
NNL37 >3  Carcinoma de células escamosas A M, Tb Pulméao Tuberculose
NNL38 >3  Adenocarcinoma indiferenciado A, M, Th E:ﬁ?ﬁ% Tuberculose
NNL39 >3 Carcinoma indiferenciado A, Aé’l I\/_:_,bP, R, Pulméo Actinobacilose
NNL40 5 Carcinoma indiferenciado M NA Tuberculose
Figado,
NNL41 NI  Adenocarcinoma indiferenciado I, M, Rm peritonio, Tuberculose
pulméo
NNL42 >3  Carcinoma de células escamosas M, Rm, Tb NA Tuberculose

NNL43 8 Seminoma tubular | NA Neoplasia
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Baco,
diafragma,
. o figado,
NNL44 4 Mesotelioma epitelioide H, I, M 2 Tuberculose
peritonio,
pleura,
rimen
NNL45 >3 Carcinoma indiferenciado M, Tb NA Tuberculose
NNL46 >3 Carcinoide A Figado Neoplasia
NNL47 3 Carcinoma de células escamosas M, Se Peritbnio Septicemia
NNL48 4 Sarcoma indiferenciado | NA Tuberculose
NNL49 NI Carcinoma indiferenciado P NA Tuberculose
NNL50 >3 Sarcoma indiferenciado NI Figado, rim Tuberculose
NNL51 3 Carcinoma de células escamosas R, Tb Pulméao Tuberculose
Diafragma,
NNL52 3 Mesotelioma epitelioide/papilar  H, M, Me, Th figado, Tuberculose
intestino
NNL53 2 Sarcoma indiferenciado NI NA Leucose
Baco,
NNL54 >3 Mesotelioma sarcomatoso A dlggggg]a, Tuberculose
intestino
NNL55 >3 Carcinoma indiferenciado H, M Figado Tuberculose
NNL56 5 Sarcoma indiferenciado M, P, Pp, Pe Coracdo Leucose
NNL57 5 Sarcoma indiferenciado Me Intestino Hemangioma
NNL58 NI Sarcoma indiferenciado P NA Leucose
NNL59 NI Sarcoma indiferenciado AH, NIIQ Pe, Pt, NA Leucose
NNL60 NI Sarcoma indiferenciado Pe NA Leucose
Abreviagdes: A, apical; At, atloidiano; C, costo-cervical; E, esofagiano; H, hepatico; I, iliaco; In,

inguinal; Is, Isquiatico; M, mediastinal; Me, mesentérico; NA, ndo se aplica; NI, ndo informado; NNL,
neoplasia ndo linfoide; P, parotidiano; Pc, pré-crural; Pe, pré-escapular; Pp, popliteo; Pt, pré-peitoral;
R, retrofaringiano; Rm, retromamario; Se, supra-esternal; Sl, sublingual; Th, traqueobrénquico.

A maioria dos animais diagnosticados com neoplasias ndo linfoides apresentaram idade
igual ou superior a 3 anos, com um unico animal afetado por sarcoma indiferenciado com 2

anos de idade. A idade de 8 anos foi a mais elevada dentre os animais aqui analisados.

Dentre as suspeitas macroscopicas, tuberculose e leucose foram os diagnosticos
diferenciais mais citados, correspondendo quase a totalidade das amostras submetidas para

analise.

Imagens representativas dos principais achados histopatologicos referentes as

neoplasias néo linfoides foram compilados na Figura 30.
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\% 3

topatolégicos em casos de neoplasias ndo linfoides de linfonodos de bovinos de

abatedouro. A-B. Metéstase de carcinoma de células escamosas. A. Neoplasia epitelial ndo encapsulada
e infiltrativa, com ilhas coalescentes de células tumorais. HE, 100x. B. Area extensa de comedonecrose,
com focos de mineralizacdo central. HE, 100x. C-D. Metastase de adenocarcinoma pulmonar. C.
Neoplasia epitelial ndo encapsulada e infiltrativa, com células dispostas em arranjos alveolares contendo
Iumen central. HE, 200x. D. Estrutura alveolar neoformada com evidéncia de cobertura ciliar no &pice
de ceélulas neoplésicas. HE, 600x. E-G. Metastase de sarcoma indiferenciado. E. Neoplasia
mesenquimal ndo encapsulada e infiltrativa. HE, 40x. F. Células neoplasicas pleomorficas, dispostas em
matriz conjuntiva amorfa. Notar figura mit6tica em tel6fase ao centro (seta). HE, 400x. G. Invasdo
vascular. Notar trombo de fibrina central (asterisco). HE, 200x. H-1. Metéstase de carcinoide hepético.
H. Neoplasia epitelial bem delimitada, ndo encapsulada e expansiva, com células tumorais dispostas em
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pacotes. HE, 40x. I. Células neoplasicas cuboidais dispostas em pacotes densamente celulares. Notar
intima relacdo com vasos sanguineos. HE, 400x. J. Metéstase de mesotelioma. Células neoplésicas
fusiformes dispostas em arranjos circunferenciais (asterisco). Notar raros corddes de células tumorais
cuboidais, denotando aspecto mesotelial (setas). HE, 200x. K. Metéstase de seminoma. Estruturas
tubulares neoformadas contendo células germinativas tumorais pouco coesas, de citoplasma amplo e
eosinofilico. HE, 100x. L. Metéstase de meningioma. Neoplasia meningotelial ndo encapsulada e
expansiva, com células tumorais dispostas em redemoinhos ou radialmente circundando vasos

sanguineos (detalhe). HE, 40x.

