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A case of diffuse bronchioloalveolar carcinoma of the mixed type was diagnosed in the
lung of an adult female African lion (Panthera leo) with presenting signs of progressive dyspnea
and weight loss. In all pulmonary lobes there were multiple 0.2-0.5cm in diameter soft and
homogenous white nodules. Histologically, these nodules consisted of neoplastic cells with an
alveolar and papillary disposition, a pattern reminiscent of the preexistent pulmonary structure.
The cytoplasms of numerous neoplastic cells were positive in the periodic acid-Schiff (PAS)
stain. Atimmunohistochemistry examination, all neoplastic cells reacted strongly and uniformly
to pancytokeratin; focal reactivity for thyroid transcription factor 1 (TTF-1) was observed in the
nucleus of neoplastic cells mainly in those at the margins of the nodules. Positive reaction for
surfactant A was observed in multifocal areas, both in the cytoplasm and plasma membranes
of neoplastic cells. The diagnosis of diffuse bronchioloalveolar carcinoma of the mixed type
was made based on histological, histochemistry and immunohistochemistry findings. This

seems to be the first report of a primary malignant neoplasm in the lung of the African lion.

INDEX TERMS: Felid, Panthera leo, oncology, pathology, pulmonary carcinoma.

RESUMO.- Um caso de carcinoma bronquiolo-alveolar difuso
do tipo misto foi diagnosticado em um ledo-africano
(Panthera leo), hospitalizado com sinais de dispnéia e ema-
grecimento progressivo. Em todos os lobos pulmonares
havia multiplos nédulos esbranquicados, macios e homo-
géneos, de 0,2-0,5cm em diametro. Histologicamente, os
nddulos eram constituidos por células neoplasicas arranja-
das em alvéolos e papilas sustentados por moderado estro-
ma fibrovascular, um padrao que lembrava a estrutura pul-
monar pré-existente. Na reacao pelo acido periddico de Schiff
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(PAS) foi observada marcacao positiva no citoplasma de
numerosas células neoplasicas. Todas as células neoplasi-
cas demonstraram forte e uniforme imunorreatividade cito-
plasmatica para pancitoceratina. A marcacao para o fator 1
de transcricédo da tiredide (TTF-1) foi observada em focos
nos nucleos das células neoplasicas das margens dos né-
dulos. Nas secc¢bes avaliadas para surfactante A, a marca-
cao foi observada em multiplas areas focais, tanto no cito-
plasma como na membrana citoplasmatica das células ne-
oplasicas. O diagnéstico de carcinoma bronquiolo-alveolar
difuso do tipo misto foi feito com base nos achados
histolégicos, histoquimicos e imuno-histoquimicos. Essa
parece ser a primeira descricdo de um neoplasma pulmonar
primario maligno em ledo-africano.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Doengas de ledes, oncologia, pa-
tologia, carcinoma pulmonar.

INTRODUCAO
Neoplasmas primarios de pulmao sdao pouco comuns em
animais, diferentemente do que ocorre em humanos, em
que sao descritos mundialmente como os mais frequentes
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e mortais tipos de cancer (Parkin et al. 2004). O carcino-
ma bronquiolo-alveolar (CBA) € um neoplasma pulmonar
caracterizado pela proliferagéo celular ao longo dos alvéo-
los pulmonares e jun¢des bronquiolo-alveolares pré-exis-
tentes, o que mantém a arquitetura do pulmao. Em medici-
na veterinaria, o CBA é o neoplasma primario de pulmao
mais prevalente em caes e gatos, mas é incomum em
outras espécies. Tumores bronquiolo-alveolares geralmente
ocorrem como nddulos isolados ou na forma de mdltiplas
massas na periferia do pulméo; raramente tais tumores
podem ocorrer de forma difusa (Wilson & Dungworth 2002).
Histologicamente, neoplasmas primarios de pulmao podem
ser confundidos com metastases pulmonares de outras
formas de cancer. Nesses casos, a avaliagdo imuno-
histoquimica é imprescindivel para confirmar a verdadeira
origem pulmonar (Ramos-Vara et al. 2005).

