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Resumo

Os objetivos deste trabalho foram estudar a epidemiologia e a distribuicdo das lesGes de sarcoide equino
diagnosticado no Laboratdrio Regional de Diagnéstico da UFPel (LRD/UFPel) em um periodo de 20 anos, bem como
determinar os principais tipos e, por meio da PCR, identificar o papilomavirus bovino (BPV) envolvido nas les6es. Os
casos recebidos entre 2000 e 2020 foram resgatados dos protocolos de necropsia do laboratério. Os blocos parafinados
de cada caso foram cortados em secc¢Oes de 3-5um, corados por hematoxilina e eosina (HE) e reavaliados em
microscdpio 6tico. As amostras encaminhadas ao laboratério em 2021 foram fixadas em formalina 10% para
histopatologia e imuno-histoquimica e parte, foi congelada e encaminhada ao Laboratdrio de Virologia e Imunologia
da UFPel (LabVir/UFPel) para realizacdo da PCR. No periodo foram diagnosticados 258 casos, dos quais 75,96% na
raca Crioula principalmente em equinos de dois a cinco anos (42,64%). As caracteristicas macroscopicas associadas a
histopatologia permitiram determinar o tipo de sarcoide em cada caso. Em 46,8% dos casos os sarcoides eram
fibroblasticos. Dos 258 casos 61% eram Unicos, observados principalmente nos membros e 32% eram mdltiplos,
presentes com mais frequéncia do tronco. O genoma dos BPVs néo foi detectado pela PCR e a IHQ foi negativa para
proteina S-100 e positiva para vimentina permitindo o diagndstico diferencial de outras neoplasias cutaneas dos
equinos. O registro de 258 casos de sarcoide em 20 anos permitiu estabelecer a sua epidemiologia na regido Sul do
Rio Grande do Sul e alerta para a importancia da doenca na regido.

Palavras-chave: Histopatologia; IHQ; Neoplasia cutanea; Papilomavirus bovino; PCR; Sarcoide equino.

Abstract

The objective of this work was to study the epidemiology and distribution of equine sarcoid lesions diagnosed at the
Laboratdrio Regional de Diagndéstico of UFPel (LRD/UFPel) over a period of 20 years, as well as to determine the
main types and, the molecular identify of the bovine papillomavirus (BPV) associated to the lesions. Cases received
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between 2000 and 2020 were retrieved from the laboratory's necropsy protocols. The paraffin blocks of each case
were cut into 3-5um sections, stained with hematoxylin and eosin (HE) and reassessed under an optical microscope.
The samples sent to the laboratory in 2021 were fixed in 10% formalin for histopathology and immunohistochemistry
and, an aliquot of frozen tissues were sent to the Laboratory of Virology and Immunology (LabVir/UFPel) for PCR.
During the study period, 258 cases were diagnosed, of which 75.96% in the Crioula breed, mainly in horses aged two
to five years (42.64%). The macroscopic characteristics associated with the histopathology allowed us to determine
the type of sarcoid in each case. In 46.8% of the cases, the sarcoids were fibroblastic. Of the 258 cases, 61% were
single, mainly observed in the limbs, and 32% were multiple, most often present in the trunk. The BPV genome was
not detected by PCR and the IHC was negative for protein S-100 and positive for vimentin, allowing the differential
diagnosis of other equine cutaneous neoplasms. The record of 258 cases of equine sarcoid for approximately 20 years
has contributed significantly to understand its epidemiology in southern Rio Grande do Sul and revealed the
importance of the disease in the studied region.

Keywords: Histopathology; IHC; Skin neoplasm; Bovine papillomavirus; PCR; Equine sarcoid.