5.8 Analise molecular, histopatolégica e microbiolégica de casos suspeitos de

tuberculose

Os casos suspeitos de linfadenite por tuberculose submetidos aos testes complementares
foram representados na Tabela 14. Dentre estes, houve positividade para bacilos alcool-acido
resistentes intralesionais em 31 casos (86%). Na g°PCR com DNA de tecidos parafinados e
tecidos ndo fixados, um total de 12 (33%) e 22 (61%) casos foram positivos para
Mycobacterium sp., respectivamente. Ao todo, 28 (77%) casos tiveram resultado satisfatdrio ao
isolamento bacteriano, sendo estes relativos a espécie M. bovis. Destes, 23 (82%) casos foram
correspondentes ao exame de qPCR. Em 9 de 12 casos de tuberculose confirmados por gPCR
de tecidos parafinados, houve correspondéncia ao género M. bovis. A confirmacdo do
diagnostico de tuberculose, em qualquer das técnicas, ndo ocorreu em apenas 3 dos 36 casos
testados. Todos os casos incluidos nesta amostragem foram classificados histologicamente

como linfadenites granulomatosas, com les@es caseonecréticas tipicas.

Tabela 14. Testes complementares em casos suspeitos de tuberculose em bovinos de abatedouro.

Caso BAAR gPCR (FFPE) gPCR (FROZEN) Isolamento  gPCR (isolamento)

TB1 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
TB2 Positivo Né&o detectado Positivo Positivo Positivo
TB3 Positivo Né&o detectado Positivo Positivo Positivo

TB4 Positivo Néao detectado Positivo Positivo Positivo



TB5

TB6

TB7

TB8

TB9

TB10

TB11

TB12

TB13

TB14

TB15

TB16

TB17

TB18

TB19

TB20

TB21

TB22

TB23

TB24

TB25

TB26

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo
Positivo

Negativo

Positivo

Positivo

N&o detectado
Néo detectado
Néo detectado
N&o detectado
N&o detectado
N&o detectado
N&o detectado
Néo detectado
Néo detectado
Néo detectado

Néo detectado

Positivo (M. bovis)

Positivo (M. bovis)

Positivo (M. bovis)

Positivo (M. bovis)

Positivo (M. bovis)

Positivo (M. bovis)

Néo detectado
N&o detectado

N&o detectado

Positivo (M. bovis)

N&o detectado

Positivo

Néo detectado

Positivo

Positivo

Positivo

Néo detectado

Néo detectado

Positivo

Positivo

Néo detectado

Néo detectado

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

N&o detectado

Positivo

Positivo

Positivo

Nao detectado

N&o detectado

Positivo

Néo isolado

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

N&o isolado

N&o isolado

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Nao isolado

Positivo

Positivo

NSA

Positivo

Positivo

Néo detectado

N&o detectado

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

NSA

NSA

Positivo

N&o detectado

Positivo

N&o detectado

Positivo

Positivo

NSA

Positivo



TB27

TB28

TB29

TB30

TB31
TB32

TB33

TB34

TB35

TB36

Positivo

Positivo
Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Positivo (M. bovis)

N&o detectado
N&o detectado

N&o detectado

Positivo

Positivo

N&o detectado

Positivo (M. bovis)

Né&o detectado

Néo detectado

N&o detectado

Positivo

Positivo

Néo detectado

Positivo

Positivo

Néo detectado

N&o detectado

Néo detectado

Néo detectado

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

N&o isolado

Nao isolado

N&o isolado

N&o isolado
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Positivo

Positivo

Positivo

Néo detectado

Positivo

Positivo

NSA

NSA

NSA

NSA

Abreviacoes: BAAR, bacilos élcool-acido resistentes; FFPE, tecido fixado em formalina e embebido
em parafina; FROZEN, tecido congelado; qPCR, Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real; TB,
caso sugestivo de tuberculose.

Testes de sensibilidade e especificidade comparando resultados do isolamento
bacteriano de casos confirmados por esta técnica com a histopatologia (BAAR) e com ensaios

de gPCR de tecidos fixados ou ndo estdo descritos na Tabela 15.

Tabela 15. Estimativas de sensibilidade e especificidade das técnicas diagnosticas comparadas com o
isolamento bacteriano positivo em casos suspeitos de tuberculose em bovinos de abatedouro.

. Sensibilidade Especificidade K A

Teste diagnostico (%) (%) (95% CI) Concordancia

Isolamento Histopatologia 96,4 50 0,536082 Moderada
bacteriano qPCR (FFPE)* 28,6 20 -0,125 Inexistente
gPCR (FROZEN) 71,4 50 0,366197 Fraca

Abreviagdes: 95% CI, Intervalo de confianga de 95%; BAAR, bacilos alcool-4cido resistentes; FFPE,
tecido fixado em formalina e embebido em parafina; FROZEN, tecido congelado; qPCR, Reagdo em
Cadeia da Polimerase em tempo real.

*QO tempo de fixacdo em formalina ultrapassou o recomendado (72h).
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Testes de quantificagdo e mensuracdo da qualidade do DNA referentes para cada uma
das respectivas amostras foram incluidos na Tabela 16, na qual foram constatados valores

relativamente altos de concentracdo de DNA total pds-extracéo.

Tabela 16. Dados complementares para avaliacdo da gqualidade das amostras em casos suspeitos de

tuberculose em bovinos de abatedouro.

Positividade a qualquer dos

Caso testes complementares Razéo A260/280 Concentracao de DNA (ng/uL)
TB1 Positivo 2,036 57
TB2 Positivo 1,555 99,5
TB3 Positivo 1,948 75
TB4 Positivo 1,977 42,5
TB5 Positivo 15 82,5
TB6 Positivo 1,896 118,5
TB7 Positivo 2,035 58
TB8 Positivo 1,971 34,5
TB9 Positivo 1,957 46
TB10 Positivo 2,062 26,5
TB11 Positivo 1,917 34,5
TB12 Positivo 1,878 46
TB13 Positivo 1,474 84
TB14 Positivo 2,111 38
TB15 Positivo 1,958 39
TB16 Positivo 1,986 69,5
TB17 Positivo 1,696 78

TB18 Positivo 1,985 129
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TB19 Positivo 1,949 78
TB20 Positivo 1,936 106,5
TB21 Positivo 2,007 138,5
TB22 Positivo 2,04 126,5
TB23 Positivo 2,171 38
TB24 Positivo 2,129 66
TB25 Positivo 1,652 147
TB26 Positivo 1,939 239,5
TB27 Positivo 1,908 1145
TB28 Positivo 2 177
TB29 Positivo 2,135 79
TB30 Positivo 1,81 152
TB31 Positivo 2,08 52
TB32 Positivo 1,942 1175
TB33 Negativo 1,771 85
TB34 Positivo 1,861 67
TB35 Negativo 1,861 107
TB36 Negativo 1,852 56,5

Abreviagdes: DNA, &cido desoxirribonucleico; TB, caso sugestivo de tuberculose.