Neoplasmas sao pouco descritos em ledes (Panthera
leo); quando relatados se restringem ao tegumento e aos
sistemas alimentar, hematopoético, reprodutor, nervoso e
esquelético (Dorso et al. 2008, Owston et al. 2008, Tucker
et al. 2008, Taylor et al. 1976). No conhecimento dos auto-
res, até o momento, ndo ha descricdo na literatura de
neoplasma primario maligno afetando o Sistema Respiraté-
rio em ledo-africano. Foi descrito apenas um adenoma pul-
monar como um achado incidental em um ledo submetido a
eutanasia em decorréncia de um oligodendroglioma
encefalico (Tucker et al. 2008). Este relato tem como obje-
tivo descrever os aspectos clinicos, patolégicos e imuno-
histoquimicos do carcinoma bronquiolo-alveolar em um leéo.

MATERIAL E METODOS

Um espécime de ledo-africano (Panthera leo), fémea, adulto,
com histérico de dispneia e emagrecimento progressivos foi
atendido no Hospital Veterinario Universitario da Universidade
Federal de Santa Maria (HVU-UFSM) e necropsiado no Labora-
tério de Patologia Veterinaria da UFSM (LPV-UFSM). Fragmen-
tos de diversos érgaos foram fixados em formol a 10%, embebi-
dos em parafina, seccionados a 3um, corados com hematoxili-
na e eosina (HE) e submetidos a técnicas histoquimicas que
incluiram o acido periédico de Schiff (PAS) e o tricrébmico de
Masson (TM). Avaliagdo imuno-histoquimica foi realizada pela
técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB Kit Peroxi-
dase Universal, DakoCytomation®) em diferentes secgbes do
pulm&o. A imunomarcagao foi visualizada com o uso de 3-3'di-
aminabenzidina (DAB). As secgdes foram contracoradas com
hematoxilina de Harris; utilizaram-se controles positivos e ne-
gativos para cada anticorpo. Inicialmente utilizou-se anticorpo
anti-pancitoceratina (policlonal, DakoCytomation®), na diluigdo
de 1:2000, e anti-vimentina (clone V9, DakoCytomation®), na
diluicdo de 1:100. As sec¢oes foram testadas também com anti-
proteina S-100 (policlonal, DakoCytomation®), na diluigao de 1:5000,
e anti-cromogranina A (clone DAK-A3, DakoCytomation®), na
diluicdo de 1:600. Para confirmar a origem pulmonar das célu-
las neoplasicas, as secg¢des foram avaliadas para a presencga
do TTF-1 (clone 8G7G3/1, DakoCytomation®), na diluicio de 1:50,
e da apoproteina surfactante A (clone PE10, DakoCytomation®),
na diluigdo de 1:800.

5 Dako Cytomation, 6392 Via Real, Carpinteria, CA, USA.
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RESULTADOS

Na necropsia foi confirmado o péssimo estado corporal. Em
todos os lobos pulmonares havia multiplos nédulos de 0,2-
0,5cm de didmetro. Ao corte, os ndédulos eram macios e
apresentavam-se homogeneamente esbranquicados. His-
tologicamente, os nodulos eram constituidos por células
neoplasicas arranjadas em alvéolos e papilas com modera-
do estroma fibrovascular, um padrdo que lembrava a estru-
tura pulmonar pré-existente (Fig.1). As células neoplasicas
eram cuboides ou colunares baixas, mas variavam de ta-
manho e forma em algumas areas (pleomorfismo modera-
do). Essas células tinham citoplasma eosinofilico e abun-
dante; o nucleo era grande, redondo, disposto basalmente e
formado por cromatina agregada com nucléolo unico e
inconspicuo. Ocasionais células com nucleo excéntrico,
citoplasma abundante e com um Unico e grande vacuolo
(“células em anel de sinete”) foram observadas. Em multi-
plas areas dos nddulos havia corpos de psammoma no
intersticio (Fig.2). Mitoses eram pouco frequentes. Em ex-
tensas areas do pulmao havia espessamento dos septos
alveolares por macréfagos e tecido conjuntivo (Fig.3). Gran-
de quantidade de fluido proteinaceo, associado com fibrina
e neutrdfilos integros, era visto no interior dos alvéolos.