Resumen

Los objetivos de este trabajo fueron estudiar la epidemiologia y distribucion de las lesiones de sarcoidosis equina
diagnosticadas en el Laboratorio Regional de Diagnostico de la UFPel (LRD/UFPel) en un periodo de 20 afios, asi
como determinar los principales tipos y, mediante PCR, identificar el virus del papiloma bovino (BPV) implicado en
las lesiones. Los casos recibidos entre 2000 y 2020 se recuperaron de los protocolos de necropsia del laboratorio. Los
bloques de parafina de cada caso se cortaron en secciones de 3-5 um, se tifieron con hematoxilina y eosina (HE) y se
reevaluaron al microscopio éptico. Las muestras enviadas al laboratorio en 2021 fueron fijadas en formol al 10% para
histopatologia e inmunohistoquimica y parte fue congelada y enviada al Laboratorio de Virologia e Inmunologia de la
UFPel (LabVir/UFPel) para PCR. En el periodo fueron diagnosticados 258 casos, de los cuales el 75,96% en la raza
Crioula, principalmente en equinos de dos a cinco afios (42,64%). Las caracteristicas macroscopicas asociadas a la
histopatologia permitieron determinar el tipo de sarcoide en cada caso. En el 46,8% de los casos las sarcoides eran
fibroblésticas. De los 258 casos, el 61% fueron Unicos, principalmente observados en las extremidades, y el 32%
fueron maltiples, con mayor frecuencia presentes en el tronco. EI genoma del BPV no fue detectado por PCR y la IHC
fue negativa para proteina S-100 y positiva para vimentina, lo que permitio el diagnéstico diferencial de otras
neoplasias cutineas equinas. El registro de 258 casos de sarcoide en 20 afios permitio establecer su epidemiologia en
la region sur de Rio Grande do Sul y alerta sobre la importancia de la enfermedad en la region.

Palabras clave: Histopatologia; IHC; Neoplasia de piel; Virus del papiloma bovino; PCR; Sarcoide equino.

1. Introducéo

O sarcoide equino é uma neoplasia cutanea localmente invasiva que ndo metastatiza e, as vezes, estende-se para as
regibes mais profundas do subcutdneo e musculos adjacentes. Sarcoides sdo considerados tumores bifasicos, uma vez que se
derivam da proliferacdo de dois componentes: os fibroblastos dérmicos e os queratindcitos epidérmicos (Funiciello &
Roccabianca, 2020). Sarcoide equino é a principal neoplasia que acomete a pele dos equideos, apresentando-se como lesées
Gnicas ou multiplas com origem fibroblastica (Quinn, 2003; Gaynor et al., 2015, Abreu et al., 2018). Foi descrito pela primeira
vez em 1936, tem uma distribuicdo mundial e pode afetar, também, outros equideos, como burros, zebras e mulas, bem como
outros mamiferos (Funiciello & Roccabianca, 2020).

Este tumor caracteriza-se por intensa proliferacdo de fibroblastos arranjados em ninhos e feixes que se entrelagam e
assumem varias direcdes. As células neoplésicas sdo fusiformes ou estreladas com nucleos alongados, hipercrométicos e com
atipia. Figuras de mitose séo raras e ha discreta neovascularizagdo (Quinn, 2003; Brum et al., 2010; Souza et al., 2011; Assis-
Brasil et al., 2015).

Na literatura sdo descritos seis tipos clinico patolégicos de sarcoide equino, sendo eles: oculto, verrucoso, nodular,
fibroblastico, misto e maligno (Lunardi et al., 2013; Knottenbelt, 2019; Semik-Gurgul, 2020). A patogenia e epidemiologia
desta neoplasia ainda ndo estdo bem determinadas, porém, sabe-se que ha relagdo direta com o papiloma virus bovino (BPV) 1,
2, UEL-4 e mais recentemente com o BPV 13 o qual foi, também, identificado em lesdes de sarcoide (Anjos et al., 2010;
Knottenbelt, 2019; Szczerba-Turek et al., 2019; Semik-Gurgul, 2020). Em 2020, o Comité Internacional de Taxonomia Viral
(ICTV) reorganizou a distribuicdo dos membros da familia Papillomaviridae, agrupando os BPV-1, 2, 13 e 14 na mesma

espécie, chamada de Deltapapillomavirus 4 (ICTV, 2021).
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Os BPVs, atuam por meio da ativagdo biologica do oncogéne E5, que é um dos principais oncopeptideos que atuam
na transformacédo das células normais do hospedeiro em células neoplasicas. Este oncogéne forma um complexo juntamente
com o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-R) e este complexo atua nos fibroblastos da pele, interferindo na
mitogénese celular, o que contribui para a proliferacdo das células neoplasicas (Alcantara et al., 2015; Semik-Gurgul, 2020). O
E5 atua, também, no complexo principal de histocompatibilidade (MHC-1) facilitando a evasdo do sistema imunoldgico,
permitindo assim que as células infectadas evitem a imunovigilancia do hospedeiro, levando a transformacdo celular e
proliferacdo tecidual, dando origem ao neoplasma (Semik-Gurgul, 2020).