5.9 Perfil de abate e diagnostico de casos de tuberculose e leucose pelo SIGSIF

O perfil de abate durante o periodo de janeiro de 2015 a julho de 2022 foi compilado na
Figura 31 a partir de dados disponiveis na plataforma PGA-SIGSIF. A analise remonta que

existe um perfil progressivo e crescente do nimero total de abates bovinos, com valores mais
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elevados nos meses de junho, julho e agosto. Picos de abate escassos sdo também notados nos

meses de janeiro e dezembro deste mesmo periodo.

Ano

2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Média:
Total

90.000

60,000

30.000

10

n

12

Figura 31. Média do total de abates bovinos por més e ano (janeiro de 2015 a julho de 2022). Dados
trabalhados retirados da plataforma SIGSIF (Brasil, 2022a).

A informacdes acerca dos perfis de diagnostico e distribuicdo geografica dos

diagnosticos de tuberculose e leucose enzootica foram demonstradas nas Figuras 32 e 33,

respectivamente. O nimero absoluto de diagndésticos de tuberculose foi maior nos estados de

Minas Gerais e Sdo Paulo, com énfase no periodo de 2021-2022, enquanto que o0 maior nimero

absoluto de diagndsticos de leucose enzodtica partiu do estado de Minas Gerais, no ano de

2018. Nao ha informacdes disponiveis sobre as unidades federativas ndo incluidas ou periodos

ndo contabilizados nas representacdes graficas.
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Ano

2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Soma:
quantidade

1.200

700

Unidade Federativa

200

Figura 32. Total de diagnosticos de tuberculose bovina por unidade federativa e ano (janeiro de 2015 a
setembro de 2022). Dados trabalhados retirados da plataforma SIGSIF (Brasil, 2022a).
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Ano

2015 ) 2016 ) 2017 2018 ) 2019 ) 2020 2021 2022

Soma:
guantidade

Unidade Federativa

Figura 33. Total de diagndsticos de leucose enzo6tica bovina por unidade federativa e ano (janeiro de
2015 a setembro de 2022). Dados trabalhados retirados da plataforma SIGSIF (Brasil, 2022a).
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo reiteram a importancia de trabalhos epidemioldgicos e
do consédrcio de diferentes técnicas diagndsticas para o estudo da patogénese, etiologia e
dindmica de distribuicéo das doencas que acometem os bovinos. A importancia de trabalhos de
inspecéo e de bancos de dados que contenham informacgdes pertinentes ao abate de bovinos tem
sido evidenciada em programas de vigilancia e controle de doengas transmitidas por esses
animais (Brasil, 2006; Komba et al., 2012; Jaja et al., 2017).

A busca por lesdes em linfonodos revela ainda a importancia deste 6rgdo como sentinela
em muitos dos processos patologicos e oferece diferentes perspectivas para o entendimento da
patogénese de diversas doencas (Al-Sadi e Radhi, 1994; Valli et al., 2016). No presente estudo,
foram diagnosticadas diversas alteracGes que reforcam a importancia dos linfonodos como

sentinelas de varios processos patologicos.

Em termos absolutos, ao considerar o total de abates bovinos em abatedouros
certificados pelo servico oficial de inspecdo em todo o Brasil, pode-se observar uma
discrepancia numérica relativamente alta destes valores se comparados ao total de amostras
recebidas no presente estudo. Razdes para essa diferenca tdo marcante estdo possivelmente
amparadas no fato de que a remessa de material para o Laboratorio Federal em questdo ocorreu

de maneira esporadica, com contribui¢des pontuais de alguns poucos servicos de abate.

Com base nos dados de distribuicdo geografica, que demonstram 0s municipios de
origem das propriedades (Figura 15), é possivel constatar que a relativa abrangéncia de estados
e municipios do territério nacional parte de uma parcela bastante limitada de servicos
frigorificos (Figura 14), com uma expressiva contribuicao para esse efetivo de abatedouros dos
municipios de Araguari e Nanuque, no estado de Minas Gerais. Logo, a proximidade geografica
destes e de outros servicos de inspecdo mineiros ao LFDA/MG pode ter exercido forte
influéncia no recebimento de amostras oriundas desta regido, uma vez que amostras enviadas
de localidades mais distantes envolvem maior tempo entre o envio e o diagnéstico e maiores
custos atrelados ao transporte. Outro fator que possivelmente impactou negativamente no
recebimento de amostras deste estudo inclui o inicio relativamente recente das atividades
laboratoriais em patologia animal do LPV-LFDA/MG, fundado em 2015, o que justifica a

grande instabilidade no recebimento de casos no periodo entre 2015-2018.
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Com base na analise de padrdo temporal do total de amostras referente aos meses do
ano (Figura 13), € possivel observar um destaque para 0os meses de julho e novembro, periodo
de inverno e verdo, respectivamente. E ainda provavel que os valores da média mensal de
amostras recebidas em novembro tivessem sido ainda maiores caso esse més fosse
contabilizado no altimo ano do estudo. Embora nédo tenha sido possivel determinar se a maior
amplitude térmica destes periodos possa ter influenciado no aparecimento de determinadas
doencas, animais criados a pasto sdo mais susceptiveis as variagdes climaticas e,
consequentemente, a fatores de risco relacionados ao clima, como a imunossupressao por
condicBes climéticas adversas (Buergelt et al., 2017). Com base em dados retirados da PGA-
SIGSIF foi ainda possivel constatar que o periodo de junho a agosto foi também o de maior
numero de abates bovinos (Figura 31), sendo possivel inferir que o maior niUmero de amostras
recebidas neste periodo possa ter sido resultante de um maior nimero total de abates. A
explicacdo para este cendrio, no entanto, pode estar respaldada em mudancas no cenéario politico
internacional de comercializacdo da carne bovina (variacbes de mercado), ou mesmo na

proximidade de datas comemorativas.

