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Resumo

AMARAL, A.S. Tumor venéreo transmissivel canino: critérios citolégicos de
malignidade e caracterizacéo citomorfoldgica correlacionada a
imunocitoquimica e lesdes de DNA. Botucatu, 2005. 228p. Tese de Doutorado
(Doutorado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Foram analisados 132 casos de tumor venéreo transmissivel (TVT) de ocorréncia
natural, atendidos no Hospital Veterinario de Botucatu, considerando aspectos
clinicos e epidemioldgicos. Os pacientes eram, em sua maioria, sem raca
definida e com idade variando entre um e 18 anos, com maior frequéncia na
idade de quatro anos. A localizacdo mais freqiente foi a genital, seguida pela
nasal; 25% dos pacientes apresentavam metastases. Estas ocorreram mais
freqlientemente na pele (31% das metéstases), seguida pela localizacéo
mamaria, em fémeas, e em linfonodos, nos machos. Foram colhidas amostras
de 188 tumores para avaliacdo citologica por microscopia Otica, microscopia
eletrénica de transmissdo, imunofenotipagem e estimacdo de danos no DNA
pelo teste do cometa. As massas foram avaliadas de acordo com a localizacéo,
em genitais ou extragenitais, com o comportamento biol6gico, em primarias e
nao primarias (metastaticas ou recorrentes) e, ainda, de acordo com o tamanho
e tempo de evolucgéo clinica. A avaliacdo citoldgica incluiu a classificacdo de
acordo com o padrdao morfolégico predominante, em linfocitoide (18,4%),
plasmocitéide (52,5%) ou misto (29,1%). As amostras extragenitais e nao
primarias foram predominantemente do padrdo plasmocitoide. Foram
observadas as caracteristicas de malignidade gerais, citoplasmaticas, nucleares
e nucleolares apresentadas. Anisocitose, anisocariose e macrocariose foram
observadas em todos os padrbes citomorfoldgicos, assim como a presenca de
vacuolos citoplasmaticos, basofilia e eosinofilia citoplasmaticas e corpusculos
linfoglandulares. As caracteristicas citoplasmaticas de malignidade observadas
com maior frequéncia foram projecbes citoplasmaticas e espessamento de
membrana citoplasmatica. Células em forma de girinos foram relacionadas ao
tipo linfocitéide. Dos critérios nucleares, os mais frequentes foram
brotamentos, halo perinuclear, hipercromia, pseudoinclusdes, espessamento de
membrana nuclear e a presenca de mitoses anormais e normais, binucleagéo e
lobulagbes nucleares. O tipo citomorfoldgico linfocitdide foi o menos associado
aos brotamentos nucleares. Infiltrado inflamatério composto de células
polimorfonucleares e mononucleares foi significativo nas massas primarias,
genitais e do padrdo linfocitoide, sugerindo um melhor progndstico. Na
microscopia eletrdnica de transmissdo, a presenca de projecdes da membrana
citoplasmatica foi a caracteristica distintiva deste tumor, sendo que as células
plasmocitéides apresentaram uma maior quantidade de organelas,
especialmente mitocéndrias, reticulo rugoso e complexos de Golgi, sugerindo
uma maior atividade metabdlica deste padrao celular. As células neoplasicas
apresentaram positividade para a marcacdo com vimentina, que foi mais
intensa nas células plasmocitoides. Foi observada imunorreatividade com
anticorpo antilisozima em todos os tipos morfolégicos. Também houve
marcacao positiva com os anticorpos anti-histiécitos MAC387 e CD163 (Ber-
MAC3). A marcacdo com MAC387 foi mais frequente nos tumores
plasmocitéides, extragenitais e ndo primarios. Foram verificados cometas em
todos os tipos citomorfolégicos, porém com maior quantidade de danos nas
células do padrao plasmocitoide. Os resultados encontrados permitem concluir
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que as diferencas morfologicas nas células do tumor venéreo transmissivel
estdo relacionadas a um comportamento biol6égico mais agressivo do padréo
plasmocitéide, quanto a sua capacidade de se desenvolver em locais
extragenitais e metastatizar. A habilidade metastatica tem sido relacionada a
superexpressdo de vimentina, que foi observada neste tipo celular. A
reatividade aos marcadores de histiocitos sugere que esta neoplasia seja de
origem histiocitica. As organelas citoplasmaticas mais desenvolvidas sugerem
graus diferentes de ativacdo metabdlica e os resultados do teste do cometa
indicam que as células plasmocitéides apresentam mais alteracdes genémicas.



Abstract

AMARAL, A.S. Transmissible venereal tumor: cytological criteria of
malignancy, and cytomorphological characterization correlated with DNA
damage and immunocytochemistry. Botucatu, 2005. 228p. Tese de Doutorado
(Doutorado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

A hundred and thirty-two dogs with naturally transplanted transmissible
venereal tumor (TVT) from ambulatory service of the Veterinary Hospital
UNESP, Botucatu, were analyzed for epidemiological and clinical aspects. The
animals were predominantly mongrel dogs, with age range between one and
eighteen years, and mean of four years. The most usual location was genital,
followed by nasal; 25% presents metastasis, the cutaneous location being the
most frequent, followed by lymph nodes, in males, and mammary, in females.
A sample of 188 tumors were collected for cytologic evaluation in optical
microscopy, transmission electron microscopy, immunophenotyping and
measure of DNA damage by the Comet test. The masses were classified by
location as genital or extragenital, by biological behavior as primary or non-
primary (metastastatic or recurrent), and by size and time of clinical evolution.
The cytologic evaluation included cytomorphological classification in
lymphocyte-like (18.4%), plasma-cell-like (52.5%) and mixed pattern (29.1%).
Extragenital and non-primary tumors were essentially plasma cell-like.
Malignancy features were noted as general, cytoplasmatic, nuclear and
nucleolar. Anisocytosis, anisocariosis and macrocariosis were present in all
cytomorphological patterns, as well as cytoplasmatic vacuoles, basophilic and
eosinophilic tintorial properties, and lymphoglandular bodies. Cytoplasmatic
malignancy criteria most frequently observed were cytoplasmatic projections
and cellular membrane thickness. Cells resembling a racket were related to
lymphocyte-like pattern. Nuclear buds, perinuclear halos, hyperchromatic
nuclei, pseudoinclusions, nuclear membrane thickness and mitosis (normal and
abnormal), binucleation, and nuclear lobulations (pleomorphic nuclei) were the
most frequents nuclear malignancy criteria. The lymphocyte-like pattern was
less related to nuclear buds than the other ones. Inflammatory cells, lymphoid
and myeloid, had infiltrated significantly in primary, genital and lymphocyte-
like masses, suggesting a better prognosis. In the transmission electron

microscopy (TEM), the presence of cytoplasmic membrane projections was the



Abstract-xiv

distintive feature of this neoplasia. Plasma-cell-like neoplastic cells had more
cytoplasmic organelles, especially mitocondria, rough endoplasmic reticulum
and Golgi bodies, suggesting a greater metabolic activity in this cellular
pattern. All cytomorphological patterns were positive for immunolabelling with
vimentin antibody, but this was more intense in the plasma-cell-like. Likewise,
all cellular patterns were labeled with anti-lysozime antibody. Positive staining
with histiocyte markers CD163 (Ber-MAC3) and MAC387 was completed. The
labeling with MAC387 was more frequent in plasma-cell-like, extragenital and
non-primary tumors. Comet formation was perceived in all morphologic
patterns, but with more damage presented by plasma-like cells. These results
permit the follow conclusions: the differences in morphology in TVT cells are
related to a more aggressive biological behavior in plasma-cell-like ones by its
capacity to grow in extragenital sites and to metastatize. Metastatic capability
has been related to vimentin superexpression, that was observed in this cellular
pattern. The labeling with histiocyte markers suggests that TVT has a
histiocytic origin. The more developed cytoplasmic organelles suggests
different grades of metabolic activation and Comet test results indicated that

plasma-like cells have more genomic alterations.
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1 INTRODUCAO

O tumor venéreo transmissivel (TVT) € uma das neoplasias de
maior frequéncia em caes; entre setembro de 2000 e agosto de 2001, dos 863
exames citolégicos realizados nesta espécie pelo Servico de Patologia
Veterinaria do Hospital Veterinario de Botucatu, 72 casos tiveram o diagnéstico
de TVT, numa média de seis novos casos por més. Além disso, o comportamento
agressivo de alguns tumores e 0 aumento na incidéncia de diagnéstico de TVTs
com morfologia plasmocitéide merece atencgédo, ja que morfologia e fungéo séo

caracteristicas intimamente relacionadas (WILKENING et al., 2003).

Desde que Novinsky conseguiu, em 1876, sucesso no
transplante experimental, o tumor venéreo transmissivel adquiriu um status
Unico, estimulando um vivo interesse de cientistas e tornando-se um ponto de

partida para o estudo da oncologia (DAS & DAS, 2000).

O TVT é um enigma biologico (GIMENO et al., 1995). Baseado
na sua morfologia, as células do TVT tém sido classificadas como linfécitos,
histiécitos, células reticulares ou células reticuloendoteliais maduras. A
natureza incerta das células neoplasicas do TVT tem sido tema de controvérsia
por décadas e ainda permanece como questdo ndo resolvida (VARASCHIN et al.,
2001); se, em 1951, BLOOM et al. supuseram tratar-se de células maduras de
origem reticuloendotelial, algumas teorias recentes apontam para um tecido

indiferenciado de origem mieloide (MACLACHLAN & KENNEDY, 2002).
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O TVT néo é a unica neoplasia de importancia na rotina clinica
veterinaria, mas existe grande interesse cientifico com relagéo a sua célula de
origem, modo de transmissdo, cariétipo incomum e questionavel regressao

espontanea (KROGER et al., 1991).

As similaridades observadas entre o TVT canino e o sarcoma
de Kaposi, altamente incidente entre pacientes com AIDS e que também parece
ter uma transmissdo venérea por implante de células (RECHAVI et al., 1991),
faz do TVT um excelente modelo experimental para esta lesdo no homem. Por
se tratar de um tumor reproduzivel experimentalmente, pode ser mantido por
varias geracdes, inalterado, possibilitando o estudo de fenbmenos relacionados
a carcinogénese em uma espécie muito mais proxima do homem que os

roedores.

Por se tratar de um tumor que consegue se evadir da resposta
imune do hospedeiro, implantando-se apesar da barreira do complexo de
histocompatibilidade e por ser imunogénico, seu estudo tem servido como
modelo para a pesquisa das interagfes entre o crescimento tumoral e o sistema
imune do hospedeiro (LIAO et al., 2003).

Considerando os aspectos supracitados, este estudo traz a
proposta de caracterizar as diferentes morfologias celulares observadas no
tumor venéreo transmissivel, procurando confirmar diferencas de
comportamento e evolugdo clinica e possibilitando, futuramente, antecipar

tratamentos adequados com o diagnéstico citopatoldgico precoce.
Para tanto, buscou-se:

e correlacionar a morfologia das células de TVT com o seu comportamento

biolégico, localizacdo, tempo de evolugdo e tamanho do tumor;

e avaliar a frequéncia de critérios de malignidade nos diferentes grupos;
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observar o infiltrado inflamatdrio presente nos trés grupos;
observar a morfologia celular dos diferentes grupos por microscopia

eletronica;

correlacionar a reatividade a marcadores antilisozima, antivimentina e a
antigenos especificos para a linhagem macrofagica/histiocitaria, com a

morfologia celular;

comparar a ocorréncia de quebras no DNA das células neoplasicas com a

morfologia celular, usando o teste do cometa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TumoR VENEREO TRANSMISSIVEL

O tumor venéreo transmissivel (TVT) é uma neoplasia
contagiosa e sexualmente transmissivel que, em condi¢cdes naturais, afeta
somente caninos (ROGERS, 1997), tendo sido relatado o transplante
experimental de TVT espécies filogeneticamente relacionadas, como chacais e
coiotes (COCKRILL & BEASLEY, 1979).

Esta neoplasia ja foi chamada de sarcoma infeccioso,
linfossarcoma infeccioso, granuloma venéreo e condiloma canino, o que reflete
a incerteza quanto a sua origem histolégica (COHEN, 1985). Também é
conhecida como sarcoma de Sticker, em referéncia ao pesquisador que a
investigou extensivamente nos primeiros anos do século XX (ROGERS, 1997).

O TVT canino tem sido objeto de numerosas investigacdes
desde 1876, quando Novinsky relatou o sucesso do primeiro transplante
experimental de um tumor usando esta neoplasia (COHEN, 1978). Além disso,
tem a distingéo de ser a primeira comprovadamente transmissivel de um animal
a outro, como foi demonstrado em 1898 por Smith & Washbourn, quando 11 de
12 fémeas cobertas por um macho portador desenvolveram a lesdo (ROGERS,

1997).
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2.1.1 BIoLOGIA CELULAR

O tumor é transmitido pela implantacdo de células tumorais
vidveis nas mucosas, especialmente se existem abrasdes ou perda de
integridade da superficie (COHEN, 1978; COHEN, 1985). As caracteristicas do
coito dos cdes permitem contato prolongado e a formacdo de escoriacdes na
mucosa genital, tornando a copula um modo muito eficiente de transmissdo
(ROGERS, 1997). Além do contato genital, o TVT também pode ser transmitido
por habitos sociais como farejar e lamber, o que explica os casos primarios
extragenitais nas mucosas nasal, oral e conjuntival (KROGER et al., 1991;
PEREZ et al., 1994).

O tipo celular exato de origem do TVT ndo € conhecido.
BLOOM et al. (1951) foram quem primeiramente propuseram a classificacédo de
tumor diferenciado de origem reticuloendotelial. Mais atualmente, tem sido
classificado histologicamente como um tumor indiferenciado de células
redondas, provavelmente de origem reticuloendotelial (COHEN, 1985;
MACEWEN, 2001). Estudos com técnicas de imunoistoquimica tém apontado para
origem mesenquimal e histiocitica (SANDURSKY et al., 1987; GIMENO et al.,
1995; MARCHAL et al., 1997; TINUCCI-COSTA, 1999b). Outra evidéncia desta foi
sugerida, adicionalmente, pelo comportamento das células neoplasicas:
ALBANESE et al. (2002) e CATONE et al. (2003) publicaram o achado de células
de TVT parasitadas por formas amastigotas de Leishmania, da mesma forma
que acontece com macrofagos, considerando esta ocorréncia altamente
sugestiva de origem histiocitica para a neoplasia.

A infectividade do TVT sugere causa viral, mas a inoculagdo de
filtrados livres de células ndo produz crescimento tumoral; os poucos autores

que alegaram resultado positivo tiveram sua metodologia questionada (COHEN,
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1985). Da mesma forma, nenhuma evidéncia reproduzivel de oncogene viral foi
demonstrada (ROGERS, 1997).

Estudos citogenéticos fortalecem a idéia de transmissdo por
transplante de células. O cari6tipo canino normal é 78 cromossomos, dos quais
76 sdo acrocéntricos; TVTs de varios locais do mundo possuem numero de
cromossomos estavel ao redor de 59 (varia de 57 a 64), sendo 16 metacéntricos
e 43 acrocéntricos (WEBER et al., 1965; IDOWU, 1977; HASLER & WEBER, 2000;
MACEWEN, 2001). Estas mesmas caracteristicas sdo mantidas nas células
cultivadas in vitro (ADAMS et al., 1981). Entretanto, o numero de bracos
cromossdmicos e a quantidade de DNA das células de TVT sdo iguais aos das
células caninas normais (COHEN, 1978). As aberracdes cromossdmicas
constantes e muito especificas, como o rearranjo da sequéncia LINE/c-myc,
idéntico em todos os tumores (KATZIR et al., 1985; AMARIGLIO et al., 1991;
CHOI et al., 1999; PORTELA et al., 2003), sugerem que 0s casos de TVT em
diferentes locais geograficos provavelmente se desenvolveram a partir de uma
origem comum e tém sido transmitidos continuamente como aloenxertos
(ROGERS, 1997). Estudos com antigenos de histocompatibilidade demonstraram
que o TVT néo é composto por células do hospedeiro modificadas, e sim por um
transplante celular (COHEN, 1985).

Além da transmissédo natural, o TVT pode ser induzido em caes
adultos e imunocompetentes pela inoculagdo subcutanea de células tumorais
vivas (OTOMO et al., 1981), mesmo para locais ndo genitais (COHEN, 1978). No
transplante experimental, o curso clinico varia da regressdo espontanea a
disseminacdo metastatica, dependendo da resposta imune montada contra o
tumor (COHEN, 1985). Em cées filhotes, o crescimento é rapido, chegando a

5mm de didmetro uma semana apés a inoculacdo (YANG, 1987). A maioria dos



Revisdo de Literatura +7

tumores regride dentro de seis meses; nesses animais ndo € observada
recorréncia (COHEN, 1985).

O TVT é antigénico para 0s cdes; a regressdo é seguida por
imunidade. Resposta imune humoral contra o TVT foi descrita (YANG & PALKER,
1981). Anticorpos IgG anti-TVT podem ser detectados no soro na maioria dos
animais com o tumor, seja qual for o estigio da doenca (FENTON & YANG,
1988). YANG et al. (1991) encontraram uma correlagdo positiva entre os niveis
de antigeno tumoral circulante e o volume do tumor, associado a diminui¢do da
reatividade dos leucdcitos circulantes no teste de inibicdo da aderéncia de
leucocitos.