O sarcoide equino ocorre em locais anatdmicos mais suscetiveis a traumas recorrentes e de dificil cicatrizagdo como:
membros, cabeca, regido periorbital, regido ventral do abdémen, base da orelha, regido axilar e inguinal. Além disso, sabe-se
que ndo ha predilecdo por sexo ou por raca, mas em algumas regides acorre com maior frequéncia em animais castrados e em
ragas mais prevalentes na regido estudada. A faixa etaria mais afetada é entre dois e nove anos (Knottenbelt, 2019), sendo
mencionada, também, a faixa etaria entre trés e seis anos (Semik-Gurgul, 2020) e, ainda, entre trés e sete anos (Gomiero &
Tostes, 2015).

Os sinais clinicos s8o inespecificos e hormalmente estdo associados com a localizagdo dos tumores. O diagnostico é
baseado na historia clinica, epidemiologia, caracteristicas macroscépicas e histolégicas das lesGes. Para caracterizar e
determinar a presenca de agentes infecciosos como o0s BPVs, é necessério auxilio de técnicas moleculares como reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para identificar o DNA e proteinas especificas destes agentes nas lesoes.

Os objetivos deste trabalho foram estudar a epidemiologia e a distribuigdo das lesdes de sarcoide equino recebidos no
Laboratério Regional de Diagnéstico da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas (LRD/UFPel) em um
periodo 20 anos, determinando os principais tipos histoldgicos que ocorrem nos equinos da regido de influéncia do laboratorio,
complementar o diagndstico empregando a IHQ, bem como identificar o papilomavirus envolvido nas lesdes pela técnica de

biologia molecular PCR.

2. Metodologia

Foram resgatados dos protocolos de necropsia no banco de dados do LRD/UFPel, os casos de sarcoide equino
recebidos no periodo de 2000 a 2020. Foram coletadas informagdes referentes a localizagdo do sarcoide, nimero de lesdes em
um mesmo equino e tipo clinico de sarcoide. Além disso, foram coletadas informages referentes a idade, a raga e ao sexo dos
animais afetados. Os equinos foram classificados como potros (até 24 meses), adulto jovem (25 a 60 meses), adulto (61 meses
a 10 anos) e idosos aqueles com mais de 10 anos. Em nenhum dos casos o diagndstico atribuido pelo patologista que recebeu o
material foi modificado.

Os blocos parafinados de cada um dos casos de sarcoide foram cortados em sec¢fes de 3-5um de espessura, corados
pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) e posteriormente reavaliados em microscépio 6tico. Foram avaliadas em cada
tumor as caracteristicas histolégicas como: hiperqueratose, hiperplasia da epiderme, arranjo celular, ulceracdo e/ou crosta e
infiltrado inflamatdrio. Esses achados associados as caracteristicas macroscopicas permitiram determinar o tipo de sarcoide
diagnosticado.

As amostras de sarcoides encaminhadas ao LRD/UFPel durante o ano 2021 (sete casos) foram divididas sendo uma
parte mantida em congelamento e outra parte fixada em formalina 10% tamponada e processada rotineiramente para avaliacdo
histologica. Os fragmentos congelados foram encaminhados ao Laboratdrio de Virologia e Imunologia da Faculdade de
Veterinria da Universidade Federal de Pelotas (LabVir/UFPel), para identificar a presenca de BPVs 1, 2, UEL-4 ou 13,
através da técnica molecular de PCR. Em seis destes sete casos os tumores variavam de 2cm a 7,5cm de didmetro e foram

excisados completamente e a pele suturada, ndo ocorrendo recidiva em cinco deles até sete meses de acompanhamento. O
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sexto caso era um sarcoide recidivante. Nao havia informacdes sobre o didmetro e sobre a evolugdo do sétimo caso submetido
a PCR.