Em vista da grande representatividade dos casos de tuberculose com relagéo ao total de
amostras avaliadas (89,3%, 1.786/2.000) (Tabela 10), conforme demonstrado nas Figuras 16 e
17, em contraste com a Figura 15, os dados de distribuicdo geografica foram bastante similares
entre municipios de origem de casos de tuberculose e municipios de origem dos casos em geral
submetidos a analise. Os casos de tuberculose foram ainda mais frequentes no estado de Minas
Gerais, em concordancia com o ilustrado no grafico referente aos diagnosticos de tuberculose
extraido do SIGSIF (Figura 32).

Embora ndo seja possivel determinar a razdo para estes resultados, uma vez que
informacdes referentes ao tipo de criacdo ndo estavam disponiveis, € possivel especular que
estados onde a pecuéria leiteira € amplamente praticada, como em Minas Gerais (IBGE, 2023),
ha consequentemente uma maior quantidade de bovinos criados em regime intensivo ou semi-
intensivo, condicdes favoraveis para a transmissdo e propagacdo da doencga (Lombard et al.,
2021). E também possivel que a relativa proximidade com o Laboratorio Federal, localizado no
municipio mineiro de Pedro Leopoldo, possa ter favorecido o envio de amostras por parte de
alguns SIFs contribuintes para o LPV-LFDA/MG. E vélido lembrar que buscas ativas de casos
especificos ndo foram aqui realizadas, e as amostras recebidas durante o periodo do estudo
foram decorrentes da livre demanda de veterindrios do Servico Oficial. Logo, a néo

obrigatoriedade da submissdo de amostras para 0 exame histopatoldgico certamente contribuiu
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negativamente para a quantidade de amostras recebidas em todo o estudo. Este aparente viés de
selecdo é em parte justificado devido ao esforgo conjunto do MAPA em salientar a
histopatologia como técnica de diagndstico para a tuberculose, 0 que ndo foi necessariamente
realizado para a LEB, ou para outros diagnosticos aqui avaliados. De todo modo, estes dados
comprovam que o problema da tuberculose é bastante recorrente no territério nacional
(Belchior, 2000; Baptista et al., 2004; Neves et al., 2017), ainda que valores consideravelmente
baixos de prevaléncia da doenca tenham sido descritos em um estudo no Mato Grosso no ano
de 2009 (Furlanetto et al., 2012).

Quanto a distribuicdo geografica dos casos de leucose enzodtica, houve uma dispersdo
destes casos por municipios dos estados de Roraima, Mato Grosso, Para e Maranhao (Figura
18). No entanto, a representatividade destes casos pode ndo ter sido fidedigna quando
comparada com o cendrio nacional (Figura 33), uma vez que casos confirmados de leucose
enzootica ocorreram em apenas 0,9% do total de amostras analisadas (Figura 19). No estudo de
Silva et al. (2016), casos da doenca contabilizaram aproximadamente 4% das causas de
condenacdo em um frigorifico paranaense. Em outro estudo, realizado no Rio Grande do Sul,
12% dos 544 casos de lesbes de abatedouro avaliadas eram neoplasias, dos quais 28% (18 casos)
corresponderam a casos de leucose enzodtica (Tessele e Barros, 2016). No entanto, dados como
estes revelam apenas uma pequena fracdo do total de casos de infec¢do nos rebanhos bovinos,
considerando a vasta prevaléncia da infeccdo em rebanhos de todas as regides do Brasil atestada
por métodos soroldgicos, em contraste com a baixa propor¢do de doentes clinicos resultantes
da infeccéo (Pozzatti et al., 2010; Spadetto e Dias, 2013).

O estudo de Mendes et al. (2011) alerta ainda sobre a possibilidade de uma disseminacao
oculta de ambas as doengas em rebanhos leiteiros, onde os animais convivem em proximidade
com as pessoas por longos periodos de tempo, explorando sobre os riscos potenciais a satde
publica, em especial atribuidos a tuberculose. Desse modo, o comércio clandestino de carne e
leite contaminados pode impactar em riscos reais de transmissdo da tuberculose (Abrah&o et
al., 2005). Dados do Ministério da Saude demonstram que somente no ano de 2022 houve 0
diagnostico de 98.843 casos de tuberculose em pessoas de todo o pais, um aumento de 8% se

comparado ao ano anterior (Brasil, 2022b), indicando a real gravidade da doenga no Brasil.

Quanto ao perfil de acometimento linfatico, os valores relativamente baixos das somas
das dimens6es para os diferentes testes de analise de correspondéncia multipla realizados foram
possivelmente decorrentes da complexa estrutura dos dados trabalhados, com mudltiplas

possibilidades de associagdes e interacfes entre as categorias das variaveis. Os resultados das
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andlises de correlacdo entre sitios linfaticos e grupos diagnosticos (Figura 21) indicaram que
houve uma predilecdo pelos linfonodos da cadeia torécica/respiratoria na maioria dos grupos
diagnosticos do presente estudo, em especial nas analises de correspondéncia multipla dos casos
indicativos ou compativeis com tuberculose (Figura 24), similar ao demonstrado por Neves et

al. (2017), em um vasto estudo bibliométrico.

Em uma parcela destes animais, no entanto, houve acometimento unicamente de
linfonodos hepéticos e linfonodos da cadeia mesentérica, em detrimento de linfonodos
torécicos. N&o obstante, em alguns destes casos, apenas visceras abdominais (intestino, bago,
figado, etc.) estiveram concomitantemente afetadas com lesGes semelhantes as observadas nos
linfonodos da mesma cavidade. Tais achados sustentam a hipétese de que a via alimentar possa
ter sido particularmente importante para a infeccdo nestes animais. Esse conjunto de achados é
consistente com o encontrado por Grisi Filho et al. (2011), que estudaram 587 amostras de
casos suspeitos de tuberculose em 79 abatedouros do estado de S&o Paulo. Para a ocorréncia da
transmissdo por via oral em casos de tuberculose, € necessaria a combinacao de diversos fatores,
como a manutencdo de bacilos viaveis no ambiente (Bhembe et al., 2017) e a ingestdo de

grandes quantidades de bacilos (Caswell e Williams, 2016).