Estudos sugerem que os anticorpos anti-TVT sédo direcionados
contra os antigenos de histocompatibilidade principal tipo Il (MHC-II), j& que as
células do TVT ndo apresentam p,-microglobulina de superficie, o que é
necessario para expressao dos antigenos do MHC classe | (COHEN et al., 1984).
Relato recente publicado por HSIAO et al. (2002) investigou o papel dos
linfécitos infiltrados no tumor sobre a expressdo de moléculas do MHC nas
células de TVT. Estes autores afirmaram que na fase de progressdo tumoral,
apés a implantacdo, a expressdo do MHC foi baixa, mas a medida que os
tumores entram em fase de regressdo, a partir da 122 semana, a expressdo de
MHC-I e Il aumentou dramaticamente, por efeito do aumento da quantidade dos
linfécitos infiltrados no tumor e de uma substancia solUvel e sensivel ao calor,
ndo determinada, produzida por eles.

A demonstracdo que a transferéncia passiva de soro imune
induz a regressdo tumoral sugere que mecanismos dependentes de anticorpos
estdo envolvidos na regressdao (COHEN, 1985). Entretanto, a recidiva de TVT em

casos de ocorréncia natural demonstra que a imunidade ndo é duradoura, ja
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que BOSCOS et al. (1999) observaram casos de recorréncia apos dois anos do

diagnostico inicial.

2.1.2 EPIDEMIOLOGIA

O TVT possui distribuicho mundial, mas parece ser mais
prevalente em regibes urbanas de clima temperado (COHEN, 1985; ROGERS,
1997). Ainda que a prevaléncia exata do tumor venéreo transmissivel ndo seja
conhecida em muitos paises, esta neoplasia ja foi diagnosticada nos cinco
continentes, incluindo Canada (MIKAELIAN et al., 1998), Estados Unidos
(FOWLER et al., 1997; ROGERS et al., 1998), México (MORALES & GONZALEZ,
1995; GONZALES et al., 1997), Gra-Bretanha (BOOTH, 1994), Espanha (PEREZ et
al., 1994), Portugal (FERREIRA et al., 2000), Grécia (BOSCOS et al., 1999),
Turquia (ERUNAL-MARAL et al., 2000); Quénia (NDIRITU et al., 1977), Nigéria
(AMBER & ADEYANJU, 1986), Tanzania (BATAMUZI & BITTEGEKO, 1991), Papua
Nova Guiné (HAMIR, 1986), Israel (COHEN, 1978), india (GANDOTRA et al.,
1993; AYYAPPAN et al., 1994), entre vérios outros. No Brasil, o TVT é uma das
neoplasias mais freqientes em cdes (SOBRAL et al., 1998; TINUCCI-COSTA,
1999b).

Ainda que a maioria dos estudos sobre o TVT de ocorréncia
natural ndo mostre clara predisposicdo sexual (ROGERS et al., 1998), SOBRAL et
al. (1998) reportam maior prevaléncia entre fémeas, enquanto VARASCHIN et
al. (2001) relatam maior prevaléncia entre machos. Outros autores limitam-se a
descrever sua casuistica, sem apontar predisposicdo racial, como € o caso de
CALVERT (1983), BOSCOS (1988), MORALES & GONZALEZ (1995), ROGERS et al.
(1998), BRANDAO et al. (2002) e GOLDSCHMIDT & HENDRICK (2002). Estudo

feito por AMARAL et al. (no prelo) a partir da casuistica de TVT no Hospital
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Veterinario da UNESP - Botucatu, abrangendo o periodo de 1994 a 2002, obteve
maior prevaléncia em machos.

O tumor ocorre mais comumente em caes sexualmente ativos,
devido ao modo de transmissdo (CALVERT, 1983; MORALES & GONZALEZ, 1995;
SOBRAL et al., 1998; DAS & DAS, 2000), mas ndo parece haver predisposicéo
racial (ROGERS, 1997). A neoplasia é diagnosticada mais freqientemente em
cées sem raca definida (MORALES & GONZALEZ, 1995; ROGERS et al., 1998;
SOBRAL et al., 1998; BRANDAO et al., 2002), em parte refletindo uma maior
populacd@o de cdes mesticos, mas também o baixo controle de cruzamentos e o
facil acesso a rua pelos animais acometidos (SOBRAL et al., 1998). Tem-se
observado que o TVT é mais prevalente em &areas onde a populacdo de cdes de
rua é abundante (HIGGINS, 1966; COHEN, 1985; BOOTH, 1994; ROGERS, 1997;

BOSCOS et al., 1999; SOUSA et al., 2000).

2.1.3 SINAIS CLiNICOS E COMPORTAMENTO BIOLOGICO

O TVT de ocorréncia natural geralmente se desenvolve na
genitélia externa (OTOMO et al., 1981; ROGERS et al., 1998). Em machos, 0s
tumores sdo verificados no pénis ou no preplcio e, nas fémeas, vagina,
vestibulo e juncgdo vestibulovaginal séo os locais primarios de implantacdo (DAS
& DAS, 2000; HASLER & WEBER, 2000). O tamanho dos TVT vaginais pode variar
desde 0,5cm até massas com mais de 10cm de didmetro, geralmente com
aspecto de ‘couve-flor’, fridveis e de cor avermelhada (MACEWEN, 2001). Nos
machos, secrecdo prepucial serossanguinolenta é a apresentacdo mais comum
(BRANDAO et al., 2002), sendo necessaria a exposicdo do pénis para a
visualizacdo da massa. Em muitos casos pode haver a extensdo do tumor vaginal
até cérvix e utero (YANG, 1987) ou do TVT nasal até seios maxilares e faringe

(HAMIR, 1985). Conforme a localizacdo, a massa tumoral pode levar a
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obliteracdo parcial da uretra e ser um fator predisponente para a infeccéo
bacteriana do trato urinario (BATAMUZI & KRISTENSEN, 1996). O tumor pode ser
séssil ou pedunculado e, por ser fridvel, sangra facilmente, o que em geral é a
causa da consulta veterinaria (WEIR et al., 1978; BOOTH, 1994). A superficie do
tumor ulcera e inflama com facilidade (MORALES & GONZALEZ, 1995).

O diagnostico pode ser suspeitado pelos sinais clinicos, que
incluem secrecdo genital persistente ou intermitente e geralmente
serossanguinolenta, aumento ou deformacéo genital, odor anormal, lambedura
da area genital ou presenca de massa visivel (BATAMUZI & BITTEGEKO, 1991;
ROGERS, 1997). Em muitos casos, 0s sinais clinicos podem estar presentes por
mais de um ano (ROGERS et al., 1998; BOSCOS et al., 1999).

COHEN (1985) relatou o desenvolvimento de policitemia em
animais com grandes crescimentos tumorais de TVT apés o implante
experimental. Estes animais apresentavam niveis elevados de eritropoietina e o
horménio foi detectado no tumor. Este achado ndo € freqiente em casos de
TVT espontaneo (ROGERS, 1997). TINUCCI-COSTA (1994), trabalhando com
quarenta cées com TVT de ocorréncia natural, observou que 57% dos animais
apresentavam numero de eritrdcitos abaixo dos valores normais.

Apesar de se tratar de um processo neoplésico, a condi¢do
fisica geral dos pacientes ndo costuma estar afetada (RODRIGUES et al., 2001).
BRIGHT et al. (1983), relatando um caso de TVT na cavidade nasal e faringe de
um cdo, observaram que o mesmo encontrava-se em boa condig¢é@o corporal. O
mesmo foi reportado por HAMIR (1985), em um caso de TVT nasal e genital.
YANG (1987) e FERREIRA et al. (2000), entretanto, relataram casos de TVT
metastaticos e, ainda assim, observaram que 0s cdes com a neoplasia

apresentavam-se em boas condi¢fes, apesar da disseminacdo da doenca.
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Também foram reportadas a ocorréncia de TVT na cavidade
nasal, cavidade oral, pele e mucosa conjuntival, acompanhadas (HAMIR, 1985)
ou ndo (BRIGHT et al., 1983) do envolvimento genital, provavelmente como
consequéncia de comportamentos sociais (COHEN, 1985; AMBER & ADEYANJU,
1986; PEREZ et al., 1994; GINEL et al., 1995). Ndo pode ser descartada a
possibilidade de auto-infeccédo por lambedura do tumor genital (NDIRITU et al.,
1977; BRIGHT et al., 1983; BATAMUZI & BITTEGEKO, 1991; GINEL et al., 1995;
FOWLER et al., 1997), especialmente nos casos nasais, orais e conjuntivais. A
frequéncia de casos primarios nasais foi registrada, por ROGERS et al. (1998),
como sendo de dois casos em 29 pacientes. WEIR et al. (1978) descreveram
duas ocorréncias de TVT nasal sem a forma genital, em dois cdes machos, mas
ndo descartaram a possibilidade de que uma eventual massa genital houvesse
regredido até a manifestacdo dos sinais respiratorios.

Os sinais clinicos associados ao TVT nasal sdo dispnéia,
respiracdo estertorosa, espirros, epistaxe e deformacdo da face (WEIR et al.,
1978; AMBER & ADEYANJU, 1986; PEREZ et al., 1994). Invasdo do seio maxilar
com lise 6ssea e perda dentaria também sdo ocorréncias relacionadas a
expansdo nasal do tumor venéreo transmissivel (HAMIR, 1985; AMBER &
ADEYANJU, 1986).

As massas oculares primérias desenvolvem-se a partir da
conjuntiva, como reportado por BOSCOS et al. (1998) e, assim como nos casos
nasais, podem ser originadas de outro cdo ou como resultado de auto-implante
a partir de uma massa genital, embora a ocorréncia de massas intra-oculares
seja sempre considerada como uma forma de metastase (MILLER et al., 1990;
FERREIRA et al., 2000; PEREIRA et al., 2000; RODRIGUES et al., 2001).

BATAMUZI & BITTEGEKO (1991) relataram um caso de TVT anal

e genital, assumindo que o implante anal foi possivel devido a existéncia de um
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processo alérgico cutaneo generalizado, que poderia ter produzido a inoculacéo
perianal das células neoplasicas pela associacdo do prurido com pele lesada.

A presenca de metastases no TVT de ocorréncia natural surge
numa taxa estimada entre 1,5 a 6%, segundo FERREIRA et al. (2000), ou de 0 a
17%, segundo ROGERS (1997) e MACEWEN (2001). Os locais comuns Sdo 0s
linfonodos inguinais e iliacos (ODUYE et al., 1973; NDIRITU et al., 1977; YANG,
1987; ROGERS et al., 1998; DAS & DAS, 2000), pele e/ou tecido subcuténeo
(PANDEY et al., 1989; MILLER et al., 1990; KROGER et al., 1991; AYYAPPAN et
al., 1994; GUEDES et al., 1996; BOSCOS et al., 1999; BRANDAO et al., 2002),
figado, baco (HAMIR, 1985; KROGER et al., 1991), lingua (NDIRITU et al., 1977),
faringe (NDIRITU et al., 1977), cérebro (KROGER et al., 1991; FERREIRA et al.,
2000), adeno-hipofise (MANNING & MARTIN, 1970), olhos (MILLER et al., 1990;
FERREIRA et al., 2000; RODRIGUES et al., 2001), musculos (KROGER et al.
1991).

Em 1973, ODUYE et al. propuseram que as diferencas
observadas na ocorréncia de metastases entre machos e fémeas devia-se a
diferenca na drenagem linfatica da genitalia externa: enquanto nos machos
essa é feita para linfonodos inguinais, nas fémeas a drenagem € dirigida para
linfonodos iliacos internos, o que facilitaria o aparecimento de metastases
viscerais.

A regressdo espontéanea é bem documentada em casos de TVT
experimental, mas o0 mesmo néo é visto como rotina nos atendimentos clinicos
reportados (COHEN, 1985; BOOTH, 1994), ao menos nos pacientes do Hospital
Veterinario da Unesp-Botucatu (BRANDAO et al., 2002). Ainda que a regressio
espontanea nos casos de ocorréncia natural tenha sido reportada por HIGGINS
(1966), numerosos estudos clinicos controlados ndo tém registrado a regressdo

espontanea do tumor (BOOTH, 1994). Além disso, a presenca crdnica de
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tumores por até quatro anos se opbe francamente a teoria da regressao

espontanea (BOSCOS et al., 1999).

2.1.4 TRATAMENTO

Como a regressdo espontdnea ndo € esperada em casos
naturais, a terapia sempre deve ser recomendada. Independente do potencial
maligno desta neoplasia, o TVT é singular por sua responsividade a uma
variedade de tratamentos (ROGERS, 1997). A exérese cirargica dos tumores foi
durante muito tempo o tratamento preconizado, mas a localizacdo pouco
acessivel e a dificuldade em delimitar os bordos do tumor resultam em alta
taxa de recorréncia (DASS & SAHAY, 1989), que pode variar de 20 a 60%,
dependendo da localizacdo e extensdo da doenga (MACEWEN, 2001). O sucesso
no uso de crioterapia para o tratamento de um cdo com TVT genital também foi
reportado (RICKARDS, 1983), embora seja pouco pratica em algumas
localizacBes anatdbmicas. A terapia de radiacdo é extremamente efetiva em
casos de tumores solitérios ou resistentes a quimioterapia, mas implica na
necessidade do equipamento especializado (ROGERS et al., 1998).

Dentre as véarias modalidades de tratamento, como
radioterapia, cirurgia ou criocirurgia, a quimioterapia € a aceita como mais
efetiva (ERUNAL-MARAL et al., 2000). Existem inimeros relatos utilizando
vincristina, vimblastina, doxorrubicina e ciclofosfamida, como agentes Unicos
(CAMACHO & LAUS, 1987; DALECK et al., 1987a; NUNES et al., 1987; SEM et al.,
1994; SINGH et al., 1997) ou combinados (CALVERT et al., 1982; HOQUE et al.,
1995) para o tratamento do TVT. A terapia com sulfato de vincristina como
agente Unico, em aplicacbes semanais, é o protocolo mais efetivo, sendo

necessarias de quatro a oito aplica¢des intravenosas para a obtencdo da cura
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(ERUNAL-MARAL et al., 2000). Em tumores resistentes a vincristina, a droga de

escolha é a doxorrubicina (ROGERS, 1997).

2.1.5 ASPECTOS MORFOLOGICOS

2.1.5.1 Caracteristicas histologicas

Histologicamente, o TVT é composto por células redondas,
arranjadas em massas compactas, agrupadas ou dispostas em corddes
entremeadas por um delicado estroma vascular. As células possuem um nucleo
redondo, grande e hipercromatico, cromatina distintamente marginal, nucléolo
proeminente e quantidade moderada de citoplasma levemente eosinofilico.
Figuras mitéticas sdo observadas com frequiéncia (OTOMO et al., 1981; HAMIR,
1985; ROGERS, 1997). Células inflamatérias, particularmente plasmacitos,
linfécitos, macrofagos e neutrofilos podem estar presentes (ROGERS, 1997).
BOSCOS et al. (1999) descreveram trés tipos de células neoplasicas de TVT no

exame histoldgico: redondas, ovais ou poliédricas.

2.1.5.2 Caracteristicas Ultra-Estruturais

As caracteristicas ultra-estruturais das células do TVT
observadas por microscopia eletronica de transmissédo incluem nucleo redondo a
oval, com membranas nucleares freqliientemente invaginadas por extensdes
citoplasméticas, discreta cromatina nuclear, nucléolo volumoso e proeminente
(COCKRILL & BEASLEY, 1975; OTOMO et al., 1981; HILL et al., 1984). No
citoplasma, os ribossomos se encontram livres ou como polissomos e com
distribuicdo irregular; as mitocondrias encontram-se agrupadas e sdo redondas
a ovais e com raras cristas (MURRAY et al., 1969; AMBER et al., 1985; HARMELIN

et al., 2002) e o complexo de Golgi € pequeno (OTOMO et al., 1981).
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A superficie celular apresenta um arranjo caracteristico de
projecdes citoplasmaticas (WEIR et al., 1978; OTOMO et al., 1981; AMBER et
al., 1985), denominadas por KENNEDY et al. (1977) de filopodia, e de acordo
com PLACKE et al. (1987), produzindo interdigitacdes entre células vizinhas,
porém sem a formacdo de nenhum tipo de complexo juncional. HILL et al.
(1984) observaram que estas projecdes citoplasmaticas (filopodia) eram mais
evidentes nas areas em que as células encontravam-se unidas frouxamente,
enquanto que nas areas em que as células estavam mais unidas, as projecdes
limitavam-se a vilosidades curtas. Estes autores atribuiram a estas longas
projecdes um mecanismo de disseminacdo de antigeno tumoral, como forma de
escape do sistema imunolégico do hospedeiro. Em 1985, HILL & YANG
demonstraram que estas projecdes e vilosidades contém quantidades de
antigeno associado ao tumor.

AMBER et al. (1985) descreveram a presenca de particulas
icosaédricas, eletrondensas e de tamanho uniforme, confinadas ao citoplasma
de células de TVT degeneradas ou necroéticas, que eles supuseram ser particulas
virais.

KENNEDY et al. (1977) publicaram um estudo detalhado do
acompanhamento da evolugdo ultra-estrutural do TVT entre 14 e 71 dias apds o
implante experimental. Estes autores observaram que no inicio do
desenvolvimento tumoral, as células apresentavam-se frouxamente arranjadas
e redondas, tornando-se fortemente unidas, com aumento das interdigitacdes
de membrana a medida que o tumor se desenvolvia, porém com o aumento de
células de formato irregular, semelhantes a fibroblastos; ambos os tipos

celulares degeneravam durante a regressao tumoral.
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Até o momento, nenhuma caracteristica ultra-estrutural
especifica foi identificada, mas os achados sdo consistentes com um tumor

linforreticular (ROGERS, 1997).

2.1.5.3 Exame Citolégico

A avaliacdo citoldgica de lesbes superficiais é ferramenta
extremamente util que pode ser realizada com rapidez e facilidade, com baixo
custo e risco minimo (COWELL & TYLER, 1989). A eficicia da citologia
aspirativa por agulha fina para o diagnéstico de neoplasias ou lesdes

inflamatorias é de 90% (ROCHA, 1998).