Na reacao com o PAS foi observada marcacéo positiva
no citoplasma de numerosas células neoplasicas, o que per-
mitiu interpretar essas células como secretoras de mucina.
Nas “células em anel de sinete” o vacuolo observado na HE
reagia fortemente com o PAS (Fig.4). Nas reacdes com
tricromico de Masson houve marcacao de extensas areas
de colageno, demonstrando a marcada fibrose (desmopla-
sia).

Todas as células neoplasicas demonstraram forte e uni-
forme imunorreatividade citoplasmatica para pancitoceratina
(Fig.5). Na avaliagéo para vimentina, a expressao foi nega-
tiva nas células neoplasicas e positiva no tecido conjuntivo
associado ao neoplasma. As secgdes testadas com anti-

I
o, SEW-
a‘ﬂm > : .

|

Fig.1. Pulméo, carcinoma bronquiolo-alveolar. As células neo-
plasicas estao arranjadas em alvéolos, que, por vezes, pro-
jetam-se como papilas, e sdo sustentadas por escasso es-
troma fibrovascular. Observe que o padrdo pulmonar pré-
existente foi preservado. HE, obj.10x.
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Fig.2. Pulm&o, carcinoma bronquiolo-alveolar. Material anfofi-
lico e radiado no intersticio pulmonar (corpos de psammo-
ma). Observe que a direita ha trés outros corpos menores
coalescendo no interior de um alvéolo. HE, obj.40x.

Fig.4. Pulmao, carcinoma bronquiolo-alveolar. Células ricas
em mucina fortemente marcadas pela reagdo com o acido
periodico de Schiff. PAS, obj.40x.

Fig.6. Pulméao, carcinoma bronquiolo-alveolar. Foco de mar-
cacao positiva para o fator 1 de transcricéo da tiredide em
uma juncao bronquiolo-alveolar neoplasica. A marcagéo é
apenas nuclear. Imuno-histoquimica, método da estrepta-
vidina-biotina-peroxidase, contra-coloragdo com hemato-
xilina de Harris, obj.40x.

Fig.3. Pulmé&o, carcinoma bronquiolo-alveolar. No intersticio,
h& deposicéo de tecido conjuntivo fibroso e acentuado
infilirado inflamatdrio constituido principalmente por ma-
crofagos. HE, obj.40x.

Fig.5. Pulméo, carcinoma bronquiolo-alveolar. Marcagéao forte
e uniforme para pancitoceratina no citoplasma das células
neoplasicas. Imuno-histoquimica, método da estreptavidi-
na-biotina-peroxidase, contra-coloragdo com hematoxilina
de Harris, obj.20x.
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proteina S-100 e anti-cromogranina A foram negativas. A
marcacgao para o TTF-1 foi observada em focos, principal-
mente nas células neoplasicas das margens dos ndédulos,
marcando apenas o nucleo (Fig.6). Nas areas onde o
neoplasma era composto por células secretoras de mucina
nao houve marcacéo para o TTF-1. Nas sec¢des avaliadas
para surfactante A, a marcacgéo foi observada em multiplas
areas focais, tanto no citoplasma como na membrana cito-
plasmatica das células neoplasicas (Fig.7). Com base nes-
ses achados o diagnéstico definitivo foi de carcinoma
bronquiolo-alveolar difuso do tipo misto.
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Fig.7. Pulmdo, carcinoma bronquiolo-alveolar. Foco de mar-
cagao positiva para apoproteina surfactante A em um alvé-
olo neoplasico. A marcacao é apenas citoplasmatica.
Imuno-histoquimica, método da estreptavidina-biotina-pe-
roxidase, contra-coloragdao com hematoxilina de Harris,
0bj.40x.