A via alimentar tem sido apontada como uma das formas menos comuns de transmissédo
da micobactéria em bovinos (Santos et al., 2021). Sua confirmacdo sustenta-se na visualizacdo
de lesbes compativeis com a infeccdo no sistema digestivo combinada com a auséncia de lesGes
no sistema respiratério (Menzies e Neill, 2000), visto que casos sistémicos de tuberculose
podem acometer linfonodos distantes do sitio respiratorio, confundindo a rota de transmissao
(Boes e Durham, 2017). Em bezerros, a ingestdo de leite contaminado (via digestiva) é
considerada uma importante forma de transmissdo (Espejel del Moral et al., 2018), muito
embora a aspiracdo de liquido amni6tico (via congénita) contaminado seja igualmente proposta
em neonatos gque apresentam a forma respiratéria da doenca (Vural e Tunca, 2001; Ozyigit et
al., 2007; Espejel del Moral et al., 2018).

Por outro lado, é ainda possivel que bactérias do complexo MAP, causadoras da
paratuberculose (doenca de Johne), estivessem de fato associadas com as lesfes observadas,
considerando que este agente é um frequente causador de lesGes intestinais em vacas (Uzal et
al., 2016; Valli et al., 2016). No entanto, por limitacbes metodoldgicas, essa distingdo etioldgica

ndo foi possivel de ser realizada no presente estudo.
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Adicionalmente, a auséncia de lesdes caseonecraticas nos linfonodos do presente estudo
permitiu diferenciar linfadenites granulomatosas idiopaticas de casos indicativos de

tuberculose, nos quais a visualizacao de bacilos alcool-acido resistentes ndo foi possivel.

Na parcela de casos suspeitos de tuberculose submetida a técnicas diagndsticas
complementares (QPCR e isolamento bacteriano) (Tabela 14), o exame histologico (BAAR) se
mostrou como teste mais eficaz, uma vez que apresentou resultados satisfatorios na vasta
maioria dos casos testados, com valores de sensibilidade e especificidade de 96,4% e 50%,
respectivamente, quando comparado ao padrdo ouro (isolamento bacteriano) realizado nos
mesmos casos. Embora o valor de especificidade da histopatologia tenha sido relativamente
baixo (Tabela 15), se comparado aos resultados apresentados por Larenas-Mufioz et al. (2022),
valores de sensibilidade e especificidade em geral para a maioria das técnicas complementares
comparadas ao isolamento bacteriano foram semelhantes aos observados por Silva et al. (2018).
N&o obstante, no presente estudo, mais casos foram positivos a histopatologia do que ao préprio
isolamento bacteriano. Ademais, em trés dos 36 casos analisados nao houve qualquer
confirmacdo da suspeita de tuberculose, com resultados negativos para todos os testes
avaliados. Sendo assim, em apenas dois casos a confirmacgéo da suspeita prévia ndo ocorreu por

meio da histopatologia.

Para os casos confirmados de leucose enzoo6tica, houve maior correspondéncia com
linfonodos (atloidiano, pré-crural, iliaco, inguinal, isquiatico e popliteo) (Figura 26) e 6rgdos
(abomaso, coracdo, intestino, etc.) (Figura 27) pouco usuais para a maioria das demais
condi¢cdes aqui avaliadas. Possivelmente, tais resultados sustentam o cenario na leucose
enzodtica de um acometimento massivo e sistémico de diferentes 6rgdos e cadeias linfaticas
distantes (Mello et al., 2019), raramente acometidos de maneira conjunta pela maior parte dos
demais processos patoldgicos aqui estudados. Deve-se considerar ainda que sitios linfaticos
adicionais, diferentes dos aqui avaliados para quaisquer dos animais do estudo, tenham passado
despercebidos durante os trabalhos de inspecdo das carcagas nos abatedouros, visto que em
muitos casos ocorre uma intensificacdo do exame nas regides da cabeca e do torax (Larenas-
Mufioz et al., 2022).

O diagnostico de linfomas bovinos relacionados ao virus da leucose enzodtica é bastante
desafiador, sendo necessaria a associacdo da PCR ou ELISA com os achados clinicos e
histopatoldgicos, visto que o diagnostico histologico de linfoma isoladamente ndo confirma a
relacdo com o retrovirus (Andoh et al., 2020). No presente estudo, os ensaios de gPCR foram

ferramentas importantes para comprovar o envolvimento viral nas amostras testadas, muito
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embora apenas uma pequena parcela dos casos testados foi necessariamente positiva. Ainda,
casos reagentes para 0s exames moleculares de identificacdo retroviral ndo necessariamente
correspondem a ocorréncia de linfoma de células B, uma vez que o VLEB ¢é capaz de sustentar
longos periodos de laténcia e inatividade (Vernau et al. 1992), ndo excluindo a possibilidade de

ocorrer juntamente com outras doencas linfaticas.

Diversos fatores sdo capazes de influenciar negativamente os resultados da PCR ao
utilizar material genético extraido de amostras FFPE, visto que uma menor qualidade ou
quantidade absoluta de DNA/RNA séo esperadas para essas amostras se comparado ao material
extraido de tecidos ndo fixados (Do, et al., 2015). Isto se deve principalmente aos processos
pré-analiticos que antecedem a etapa de extracao, tais como a conservacdo da amostra, o tempo
de fixacdo em formol, a qualidade da parafina, o tempo e as condi¢cGes de armazenamento dos
tecidos parafinados (Arreaza et al., 2016). De igual modo, valores mais altos de Ct s&o
esperados para amostras com material genético extraido de material parafinado, o que se traduz

na possibilidade de queda de sensibilidade da técnica (Lehmann e Kreipe, 2001).