A citologia deve ser o método de escolha para o diagnéstico de
suspeitas de TVT, pois é uma técnica simples, minimamente invasiva e indolor
e, além disso, produz muito menos distor¢do da morfologia celular do que as
amostras de bidpsia fixadas por formaldeido (MILLER et al., 1990; KROGER et
al., 1991; ERUNAL-MARAL et al., 2000). Observacdes semelhantes ja haviam
sido feitas por DALECK et al. (1987b), comparando diferentes métodos
diagnosticos para essa neoplasia. Este exame tem sido usado largamente no
diagnostico do TVT: dos 127 casos reportados por BRANDAO et al. (2002), 94,6%
foram diagnosticados por exame citolégico. Em artigo publicado em 2002,
MEINKOTH e COWELL discorreram sobre formas de identificacdo dos diferentes
tipos celulares e seus critérios de malignidade, abordando, entre eles, o TVT.

DUNCAN & PRASSE (1979), comentando o uso da citologia para
o diagnostico de tumores de células redondas, apontaram que em muitos casos
as caracteristicas citolégicas foram mais definitivas para o diagnéstico que as

histoldgicas. Os mesmos autores salientaram que a aparéncia citoldgica do TVT
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€ distinta dos outros tumores de células redondas, o que facilita seu
diagnostico.

O exame citoldgico também pode ser um auxiliar durante o
ato cirargico (ROCHA et al., 2001). A citologia esfoliativa tem sido usada
durante a cirurgia de exérese do TVT para confirmar a efetiva remocgéo das
células tumorais, obtendo reducéo na recorréncia local do tumor de 22% para
apenas 8% (BATAMUZI & KESSY, 1993). ERUNAL-MARAL et al. (2000) utilizaram o
exame citolégico para a avaliagdo do periodo de recuperacdo de fémeas
caninas sob tratamento para a neoplasia.

A citologia diagnostica adquiriu seu status largamente devido
ao trabalho de Papanicolaou, considerado “o pai da citologia moderna”, por sua
extensa pesquisa do método citoldgico para avaliagdo hormonal e sua extensao
para o diagnéstico do cancer, estabelecendo as bases da citopatologia e dos
critérios citoldgicos de malignidade (GREENINGS, 1993). COWEL & TYLER (1989)
afirmaram que a citologia pode auxiliar na estimativa do potencial maligno de
uma neoplasia. Eles salientaram que a presenca de trés ou mais critérios de
malignidade, especialmente nucleares, em muitas células do tecido, s&o
considerados altamente significativos de neoplasia maligna. Alguns dos critérios
de malignidade comumente citados sdo macrocariose, multinucleagéo,
nucléolos grandes ou angulares, basofilia citoplasméatica ou alteracbes da
coloracéo habitual, vacuolizac@o citoplasmatica, alteragGes na organizagdo da
cromatina e do formato nuclear e presenca de mitoses normais ou anormais
(COWELL & TYLER, 1989; CARTER & VALLI, 1990; WELLMAN, 1990; MEYER &
HARVEY, 1998).

Segundo MCcKINLEY (2004), as caracteristicas celulares
individuais podem ser divididas em nucleares e citoplasmaticas: o nucleo

reflete o nivel de atividade celular, enquanto que o citoplasma reflete a
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diferenciagdo funcional da célula. Em decorréncia, os critérios nucleares devem
ser considerados indicadores mais fortes (DENICOLA & REAGAN, 1998).

Anisocitose, anisocariose e macrocariose sao critérios iniciais
da avaliacdo de um exame citoldgico e podem estar presentes, em algum grau,
em qualquer tecido, ainda que normal (MEINKOTH & COWELL, 2002). A
ocorréncia de macrocitose nas amostras de tumor venéreo transmissivel,
genitais ou extragenitais, tem sido relatada por varios pesquisadores (CARTER &
VALLI, 1990; ERUNAL-MARAL et al., 2000). O mecanismo de formacgdo da
macrocariose € associado ao aumento do conteudo de DNA nuclear, sem a
divisdo celular (CARTER & VALLI, 1990; REAGAN & SOMRAK, 1993; MCcKINLEY,
2004) e geralmente esta relacionada ao aparecimento de hipercromia (aumento
da afinidade tintorial) do nucleo.

A cor do citoplasma é dependente do estado metabdlico da
célula: aquelas imaturas, ou altamente ativadas, apresentam citoplasma
basofilico (REAGAN & SOMRAK, 1993; DENICOLA & REAGAN, 1998). Citoplasma
eosinofilico pode ser apresentado por plasmdcitos ricos em imunoglobulinas
dissolvidas no citoplasma, denominados de flame cells (HARVEY, 2001). O
citoplasma das células de TVT tém sido descrito em tons variando entre incolor
(DUNCAN & PRASSE, 1979; ROGERS, 1997; SANTOS et al., 2001), azul claro
(WELLMAN, 1990; GONZALEZ et al., 2000b), acinzentado (MEINKOTH &
COWELL, 2002) ou basofilico (ERUNAL-MARAL et al., 2000).

Vacuolizacéo citoplasmética pode ser vista secundariamente a
processos inflamatérios, na maioria dos tecidos (MCKINLEY, 2004). Entretanto,
quando se considera o TVT, a presenca de vacuolos citoplasmaticos adquire a
condicdo de caracteristica distintiva desta neoplasia (DUNCAN & PRASSE, 1979;
ROGERS, 1997; DENICOLA & REAGAN, 1998; MEINKOTH & COWELL, 2002). Estes

vacuolos apresentam-se distribuidos mais frequentemente junto ao bordo
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celular, em um arranjo tipo “ferradura” (ERUNAL-MARAL et al., 2000;
ALBANESE et al., 2002), ainda que outros tipos de arranjo possam ocorrer
(DUNCAN & PRASSE, 1979). ROGERS (1997) salientou que em um pequeno
ndamero de casos o0s vacuolos estdo ausentes, o que dificulta o diagnéstico da
neoplasia (DUNCAN & PRASSE, 1979).

Os nucléolos sdo compostos predominantemente de proteina,
especialmente RNA ribossomal e sdo os centros organizadores do ndcleo. Desta
forma, sua aparéncia pode ser o reflexo da funcdo de sintese da célula
(MCKINLEY, 2004). O numero de nucléolos estd associado as atividades de
transcricdo e translacdo (CARTER & VALLI, 1990). A sintese protéica reflete-se
morfologicamente nas células ativadas como presenca de nucléolos multiplos,
grandes ou irregulares (McKINLEY, 2004). Ainda assim, sua presen¢a ndo é
exclusiva de células neoplasicas, ja que podem ser vistos macronucléolos em
algumas condicdes benignas, como processos reparativos (REAGAN & SOMRAK,
1993). Relatos de diversos autores apontam para a presenca de um ou dois
nucléolos salientes nas células de TVT (DUNCAN & PRASSE, 1979; COWELL &
TYLER, 1989; WELLMAN, 1990; ROGERS, 1997; ERUNAL-MARAL et al., 2000;
MEINKOTH & COWELL, 2002).

Pequenas estruturas citoplasmaticas, destacadas das células,
costumam ser vistas em associacdo com tecido linféide normal e neoplasico e,
por isso, foram denominadas de corpusculos linfoglandulares (MCKINLEY, 2004).
Segundo MEINKOTH & COWELL (2002), as células linfoides, especialmente as
blasticas, sdo muito sensiveis e rompem-se durante a preparacdo dos
esfregacos. Entretanto, estas estruturas também podem ser vistas em outros
tecidos neopléasicos ndo linféides.

O formato das células deve-se ndo sé a sua funcdo, mas

também sdo importantes a acdo dos microtubulos, a rigidez da membrana
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citoplasmética, a tensdo da superficie celular e a pressdo exercida pelas células
circundantes. A pressdo exercida sobre as células no tecido pode contribuir
para a sua forma, ja que células ovoides sdo observadas em tecidos com alta
taxa de divisdo celular (REAGAN & SOMRAK, 1993).

Em células neoplasicas, a paracromatina pode estar ampliada,
conferindo uma aparéncia vesicular ao nucleo, ja que a heterocromatina cora-
se fortemente, enquanto a paracromatina ndo (REAGAN & SOMRAK, 1993;
MCKINLEY, 2004). Segundo DENICOLA & REAGAN (1998), nas células neoplasicas
a cromatina nuclear costuma encontrar-se anormalmente agregada, o
citoplasma, basofilico, e as mitoses, raras em tecidos normais, sdo freqiientes e
muitas vezes anormais. Todos autores que descreveram as caracteristicas
citologicas do tumor venéreo transmissivel relataram a frequéncia elevada de
mitoses, especialmente as anormais, associadas a lag chromatin, que ¢é a falta
de ligacdo de cromatides no fuso acromatico (WEIR et al., 1978; DUNCAN &
PRASSE, 1979; ROGERS, 1997; DENICOLA & REAGAN, 1998; ALBANESE et al.,
2002; MEINKOTH & COWELL, 2002).

Formas nucleares bizarras também sdo vistas em processos
neoplasicos malignos. Por outro lado, a multinucleacdo ndo é uma forte
caracteristica de malignidade, uma vez que ela pode ser vista em uma série de
tecidos normais. Porém, quando a multinucleacéo esta associada com nucleos
de tamanhos diferentes (anisocariose) dentro da mesma célula, especialmente
com a presenca de micronucleos, torna-se bastante significativa (DENICOLA &
REAGAN, 1998). Outra forma de alteracdo nuclear que pode ser observada em
exames citologicos é a dos brotamentos nucleares. Estas alteragdes indicam
pontos de alteracdes génicas (amplificacdo génica), e tém sido consideradas um
mecanismo celular de housekeeping, ou seja, uma forma da célula se organizar,

eliminando segmentos de DNA amplificados excessivamente, gerando
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micronucleos (SHIMIZU et al., 1998). Tém sido relatados em células irradiadas
(BINDU et al., 2003) e em cultura de células com mutacdes genéticas (FENECH
& CROTT, 2002). Apesar disso, na literatura citopatoldgica estas estruturas néo
costumam ser descritas.

As amostras citoldgicas de TVT sao geralmente muito celulares
e contém células redondas ou ovais, que variam entre 14 e 30u de didmetro, e
bordos citoplasmaticos bem delimitados. O nucleo, redondo ou oval, é
frequentemente excéntrico, de tamanho variavel, com cromatina
grosseiramente granular e com um ou dois nucléolos proeminentes (WELLMAN,
1990). A relacdo nucleo:citoplasma é relativamente alta (BOSCOS et al., 1999).

O exame citolégico do tumor venéreo transmissivel
caracteriza-se, também, pela presenca de células inflamatérias, de neutrofilos,
a linfécitos e plasmécitos (ROGERS, 1997). Macrofagos também costumam estar
presentes (DUNCAN & PRASSE, 1979; TINUCCI-COSTA, 1999a; ERUNAL-MARAL et
al., 2000). Estudos em TVT transplantado experimentalmente observaram que a
presenca de maiores quantidades de linfocitos estd associada aos tumores em
fase de regressédo (PEREZ et al., 1998; TINUCCI-COSTA, 1999a; GONZALEZ et
al., 2000a; GONZALEZ et al, 2000b; LIAO et al., 2003). CHANDLER & YANG
(1981) apontaram que na fase de progressdo, os linfécitos infiltrados no tumor
sdo da linhagem B, enquanto que na fase de regressao, predominam linfécitos
T. Da mesma forma, o infiltrado de macréfagos, apesar de ser em nuamero
reduzido, quando comparado ao de linfécitos, também é maior nos tumores em
regressdo (PEREZ et al., 1998). A este respeito, TINUCCI-COSTA (1999a)
também concluiu que estas células desempenham alguma funcdo moduladora
no processo de resposta imune do hospedeiro. CHANDLER & YANG (1981)

observaram uma discreta monocitose nos pacientes com tumores em regressao.
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Postula-se que o TVT consegue evadir-se da acdo do sistema
imune, ao menos na fase inicial apés o implante experimental por sua acéo
sobre os linfocitos. LIAO et al. (2003) comprovaram que as células de TVT
produzem, na fase de progressdo, uma substancia solivel e termo-labil que
induz a apoptose dos linfocitos B. A agéo citotoxica dos linfocitos T € mediada
por anticorpos (acdo citotoxica mediada por anticorpos) e estes sdo produzidos
pelos linf6citos B, que sdo os primeiros a infiltrar o tumor, como foi observado
por CHANDLER & YANG (1981). TINUCCI-COSTA (1999a), usando marcadores
imunoistoquimicos identificou linfécitos T CD3" e CD8', linfocitos B e
macrofagos em varios estagios de ativacdo, infiltrando tumores primarios,
refratrios a terapia e também em tumores transplantados experimentalmente.
Desta maneira, a inducdo de apoptose seletiva para os linfocitos B seria um
mecanismo  eficiente da neoplasia desenvolver-se no hospedeiro.
Adicionalmente, foi comprovado por HSIAO et al. (2002) que a acdo dos
linfécitos induz a expressdo de moléculas do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) dos tipos | e Il pelas células neoplasicas do TVT, o que néo
acontece quando o tumor estad em progressao.

GONZALEZ et al. (2000a, 2000b) observaram que a regressio
neoplasica induzida por quimioterapia esta associada ao aumento do nimero de
linfécitos, neutréfilos, mondcitos, eosindfilos e baséfilos, em comparacdo ao
infiltrado pré-quimioterdpico. HILL et al. (1984) observaram a presenca de
eosindfilos infiltrados no TVT, em amostras analisadas por microscopia
eletrdnica de transmissao.

Apesar da literatura sobre o tumor venéreo transmissivel de
ocorréncia natural ou transplantado experimentalmente ndo se reportar sobre
diferentes tipos celulares, as descricbes encontradas suportam estas

diferencas. Entre elas, estdo a auséncia dos vacuolos citoplasmaticos (ROGERS,
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1997) e a presenca de células maiores e ovoides em relagdo a morfologia tipica
das células de TVT (BOSCOS et al., 1999). VARASCHIN et al. (2001) registraram
que TVTs malignos apresentam citoplasma abundante. Muitas vezes o aspecto
das células pode variar entre o tumor primario e a metastase (ROGERS, 1997;
BOSCOS et al., 1999), ou ser atipico em casos de tumores antigos (BOSCOS et
al., 1999). Além disso, MOHANTY & RAJYA (1977) descreveram que células de
TVT in vitro apresentaram-se sob dois tipos morfologicamente distintos: um, de
células pequenas e nucleo redondo a oval, e outro, de células grandes, com
ndcleo hipercromatico e citoplasma acidofilico. Como morfologia e funcdo séo
duas caracteristicas intimamente relacionadas (WILKENING et al., 2003), entéo
as diferencas morfoldgicas devem ser investigadas.

Associado as modificagbes na morfologia estd o fato de que
tumores antigos ndo respondem bem a quimioterapia (BOSCOS et al., 1999),
que é mais efetiva quanto mais precoce é o diagndstico (PEREZ et al., 1994).
Uma hipotese é a existéncia de diferentes linhagens celulares de TVT no que
diz respeito a caracteristicas que influenciam seu comportamento bioldgico,
como a habilidade em produzir eritropoietina ou em metastatizar (ROGERS et

al., 1998).

2.2 IMUNOCITOQUIMICA

Consideravel atencdo é dada a classificagdo morfologica das
neoplasias, numa expectativa de que isto possibilite algum valor progndstico
para o comportamento bioldgico e ajude na escolha de uma terapia apropriada.
Inerente a esta classificacdo estd o conceito de que a morfologia avalia a
diferenciacdo e reflete a histogénese (WILLIAMSON & MIDDLETON, 1998). A

imunoistoquimica tem sido ferramenta Gtil para estabelecer a identificacéo,
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classificagdo e prognostico de neoplasias, possibilitando definicdo precisa do
tipo celular, muitas vezes impossivel somente pelo reconhecimento morfolégico
(TAYLOR & COTE, 1994), especialmente para classificar tumores
indiferenciados ou de origem desconhecida (GATTER, 1989). O desenvolvimento
de anticorpos monoclonais facilitou a identificacdo de marcadores ou produtos
celulares, podendo-se determinar a presenca de antigenos relacionados a tipos
de tecido especificos (WILLIAMSON & MIDDLETON, 1998). A marcagao de células
por anticorpos especificos pode ser realizada tanto em tecidos em corte de
congelacédo, como em amostras fixadas em formalina e emblocadas em parafina
ou em amostras citologicas, em esfregagos ou preparadas por
citocentrifugacdo. CANIATTI et al. (1996) realizaram a imunofenotipagem de
linfomas caninos utilizando amostras colhidas por citologia aspirativa com
agulha fina, suspensas em salina e preparadas por citocentrifugacdo, com
fixagdo em Alcool, relatando que esta técnica foi pratica, barata e eficiente
para o objetivo em questao.

Véarios estudos mostram que anticorpos contra antigenos
humanos, disponiveis comercialmente, podem ser usados para o
reconhecimento de epitopos em tumores de cées e gatos (MOORE et al., 1989;
DESNOYERS et al., 1990; THOOLEN et al., 1992; WILLIAMSON & MIDDLETON,
1998).

A  maior necessidade para a imunofenotipagem €é a
determinacdo da célula de origem em tumores cutaneos de células redondas
em cées, uma vez que o aspecto morfoldgico similar entre histiocitoma,
linfoma cuténeo epiteliotropico, linfoma cuténeo ndo epiteliotrépico, sarcoma
histiocitico, mastocitoma, plasmocitoma e TVT contribui para a alta frequéncia

de erros de diagnostico (MOORE et al., 2000).
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Entretanto, poucas tentativas tém sido feitas de definir o
imunofenotipo do TVT. LAGING & KRONING (1989) e BACCHI & NEGRETTE (1990)
ndo encontraram reatividade a citoqueratina; CLEMO et al. (1995) néo
encontraram reatividade do TVT ao anticorpo monoclonal B72.3, um marcador
de neoplasias epiteliais. J& SANDURSKY et al. (1987) encontraram expressdo de
vimentina, mas ndo de proteina S100, enolase neur6nio-especifica ou cadeias
leves k e . MOZOS et al. (1996) encontraram imunorreatividade a lisozima e a-
l-antitripsina, que originou a hipdtese de imunofenotipo histiocitico para o
TVT, também aceita por GIMENO et al. (1995), MARCHAL et al. (1997) e
TINUCCI-COSTA (1999a).