Os sarcoides que foram submetidos a PCR para a detec¢do do BPV foram também selecionados para a realizacdo da
técnica de imuno-histoquimica, utilizado os anticorpos Vimentina para tecido mesenquimal e S100 para diferenciacdo de
tumores de nervos e melanomas. Foram preparadas I&minas positivadas (Dako, Flex, IHC Microscopic Slides) com cortes
histologicos de 3um, desparafinizadas e reidratadas em baterias de xilol e alcool. Para o bloqueio da peroxidase endogena foi
adicionado perdxido de hidrogénio 10%, diluido em metanol por 20 minutos em temperatura ambiente. Foi realizada a
recuperacdo antigénica por 40 minutos a 96°C (Dako Target Retrieval Solution Low pH). Foram adicionados os anticorpos
primarios nas diluicdes, S100P (ACI 3010 A, B 1:200), Vimentina (V9 1:200), ambos Biocare Medical. As laminas foram
incubadas em camara Umida por 18 horas (overnight) a 4°C. Posteriormente foram incubadas com anticorpo secundario (gotas
amarelas) e estreptavidina-peroxidase (gotas vermelhas) (Biocare Medical — kit MACH 4 Universal HPR-Polymer Detection
System) por 20 minutos cada etapa, em seguida foi utilizado cromdgeno para a revelagdo (3-amino-9-etilcarbazol AEC,
K3469, DakoCytomation) (Tura et al., 2021).

As laminas foram coradas com Hematoxilina de Harris (Procito), lavadas com &gua destilada e desidratadas em
graduacdes crescentes de alcool, clarificadas em xilol e montadas com Entellan. Para o controle negativo foi utilizado PBS no
lugar do anticorpo priméario e como controle positivo foram utilizados fragmentos de intestino delgado. As ldminas foram

avaliadas em microscépio Optico e classificadas como positivas ou negativas (Tura et al., 2021).

2.1 Técnica de PCR
2.1.1 Extracédo de DNA

Foi preparada uma suspensdo a partir da maceragdo de 100mg das amostras de tecidos em 1000uL de TE buffer (10
mM Tris-Hcl pH.8.0, 0.1 M EDTA pH 8.0) adicionado a 100uL de SDS (10%) e 3uL de RNAse (20pug/mL), sendo incubados
por 30 minutos em banho-maria (37°C). Logo apés, foram adicionados 100uL de Proteinase K (20ug/mL) e realizada a
incubacdo desse material por 3 horas a 56°C ou até a total digestdo do tecido. O DNA foi extraido em solucdo de fenol,
cloroférmio e alcool isoamilico (25:24:1), com precipitacdo overnight a -20°C em etanol absoluto, ressuspendidos em agua
ultrapura e quantificados com QUbit (Invitrogen, Eugene, EUA) conforme recomendacdes do fabricante.

O DNA extraido foi submetido a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), tendo como alvo parte do gene L1 do BPV,
utilizando o par de primers FAP59/FAP64 (Forslund, 1999). As sequéncias dos primers, bem como o tamanho esperado do
amplicon, podem ser visualizados na Tabela 1. A reacdo de PCR foi realizada em volume final de 25uL, contendo uma
unidade de GoTaq® Colorless Master Mix (Promega, Fitchburg, Wisconsin, EUA), 3uL do DNA extraido e 0,4uM de cada
primer. Uma amostra de tecido positiva para Papillomavirus bovino foi utilizada como controle da extracdo, enquanto DNA
viral previamente extraido foi utilizado como controle positivo para a PCR. Ambos controles positivos utilizados foram
gentilmente cedidos pelo Dr Claudio Wageck Canal, UFRGS, RS. A amplificacdo foi realizada em termociclador nas
condicBes 94°C por 5 min, 40 ciclos de 94°C, 50°C e 72°C por 1min, com uma extensdo final de 72°C por 7 min. Os produtos
de PCR amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com Brometo de Etidio (0,5mg/mL)

e visualizados em transiluminador UV apds a eletroforese (100V, 60min) (Alcantara et al., 2015).
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Tabela 1 - Sequéncia dos primers e tamanho esperado do amplicon da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Primer Sequéncia Amplicon (pb)
FAP59 5‘TAACWGTIGGICAYCCWTATT3’ 480
FAP64 5‘CCWATATCWVHCATITCICCATC3’

Fonte: Autores.