No presente estudo, os resultados de Ct dentro do perfil de positividade para o gene
ACTB sugerem que a qualidade do DNA da maioria das amostras ndo foi necessariamente

prejudicada pela técnica de extracdo a partir de tecidos parafinados.

A imunofenotipagem, por outro lado, mostrou-se bastante Gtil no diagndstico das
neoplasias linfoides, uma vez que a técnica imuno-histoquimica permitiu a diferenciacéo das
populacdes celulares de linfocitos B e T. Assim, o diagnéstico definitivo ocorreu mesmo em
casos onde a confirmacao molecular ndo foi possivel. No entanto, o perfil restrito de expressdo
viral impossibilita a aplicacdo dessa técnica para a identificacdo direta do virus nas células
(Gillet et al., 2007). Nessa linha, Andoh et al. (2020) desenvolveram uma técnica de
hibridizacdo in situ para identificacdo do RNA viral em casos de linfomas bovinos, ndo

realizada no presente estudo por limitagdes metodologicas.

Adicionalmente, a ndo reatividade de alguns dos casos para ambos os imunomarcadores
testados possivelmente ocorreu devido a baixa qualidade das amostras, especialmente pela
fixacdo inadequada ou fixacdo prolongada (Ramos-Vara e Miller, 2011). A classificagéo
histologica dos casos de leucose enzodtica ocorreu de maneira similar a outros estudos, nos
quais o DLBCL foi também o subtipo mais frequente (Vernau et al., 1992; Panziera et al.,
2016).
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Sobre o0s casos de leucose esporadica diagnosticados no presente estudo, a confirmacao
foi amparada na massiva imunorreatividade para o anticorpo especifico para linfocitos T
somada a auséncia de marcacdo especifica para linfocitos B. A Tabela 11 mostra que alguns
destes casos possuiam idade superior ao periodo tipico de apresentacdo da doenga, no entanto,
estes mesmos achados foram igualmente descritos em outros estudos, com manifestacdes da
forma sistémica (Griinberg e Eisenberg, 2013) ou localizada (Guizelini et al., 2019) da doenca

em animais mais velhos.

Ademais, pode-se inferir que a macroscopia foi bastante assertiva para 0S casos
confirmados de tuberculose e leucose, com altas taxas de sensibilidade e especificidade ao
comparar esses diagndsticos com suas respectivas suspeitas macroscopicas. No estudo de
Franca (2013), por outro lado, foi encontrada uma correspondéncia de 60,6% entre as suspeitas
macroscopicas de tuberculose e os diagndsticos histopatoldgicos de linfadenite granulomatosa.
Aqui, embora os valores de sensibilidade e especificidade ndo tenham sido calculados
individualmente para cada uma das demais opcdes diagnosticas, estes dados denotam a

exceléncia do trabalho dos profissionais do servico oficial de inspecao do Brasil.

Por sua vez, a histopatologia exerceu um papel crucial na confirmacgédo dos diagnosticos
apresentados, uma vez que possibilitou a verificacdo dos processos patoldgicos e a confirmacéo
da etiologia na maioria dos casos. No estudo realizado por Larenas-Mufioz et al. (2022), foi
enfatizada a importancia desta técnica diagndstica no controle e monitoramento da tuberculose
bovina ao permitir uma rapida, econdmica e fidedigna confirmacdo quando contrastada com as
técnicas de gPCR e bacteriologia, similarmente ao que ocorreu no presente trabalho. Entretanto,
vale ressaltar que a importancia da histologia reside ndo apenas na constatacdo das suspeitas
levantadas durante a inspecdo pos-morte, mas também no diagnostico de doencas distintas das
quais foram previamente elencadas na lista de diferenciais (Larenas-Mufioz et al., 2022), como

visto repetidamente no presente estudo.

Acerca da escolha das éareas de clivagem dos linfonodos, a importancia do
microambiente lesional foi salientada por Carrisoza-Urbina et al. (2019) ao avaliar diferentes
estadios de desenvolvimento das lesdes granulomatosas em bovinos. No presente trabalho,
entretanto, o estadiamento das lesGes granulomatosas em casos de suspeita de tuberculose foi
inviabilizado, considerando que a clivagem dos casos apresentados a rotina diagnostica
favorecia o processamento de segmentos com lesdes mais iniciais, em detrimento de focos
extensos de mineralizacdo e necrose, visando maximizar a possibilidade de visualizacdo de

bacilos bacterianos intralesionais.
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Quanto as neoplasias ndo linfoides diagnosticadas neste estudo, o carcinoma de células
escamosas foi o tipo neoplésico mais frequente. Em muitos destes casos, no entanto, a suspeita
macroscopica consistiu de “tuberculose”. Focos de mineralizagdo distrofica intratumoral séo
frequentes em casos de carcinomas de células escamosas, especialmente quando associados a
areas de necrose. Em certos casos, esse achado pode gerar confusdo na interpretacdo
macroscopica, assemelhando-se aos granulomas mineralizados tipicamente encontrados em
casos de tuberculose (Lecocq et al., 2012). Ademais, o0 aspecto macroscépico amarelo e fridvel
nos centros das areas de proliferacdo pode ainda mimetizar zonas de necrose de caseificacao,
outro achado igualmente observado em granulomas de tuberculose, o que também é descrito
para casos de adenocarcinoma pulmonar com metéstases para linfonodos (Viott et al., 2010).
Nos casos de adenocarcinoma pulmonar, a constatacdo de um padrdo histolégico semelhante
entre a metastase e a neoplasia no sitio pulmonar, além da observacdo de cobertura ciliar em
ambos foram indicativas da origem no epitélio do sistema respiratorio inferior no presente

estudo.

Em alguns dos casos aqui analisados, a classificacdo histoldgica ficou limitada a termos
como carcinoma, adenocarcinoma ou sarcoma indiferenciados. A subclassificacdo histoldgica
desses tipos neoplasicos ndo foi possivel, em parte pelo grau elevado de desdiferenciacdo
celular da metastase linfatica, impossibilitando qualquer avanco na subclassificacdo
histologica, mas também devido a caréncia do historico clinico-epidemiol6égico ou de
informacbes complementares durante o processo do abate. A auséncia de tecidos
complementares [6rgdo(s) primariamente afetado(s)] também impactou negativamente na
precisdo diagndstica em alguns dos casos aqui avaliados. Tal fato remonta a necessidade do
suporte imuno-histoquimico, uma vez que marcadores celulares especificos poderiam traduzir

a natureza da neoplasia (Ramos-Vara e Borst, 2017).