A vimentina € uma proteina do citoesqueleto que faz parte da
familia de filamentos intermediarios. A maioria das células mesenquimais de
mamiferos possuem vimentina como principal proteina de filamento
intermediario, enquanto células musculares contém desmina, astrécitos contém
proteina acidica fibrilar glial (GFAP), neur6nios tém enolase neurénio-
especifica e células epiteliais tém queratina ou citoqueratina (MOORE et al.,
1989). LEADER et al. (1987) consideraram a vimentina um anticorpo sensivel e
especifico para a marcacdo da derivacdo ou diferenciacdo de tecidos
neoplasicos humanos. A distribuicdo tecido-especifica dessas proteinas é
mantida na maioria das neoplasias e sua deteccdo tem sido usada para a
caracterizacdo de células tumorais anaplésicas em seres humanos (DESNOYERS
et al., 1990). Mais recentemente, a superexpressdo de vimentina foi sido
associada com um fendtipo invasivo em um modelo de cancer de prdstata
(SINGH et al., 2003). Estes autores comentaram que o mesmo foi reportado em
tumores de mama: a expressdo de vimentina em associa¢cdo com citoqueratina
esta relacionada a um fenotipo agressivo e metastatico de neoplasia mamaria,

em seres humanos. Da mesma forma, HU et al. (2004) observaram que a
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superexpressdo de vimentina esta ligada a um estado mais agressivo em Vvarios
tumores e no carcinoma hepatocelular estd relacionada a ocorréncia de
metastase.

Estudos em veterinaria tém confirmado a expressdao de
vimentina em varios tumores mesenquimais (MOORE et al., 1989; GRINDEM,
1996; WILLIAMSON & MIDDLETON, 1998), dentre eles o TVT (SANDURSKY et al.,
1987; GIMENO et al., 1995; MOZOS et al., 1996; MARCHAL et al., 1997;
TINUCCI-COSTA, 1999a).

A lisozima é uma enzima bacteriolitica de baixo peso
molecular. No homem, ela é sintetizada e secretada principalmente por
histidcitos, mondcitos, granulécitos e algumas células epiteliais. Em cées, a
distribuicdo desta enzima é semelhante aquela descrita em seres humanos,
sendo encontrada também em macréfagos, leucocitos mieldides e células
epiteliais de glandulas exocrinas, além de estar presente em desordens
histiociticas (MARCHAL et al., 1997). O uso deste marcador em veterinaria foi
estabelecido por MOORE (1986a), que testou tecidos caninos normais,
encontrando marcacdo semelhante a vista em medicina. Esta enzima é
considerada um marcador histiocitico, sendo usada como ajuda no diagnéstico
de histiocitose maligna, histiocitose sistémica, paniculite granulomatosa e na
diferenciacdo entre neoplasias linféides ou epiteliais (MOORE, 1986b; THOOLEN
et al., 1992; BROWN et al., 1994).

Os relatos de reatividade do TVT a lisozima sdo conflitantes;
MARCHAL et al. (1997) encontraram 100% de reatividade, enquanto MOZOS et
al. (1996) encontraram reatividade em somente 40% dos casos e TINUCCI-COSTA
(1999a) ndo encontrou reatividade em nenhum dos casos testados. Talvez

possiveis explicacdes para esta discrepancia estejam nas diferencas de pré-
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tratamento das amostras ou na fixagdo do material (MARCHAL et al., 1997;
TINUCCI-COSTA, 1999a).

MARCHAL et al. (1997) também observaram reatividade das
células de TVT com a enolase neurbnio-especifica (NSE) em 80% dos casos e
atribuiram esta reacdo a uma habilidade surgida da transformacg&o neoplasica,
da mesma forma que ocorre em tumores de tiredide caninos, que expressam a
NSE ainda que o tecido tireoidiano normal ndo apresente esta reatividade.
Desta forma, estes autores consideram esta reacdo como ndo-especifica de
origem neuronal.

Além da positividade para vimentina e lisozima, a reatividade
contra marcadores de macréfagos ACM1 (MARCHAL et al., 1997), MAC-1, MAC-2
e MAC-3 (TINUCCI-COSTA, 1999a) é um forte argumento de que o TVT é um
tumor mesenquimal de possivel origem histiocitica. E interessante salientar que
a reatividade a MAC-1 e MAC-3 foi diferente entre tumores primarios,
transplantados e refratarios a terapia (TINUCCI-COSTA, 1999a).

Entretanto, a suposicdo de origem histiocitica, baseada na
marcacdo positiva para lisozima tem sido questionada por MACLACHLAN &
KENNEDY (2002) que, baseados em informacdes pessoais de P.F. Moore,
propuseram a teoria de que as células de TVT sejam leucdcitos imaturos, de
provavel origem mieldide, uma vez que estas células reagem positivamente
com anticorpos anti-CD45 e CD45RA, marcadores panleucocitarios, e por
considerarem que a lisozima ndo € um marcador exclusivo de histiocitos.

Em 1992, O’LAUGHLIN et al. realizaram um estudo visando
estabelecer se macrofagos (histiocitos) em diferentes condi¢cbes reativas ou
inflamatorias expressariam diferentes fendtipos antigénicos, demonstrando que
esta variagdo existe entre o estado de ndo ativacdo e as condigOes reativas.

Uma das alteracbes de imunofenodtipo demonstradas foi a aquisicdo dos
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antigenos identificados pelos anticorpos G16/1 e MAC387. Apesar do anticorpo
anti-antigeno mielo6ide/histiocitico, também conhecido como MAC387, ser
utilizado largamente como um marcador de histidcitos na medicina humana e
veterinaria (FURLONG et al., 2003; SUZUKI et al., 2003; MUELLER et al., 2004),
LOFTUS et al. (1991) alertaram para a sua ndo-especificidade, ja que estes
autores obtiveram marcacbes positivas em menos de 50% das células de
sarcomas de tecidos moles (a excecdo dos angiossarcomas), adenocarcinomas e
carcinomas de células basais. GUIGNARD et al. (1996) demonstraram que este
anticorpo reconhece trés proteinas da familia S100, que provavelmente

apresentam um epitopo em comum.

2.3 TESTE DO COMETA

Estudos cromossémicos de tumores humanos tém dado
importantes pistas sobre a localizacdo de genes importantes e 0s mecanismos
pelos quais suas funcdes regulatérias de crescimento tenham sido alteradas. A
dissecacdo molecular das translocacfes cromossémicas em neoplasias
hematopoiéticas e as dele¢cdes cromossémicas em tumores solidos tém sido
particularmente Uuteis na demonstracdo do envolvimento de alguns dos
previamente conhecidos oncogenes (NOWELL, 1994). Atualmente, a associacédo
entre neoplasia e mutagdes genotipicas estd bem estabelecida - considerando a
raridade das mutacdes em células normais, tem sido proposto que a frequéncia
de mutacgdes esponténeas nas células normais ndo é suficiente para justificar o
numero de mutagdes encontradas nas ceélulas neoplasicas (LOEB, 2001). As
alteracBes citogenéticas do tumor venéreo transmissivel em relagdo ao
genotipo canino normal sdo descritas desde a década de 1960, em tumores de

ocorréncia natural de diversas partes do mundo e em cultura de células (WEBER



Revisdo de Literatura +29

et al., 1965; IDOWU, 1977; ADAMS et al., 1981; HASLER & WEBER, 2000). A
presenca de uma translocagdo no oncogene c-myc, presente em amostras do
tumor em trés continentes (KATZIR et al., 1985; AMARIGLIO et al., 1991; CHOI
et al., 1999; PORTELA et al., 2003), tem sido considerada a “assinatura”
molecular desta neoplasia, permitindo sua identificacdo por técnicas como o
PCR e dando suporte a teoria de que todos os casos de TVT encontrados no
mundo inteiro sdo originados de um mesmo tumor que se disseminou ao longo
de muitas e muitas geragbes através do implante de células integras,
provavelmente evoluindo junto com a espécie canina (COHEN, 1985; AMARIGLIO

et al., 1981; CHOI et al., 1999).

O teste do cometa é uma técnica visual rapida, simples e
sensivel para medir e analisar quebras de DNA em células individuais de
mamiferos (SINGH et al., 1988). Este teste, também chamado de single-cell gel
electrophoresis (SCGE), evidencia, sob condi¢des alcalinas, fragmentos de DNA
que migram do nucleo na eletroforese, resultando na formacdo de uma imagem
que lembra um cometa, com cabeca e cauda, permitindo a deteccdo, em
células isoladas, de quebras e sitios alcali-labeis no DNA (POLI et al., 1999).

A lise remove os conteudos celulares, exceto o material
nuclear. O DNA permanece superespiralado na presenca de uma pequena
quantidade de proteina nao-histona, mas quando colocado em meio alcalino,
comeca a desenrolar-se a partir dos pontos de quebras de fita. Células com
dano aumentado no DNA mostram migracdo aumentada do DNA do ndcleo em
direcdo ao anodo, quando sob corrente elétrica, gerando a imagem com
aparéncia de ‘cometa’ (ROJAS et al., 1999). Trata-se de uma adaptacdo de
outros métodos, como a sedimentacdo nucledide e o teste do halo, e a
introducdo de condic¢des alcalinas torna possivel estabelecer a relagdo de dose

com a inducdo de quebra e reparo de cadeia simples de DNA (MATTII et al.,
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1998). Quando usado com pH neutro, somente quebras de cadeia duplas eram
detectadas, pois nestas condi¢cdes o pareamento de bases ndo era rompido e,
assim, descontinuidades das quebras de cadeia simples ndo podiam ser
observadas (KASSIE et al., 2000). O principio basico € que o DNA presente em
todos os tipos celulares pode sofrer mutacdo ou recombinacdes sob acéo de,
por exemplo, ataque de radicais livres. As enzimas de reparo de DNA presentes
nas células normais (endonucleases) removem estas secdes lesadas do DNA. Isto
deixa espacos (as quebras de cadeia) no DNA e estes € que sdo detectados pelo
teste do cometa (HEATON & RANSLEY, 2001).

Dentre as vantagens deste teste estdo a necessidade de um
pequeno numero de células para ser realizado e poder ser obtido em um
periodo de algumas horas, sem a necessidade de cultura de células ou de
células em divisdo, como em outros testes de genotoxicidade (SINGH et al.,
1988). A intensidade da cauda do comete reflete o numero de quebras do DNA

(COLLINS, 2004).

O teste do cometa vem sendo largamente aplicado para a
avaliacdo de genotoxicidade e reparo de DNA, monitoramento ambiental e
biomonitoramento e, ainda, em aplicacdes clinicas na analise de efeitos de
exposicdo ambiental, ocupacional ou dieta (ROJAS et al., 1999; KASSIE et al.,
2000; COLLINS, 2004). Entretanto, sua aplicacdo em medicina veterinaria ainda
é timida, com poucos trabalhos publicados. KREJA et al. (1996) utilizaram-no
para avaliar o efeito da irradiacdo sobre as células medulares e do sangue
periférico em caes; HEATON & RANSLEY (2001) aplicaram o teste do cometa na
andlise do efeito protetor de dietas suplementadas com antioxidantes sobre as
células sangliineas de gatos; ALVES (2001) e ALVES et al. (2004) avaliaram o
efeito da cistite bacteriana aguda sobre o DNA das células vesicais, utilizando

este teste, concluindo que processos agudos ndo provocam alteracGes no DNA.
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Atualmente o teste do cometa é o Unico método disponivel
com sensibilidade suficiente para detectar lesdes iniciais de DNA em células
individuais e o possivel reparo deste dano. O teste baseia-se no principio de
que o DNA contendo mais quebras ira migrar uma distancia maior no campo
eletroforético devido a massa de menores fragmentos. Desta forma, a migragéo
do DNA fragmentado no gel reflete claramente a extensdo do dano gendémico
(RICHEUX et al., 1999).

Tem sido descrito que populagcbes de células expostas a
agentes indutores de cometas podem reparar as falhas do seu DNA e isto pode
ser verificado com a repeticdo do teste em intervalos apos a exposi¢cdo (MATTII
et al., 1998). Estes autores utilizaram o teste do cometa para avaliar a
resisténcia multidroga em duas linhagens de células de leucemia humana,
confirmando que este teste é adequado para prever a quimiorresisténcia
celular.

WILKENING et al. (2003) utilizaram recentemente o teste do
cometa como parte de um protocolo de comparagdo do metabolismo de pro-
mutagénicos entre hepatdcitos humanos normais e uma linhagem celular de
hepatoma, observando que as células normais sdo mais sensiveis a este tipo de
lesdo e, portanto, apresentam mais lesdes no DNA ap6s o tratamento. BALTACI
et al. (2003) estudaram a extensdo do dano de DNA em adenocarcinomas
colorretais, avaliado pelo teste do cometa, encontrando diferenca significativa
entre as células neopléasicas e os controles. Entretanto, no que diz respeito ao
TVT, ndo existe um tecido normal que possa servir de controle negativo, ja que

a origem histoldgica desta neoplasia ainda néo foi estabelecida.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi aprovado pela Camara de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista (FMVZ-UNESP), campus Botucatu (Anexo A). No
seu desenvolvimento foram utilizados, para a composi¢cédo do grupo-estudo, 132
caes, sem restricdo de sexo, idade ou raca, com diagnostico clinico e citoldgico
de tumor venéreo transmissivel, atendidos no Hospital Veterinario ou abrigados
no Biotério Central, entre marco de 2002 e setembro de 2004. A inclusdo dos
pacientes foi condicionada ao consentimento escrito dos proprietarios (Anexo
B), ap6s o esclarecimento sobre o protocolo experimental, o qual incluiu

exames clinicos e laboratoriais e acompanhamento durante a quimioterapia.

3.2 AVALIACAO CLINICA

O protocolo experimental incluiu estudo epidemioldgico
baseado nas informacdes fornecidas pelos proprietarios sobre histéria clinica
pregressa, habitos de criagdo, historico reprodutivo, animais-contato e
densidade populacional na residéncia. Como parte da propedéutica
semiologica, foram obtidas informacdes sobre tratamentos prévios para a

neoplasia, incluindo doses e datas de aplicagcdo. O tempo de evolucdo do
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processo neoplasico foi estimado pela data de inicio da apresentacdo dos sinais
clinicos até o momento do diagnostico. Avaliacdo fisica geral e exame
especifico da area afetada pela neoplasia, com a medi¢cdo do tumor em seu
ponto de maior diametro e a avaliacdo de linfonodos regionais faziam parte do

protocolo aplicado a todos os pacientes.

Avaliacdo hematologica era obrigatoriamente realizada antes
da instituicdo da quimioterapia. Quando indicado por achados de anamnese ou
exame fisico, exames de diagnéstico por imagem (radiolégico e/ou ultra-
sonografico) e andlises laboratoriais de bioquimica sangliinea também foram

realizadas. O Anexo C apresenta a ficha do protocolo semiolégico.

Os dados clinicos e de exames auxiliares foram utilizados para
a classificagdo dos tumores primarios pelo sistema TNM recomendado pela
World Health Organization (WHO). Este sistema é amplamente utilizado na
medicina humana como uma forma de categorizar os casos de cancer pela
extensdo da doenca, mas pouco na veterindria, tendo sido recentemente

aplicado em tumores de mama (BURINI, 2002; HATAKA, 2004).

Adotou-se uma adaptacdo da classificacdo sugerida por OWEN
(1980) para a classificacdo TNM dos tumores em animais domésticos de acordo
com os locais anatdémicos especificos (genitalia externa, cavidade nasal/seios e
pele), conforme apresentado na Tabela 1. A classificagdo TNM detalhada para

estes locais esta no Anexo D.

A droga de eleicdo para o tratamento quimioterapico foi o
sulfato de vincristina, na dose de 0,75 mg/m? de superficie corporal, aplicado a
cada sete dias, por via intravenosa obrigatéria. A duragdo do tratamento variou
entre quatro a oito semanas, a depender da evolu¢do do quadro, reavaliado

semanalmente.
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TABELA 1 - Aplicacdo do TNM no tumor venéreo transmissivel canino primario.

GENITALIA EXTERNA

T (Tumor primario) N (linfoNodo regional)
TO auséncia de tumor NO auséncia de envolvimento
T1 tumor até 3cm N1 nodo ipsilateral mével
T2 tumor até 5cm N2 nodo bilateral mével
T3 tumor maior que 5cm ou profundo N3 nodo fixo
T4 invasdo local
CAVIDADE ORAL / CAVIDADE NASAL / SEIO
T (Tumor primario) N (linfoNodo regional)
TO auséncia de tumor NO auséncia de envolvimento
T1 tumor unilateral, destrui¢cdo 0ssea N1 nodo ipsilateral movel
ausente ou minima Nla sem crescimento
N1b  com crescimento
T2 tumor bilateral ou destruicdo 6ssea N2 nodo bilateral movel
moderada N2a sem crescimento
N2b  com crescimento
T3 invasdo local N3 nodo fixo
PELE
T (Tumor primario) N (linfoNodo regional)
TO auséncia de tumor NO auséncia de envolvimento
T1 tumor <2cm, superficial N1 nodo ipsilateral mével
Nla sem crescimento
N1b com crescimento
T2 tumor entre 2-5cm ou com invasao N2 nodo bilateral moével
minima N2a sem crescimento
N2b  com crescimento
T3 tumor >5cm ou invadindo subcutaneo N3 nodo fixo
T4 invasdo de estruturas profundas
(fascia, osso, cartilagem)
M (Metéastase)
MO  auséncia de metéastase
M1  metéstase para outro 6rgédo ou sistema

* Adaptado de OWEN, L.N. World Health Organization TNM classification of tumors in domestic
animals. Geneva : WHO, 1980.