DISCUSSAO

As lesdes neoplasicas observadas no pulméo eram gra-
ves o suficiente para explicar a acentuada dispneia apre-
sentada por esta leoa e foram responsaveis pelo atendi-
mento clinico ao qual o animal foi submetido. As extensas
areas de fibrose associadas ao tumor, possivelmente
induzidas pelas células neoplasicas, levaram a um diag-
ndstico tentativo inicial de fibrose pulmonar idiopatica felina
espontanea, descrita em gatos (Williams et al. 2004), mas
esse diagndstico foi posteriormente afastado em razao da
fibrose ser, neste caso, pouco significativa®

A classificagéo dos tumores de pulmé&o em humanos e
animais é baseada no sitio de origem, no padrao histolégi-
co ou na combinagéo desses (Wilson & Dungworth, 2002).
Neste caso, a avaliagdo histolégica foi compativel com
carcinoma bronquiolo-alveolar (CBA), uma vez que reve-
lou células neoplasicas com citoplasma abundante, que
foram PAS-positivas, e células com moderada quantidade
de citoplasma, que foram PAS-negativas, caracterizando
um CBA do tipo misto. O CBA é um neoplasma originado
dos pneumdcitos tipo Il ou das células de Clara e o padrao
misto tem sido descrito em outras espécies animais (Wil-
son & Dungworth, 2002).

O pulmao é um dos principais sitios de metastases de
neoplasmas nao pulmonares, o que faz com que muitas
vezes seja dificil distinguir neoplasmas pulmonares pri-
marios de metastases (Ramos-Vara et al. 2005). Estudos
imuno-histoquimicos em neoplasmas primarios de pulmao
sao imprescindiveis para posterior estabelecimento de pro-

6 Laminas dessa lesdo foram examinadas pelo Dr. Kurt Williams,
patologista norte-americano do Diagnostic Investigation, College of Veteri-
nary Medicine, Michigan State University, que descreveu a fibrose pul-
monar idiopatica felina espontanea em gatos. O Dr. Williams afastou a
possibilidade se tratar dessa condicao pela falta de fibrose significativa.
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tocolos seguros de diagndstico. Neste caso, a avaliagao
inicial demonstrou imunomarcacgao positiva para pancito-
ceratina e negativa para vimentina nas células neoplasi-
cas, confirmando a origem epitelial do neoplasma em ques-
tdo. Para comprovar a origem primaria pulmonar, foram
realizadas analises para TTF-1 e apoproteina surfactante
A. O TTF-1 é uma proteina originalmente identificada nas
células foliculares da tireoide, mas também foi observada
nas células respiratdrias e em areas do cérebro em desen-
volvimento (Lau et al. 2002). O TTF-1 tem sido apontado
como um marcador altamente especifico em adenocarci-
nomas pulmonares de humanos e de caes (Lau et al. 2002,
Ramos-Vara et al. 2005). Na leoa deste relato, a marcagao
para TTF-1 foi observada em focos na periferia dos nédu-
los pulmonares. Nos locais de acentuada necrose e infla-
magao a marcagao foi fraca ou ausente. Nas areas com-
postas por células secretoras de mucina nao foi observa-
do marcagao. Em humanos também néao ha expressao para
esse anticorpo em CBA do tipo mucinoso (Lau et al. 2002).
Neste caso, a marcagéo para TTF-1 foi superior a marca-
¢ao para apoproteina surfactante A, essa observagao foi
constatada também em humanos, no qual apenas 57%
dos CBA foram positivos para apoproteina surfactante A
contra 71% de positividade nos casos testados para TTF-
1 (Kaufmann & Dietel 2000). A marcagao negativa nas
seccoes testadas com cromogranina A serviu para excluir
a possibilidade de tratar-se de tumor neuroendécrino ou de
metastases de neoplasmas enddcrinos.

CONCLUSOES

No nosso conhecimento, esta é a primeira descricao
de neoplasma pulmonar primario maligno em ledo-africa-
no.

O neoplasma comprometeu acentuadamente o parén-
quima pulmonar e foi responsavel por um quadro respira-
tério grave.

De acordo com a distribuicao e padrao histoldgico, o
neoplasma foi classificado como carcinoma bronquiolo-
alveolar difuso do tipo misto.

A origem pulmonar foi confirmada através da técnica
de imuno-histoquimica (positiva para pancitoceratina, TTF-
1 e apoproteina surfactante A) e o padrao histolégico foi
estabelecido através da HE e da histoquimica (padrao misto
de reacdo ao PAS).
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