3. Resultados
3.1 Epidemiologia e patologia

No periodo estudado foram recebidos no LRD/UFPel 2.331 materiais da espécie equina, dos quais 615 (26,38%),
eram referentes a lesdes que envolviam a pele desta espécie animal. Dos 615 materiais, 258 (41,95%) foram diagnosticados
como sarcoide equino. Destes 258 casos 196 (75,96%) eram equinos da raca Crioula, 54 (20,93%) eram sem raca definida, 3
(1,17%) eram Quarto de Milha e 2 casos (0,77%) eram da raga PSI. Um caso de sarcoide (0,39%) foi diagnosticado na raca
Percheron, um na raca Apaloosa e um na Arabe. Com relacdo ao sexo dos equinos afetados 140 (54,26%) ocorreram em
fémeas, 111 (43,02%) em machos e em 7 casos (2,72%) o sexo ndo estava informado no protocolo. Sarcoide afetou 17 potros
(6,59%), 110 equinos adultos jovens (42,64%), 86 equinos adultos (33,33%), e 25 equinos idosos (9,69%). Em 20 casos
(7,75%) nédo havia informacdo sobre a idade dos equinos afetados.

Dentre os 258 diagndsticos de sarcoide, foram localizados 231 blocos de parafina para a caracterizagéo histolégica.
Com base no padrdo macroscépico e histologico 108 (46,8%) eram do tipo fibroblastico (Figura 1A), 65 (28,1%) eram do tipo
misto (Figura 2A e B), 46 (19,9%) do tipo verrucoso, 10 (4,3%) eram do tipo oculto e dois (0,9%) do tipo nodular. Dos 258
sarcoides diagnosticados 157 casos (61%) eram Unicos e em 83 (32%) as lesoes eram multiplas. Em 18 casos (7%) nao havia
esta informacdo nos protocolos. O nimero de sarcoides de acordo com o tipo, considerando a caracteristica Unico ou multiplo é
apresentado na Tabela 2.

Figura 1 - 1A- Sarcoide tipo fibroblastico na porcéo distal do membro anterior direito de um equino. Observam-se areas
nodulares de alopecia e ulceracdo. 1B- Aspecto histoldgico do sarcoide fibroblastico. Observa-se area ulcerada a direita,
hiperplasia do epitélio que se projeta para a derme onde héa severa proliferacdo fibroblastica. [HE; obj.10x].

Fonte. Autores.
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Figura 2 - 2A- Sarcoide tipo misto na regido demento e no peito e tecido proliferado de aspecto nodular e alopécico de um

equino. Observam-se areas nodulares com alopecia e ulceracdo. 2B- Aspecto histolégico do sarcoide misto. Observa-se

hiperplasia do epitélio (rete pegs) que se projeta para a derme formando ilhas de fibroblastos neoplésicos proliferados. [HE;

/

0bj.10x].

Fonte. Autores.

Tabela 2 - Nimero de cada tipo de sarcoide de acordo com a caracteristica multiplo ou Gnico.

Caracteristica Tipo de sarcoide

Fibroblastico  Misto Verrucoso Nodular Oculto  Total
Multiplo 35 18 16 0 3 72
Unico 67 40 27 2 7 143
NI 6 7 3 16

Fonte. Autores.

O maior nimero de sarcoides Unicos foi encontrado nos membros, independentemente do tipo, enquanto que 0s
tumores mdaltiplos foram observados preferentemente no tronco com lesdes presentes também na cabeca e nos membros. O
tipo nodular foi observado somente na apresentagdo Gnica, um em membro e 0 outro na cabega.