A partir dessas informacbes, cada massa tumoral foi

classificada de acordo com sua localizagdo, comportamento biolégico, tempo
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de evolugdo e tamanho, sendo consideradas como UNIDADES EXPERIMENTAIS,

conforme se segue:

e De acordo com a localizacdo: genitais ou extragenitais;

e Quanto ao comportamento bioldgico: primarios, metastaticos ou

recorrentes;

e Com relacdo a evolucdo clinica: recentes (com até trés semanas de

evolucdo), estabelecidos (com trés a oito semanas de evolucdo) ou

antigos (com mais de oito semanas);

e De acordo com o tamanho: pequenos, médios e grandes, sendo estas
categorias estabelecidas com base em avaliagdo visual ou palpacéo,
como uma estimativa aproximada do eixo de maior diametro, na qual as
massas pequenas eram menores que 3cm e as grandes, maiores que

5cm.

3.3 TECNICA CITOPATOLOGICA E PROCESSAMENTO DAS

AMOSTRAS

Nos cdes com diagnostico confirmado de tumor venéreo
transmissivel eram colhidas amostras da neoplasia por citologia aspirativa com
agulha fina (CAAF) para confeccdo de preparados citolégicos utilizados para a
caracterizacdo citomorfolégica e avaliacdo dos critérios de malignidade. Para
tanto, foram utilizadas seringas descartaveis de 10ml, agulhas descartaveis e
citoaspirador de Valeri. Apés a anti-sepsia local, foi realizada a puncdo da
massa seguida da aplicacdo de pressdo negativa, fazendo-se o
reposicionamento da agulha sem que ela saisse da massa tumoral. A seguir, a
pressdo negativa era relaxada e a agulha retirada da massa; a agulha era entéo
desacoplada da seringa, aspirando para dentro da mesma um pequeno volume

de ar, suficiente para expulsar o conteddo da agulha sobre laminas de
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microscopia com extremidade fosca, procedendo-se imediatamente a extensdo
do material (COWEL & TYLER, 1989). Duas laminas ainda umidas eram imersas
em etanol 95% para coloracdo pelo método de Shorr, enquanto outras duas
eram deixadas secar ao ar, fixadas em metanol e coradas pelo método de

Giemsa, para a avaliacédo citomorfoldgica.

Padronizou-se a utilizagcdo de agulha de calibre 243%G
independentemente do tamanho do tumor a ser aspirado, pois 0 uso de agulhas
mais calibrosas provocava excessiva contaminagdo do material colhido com
sangue, ja que o tumor venéreo transmissivel € bastante fridvel e
vascularizado, especialmente nas lesbes genitais. Nos casos em que a
visualizacdo da massa genital ndo era possivel, assim como em casos de massas

intranasais, utilizou-se escova ginecolégica como forma de colheita de células.

Um segundo aspirado foi realizado, desta vez suspendendo-se
as células em 1,5ml de PBS livre de Ca™ e Mg™ gelado. A amostra era
imediatamente acondicionada em gelo e protegida da luz, requisitos
fundamentais e necessérios para a realizagdo do teste do cometa. Esta
suspensdo de células também foi utilizada para a confeccdo de oito laminas,
com auxilio de citocentrifuga, com velocidade entre 550 e 600 rpm, durante
trés minutos. As laminas histolégicas com o botdo de células centrifugadas
foram entdo armazenadas em etanol 95% para realizacdo das técnicas de
imunocitoquimica. As amostras de citocentrifugado mostraram-se mais
adequadas que os esfregacos diretos, pois apresentavam menor marcacdo de

fundo na imunocitoquimica.

Em alguns casos, fragmentos tumorais se desprenderam da
massa neoplasica durante o exame clinico e foram utilizados para confeccionar

preparados citologicos pela técnica de impressdo. Estas laminas foram também
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fixadas e mantidas em etanol 95% até o processamento da técnica de
imunocitoquimica. Os fragmentos remanescentes foram fixados em formalina
tamponada 10% e processados como de rotina para a realizacdo de exame
histopatoldgico (HE). Da mesma forma, animais encaminhados ao Servi¢o de
Patologia Veterinaria da FMVZ-UNESP e que apresentavam esta neoplasia
tiveram amostras citoldgicas colhidas por impressdo, seguindo-se a necropsia e

processamento para histopatologia.

3.4 AVALIACAO CITOMORFOLOGICA

3.4.1 VERIFICACAO DO PADRAO CITOMORFOLOGICO

PREDOMINANTE

As preparagfes citolégicas coradas pelo Giemsa foram
analisadas em microscopia 6ptica, para inclusdo dos tumores em um dos grupos
experimentais, de acordo com as caracteristicas do tipo celular predominante,

da seguinte forma:

e Grupo L (LINFOCITOIDE): predominio de 60% ou mais de células de TVT

tipicas, ou seja, com morfologia arredondada, citoplasma escasso e
finamente granular, com presenca de vacuolos que acompanham a
periferia da célula, nicleo redondo com cromatina grosseira e presenca

de um ou dois nucléolos salientes (Figura 1A).

e Grupo P (PLASMOCITOIDE): predominio de 60% ou mais de células de TVT

com morfologia ovéide, citoplasma mais abundante (menor relacdo

ndcleo:citoplasma), com nucleo localizado excentricamente (Fig 1B).

e Grupo M (MISTO): celularidade mista entre os tipos celulares linfocitéide

e plasmocitéide, em que nenhum ultrapassou 59% do total.
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FIGURA1 - Esquema dos tipos citomorfolégicos do tumor venéreo
transmissivel canino: linfocitéide (1A) e plasmocit6ide (1B).

Os esfregacos corados pelo Giemsa foram avaliados
inicialmente com objetiva de 10x para verificacdo da celularidade da amostra,
padrdo de coloracdo e distribuicdo das células. A seguir, procedia-se a
observacdo em aumentos progressivos de 250x e 400x para o detalhamento das

caracteristicas celulares, contagem de células e \verificacdo das
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caracteristicas de malignidade (ver proximo item). Apés a varredura inicial, as
areas com melhor padrdo de distribuicdo celular e coloracdo eram analisadas
em 400x, sendo contados em cada lamina no minimo dez campos aleatérios ndo
sobrepostos para a obtencdo da classificacdo do tipo celular predominante. A
andlise citomorfoldgica detalhada e cuidadosa foi feita com auxilio de uma
ocular reticulada (grade de integracdo 100/25, com 25mm? de é&rea), que
delimitava o campo de contagem celular. Foram contadas ao menos cem
células de cada amostra; as células selecionadas eram categorizadas de acordo
com a morfologia em linfocitéides ou plasmocitoéides e, a seguir, os critérios de
malignidade apresentados por elas eram anotados; finalmente, as células

inflamatorias presentes no campo eram identificadas e contadas.

3.4.2 DETERMINACAO DOS CRITERIOS DE MALIGNIDADE

Simultaneamente a avaliacdo para a classificacdo em tipos
citolégicos, os esfregacos foram analisados quanto a apresentacdo de
caracteristicas de malignidade. Foram utilizadas as laminas coradas pelo
Giemsa como base de avaliacdo, complementada pela andlise das laminas
coradas pelo Shorr para observacdo mais detalhada das caracteristicas

nucleares e nucleolares.

Apesar de amplamente utilizados na citopatologia humana,
estas observagfes tém recebido pouca atencdo na literatura veterinaria. Desta
forma, os critérios pesquisados aqui foram na sua maior parte extrapolados da
literatura médica disponivel. O protocolo utilizado para esta avaliacéo

encontra-se detalhado no Anexo E.

As caracteristicas de malignidade foram divididas em gerais,

citoplasmaticas, nucleares e nucleolares. As CARACTERISTICAS GERAIS incluiram
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aquelas que dizem respeito a amostra como um todo, como: padrdo de

cromatina predominante, anisocitose, anisocariose, macrocariose, basofilia ou

eosinofilia citoplasmética e, especificamente na neoplasia em estudo, presenca

de vacuolos citoplasmaticos e seu padrdo de distribuicdo nas células. Neste

grupo foi também avaliada a presenca ou ndo de corpusculos linfoglandulares e

de um padrdo especifico de arranjo de cromatina, denominado de arranjo
polar, no qual os poélos opostos do nudcleo celular apresentavam uma area
concentrada de paracromatina. Tal observacdo ndo teve equivalente na
literatura consultada. Ainda neste grupo foi observado o nimero de nucléolos

apresentado pela maioria das células.

Para avaliacdo da cromatina nuclear foram estabelecidos
quatro padrdes distintos, em graus progressivos de granulagdo: densa, granular,
grosseira e frouxa. Os vacuolos citoplasmaticos foram avaliados pela
distribuicdo (regular ou irregular) e o percentual de células vacuolizadas.
Corpusculos linfoglandulares e arranjo polar foram avaliados em termos de
presentes ou ausentes. Os demais critérios gerais foram avaliados como
ausentes, discretos, moderados ou intensos. A Figura 2 ilustra as caracteristicas

de malignidade gerais estudadas.
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FIGURA 2 - Caracteristicas gerais de malignidade avaliadas nas amostras
citolégicas de tumor venéreo transmissivel. A: cromatina densa
(Al), granular (A2), grosseira (A3) e frouxa (A4); B: anisocitose;
C: anisocariose; D: macrocariose; E: padrdo de distribuicdo dos
vacuolos  citoplasmaticos e presenca de  corpusculos
linfoglandulares (seta); F: arranjo polar da paracromatina
nuclear.

Foram avaliadas também as CARACTERISTICAS CITOPLASMATICAS,

principalmente aquelas relacionadas a alteracdo da forma celular, como a
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presenca de células em fibra, células girino, presenca de projecdes

citoplasméticas (células amebdides) e células nuas (nucleos integros sem

citoplasma visivel). Observou-se também a ocorréncia de fagocitose,

canibalismo, células em anel de sinete e espessamento de membrana

citoplasmatica (Figura 3). Todas as observacdes foram quantificadas em termos

de nimero de células apresentando a caracteristica na populacdo contada, para

a expressdo de namero relativo (%).

FIGURA 3 - Esquema dos critérios citoplasmaticos de malignidade avaliados
nas amostras citoldgicas de tumor venéreo transmissivel. A:
célula em fuso; B: células girino; C: espessamento de membrana
citoplasmatica; D: canibalismo; E: fagocitose; F: célula em anel
de sinete; G: projecg6es citoplasmaticas.

Os CRITERIOS NUCLEARES de malignidade observados incluiram

hipercromasia, pseudoinclusdes nucleares (vacuolos nucleares), presenca de

nucleos riniformes, brotamentos nucleares, lobulacdo nuclear, binucleacéo,

multinucleacdo e micronucleacdo, espessamento de membrana nuclear e

presenca de halo perinuclear. A ocorréncia de anormalidades como projecdes

nucleares (brotamentos e espiculas nucleares) e a presen¢a de mitoses normais
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e anormais (Figura 4) também foram avaliadas. Da mesma forma como para as
alteracbes citoplasmaticas, todas as observagbes foram quantificadas em
termos de numero de células apresentando a caracteristica na populacédo

contada, para a expressdo de numero relativo (%).

FIGURA 4 - Critérios nucleares de malignidade analisados nas amostras citologicas
de tumor venéreo transmissivel. A: hipercromasia; B: pseudoinclusées
(vacuolos nucleares); C: nucleos riniformes; D: brotamentos nucleares;
E: lobulacbes nucleares; F: binucleacdo; G: multinucleacdo; H: halo
perinuclear; I: micronucleagdo; J: espessamento de membrana nuclear;
mitoses: normais (K) e anormais (L).
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Os CRITERIOS NUCLEOLARES de malignidade avaliados foram

anisonucleolose, nucléolos angulares, macronucléolos e presenca de halo

perinucleolar. Mais facilmente evidenciados nas laminas coradas pelo método

de Shorr, estes critérios foram anotados como presentes ou ausentes.

3.4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A microscopia eletrbnica de preparados histolégicos e
citolégicos de nove tumores (trés de padrdo plasmocitéide, dois linfocitéides e
quatro mistos) foi realizada no Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de
Biociéncias da Unesp - campus de Botucatu, com o objetivo de identificar

possiveis diferencas entre as morfologias celulares.

As células neoplasicas foram colhidas por citologia aspirativa
com agulha fina e suspensas imediatamente em glutaraldeido 2,5% por 24
horas, centrifugadas e o pellet processado como fragmento de tecido. Também
foram obtidos fragmentos de tecido neoplasico por bidpsia, os quais foram
fixados por imersdo em solucdo de glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 4%
(tampéo fosfato 0,1M e pH 7,3), onde ficaram por até 24 horas. As amostras
foram pos-fixadas em solucdo de tetroxido de 6smio 1% no mesmo tampao. Os
fragmentos foram entdo desidratados em acetona por passagens sequenciais

crescentes (50%, 75%, 95% e 100%), impregnados e incluidos em Araldite.

Foram obtidos cortes semifinos (0,5um) com ultramicrétomo,
os quais foram entdo corados com azul de metileno/azur Il e observados em

microscopia Optica para a escolha das melhores areas para os cortes ultrafinos.

Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de

uranila e citrato de chumbo, examinados e fotografados em microscépio
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eletrdnico de transmissdo®, operado a 80kV. A técnica de processamento para

microscopia eletrénica esta detalhada no Anexo F.

3.5 IMUNOFENOTIPAGEM

Com os preparados citolégicos fixados em alcool etilico 95% foi
realizada colorac&o imunocitoquimica com os anticorpos antivimentina? (clone
Vim 3B4), antilisozima®, anti-CD-163* (clone Ber-MAC3) e antiantigeno
mieldide/histiocitico® (clone MAC 387).

Como os anticorpos utilizados sdo monoclonais anti-humano
(excecdo feita ao anticorpo antilisozima, policlonal), houve necessidade da
padronizacdo para sua utilizacdo em tecidos de cdes. Para tanto, foram
testadas varias formas de recuperacdo antigénica, varios tempos de bloqueio de
peroxidase enddgena e outros bloqueios para a redugdo de marcagdes
inespecificas, concentracdo ideal do anticorpo primario, tempo e temperatura
de incubacdo e sistema de anticorpo secundério utilizados, visando a obtencgéo

de marcac6es nitidas e com reduzida marcacédo de fundo.

Foram testados como formas de recuperagdo antigénica
tampéo citrato 10uMol (pH 6) em microondas e tampé&o EDTA (pH 8 e pH 9) em
banho-maria a 96°C. Como regra, testava-se inicialmente a recuperagdo

antigénica com tampdo citrato em microondas por 15 minutos; se o resultado

! Microscopio Eletronico de Transmissao Phillips CM100.

2 Anticorpo monoclonal 1gG2, kappa, anti-vimentina de camundongo. DAKO-Vimentin céd. M
7020. DakoCytomation Denmark A/S. Glostrup, Dinamarca.

3 Anti-lisozima humana de coelho, fragéo Ig. Muramidase, cod. A 099, DakoCytomation Denmark
A/S. Glostrup, Dinamarca.

4Anti-CD-163 humano de camundongo, clone Ber-MAC-3, monoclonal, cédigo M 0794.
DakoCytomation Denmark A/S. Glostrup, Dinamarca.

SAnti-antigeno mieldide/histiocitico humano de camundongo, monoclonal, codigo M 0747.
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ndo fosse considerado satisfatorio, passava-se entdo ao uso do tampdo EDTA,
pH 8, em banho-maria por trinta minutos e, por dltimo, se necessario, tampéao
EDTA pH 9, em banho-maria, por trinta minutos. A recuperagdo antigénica
padronizada para cada anticorpo esta relacionada na Tabela 2.

Para o blogueio de peroxidase enddgena utilizou-se tanto agua
oxigenada 20 volumes, diluida a 1:1 com agua destilada na hora do uso, quanto
agua oxigenada 10 volumes, obtendo-se os mesmos resultados. Também foram
testados bloqueios de marcacdo inespecifica (BSA 2%, por 1 hora em
temperatura ambiente), bloqueios de proteina (kit CSA') e de avidina e
biotina?.

A incubacdo padrdo dos anticorpos primarios era 18 horas a
4°C; entretanto, alguns anticorpos apresentaram melhor resultado de marcacdo
quando incubados por periodos mais curtos (Tabela 2). Para chegar a esta
conclusdo, foram testados periodos de incubacdo de 2 horas em temperatura
ambiente e a 37°C e de 30 minutos em temperatura ambiente e a 37°C.

Os anticorpos antivimentina e antilisozima mostraram
melhores resultados quando foi utilizado o kit ABC® como sistema de anticorpos
secundarios biotinilados. Para os demais anticorpos foi utilizado o sistema

EnVision* como anticorpo secundario.

DakoCytomation Denmark A/S. Glostrup, Dinamarca.

catalyzed Signal Amplification (CSA) System, codigo K1500. DakoCytomation Denmark A/S.
Glostrup, Dinamarca.

2DAKO Biotin Blocking System, cédigo X0590, Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA.
SStreptABComplex/HRP Duet, Mouse/Rabbit. DakoCytomation. Glostrup, Dinamarca.

“DakoCytomation EnVision + Dual Link System, Peroxidase. C6digo K4061. Dako Corporation,
Carpinteria, CA, USA.
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TABELA 2 - Padronizacdo da técnica de imunocitoquimica para os diversos
anticorpos utilizados na marcacdo do tumor venéreo
transmissivel.