Acerca das metastases de neoplasias menos comuns, 0 caso de carcinoide hepatico
representa um tipo de neoplasia neuroenddcrina de origem hepética bastante rara, aqui
confirmado devido a disponibilidade do exame do figado afetado em conjunto. O primeiro caso
da neoplasia no Reino Unido foi documentado em 2008, com caracteristicas anatdmicas e
histoldgicas bastante semelhantes as observadas no presente caso (Johnson et al., 2008). Os
casos de meningioma e seminoma foram igualmente confirmados pela ocorréncia em paralelo
das neoplasias nos 6rgéos primarios (espaco retrobulbar e testiculo, respectivamente). Um caso
de meningioma extracranial foi previamente relatado em 2007 na espécie bovina, contudo o

acometimento linfoide ndo foi noticiado neste relato (Reis et al., 2007).
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Os resultados aqui discutidos remetem a importancia cientifica do presente estudo,
enfatizando o conjunto de achados patolégicos apresentados e as valiosas informacGes
epidemioldgicas levantadas. Todavia, 0 desconhecimento por parte de alguns dos servicos
prestados pela rede de laboratérios federais e a caréncia de programas de interacéo entre a esfera
laboratorial e o servico de inspegéo sdo alarmantes, uma vez que a atual representatividade do
estudo ficou limitada aos poucos servicos de inspe¢do que contribuiram. A fim de incrementar
a relacéo entre inspetores e laboratoristas, a rede de suporte a abatedouros frigorificos “Catalan
Slaughterhouse Support Network (SESC)”, vigorada em 2007 pelo governo Cataldo, garante
um suporte online para veterinarios do servi¢o oficial de inspecdo. O programa de educacao
continuada trabalha para o incremento das habilidades diagnosticas destes profissionais, mas
atua também na alimentacdo dos bancos de dados governamentais de doencas de notificagéo,
permitindo uma visdo abrangente do cenario pratico em tempo real, o que favorece a rapida
tomada de decisdes pela deteccdo precoce de casos emergentes (Vidal, et al., 2016). A atual
relevancia e o sucesso de programas como este sustentam os beneficios da sua implementacéo,
particularmente em paises com extensa atividade agroindustrial e grandes dimensdes

territoriais, como o Brasil.
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CONCLUSAO

As causas de acometimento linfatico incluiram diagnosticos de tuberculose, neoplasias
metastaticas, linfadenites idiopaticas, actinogranulomas, linfomas de células B (leucose
enzodtica), linfoma de linféticos T e casos variados de linfadenopatias.

Casos de tuberculose consistiram de linfadenites granulomatosas com centro
caseonecrotico variavelmente mineralizado, enquanto que casos de leucose enzootica
variaram quanto ao subtipo morfoldgico, com predominio de linfomas difusos de
grandes células B.

Os principais grupos etioldgicos consistiram de doencas bacterianas, relacionadas a
mais de 90% das amostras analisadas, dentre as quais o Mycobacterium bovis foi 0
agente mais importante.

A histopatologia foi suficiente para a confirmacdo diagndstica em quase a totalidade
dos casos, em especial para casos suspeitos de linfoma e tuberculose. Nestes, a
associacdo de técnicas complementares a histopatologia de rotina, incluindo a
histoquimica, imuno-histoquimica, gPCR de tecidos ndo fixados e parafinados para
VVLEB e Mycobacterium sp., e o isolamento bacteriano para micobactérias, possibilitou
uma acurécia diagndstica ainda maior.

Casos de tuberculose foram principalmente correlacionados aos municipios do estado
de Minas Gerais. Estes casos foram especialmente correlacionados com linfonodos da
regido torécica e a determinados grupos de linfonodos abdominais (hepéticos e
mesentéricos). O pulmdo foi o oOrgdo concomitantemente acometido mais
correlacionado aos casos de tuberculose. Houve predominio de suspeitas macroscépicas
de “tuberculose” para estes casos. Casos de leucose foram restritos aos estados de
Rond6nia, Mato Grosso, Pard e Maranh&o. Estes casos foram correlacionados a diversos
sitios linfaticos e 6rgdos (abomaso, coracdo, diafragma, intestino, periténio e pleura),
mas foram especialmente relacionados a linfonodos da regido pélvica e inguinal. Houve
predominio de suspeitas macroscopicas de “leucose enzodtica” para estes casos. A idade
da maioria dos bovinos com diagnostico de leucose enzodtica foi superior a trés anos.
Os SIFs remetentes concentraram-se nas regides sul e sudeste, principalmente nos
municipios de Araguari e Nanuque. N&o houve distin¢do entre as propor¢des de sexo

dos animais para diferentes grupos diagndsticos.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Atividades de inspecdo frigorifica possuem uma enorme parcela de contribui¢do
socioeconémica e sanitaria em todo o territorio nacional, e reflexos da sua trajetéria podem ser
notados até os dias de hoje. Contudo, os avancos da atualidade ndo excluem a possibilidade de
melhorias neste servico. Muito em breve, condutas que garantam maior rigor as atividades de
inspecao serdo necessarias, possivelmente trazendo maior participacdo da histopatologia, uma
vez que a associacdo desta com outras técnicas laboratoriais complementares é determinante
para 0 sucesso diagnostico, especialmente em casos complexos e de grande importancia
epidemioldgica, econébmica e zoossanitaria, como leucose enzootica e tuberculose, frente ao
atual cenario no qual se envolve o servico de inspecdo em abatedouros frigorificos, somado a
crescente demanda por produtos carneos e ao grau de exigéncia cada vez maior por parte do

mercado consumidor.