Em 76 casos de sarcoide Unico a evolucdo do tumor estava disponivel no protocolo e foi varidvel de um a trés meses
em 45 casos. Nos demais casos houve variacdo observando-se 13 casos com evolugdo de quatro a seis meses. Em 18 casos a
evolugdo foi acima de sete meses. A evolugdo dos sarcoides multiplos foi resgatada em 23 protocolos, no entanto este dado
refere-se apenas ao tumor encaminhado ao laboratério. Em 10 casos a evolugdo variou de um a trés meses, em cinco casos
variou de quatro a seis meses e em oito casos foi acima de sete meses.

Nos sete casos de sarcoides recebidos durante o ano 2021, que foram submetidos a PCR, os equinos foram
acompanhados ap0s a excisdo cirtrgica da lesdo por um periodo de sete meses e ndo houve recidivas em nenhum dos animais.
Nestes casos os tumores mediam de 2,0cm a 7,5cm de acordo com o veterinario remetente. Nos demais casos nao foi possivel

obter esta informacéo.
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3.2 Extragdo do DNA e Imuno-histoquimica

Nas amostras de tecido analisadas, ndo foi detectada amplificacdo do BPV pela PCR utilizando os primers
degenerados FAP59/64 que possuem como alvo regiGes relativamente conservadas do gene L1 (Figura 3). A
imunohistoquimica foi positiva para vimentina (Figura 4A), e negativa para proteina S-100 (Figura 4B).

Figura 3 - Gel de Eletroforese. C+ Controle positivo; CE+ Controle positivo da extracdo; A1-A7; Amostras 1 até 7 e C-
Controle negativo.

C+ CE+ A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 C-

<+— 1000pb

<«— 500pb
<«— 400pb

Fonte. Autores.

Figura 4 - 4A- Imunohistoquimica de sarcoide tipo verrucoso apresentado reacdo positiva para vimentina (V9 1:200 Biocare

Medical) [IHQ; obj. 10x]. 4B- Imunohistoquimica negativa para S100P ACI 3010 A, B 1:200 Biocare Medical). [IHQ; obj.
10x].

Fonte. Autores.
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4. Discussao

O presente estudo revelou que sarcoide equino na Regido Sul do Rio Grande do Sul representou mais de 40% das
enfermidades tegumentares desta espécie animal em um periodo de 20 anos, sendo considerado como a mais importante dentre
as doencas de pele dos equinos, do mesmo modo que € mencionado em outros trabalhos de estudos retrospectivos (Ramos et
al., 2008; Marcolongo-Pereira et al., 2014; Assis-Brasil et al., 2015; Pinheiro et al., 2015; Bianchi et al., 2016). Percentuais de
32,9% e 33,5% de casos de sarcoide foram encontrados entre todas as doencas de pele diagnosticadas em dois estudos em
diferentes regides do Estado (Assi-Brasil et al., 2015; Bianchi et al., 2016). Dentre os tumores cutaneos este percentual chegou
a57,4% em um periodo de 11 anos (Silva et al., 2010).

Foi demonstrado que a raca Crioula é a mais frequentemente afetada, sendo encontrados percentuais de 77,5% dos
casos (Brum et al., 2010) e 52% dos casos (Bianchi et al., 2016) nesta raca em trabalhos desenvolvidos no Rio Grande do Sul.
No presente estudo foi encontrado um percentual de 75,9%, semelhante aos percentuais ja descritos. Isso certamente deve-se
ao fato de que esta é a raca de equinos mais criada no Estado. Nos Estados Unidos a raga mais frequentemente afetada foi a
Quarto de Milha em um estudo retrospectivo de 12 anos (Angelos et al., 1988), embora com um total de materiais de equinos
recebidos no Hospital ligeiramente inferior ao da raca Thoroughbred e 0 maior nimero de casos na raca Quarto de Milha foi
atribuido a maior susceptibilidade genética nesta raga. No presente trabalho o nimero de materiais de equinos ou biopsias de
tumores de equinos da raca Crioula é muito superior as demais racas e aos animais sem raga definida e, portanto, ndo é
possivel atribuir a maior frequéncia de sarcoide nestes animais a fatores genéticos.