ANTICORPO VIMENTINA LIsozIMA CD163 MIEL/HIST

CLONE Vim 3b4 EC 3.2.1.17 Ber-MAC3 MAC387

TiPO monoclonal policlonal monoclonal monoclonal

CONCENTRACAO 1:150 1:300 1:100 1:200

INCUBACAO

TEMPO 18 horas 18 horas 30 minutos 30 minutos

TEMPERATURA 4°C 4°C 37°C 37°C
RECUPERACAO ANTIGENICA

TAMPAO citrato citrato EDTA EDTA

PH 6,0 6,0 8,0 8,0

LocAL microondas microondas banho-maria banho-maria

TEMPO 15 minutos 15 minutos 30 minutos 30 minutos

BLOQUEIO DA PEROXIDASE ENDOGENA (AGUA OXIGENADA 10 VOLUMES)

TEMPO 2x15 minutos  2x15 minutos

2x15 minutos

2x15 minutos

BLOQUEIO DE MARCAGOES INESPECIFICAS (BSA 2%)

TEMPO 1 hora 1 hora 1 hora 1 hora

TEMPERATURA ambiente ambiente ambiente ambiente
SISTEMA DE DETEC(;AO E AMPLIFICA(;AO

ABC ABC EnVision® EnVision®

CROMOGENO (DAB)

TEMPO 3min 1min30seg 5min 5min
NUMERO DE AMOSTRAS

LINFOCITOIDES 19 25 20 21

PLASMOCITOIDES 21 23 23 24

MISTAS 37 38 30 31

TOTAL 77 86 73 76

Em linhas gerais, as laminas foram processadas para a técnica

de imunocitoquimica pelo complexo streptavidina-biotina, da seguinte maneira:

As preparagOes citolégicas mantidas em &lcool etilico 95%

foram hidratadas por um banho em alcool 85% por cinco minutos, seguido por



Material e Método + 49

banho em &gua corrente durante dez minutos e duas passagens em agua
destilada. Seguiu-se o blogueio da peroxidase enddégena com &agua oxigenada
dez volumes, novo banho de dez minutos em agua corrente, seguido de outros
dois banhos de agua destilada.

O passo seguinte era a recuperacdo antigénica, realizada em
microondas na poténcia maxima, mantendo-se as laminas em tampéo citrato*
pH 6 em cubas horizontais, ndo cruzadas e em recipiente com tampa
apropriado para o uso em microondas, ou em banho-maria a 96°C, com tampéo
EDTA? pH 8, conforme as exigéncias de cada anticorpo.

Apés a recuperacdo antigénica, as laminas eram deixadas em
repouso mergulhadas no tampédo, durante 20-30 minutos, para diminuicdo da
temperatura e, apos esfriarem, submetidas a dez banhos com agua destilada e
um banho em tampéo tris pH 7,23,

As laminas foram entdo secas, a area com o material
delimitada com caneta® e transferidas para uma bandeja com tampa, tendo-se
0 cuidado de manter sempre as células umedecidas com tampéao tris. Nesse
momento fazia-se a incubacdo com BSA 2% por uma hora em temperatura
ambiente, para bloquear marcacg@es inespecificas.

O BSA 2% era aspirado e os anticorpos primarios na diluicéo
apropriada (em BSA 1%) eram entéo aplicados sobre as laminas e incubados em
camara umida pelo tempo e temperatura padronizados (Tabela 2). Seguiam-se
duas lavagens em tris e incubac@o com anticorpo secundério por trinta minutos

em temperatura ambiente. Apds duas lavagens com tris era aplicado o

1 2,19 acido citrico monoidratado; 11 de agua destilada.

2 0,3722g &cido etilenodiaminotetraacético; 1l de agua destilada.

8 8,5g NaCl; 6g trizma base; 1l de 4gua destilada, ajustando pH em 7,4.
* Dako DakoCytomation Pen. DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca.
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anticorpo secundario biotinilado ou EnVision, incubado por trinta minutos em
temperatura ambiente e novamente lavados com dois banhos de tris.

Para a revelacdo da reacgdo utilizou-se o cromégeno 3’-3’
diaminobenzidina® liquido na diluicdo recomendada pelo fabricante, durante
um a cinco minutos (Tabela 2), ao abrigo da luz, seguindo-se a lavagem das
laminas durante dez minutos em agua corrente.

A contracoloracdo era feita com hematoxilina de Harris por
um minuto, seguindo-se lavagem em &agua corrente, desidratacdo progressiva
em &lcoois, diafanizacdo em xilol e montagem em Permount?.

Foram utilizados controles positivo e negativo para o0s
anticorpos CD163 e MAC387, para comparacdo da marcacao nas células de TVT.
Para o anticorpo CD163 foi utilizado como controle positivo impressdo de
linfonodo e para o anticorpo MAC387 utilizou-se esfregaco de processo
inflamatorio, além de serem usados como controles positivos internos, para
cada lamina, a marcagdo apresentada pelos macrofagos (ambos anticorpos) e
neutréfilos (CD163). Os controles negativos para ambos anticorpos foram
preparados citologicos de TVT no qual ndo foi utilizado anticorpo primario,
somente o diluente.

A avaliagdo da imunomarcacgdo para vimentina e lisozima foi
realizada em microscopio Optico sob objetiva de 40x e classificada pela

quantidade de células marcadas como: - (até 25% das células marcadas), + (25-

50% das células marcadas), ++ (50-75% das células marcadas) ou +++ (acima de

75% de marcacdo). A intensidade da marcacdo foi avaliada como discreta (+),

moderada (++), intensa (+++) ou muito intensa (++++).

! DAB liquido Dako. DakoCytomation. Carpinteria, CA, USA.
? Fischer, EUA.
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A avaliagdo da imunorreatividade aos anticorpos CD-163 e
anti-antigeno mieldide/histicitico foi realizada através do programa Image-Pro
Plus, versdo 4.1'. Para tal, as laminas foram observadas em microscépio 6ptico
Leica DMR sob objetiva de 40x. O microscépio acoplado a camera Sony CCD -
IRIS / RGB envia as imagens para o programa computacional, procedendo-se a
contagem das células marcadas identificadas no monitor de video. Para tanto,
foram capturadas imagens de dez campos aleatdrios e ndo contiguos, sendo
contadas um numero superior a cem células/lamina. O percentual de células
neoplasicas marcadas/lamina era registrado e convertido de acordo com o
escore:

o <10% de células positivas: negativo (-);
o 10-25% de células positivas: +;
o  26-50% células positivas: ++;

e 51-75% de células positivas: +++;

e >75% de células positivas: ++++.

3.6 AVALIACAO DE DANOS DE DNA

3.6.1 TEesTE DO COMETA

O teste do cometa foi realizado ao abrigo da luz sob condigdes
alcalinas como reportado por SINGH et al. (1988); a técnica deste teste esta

detalhada no Anexo G.

Apoés a colheita das células e sua suspensdo em PBS livre de
Ca™ e Mg"™ gelado e ao abrigo da luz, a amostra era homogeinizada e 7,5ul da

suspensdo eram misturados a 100ul de agarose de baixo ponto de fuséo (0,5%),

! Media Cybernetics. Silver Spring, MD, USA.
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misturados delicadamente, estendidos sobre uma lamina de vidro pré-revestida
com agarose normal, cobertos com laminula e mantido a 4°C por cinco minutos
para solidificar. Apés este periodo, a laminula era retirada gentilmente e as
células eram lisadas por imersdao em NaCl, 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM pH 10
e sarcosinato de soédio 2% (com Triton X-100 1% e DMSO 10% adicionados
imediatamente antes do uso) por um periodo entre 24 horas e até sete dias a
4°C. Para cada amostra, eram feitas laminas em triplicata como material de

reserva em caso de problemas na técnica.

A viabilidade das amostras era verificada pela mistura de 10pl
da suspensdo de células com igual volume de azul de tripan, homogeinizadas e
contadas em camara de Newbauer. Amostras com viabilidade inferior a 65%

foram descartadas.

Ap6s o periodo minimo de 24 horas na solugdo de lise, as
laminas eram deixadas repousar em solucéo alcalina (pH > 13) por 20 minutos e
submetidas a corrida eletroforética a 0,66 V/cm por 20 min. Utilizou-se, para
cada bateria de eletroforese, um controle negativo e um controle positivo. O
material controle era sangue de cdo sadio, colhido com anticoagulantel,
acondicionado em gelo e ao abrigo da luz e processado da mesma maneira
descrita para as células neoplésicas. A lamina controle positivo era tratada com
uma solucdo de agua oxigenada 100 pM a 4°C, imediatamente antes da
eletroforese, para inducdo de dano no DNA e permitir a avaliacdo de cada

corrida eletroforética.

Apés a eletroforese, as laminas eram entdo neutralizadas,

fixadas em etanol absoluto, coradas com brometo de etidio e analisadas em

L EDTA.



Material e Método +53

microscopio de fluorescéncia com filtro de 516-560nm e filtro de barreira de

590nm.

As células, 50 por amostra, foram analisadas quanto a
intensidade de fluorescéncia da cauda do cometa, refletindo a intensidade dos
danos de DNA, avaliados por andlise de imagem digitalizada®, no Laboratério do
Nucleo de Avaliagdo Toxicogenética e Cancerigena (TOXICAN) do Departamento

de Patologia da Faculdade de Medicina, Unesp Botucatu.

3.7 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados foram analisados no Departamento de Bioestatistica

do Instituto de Biociéncias da UNESP - Campus Botucatu, Sao Paulo.

Para a comparacao entre a morfologia de células do TVT com
caracteristicas epidemioldgicas (localizacdo, tempo de evolugdo e tamanho do
tumor) e comportamento bioldgico (massas primarias e ndo primarias), foram
utilizados testes de associagdo baseados na estatistica Qui-quadrado (ZAR,

1996).

As observacbes de caracteristicas de malignidade foram
comparadas com a morfologia celular usando o teste ndo-paramétrico de
comparacdo por ranks Kruskal-Wallis, com nivel de significAncia o=0,05. Os
critérios gerais de malignidade (anisocitose, anisocariose, macrocariose,
vacuolos citoplasmaticos, basofilia, eosinofillia, padrdo de cromatina) e
corpusculos linfoglandulares, arranjo polar e ndmero de nucléolos foram

submetidas ao teste estatistico para contrastes entre propor¢6es multinominais

! Comet Assay I, Perceptive Instruments, UK.
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de Goodman (GOODMAN, 1964). Os demais critérios de malignidade e infiltrado
inflamatorio foram analisados por Kruskal-Wallis. Os dados foram recombinados
e agrupados por massas primarias e ndo-primarias ou genitais e extra-genitais e

comparados pelo teste de Mann-Whitney, com nivel de significancia a=0,05.

As diferentes marcacdes imunocitoquimicas foram analisadas
pelo teste de Goodman entre os grupos L, P e M: para os anticorpos anti-
vimentina e antilisozima foram avaliados percentual de marcacdo (menos de
50% e mais de 50% das células) e intensidade de marcacdo: marcacdo fraca
(escores + e ++) e marcacado forte (+++ e ++++). Os marcadores de macrofagos
anti-CD163 e MAC387 foram comparados como positivos e negativos entre 0s
grupos L, P e M, considerando-se positivos os tumores com duas a quatro
cruzes. Também foi feita analise com os testes ndo paramétricos de

comparacao por ranks usando-se o percentual de células positivas.

Para as variaveis quantitativas como o teste do cometa, o0s
grupos de morfologia celular foram comparados pela utilizagdo de analise de
variancia para dados ndo paramétricos e com a aplicacdo do teste de Dunn para

a identificagcéo de diferengas entre os grupos (ZAR, 1996).
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4 RESULTADOS

Dos 132 animais estudados, 79 eram provenientes de Botucatu; o0s

demais eram de cidades vizinhas, como Sdo Manuel, Lencéis Paulista,
Areiopolis, Barra Bonita e varias outras, representando a area de abrangéncia
do Hospital Veterinario da FMVZ-UNESP de Botucatu, conforme mostrado na
Figura 5. Trés animais do Biotério Central tinham a cidade de procedéncia

desconhecida.
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FIGURA 5 - Cidades de origem dos casos de tumores venéreos transmissiveis

incluidos no estudo, mostrando a area de influéncia da FMVZ-
UNESP de Botucatu.
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4.1 PROPEDEUTICA SEMIOLOGICA

4.1.1 SEXO, IDADE E RACA

O grupo experimental foi constituido por 60 machos e 72
fémeas, com idades variando entre um e 18 anos, sendo que 40% dos animais
estavam concentrados na faixa entre dois e quatro anos. Dezessete animais,
todos adultos, tinham idade desconhecida. A distribuicdo dos casos por faixa

etaria esta na Figura 6.

NUmero de casos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 || 18
Idades

FIGURA 6 - Frequéncia dos casos de tumores venéreos transmissiveis
estudados, por idade.

Com relagdo a ragca, a maioria dos animais era sem raca
definida (79%). A distribuicdo dos casos, por raca, observada no experimento

esta na Tabela 3.
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TABELA 3 - Racas dos pacientes diagnosticados com tumor venéreo
transmissivel durante o periodo experimental.

RACA NUMERO DE CASOS %
Poodle 6 4,5
Boxer 5 3,7
Pastor Alemao 3 2,3
Cocker 2 1,5
Fila Brasileiro 2 1,5
Fox Paulistinha 2 1,5
Pointer 2 1,5
Dachshund 1 0,8
Dalmata 1 0,8
Husky Siberiano 1 0,8
Sheepdog 1 0,8
Rottweiler 1 0,8
Pastor Belga 1 0,8
SRD* 104 78,7
TOTAL 132 100

* sem raca definida

4.1.2 PERFIL CLINICO E HABITOS DE CRIAGAO

A partir dos dados fornecidos pelos proprietarios sobre histéria
clinica pregressa, habitos de cria¢édo, historico reprodutivo, animais-contato e
densidade populacional na residéncia, tracou-se o seguinte perfil: os pacientes
tinham livre acesso a rua, na maioria dos casos; o controle reprodutivo
limitava-se ao confinamento doméstico das fémeas; o uso de anticonceptivos
ocorreu em menos de 5% delas. Nenhum dos cées estudados era castrado. Em
dois casos de TVT nasal primario, a origem da transmissdo foi a introducéo de
um animal de rua, portador da neoplasia, na casa. Outra constatacdo foi a
inabilidade dos proprietarios, na maioria dos casos, em tragar o historico clinico
pregresso dos seus animais ou, até mesmo, saber precisar se o problema atual
(apresentacdo de uma massa neoplasica) estava evoluindo rapidamente ou se

estava estavel. Na maior parte dos casos, 0s proprietarios ndo eram capazes de
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ser precisos em relacdo ao tempo de evolucdo da doenca. Nas fémeas, o
provavel contato venéreo era comprovado nos casos com histérico de cobertura
e parto recentes. Nos machos, esse tipo de informacdo era impreciso. A
transmissdo venérea foi descartada somente em dois casos de TVT cutaneo
primario; ambos tinham histérico de lesdo cutanea provocada por briga com
outros cdes, sendo que um desses animais-contato comprovadamente
apresentava secrecdo prepucial hemorragica.

Apesar de apresentarem um processo neoplasico, somente 15% dos cées
estavam em condicao fisica ruim: a grande maioria dos animais apresentava-se
clinicamente sadio, exceto pela presenga de massa tumoral, e com peso
adequado ao porte. Entretanto, em 34% dos casos, 0s proprietarios perceberam

emagrecimento dos seus animais, ainda que discreto.

A queixa mais freqlente e que motivava a procura pelo atendimento
veterinario referia-se a presenca de secrecdo genital hemorragica, muitas vezes
referida como “cio prolongado” nas fémeas. Somente 17% dos tumores nao
tinham carater hemorragico e, nesses casos, 0 aumento de volume ou a
presenca de uma massa visivel (Figura 7a-i) eram as preocupacBes dos
proprietarios. Nas massas nasais, epistaxe, respiracdo ruidosa e deformidade

facial (Figura 7e) eram as observagdes mais comuns.
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FIGURA 7 - Formas de apresentagdo clinica do tumor venéreo transmissivel canino: A. forma genital,
localizada no bulbo peniano; B. forma genital localizada na glande; formas genitais vulvo-
vaginal (C) e vaginal (D); E. TVT nasal, com deformidade de face, secrecdo nasal purulenta
e epistaxe (setas); F. TVT afetando conjuntiva ocular; G. tumores cutaneos multiplos; H.
disseminacdo mamaria a partir de uma massa genital primaria; |. localizagdo na mucosa
anal.
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O aspecto macroscopico das lesdes variava desde massas
poliposas, com aspecto de couve-flor e superficie vermelho-brilhante (Figura
7a, f) a lesBes lisas (Figura 7c), vermelho-claras (Figura 7i) ou até arroxeadas.
Em geral, os tumores eram fridveis, muitos deles liberando fragmentos de
tecido durante a manipulagdo, no exame fisico. Em oposicdo, 0s tumores
cutédneos e mamarios (Figura 7g-h) eram firmes ao toque. A presenca de
contaminacdo bacteriana e secrecdo exsudativa eram frequentes,
independentemente da localizagdo do tumor. A ocorréncia de miiase foi

observada em cinco casos genitais.

Nos machos, o TVT genital foi verificado mais freqiientemente
na regido do bulbo peniano (Figura 7a) e na mucosa prepucial, mas a
localizacdo na glande (Figura 7b) também foi observada. Massas volumosas
impediam a exposi¢cdo peniana. Nas fémeas, o local preferencial era a regido do
vestibulo vaginal (Figura 7d), em alguns casos com protrusdo da massa
neoplasica além dos labios vulvares (Figura 7c). A expansdo cranial da neoplasia

pbde ser comprovada por palpagdo genital em cerca de metade dos casos.