O estudo dos linfonodos provou ser uma etapa fundamental no exame de inspecéo, nao
devendo ser subestimado, uma vez que corresponde a um 6rgéo linfoide de drenagem, comum
a processos patoldgicos diversos. A histopatologia, por sua vez, mostrou-se uma técnica rapida,
acessivel e confiavel, possibilitando ndo somente a defini¢do dos processos patolégicos para a
maioria dos casos analisados, mas também a confirmacdo ou refutacdo de suspeitas prévias ou

diagnosticos diferenciais sequer considerados.

Trabalhos como este ressaltam a importancia e a exceléncia do servigo prestado pelos
Laboratdrios Federais de Defesa Agropecudria, com énfase as atividades relacionadas a
patologia animal. A boa comunicacdo entre a propriedade de origem, setor de inspecdo e
laboratdrio de apoio também possibilita ganhos no processo diagnéstico, e este conjunto de
fatores contribui para consumidores, produtores e veterinarios do servico de inspe¢do. Portanto,
programas de educacgdo continuada precisam ser desenvolvidos e constantemente estimulados,
a fim de garantir a qualidade do servigo oficial de inspecéo e, em ultima andlise, do produto a

mesa do consumidor.
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Titulo do projeto: Achados anatomopatologicos de linfonodos obtidos de bovines de abatedouro:
estudo retrospectivo e prospectivo.
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Departamento: Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria

Situaciio atual: Decisio Final - Aprovado
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TUnidade Administrativa IT— 2° Andar, Sala 2005
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Anexo 2. Ficha de encaminhamento de amostras (LPV/LFDA-MG)

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA
Laboratério Nacional Agropecuario - LANAGRO/MG
Divisdo Técnica Laboratorial de Biosseguranga — DBIO

Formulario - FOR

FOR/LDDV/PL/143 - V.4 - Ficha de encaminhamento de amostras Pagina: 1 de 2

A. Dados do remetente

Nome do estabelecimento: | Registro:
Enderego:

Municipio/UF: | Telefone: ( )

Correio eletrénico:

B. Dados do proprietario

Nome do proprietario:

Propriedade: Municipio/UF:

C. Dados do animal

Identificacdo do animal: Numero do GTA:
Espécie: Idade: Sexo: ( ) Macho ( ) Fémea

Raga: | Tipo de exploragao: ( ) Leite ( ) Corte ( ) Outra:

O animal foi: ( ) Eutanasiado ( ) Encontrado morto ( ) Abatido (matadouro)

Dia e hora provavel da morte: Dia e hora da coleta da(s) amostra(s):
/ / as : / / as
Destino da carcaga:

() Condenagdo total ( ) Aproveitamento condicional ( ) Destruigdo na propriedade ( ) Sequestro

Havia outras espécies afetadas? ( ) Ndo ( ) Sim. Quais?

N° de animais afetados: doentes ( ) mortos ( )

D. Histérico

E. Dados da amostra

Encaminhada ao laboratorio: ( ) Resfriada ( ) Congelada ( ) Formol 10% N° lacre:

Identificagéo dos fragmentos e quantidades de pegas anatomicas enviadas ao laboratorio:

Responsavel pela coleta: CRMV n%UF:

F. Observacgoes
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Anexo 2. Ficha de encaminhamento de amostras (LPV/LFDA-MG) (continuacao)

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA
Laboratério Nacional Agropecuario - LANAGRO/MG
Divisdo Técnica Laboratorial de Biosseguranga — DBIO

Formmulario - FOR
FOR/LDDV/PL/143 - V.4 - Ficha de encaminhamento de amostras Pagina: 2 de 2

ORIENTAGOES PARA COLETA E ENVIO DE AMOSTRAS REFRIGERADAS OU
CONGELADAS:

- Coletar fragmentos contendo tecido normal e com lesées de aproximadamente 1 cm?, ndo é
necessario enviar o 6rgao inteiro, colocar o fragmento em um frasco do tipo coleta de urina e
identificar com etiqueta cada frasco individualmente qual o tipo de tecido, utilizar frascos
diferentes para cada tipo de tecido/6rgao.

- Congelar o material e enviar sob refrigeragdo preferencialmente em embalagem tripla.

ORIENTAGOES PARA COLETA E ENVIO DE AMOSTRAS PARA DIAGNOSTICO
HISTOPATOLOGICO EM FORMOL A 10%:

- O preparo da solugéo de formol a 10% deve ser feita utilizando-se 1 parte de formaldeido 37%
e 9 partes de agua (por exemplo, para o preparo de 1 litro de formol a 10%, misturar 100 mL de
formaldeido 37% em 900 mL de dgua).

- Em casos de necropsia, a amostra coletada deve ter espessura méxima de 1 cm e superficie
ampla. Deve-se colher fragmentos de tecidos do centro da lesdo, do limite da mesma com o
tecido normal e das areas aparentemente normais circunvizinhas a lesdo, tomando o cuidado de
ndo comprimi-los ou esmaga-los.

- Em casos de bi6psia, o tecido deve ser retirado preferencialmente da regido de transigdo entre
a area lesada e a area aparentemente normal e ter de 5 a 10 mm de didmetro. Cuidado para ndo
enviar somente material necrosado, pois o fragmento é muito pequeno e podera invalidar o
resultado final.

- Os tecidos devem ser acondicionados em frascos de boca larga (preferencialmente de pléastico)
contendo solugédo de formol a 10%, de modo que os mesmos fiquem na proporgdo de 1 volume
de material (tecido ou 6rgéo) para 9 ou mais volumes de solugdo de formol a 10% (encher o
frasco com o fixador).

- Para remessa ao laboratério, identifique o frasco, certifique-se que o mesmo esteja bem
fechado, coloque-o em uma caixa, de forma que o mesmo néo corra o risco de tombar ou virar.
Lacre a caixa e a encaminhe para o laborat6rio o mais répido possivel. A documentagdo que
acompanha a amostra deve ser enviada fora da caixa de transporte.

- A amostra ndo deve ser congelada, pois pode inviabilizar a realizagdo do exame
histopatolégico.