O percentual de fémeas afetadas foi ligeiramente superior ao de machos, demonstrando que o sexo aparentemente néo
interfere na ocorréncia do sarcoide, conforme tem sido observado por outros autores (Brum et al., 2010; Bianchi et al., 2016).
No presente trabalho equinos adultos jovens foram os mais afetados com quase metade dos casos, seguidos pelos equinos
adultos. Na regido central do Estado foi encontrado um percentual de 73% para equinos de um a cinco anos (Brum et al.,
2010). Essas diferencas podem estar relacionadas ao nimero de equinos avaliados que no presente trabalho foi superior.

No presente trabalho observou-se que o maior nimero de casos era proveniente dos municipios de Pelotas e Capéo do
Ledo, que sdo 0s municipios mais préximos ao Laboratério e por outro lado, municipios com maior nimero de equinos como
Bagé e D. Pedrito (IBGE, 2017) tem um menor percentual na casuistica do sarcoide. Uma razdo para esse menor nimero de
casos ocorre, provavelmente, porque estes municipios estdo localizados a maior distancia, o que certamente dificulta a remessa
de material para diagndstico. Estes municipios tradicionalmente tém grandes criacBes de gado cujo manejo é feito por equinos
utilizados para o trabalho, sendo de esperar-se que o nimero de casos de sarcoide fosse maior devido ao fator de risco pelo
contato entre estas espécies. Nesta regido existem, também, haras de criacdo de equinos PSI porem a doenca foi observada
somente em dois equinos desta raga em todo o periodo do estudo, demonstrando que o controle sanitario nestas propriedades é
eficiente para evitar a disseminacdo do virus. Por outro lado, sdo mencionados outros fatores de risco como a predisposicao
genética que parece ser importante para o desenvolvimento e gravidade das lesdes de sarcoide (Knottenbelt, 2005; Bergvall,
2013). Foi demonstrado, também, que mesmo sem contato com bovinos o risco de um equino saudavel adquirir a infec¢do pelo
BPV de outro equino com sarcoide é o mesmo que se tiver contato com bovinos com papilomatose (Bogaert et al., 2008).

Embora a maioria dos relatos mencione a maior prevaléncia de tumores multiplos (Brum et al., 2010; Bianchi et al.,
2016), no presente trabalho foi observado que 61% dos diagnosticos foram de sarcoides Gnicos. Em um estudo no Nordeste os
sarcoides Unicos representaram 87,2% dos casos (Pessoa et al., 2014).

Observou-se uma tendéncia de evolugao dos sarcoides tanto Gnicos como multiplos entre um e trés meses. Esse dado,
no entanto, deve ser avaliado com cuidado, uma vez que ndo estava presente em todos os protocolos. Além disso, outros

fatores podem interferir na evolugdo desses tumores. Em um estudo da evolugdo da doenca em equinos da raga Franches
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Montagnes foi observado que o curso do sarcoide é notoriamente imprevisivel e aparentemente independe da localizacdo da
lesdo, tipo de lesdo, idade e fatores ambientais (Berruex et al., 2016).

E mencionado que a recidiva de sarcoide é frequente e pode ocorrer em poucos dias, semanas, meses ou anos
(Funiciello & Roccabianca, 2020), no entanto os autores salientam que essas recidivas podem ser decorrentes da disseminagéo
do tumor durante a cirurgia ou pela incompleta remoc&o da lesdo. A indicagéo de tratamento cir(rgico somente em casos de
tumores pequenos pode ser eficiente para evitar essas recidivas e melhorar o prognéstico de evolugao do tumor. Neste trabalho
em seis casos recebidos no ano 2021, em que os equinos foram tratados cirurgicamente ndo houve recidiva em sete meses de
acompanhamento dos animais, sugerindo que a retirada completa dos tumores de até 7,5 cm no maximo pode ser eficiente para
evitar as recidivas.