Dos tumores de localizagdo nasal, todos apresentavam
envolvimento bilateral, com lise 6ssea e progressdo ao seio maxilar ou invasdo
do palato e cavidade oral, muitas vezes com perda dentaria associada. As
massas orais observadas (trés casos) foram em animais com TVT nasal e que,
por invasdo local, via alvéolos dentarios, produziram fistula oronasal, perda
dentaria e crescimento oral. Estes casos foram considerados como invasado
local, ao invés de massas primarias ou metastases. As lesdes oculares
apresentavam um crescimento a partir da conjuntiva e geralmente encobriam
totalmente o globo ocular (Figura 7f). Em um dos casos 0 animal apresentou,

além da massa conjuntival, TVT de camara posterior.
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4.1.3 ESTAGIAMENTO CLIiNICO DA NEOPLASIA

Os tumores de localizacado genital foram os de diagnostico mais
comum, representando 89,6% dos casos. A localizacdo nasal foi a segunda
apresentacao primaria em freqliiéncia, com oito casos diagnosticados (5,9%).
Foram observados, ainda, casos de tumores venéreos transmissiveis oculares,
anais e subcutaneos, com duas ocorréncias em cada uma dessas localizagfes.
Trés cdes apresentavam a neoplasia em mais de um local - todas foram
consideradas massas primarias pelas caracteristicas de implantabilidade do
TVT: um cdo apresentava massa primaria genital e de conjuntiva ocular, o
segundo animal, massas genital e nasal e o terceiro, massas genital e anal. A
distribuicdo das massas priméarias de acordo com o sexo estd na Tabela 4 e

Figura 8.

TABELA 4 - Frequéncia do tumor venéreo transmissivel, de acordo com o
sexo, nos diferentes sitios priméarios de implantacéo.

SEXO GENITAL NASAL OCULAR ANAL  SUBCUTANEO  TOTAL
MACHOS 50 8 2 1 1 62
FEMEAS 71 0 0 1 1 73

TOTAL 121 8 2 2 2 135
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FIGURA 8 - Distribuicdo dos casos de tumor venéreo transmissivel, de acordo
com a localizacdo da massa primaria e sexo.

De acordo com a classificagdo TNM, sete cdes apresentavam-se
em estagio N3, ou seja, além da massa primaria, apresentavam invasao
neoplasica nos linfonodos regionais, sem metastase em outros 0rgdos ou
sistemas (M0). Outros 26 animais encontravam-se em M1 (evidéncia de
metéstase), sendo que quatro deles também apresentavam envolvimento
metastatico de linfonodos regionais (N3M1). Desta forma, quando considerado o
total de pacientes em estudo, 33 (25%) apresentavam disseminacdo do tumor
primario. Chama a atencédo o fato de que trés animais vieram a apresenta-la
durante o periodo de quimioterapia ou poucas semanas apés o seu término. A

classificacdo TNM para todos os pacientes do estudo esta no Anexo H.

A forma metastatica mais frequente, no total dos casos, foi a
subcutanea, com 13 casos (31% das metastases). Nos machos, a invasédo
neoplasica foi observada mais freqientemente em linfonodos inguinais e, nas

fémeas, no tecido mamario. Nestas localizacdes houve diferenca significativa
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entre os sexos, de acordo com a estatistica de y? (p<0,05). Foram verificadas
ainda metastases esplénicas (dois casos por sexo), muscular, cerebral, extra-
dural, intra-ocular e peritoneal (uma ocorréncia por local, em machos). Em
quatro casos, 0 mesmo paciente apresentou metéstase em mais de um local
(mama e tecido subcutaneo - dois casos; intra-ocular, peritoneal e extra-dural;
subcutanea e esplénica), o que explica 0 nUmero de metastases superior ao de
pacientes com metéstase. A Figura 9 ilustra a distribuicdo das massas néo

primarias nas diversas localizagdes, de acordo com o sexo do animal.
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FIGURA9 - Frequéncia das metastases de tumor venéreo transmissivel, de
acordo com localizagdo e sexo; (*) diferenca significativa entre
os sexos pelo teste de y? (a=5%).

Uma vez definidas as caracteristicas clinicas de cada paciente,
as massas foram analisadas individualmente e tratadas como UNIDADES
EXPERIMENTAIS. Dos casos com massas multiplas, procurou-se obter amostras de
varias localizagdes. Dessa forma, foram colhidas amostras de 188 tumores e

cada um foi classificado de acordo com sua localizagdo, comportamento
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bioldgico, tempo de evolucdo e tamanho, conforme apresentado na Tabela 5.
Em alguns casos, ndo foi possivel determinar o tempo de evolucdo dos sinais
clinicos por se tratarem de caes de rua, recém-adotados por seus proprietarios

e, portanto, com histoérico desconhecido.

Aproximadamente dois tercos dos tumores foram de
localizac@o genital e primarios (63,8% e 64,4%, respectivamente), com apenas
6,4% de recorréncia e 25% de metéastases. Cerca de metade das massas (52,5%)
j& tinha mais de dois meses de evolucdo quando os cdes foram encaminhados ao
atendimento veterinario. Com relagcdo ao tamanho, os tumores menores de 3cm
foram um pouco mais prevalentes (39,4%) que tumores os demais. Estes dados

estdo ilustrados na Figura 10.

TABELA 5 - Classificagdo das massas neoplésicas amostradas, com base na
sua localizacdo, comportamento biolégico, tempo de evolucdo e
tamanho ao diagnostico.

CLASSIFICACOES DAS MASSAS NEOPLASICAS TOTAL
LOCALIZACAO
GENITAIS EXTRAGENITAIS
n (%) 120 (63,8%) 68 (36,2%) 188
COMPORTAMENTO BIOLOGICO
PRIMARIOS METASTASES RECORRENTES
n (%) 121 (64,4%) 55 (25,2%) 12 (6,4%) 188
TEMPO DE EVOLUCAO*
RECENTES ESTABELECIDOS ANTIGOS
n (%) 31 (18,9%) 47 (28,6%) 86 (52,5%) 164
TAMANHO**
PEQUENOS MEDIOS GRANDES
n (%) 74 (39,4%) 59 (31,4%) 55 (29,2%) 188

* Recentes: até trés semanas de evolugdo; estabelecidos: entre trés e oito semanas; antigos:
mais de oito semanas
** Pequenos: até 3cm; médios: entre 3-5cm; grandes: >5cm
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FIGURA 10 - Classificacdo das massas neoplasicas amostradas de acordo com
localizacdo (G=genital; EG=extragenital), comportamento bioldgico
(P=primaria; M=metastatica; R=recorrente), tempo de evolucédo
(R=recente; E=estabelecida; A=antiga) e tamanho (P=pequena;
M=média; G=grande).

4.2 AVALIACAO CITOMORFOLOGICA

4.2.1 VERIFICACAO DO PADRAO CITOMORFOLOGICO
PREDOMINANTE

Das amostras colhidas das 188 massas tumorais, 158 foram
analisadas para determinacdo do padrao citomorfolégico e subsequente
inclusdo em um dos grupos experimentais, definidos como L, M ou P, descritos
anteriormente. As células linfocitdides costumavam ser menores que as
plasmocitéides. A infecgdo bacteriana (associada a infiltrado inflamatorio
neutrofilico) foi achado freqiiente, assim como a “contaminacdo” da amostra
citolégica com sangue, devido as caracteristicas proprias do TVT (muito friavel
e hemorragico). O padrdo plasmocitoide foi o mais freqiente, com 52,53% dos
casos, seguido pelo misto (29,11%) e, por ultimo, o linfocitoide (18,36%). A

Figura 11 ilustra amostras citoldgicas caracteristicas de cada grupo.
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A
— B
— C
FIGURA 11 —_Amostras citoloégicas de tumor venéreo transmissivel dos diferentes

tipos citomorfoldgicos: A. padréo linfocitéide (predominio de células
redondas, citoplasma escasso e alta relacdo nucleo:citoplasma); B.
padrdo plasmocitéide (predominio de células ovoides, citoplasma
amplo e nucleo excéntrico); C. padrdo misto (presenca dos dois tipos
morfolégicos sem predominio de nenhum). Giemsa, barra = 20um.
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As comparacdes da frequéncia dos tumores nos trés grupos
entre as diferentes categorias estdo apresentadas nas Tabelas 6 a 9. Estes
dados foram analisados por testes estatisticos baseados em y*, com a aplicagdo
do teste de Goodman para comparacdo de propor¢des multinominais. Foi
detectada diferenca significativa entre os grupos na comparacdo entre a
localizacd@o genital e extragenital (Tabela 6, Figura 12) e entre as categorias de
comportamento biolégico (Tabela 7). O grupo linfocitdéide apresentou uma
concentracdo de 82,76% dos tumores na localizagcdo genital, enquanto que no
grupo misto, este numero reduziu-se para 76,09% e mais ainda, para 62,65% no

grupo plasmocitdide.

TABELA 6 - Frequéncia das massas neoplasicas dos grupos linfocitoide, misto
e plasmocitdide, de acordo com a localizagéo.

LOCALIZACAO GENITAIS EXTRAGENITAIS TOTAL
GRUPO n % n % n %
LINFOCITOIDE ? 24 82,76 05 17,24 29 100
MisTo ® 35 76,10 11 23,90 46 100
PLASMOCITOIDE P 52 62,65 31 37,35 83 100
TOTAL 111 - 47 - 158 -

&P | etras diferentes representam diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Goodman
(p=0,05)
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O Genital O Extragenital

FIGURA 12 - Frequéncia de tumores de localizacdo genital e
extragenital de acordo com o grupo citomorfol6gico. As
distribuicBes dos grupos linfocitéide e plasmocitdide
diferiram estatisticamente entre si.

Também houve diferenca significativa entre os grupos em
relacdo ao comportamento bioldgico. Para fins de andlise estatistica, as massas
metastaticas e as recorrentes foram agrupadas como massas ndo-primarias,
como forma de aumentar a homogeneidade entre as categorias. O grupo
linfocitoide apresentou somente 10,3% de massas nao-primarias, freqiiéncia que
aumentou para 26,1% nos tumores do grupo citomorfoldgico misto e para 41%
nos tumores do grupo plasmocitéide. A Tabela 7 e a Figura 13 apresentam estes

dados em detalhes.
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TABELA 7 - Freqiéncia das massas neoplasicas dos grupos linfocitoide, misto
e plasmocitéide entre tumores primarios e nao-primarios
(metastaticos ou recorrentes).

COMPORTAMENTO PRIMARIOS NAO-PRIMARIOS TOTAL
BioLoGIcO
GRUPO n % n % n %
LINFOCITOIDE 262 89,7 03 10,3 29 100
MISTO 34% 73,9 12 26,1 46 100
PLASMOCITOIDE 49° 59,0 34 41,0 83 100
TOTAL 109 - 49 - 158 -

&b etras diferentes representam diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Goodman
(p=0,006)

LINFOCITOIDE

PLASMOCITOIDE

O Primario O Nao Primario
FIGURA 13 - Frequéncia das massas neoplasicas dos grupos linfocitoide,

misto e plasmocitdide entre tumores primarios e nao-primarios
(metastaticos ou recorrentes).

No critério tempo de evolucdo, ndo houve diferenca entre os
grupos (Tabela 8, Figura 14). Em todos eles, os tumores recentes (até trés
semanas de sinais clinicos evidentes) foram os menos freqlentes, seguidos

pelos estabelecidos (entre trés e oito semanas de evolucdo) e pelos antigos
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(mais de oito semanas), estes ultimos com mais da metade da freqiéncia total

nos trés grupos citomorfoldgicos.

TABELA 8 - Frequéncia das massas neoplasicas dos grupos linfocitéide, misto
e plasmocitéide, de acordo com o tempo de evolucéo clinica.

EvoLucAo RECENTES ESTABELECIDOS ANTIGOS TOTAL
GRUPOS n % n % n % n %
LINFOCITOIDE 03 13,05 08 34,78 12 52,17 23 100
MiISTO 07 17,07 10 24,39 24 58,54 41 100
PLASMOCITOIDE 14 19,44 20 27,78 38 52,78 72 100

ToTAL 24 - 38 - 74 - 136 -

p=0,883 pelo teste y°

Com relacdo ao tamanho da massa neoplasica no momento do
diagndstico, também néo foi verificada diferenca significativa entre os grupos
(Tabela 9). Embora tenha havido uma maior freqiiéncia de tumores entre 3 e 5
cm (médios) no grupo linfocitéide (39,3%), enquanto que nos outros dois grupos
o predominio foi das massas de tamanho pequeno (até 3cm), essa diferenca foi
pequena e nao significativa. A relacdo entre o tamanho dos tumores e o padréao

citomorfoldgico pode ser observada na Figura 14.
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TABELA 9 - Freqiéncia das massas neoplasicas dos grupos linfocitoide, misto
e plasmocitéide de acordo com o tamanho.

TAMANHO* PEQUENO MEDIO GRANDE TOTAL
GRUPOS n % n % n % n %
LINFOCITOIDE 10 34,48 12 41,38 07 24,14 29 100
MISTO 17 39,96 15 32,61 14 30,43 46 100
PLASMOCITOIDE 30 36,1 23 27,72 30 36,14 83 100

TOTAL 57 - 50 - 51 - 158 100

p=0,672 pelo teste x>
* Pequeno: até 3cm; médio: entre 3 e 5cm; grande: maior que 5cm.

A

¢/ |

LINFOCITOIDE LINFOCITOIDE

PLASMOCITOIDE

Recentes [ Estabelecidas OAntigas OPequenas OMédias O Grandes

FIGURA 14 - Frequéncia das massas neoplasicas dos grupos linfocitoide,
misto e plasmocit6ide de acordo com tempo de evolucao (A) e
com tamanho (B).

A analise do percentual de células linfocitoides e

plasmocitéides de acordo com a localizacdo do tumor e de acordo com seu
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comportamento biolégico revelou diferencas significativas - existe predominio
de células linfocitéides nas massas genitais quando comparadas as
extragenitais, e de células plasmocitdides nos tumores ndo primarios quando
comparadas aos primarios. Estas observacBes encontram-se na Tabela 10 e

Figura 15.

TABELA 10 - Frequéncia de células linfocitoides e plasmocitdides nas
amostras citolégicas de tumor venéreo transmissivel de acordo
com a localizacédo e comportamento bioldgico do tumor.

LOCALIZACAO
CELS. LINFOCITOIDES CELS. PLASMOCITOIDES
MEDIAN MEDIAN
A (%) P2 (%) P75 (%) p A (%) Pas (%)  P75(%) p
GENITAL 422 32,25 55,00 592 45,0 67,75
0,05 0,06
EXTRAGENITAL 38P 31,00 46,50 622 53,5 69,00
COMPORTAMENTO BIOLOGICO
CELS. LINFOCITOIDES CELS. PLASMOCITOIDES
MEDIAN MEDIAN
A (%) P (%) P75 (%) p A (%) P2 (%) P75 (%) p
PRIMARIO 422 33,75 57,25 582 42,75 66,25
0,005 0,006
NAO PRIMARIO 37° 30,75 42,25 63° 57,75 69,25

&P | etras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Mann-Whitney
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FIG
URA 15 - Frequéncia de células neoplasicas de tumor

venéreo transmissivel dos padrdes linfocitoide e plasmocitoide,
de acordo com a localizagdo (A) e o comportamento biolégico

(B).

As diferencas entre o percentual de células dos dois tipos
citomorfélogicos ficaram ainda mais evidentes quando a analise foi limitada as
massas primarias e se compararam aquelas em que o0s pacientes tinham
metéstase com as que ndo tinham. Nesta comparacdo, a diferenca entre o
percentual de células linfocitéides foi altamente significativo (p=0,01), com

medianas de 46,5%, nos casos sem metastase e 40% nos casos com metastase. O
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percentual de células plasmocitoides foi, igualmente, altamente significativo
(p=0,008), com medianas de 53,5 e 61%, nos casos sem e com metastases,

respectivamente. Estas comparacdes estdo demonstradas na Figura 16.

Mediana; caixa: 25%, 75%; linha: min., max.
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Sem metastases Com metastases A Céls. Plasmocitoic

Potencial metastatico

FIGURA 16 - Frequéncia de células dos padrbées linfocitéide e plasmocitéide
em casos primarios de tumor venéreo transmissivel com
metastases e sem metastases.

4.2.2 DETERMINACAO DOS CRITERIOS DE MALIGNIDADE

Os critérios de malignidade foram determinados nas laminas
coradas pelo Giemsa e pela analise das laminas coradas pelo Shorr, para
observacdo mais detalhada das caracteristicas nucleares e nucleolares. A
andlise estatistica destes critérios foi feita pela comparacdo entre 0s grupos
citomorfolégicos (linfocitéide, misto e plasmocitoide) usando testes de
freqiiéncia (x> e Goodman) ou teste ndo paramétrico de Kruskall Wallis, seguido

pela aplicacdo do teste de comparacfes multiplas de Dunn, quando p<0,05, de
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acordo com o perfil de cada observacdo. Adicionalmente os dados foram
reagrupados pelos critérios de comportamento bioldgico (massas primarias
versus massas ndo primarias), localizacdo (genitais versus extragenitais),
tamanho (pequenas vs médias vs grandes) e tempo de evolugédo (recentes vs
estabelecidas vs antigas) e analisados pelos testes ja citados ou por Mann-
Whitney. Estes dados estdo no Anexo | e sé serdo apresentados no corpo do

texto quando justificado pela presenca de diferencas significativas.

4.2.2.1 Critérios Gerais de Malignidade
Conforme descrito anteriormente, as caracteristicas gerais de

malignidade avaliadas foram padrdo de cromatina predominante, anisocitose,

anisocariose, macrocariose, basofilia ou eosinofilia citoplasmatica e vacuolos

citoplasmaticos e seu padrdo de distribuicdo nas células. Foi também avaliado o

namero de nucléolos apresentado pela maioria das células e a presenca ou nao

de corpusculos linfoglandulares e de arranjo polar, no qual os pélos opostos do

nacleo celular apresentavam uma area concentrada de paracromatina.