No presente trabalho ficou evidenciado que o tipo mais frequente de sarcoide observado na regido foi o fibroblastico.
Este é, também, o tipo mais frequentemente descrito em diversos relatos sobre a doenca (Brum et al., 2010; Gomiero & Tostes,
2015; Berruex et al., 2016; Bianchi et al., 2016). Com relacdo aos demais tipos de sarcoide foi observado que o misto foi o
segundo mais frequente seguido pelos tipos verrucoso e nodular. Isso foi observado, também, em um trabalho sobre sarcoide
realizado na regido central do Estado (Brum et al., 2010). Por outro lado, em um estudo no Parand o segundo tipo mais
frequente foi o verrucoso seguido pelo nodular (Gomiero & Tostes, 2015). Deve-se levar em conta que 0 nimero de casos de
sarcoide estudado no Parana foi bem menor (30 casos) do que o do presente relato, o que poderia influenciar nessa diferenga de
ocorréncia.

A maioria dos sarcoide afetou 0s membros (37,2%) principalmente os posteriores, o que tem sido observado, também,
por outros autores (Pessoa et al., 2014; Aragdo et al., 2018). A maioria dos sarcoides multiplos estava localizada no tronco e a
maioria dos tumores Unicos foi observada nos membros. Na regido central do Estado a maioria dos tumores nos membros era
maltipla (Brum et al., 2010). N&o ha uma explicacdo para essas variacdes de localizagdo e multiplicidade dos tumores,
sugerindo-se que ndo ha relacdo direta entre estas duas caracteristicas do sarcoide.

A imuno-histoquimica dos sete casos, negativa para a proteina S-100 e positiva para vimentina, permitiu diferenciar
estes casos de melanoma e tumores da bainha de mielina respectivamente.

Apesar de diversos estudos demonstrarem a presenca do virus relacionada ao desenvolvimento das lesdes (Lunardi et
al., 2013; Alcantara et al., 2015), alguns autores defendem que a infeccdo pelo papilomavirus bovino seja ndo produtiva em
equinos, devido ao fato de que o percentual de mRNAs de genes tardios representam menos que 0,3% dos BPV RNAs
transcritos (Wilson et al., 2013). Em um estudo conduzido por Tura et al. (2021) ndo foi detectado a presenca de DNA viral em
células da epiderme e da derme adjacentes as células neoplésicas positivas para BPV em sarcoides. Varia¢cBes quanto ao tipo
celular e tecidual com a presenca de material genético viral, além da marcante diversidade genética dos BPVs também devem
ser consideradas.

Trabalho utilizando outras tecnologias, como a amplificagdo por RCA (replicacdo por circulo rolante) e
sequenciamento de alto rendimento (HTS) em amostras de papilomas de tetos bovinos permitiram a identificacdo de 11 BPVs
conhecidos e 14 BPVs nao descritos na literatura (Sauthier et al. 2021). Estes resultados demonstram que as técnicas
convencionais de diagnéstico podem estar subestimando a diversidade genética desta familia viral. No presente estudo, foram
utilizados os primers degenerados FAP59/64, (amplamente utilizados na literatura cientifica), porém com limitacdes inerentes
devido a diversidade genética dos BPV. A amplificacdo por RCA e sequenciamento de nova geracdo (NGS) nas amostras deste

estudo poderiam, eventualmente, revelar a presenca de DNA viral de outros tipos de BPV associados aos sarcoides.
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5. Concluséao

O registro de 258 casos de sarcoide equino em um periodo de 20 anos permitiu estabelecer a epidemiologia dessa
enfermidade na regifio Sul do Rio Grande do Sul. E a mais importante neoplasia da pele dos equinos afetando principalmente
animais de dois a cinco anos, da raca Crioula, tanto machos como fémeas, com lesdes Unicas distribuidas principalmente nos
membros e lesGes maltiplas, em menor nimero, observadas principalmente no tronco. A forma fibroblastica é a mais frequente
seguida pelas formas mista, verrucosa, oculta e nodular. Concluiu-se também que em tumores de até 7,5cm a excisdo cirlirgica

completa pode ser eficiente para ndo haver recidiva em pelo menos sete meses.
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