A. CROMATINA: para avaliagdo da cromatina nuclear foram
estabelecidos quatro padrfes distintos, em graus progressivos de granulacédo:

densa, granular, grosseira e frouxa (Figura 17).
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FIGURA 17 - Padrbes de cromatina encontrados no exame citoldgico de
amostras de tumor venéreo transmissivel: A: densa; B: granular;
C: grosseira; D: frouxa. Giemsa, barra: 10um.

No geral das amostras, houve uma distribuicdo bastante
regular dos quatro padrfes de cromatina. Quando analisada a frequéncia dos
padrées pelos grupos citomorfol6gicos, ndo foi evidenciada nenhuma diferenca

significativa entre os grupos (Tabela 11).
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TABELA 11 - Frequéncia dos diferentes padrbes de cromatina nuclear nos
grupos linfocitéide, misto e plasmocitoide.

GRUPOS | INFOCITOIDE MISTO PLASMOCITOIDE TOTAL
PADROES n % n % n % n %
DENSA 07 24,1 10 21,7 19 22,9 36 22,8
GRANULAR 05 17,3 11 23,9 25 30,1 41 25,9
GROSSEIRA 10 34,5 07 15,2 23 27,7 40 25,4
FROUXA 07 24,1 18 39,2 16 19,3 41 25,9

ToTAL 29 100 46 100 83 100 158 100

p=0,49 pelo teste x>

A analise dos dados recombinados e agrupados de acordo com
comportamento biolégico, tamanho, evolucdo e localizagdo também néo
acrescentou nenhuma informacdo com relacdo aos padrdes de cromatina, com
excecdo, talvez, da frequéncia baixa (8,3%) da cromatina frouxa nas massas
recentes, comparada a freqiéncia crescente deste padrdo nas massas
estabelecidas (23,7%) e antigas (33,8%), porém ndo estatisticamente

importante.

B. ANISOCITOSE: este  critério  foi avaliado  semi-
gquantitativamente em ausente, discreta, moderada e intensa. As menores
frequéncias foram observadas nas classificacbes extremas, e a mais freqiiente
foi a anisocitose discreta. Independentemente do grupo citomorfolégico
(Tabela 12), ou de localizacdo, comportamento biol6gico, tamanho e tempo de

evolucdo, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.



Resultados ‘78

TABELA 12 - Graduagado da anisocitose verificada nas amostras citoldgicas de
tumor venéreo transmissivel nos trés grupos citomorfolégicos.

GRUPOS | INFOCITOIDE MISTO PLASMOCITOIDE TOTAL
GRAUS n % n % n % n %
AUSENTE 05 17,2 01 2,2 - - 06 3,8
DISCRETA 13 44,8 27 58,7 40 48,2 80 50,6
MODERADA 09 31,1 14 30,4 38 45,8 61 38,6
INTENSA 02 6,9 04 8,7 05 6,0 11 7,0

TOTAL 29 100 46 100 83 100 158 100

p=0,883 pelo teste y°

C. ANISOCARIOSE: este critério também foi avaliado semi-

quantitativamente em ausente, discreta, moderada e intensa. A anisocariose
esteve sempre presente, em algum grau, em todas as amostras analisadas. Mais
da metade das observactes foi de anisocariose discreta, com apenas 7,6% de
anisocariose intensa (Tabela 13). A frequéncia de cada uma delas foi bastante

semelhante entre os trés grupos citomorfologicos.

TABELA 13 - Graduagdo da anisocariose verificada nas amostras citologicas
de tumor venéreo transmissivel nos trés  grupos
citomorfolégicos.

GRUPOS | INFOCITOIDE MISTO PLASMOCITOIDE TOTAL
GRAUS n % n % n % n %
DISCRETA 17 58,6 27 58,7 37 44,6 81 51,3
MODERADA 10 34,5 16 34,8 39 47,0 65 41,1
INTENSA 02 6,9 03 6,5 07 8,4 12 7,6

TOTAL 29 100 46 100 83 100 158 100

p=0,78 pelo teste x>
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Na comparacéo entre as categorias de tempo de evolucéo foi
observada uma diferenca significativa (p=0,01) na frequéncia de anisocariose

entre as massas estabelecidas e as recentes ou antigas (Tabela 14).

TABELA 14 - Frequéncia da anisocariose verificada nas amostras citoldgicas
de tumor venéreo transmissivel nos grupos de acordo com o
tempo de evolucéao clinica.

GRUPOS RECENTE ESTABELECIDO ANTIGO TOTAL
GRAUS n % n % n % n %
DISCRETA 08 33,3 27 71,1 36 45,0 71 52,2
MODERADA 15 62,5 10 26,3 30 37,5 55 40,4
INTENSA 01 4,2 01 2,6 08 12,5 10 7,4

TOTAL 24 100 38 100 80 100 136 100

Diferenca significativa entre os grupos de tempo de evolucdo, de acordo com estatistica y°
(p=0,01)

D. MACROCARIOSE: apesar deste critério também ter sido

avaliado semi-quantitativamente em ausente, discreta, moderada e intensa,
para fins de analise estatistica as duas primeiras categorias foram agrupadas,
sendo considerada clinicamente importante a presenca de macrocariose
moderada e intensa. A macrocariose esteve presente em 34 das 158 amostras
analisadas (21,5%), com uma freqiéncia um pouco maior no grupo
plasmocitéide, ainda que ndo tenha sido estatisticamente significativa (Tabela
15). A ocorréncia de macrocariose foi mais freqiiente nos tumores antigos, nas
massas extragenitais e nas nao primarias, nestas com p=0,09, préximo ao nivel

de significancia (p<0,05).
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TABELA 15 - Ocorréncia de macrocariose nas amostras citolégicas de tumor
venéreo transmissivel nos trés grupos experimentais

GRUPOS | |INFOCITOIDE MISTO PLASMOCITOIDE TOTAL
OBSERVACAO n % n % n % n %
AUSENTE* 24 82,75 38 82,60 62 74,70 124 78,48
PRESENTE** 5 17,24 8 17,39 21 25,30 34 21,52

TOTAL 29 100 46 100 83 100 158 100

p=0,477 pelo teste x>
* Ausente ou discreta
** Moderada ou intensa

E. BASOFILIA E EOSINOFILIA CITOPLASMATICAS: ambos critérios

foram avaliados semi-quantitativamente em ausente, discreta, moderada e
intensa, mas a fim de uniformizar as categorias para a andlise estatistica, as
duas primeiras foram agrupadas e consideradas como auséncia e as demais,

como presenca da alteracao.

A basofilia ocorreu em 48 e a eosinofilia (Tabela 16) em 28
amostras (30,3% e 17,7%, respectivamente) sem diferencas importantes entre

0S grupos.
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TABELA 16 - Frequéncia de basofilia e eosinofilia citoplasmaticas nas
amostras citoldgicas de tumor venéreo transmissivel nos trés
grupos experimentais.

BASOFILIA CITOPLASMATICAS

GRUPOS | |NFOCITOIDE MISTO PLASMOCITOIDE TOTAL
OBSERVAGAO n % n % n % n %
AUSENTE* 20 68,97 31 67,39 59 71,08 110 69,62
PRESENTE** 9 31,03 15 32,61 24 28,92 48 30,38

TOTAL 29 100 46 100 83 100 158 100

EOSINOFILIA CITOPLASMATICA#

AUSENTE 23 79,31 36 78,26 71 85,54 130 82,28
PRESENTE 6 20,69 10 21,74 12 14,46 28 17,72
TOTAL 29 100 46 100 83 100 158 100

§ p=0,524 pelo teste 3?; “p=0,906 pelo teste >
* Ausente ou discreta
** Moderada ou intensa

F. VAcCUoLOS CITOPLASMATICOS: foram avaliados pela distribuicéo

(regular ou irregular) e o percentual de células vacuolizadas. O percentual de
células vacuolizadas foi avaliado pelo teste de Anova em ranks, para dados ndo
paramétricos, que ndo indicou diferencas significativas entre os grupos (Tabela
17). Somente dois tumores ndo apresentavam vacuolos citoplasmaticos, mas
cerca de 25% dos casos apresentavam menos de metade das células

vacuolizadas.

TABELA 17 - Percentual de vacuolizagdo em amostras de tumor venéreo
transmissivel nos trés grupos citomorfoldgicos.

MEDIANA (%)  Pas (%)  Pzs(%)  MIiN. (%)  MAX. (%)

GERAL (158 casos) 85,0 50 100 0,0 100
LINFOCITOIDE 80,0 60 100 0,0 100
MiISTO 82,5 40 100 30 100
PLASMOCITOIDE 90,0 60 100 0,0 100

p=0,683 pelo teste de Kruskal-Wallis
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A comparacdo do percentual de células vacuolizadas entre as

massas segundo seu comportamento bioldgico (tumores primarios versus

tumores metastaticos ou recorrentes) apontou diferenca significativa (p=0,017),

sendo que os tumores nao-primarios apresentaram um valor mediano superior

ao dos tumores primarios (Tabela 18).

TABELA 18 - Percentual de células vacuolizadas em amostras de tumor
venéreo transmissivel primario e ndo-primario (metastaticos e
recorrentes).

MEDIANA (%) P25 (%) P75 (%) MIN. (%)  MAX. (%)

PRIMARIOS 80?2 50 95 0,0 100

NAO-PRIMARIOS 90° 70 100 10,0 100

&Y |etras diferentes representam diferenca significativa (p=0,017) pelo teste de Mann-Whitney

Com relacdo a distribuicdo nas células, classificada como

regular e irregular, aplicou-se teste de y°. Ainda que os dois padrdes de

distribuicdo tenham sido mais equilibrados no grupo linfocitéide, enquanto nos

outros dois houve predominio do arranjo irregular, como apresentado na Tabela

19, ndo foi verificada diferenca estatistica na comparacado entre 0s grupos.
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TABELA 19 - Percentual de células com vacuolos citoplasmaticos, de acordo
com o padréo de distribuicdo em amostras citoldgicas de tumor
venéreo transmissivel nos trés grupos citomorfoldgicos.

GRUPOS | |INFOCITOIDE MISTO PLASMOCITOIDE TOTAL
OBSERVACAO n % n % n % n %
REGULAR 15 51,72 17 36,96 32 38,55 64 40,50
IRREGULAR 14 48,28 29 63,04 51 61,45 94 59,50

ToTAL 29 100 46 100 83 100 158 100

p=0,402 pelo teste de y°

G. NUMERO DE NUCLEOLOS: para a analise desta variavel, os

dados foram agrupados em duas categorias: tumores com um nucléolo e
tumores com mais de um nucléolo. Neste estudo, foram verificados até cinco
nucléolos por célula em algumas amostras. Como pode ser observado na Tabela
20, somente 29 (18,3%) das amostras apresentaram células com mais de um
nucléolo, sem que tenha sido evidenciada diferenca estatistica na distribuicdo

deste achado entre os grupos citomorfoldgicos.

TABELA 20 - Numero de nucléolos por célula verificado nas amostras
citolégicas de tumor venéreo transmissivel nos trés grupos
experimentais.

GRUPOS | |INFOCITOIDE MISTO PLASMOCITOIDE TOTAL
OBSERVACAO n % n % n % n %
UM 5 86,21 36 78,26 68 81,93 129 81,65
MAIS DE UM 4 13,79 10 21,74 15 18,07 29 18,35

ToTAL 29 100 46 100 83 100 158 100

p=0,684 pelo teste de y°

O cruzamento entre os diferentes tempos de evolugdo mostrou
que tumores antigos apresentam maior freqiiéncia de células com mais de um
nucléolo do que os tumores recentes, uma diferenca significativa pelo teste de

Goodman (p<0,05). Estes dados estdo na Tabela 21 e Figura 18.
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TABELA 21 - Numero de nucléolos por célula verificado nas amostras
citoloégicas de tumor venéreo transmissivel de diferentes
tempos de evolucao.

GRUPOS RECENTES ESTABELECIDOS ANTIGOS TOTAL
OBSERVACAO n % n % n % n %
UM 23 95,83 34 89,47 56 75,68 113 83,09
MAIS DE UM 01* 4,17 04* 10,53 18° 24,32 23 16,91

TOTAL 24 100 38 100 74 100 136 100

&P Diferenca significativa entre os grupos (p<0,05) pelo teste de Goodman para contrastes entre
proporgées multinomiais

1. Um nucleédlo
2. Mais de um nucleélo

2
2
@ @
1
Tempo de evolugéo Tempo de evolugéo

Antigos Estabelecidos
2

1
Tempo de evolugdo
Recentes

Numero de nucléolos

FIGURA 18 - Numero de nucléolos por célula verificado nas amostras
citolégicas de tumor venéreo transmissivel de diferentes
tempos de evolugéo.

H. CORPUSCULOS LINFOGLANDULARES: a presenca de corpusculos

linfoglandulares foi um achado consistente, verificado em 127 (80%) dos casos
estudados (Tabela 22); eram muitas vezes pequenos e escassos, p odendo
passar despercebidos. Em outros casos, eram estruturas grandes, pouco

menores que as células de tumor venéreo transmissivel, assemelhando-se a



Resultados ‘85

“bolhas” de citoplasma dispersas por entre as células neoplasicas. A andlise da
frequéncia destas estruturas ndo evidenciou diferencas entre o0s grupos

citomorfoldgicos, localizagdo ou comportamento biolégico.

TABELA 22 - Ocorréncia de corpusculos linfoglandulares verificada nas
amostras citologicas de tumor venéreo transmissivel nos trés
grupos citomorfoldgicos.

GRUPOS | |NFOCITOIDE MISTO PLASMOCITOIDE TOTAL
OBSERVACAO n % n % n % n %
AUSENTE 8 27,59 7 15,22 16 19,28 31 19,62
PRESENTE 21 72,41 39 84,78 67 80,72 127 80,38

TOTAL 29 100 46 100 83 100 158 100.

p=0,30 pelo teste de y°

I. ARRANJO POLAR: esta caracteristica foi observada em 46

(29,1%) das amostras de células neoplésicas. Apesar de ndo ter havido
diferencas significativas entre os grupos (p=0,09), sua frequéncia no grupo
plasmocitéide (34,9%) foi superior aquela observada no grupo linfocitéide
(13,7%), como pode ser notado na Tabela 23. O mesmo também foi observado
na comparagcao entre massas primarias e nao primarias (Tabela 24), quando a
frequéncia deste arranjo nas massas ndo primarias foi acima da esperada pelo

teste de y?, ainda que sem diferenca significativa (p=0,10).
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TABELA 23 - Frequéncia de observacdo de arranjo polar da paracromatina
verificada nas amostras citoldégicas de tumor venéreo
transmissivel nos trés grupos citomorfoldgicos.

GRUPOS | |INFOCITOIDE MISTO PLASMOCITOIDE TOTAL
OBSERVACAO n % n % n % n %
AUSENTE 25 86,21 33 71,73 54 65,06 112 70,89
PRESENTE 4 13,79 13 28,27 29 34,94 46 29,11

ToTAL 29 100 46 100 83 100 158 100

p=0,096 pelo teste de y°

TABELA 24 - Frequéncia de observacdo de arranjo polar de cromatina
verificada nas amostras citolégicas de tumor venéreo
transmissivel primarios e ndo primarios.

GRUPOS PRIMARIO NAO PRIMARIO ToTAL
OBSERVACAO n % n % n %

AUSENTE 82 75,23 30 61,22 112 70,88
PRESENTE 27 24,77 19 38,78 46 29,12
TOTAL 109 100 49 100 158 100

p=0,10 pelo teste de x>

A Figura 19 ilustra algumas das caracteristicas gerais de
malignidade avaliadas durante o experimento, em amostras citoldgicas de

tumor venéreo transmissivel.
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FIGURA 19 -

Caracteristicas gerais de malignidade avaliadas em amostras citolégicas de tumor
venéreo transmissivel coradas com Giemsa: A: anisocitose, anisocariose e
macrocariose; observar nucléolos evidentes e vacuolos citoplasmaticos uniformes e
distribuidos ao longo da membrana celular; B: anisocitose e anisocariose marcadas;
notar a basofilia citoplasmatica; C: anisocitose e eosinofilia citoplasmatica. A seta
mostra ocorréncia de canibalismo; D: vacuUolos citoplasmaticos abundantes e de
tamanho e distribuicdo irregulares (%: figura de mitose); E: células de TVT coradas
pelo método de Shorr, evidenciando cromatina granular e um ou dois nucléolos por
célula; F: arranjo polar em célula de TVT corada com Giemsa; observar distribuicdo
da paracromatina em polos opostos do nucleo. As cabecgas de seta em a, b e ¢
identificam corpusculos linfoglandulares (barra: 20pum).
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4.2.2.2 Critérios de Malignidade Citoplasmaticos

Todas as observacBes foram quantificadas em termos de
namero de células apresentando a caracteristica na populacdo contada, para a
expressdo de numero relativo (%). Das caracteristicas citoplasmaticas de
malignidade pesquisadas, a de menor ocorréncia foram células em anel de
sinete, presentes somente em duas amostras, seguida pela ocorréncia de
canibalismo e fagocitose (trés e oito casos, respectivamente), apresentadas na
Figura 20. Em um dos casos foi observada a presenca de formas amastigotas de
Leishmania parasitando as células neoplasicas, em uma metastase de linfonodo.
Como tiveram uma freqiiéncia muito baixa, estes critérios ndo puderam ser
submetidos a analise estatistica. A andlise descritiva dos critérios

citoplasmaticos esta na Tabela 25.

TABELA 25 - Mediana e percentis (P,s:P75) do percentual de células com
critérios citoplasméticos de malignidade em amostras de tumor
venéreo transmissivel.

CRITERIO % ME(%NA z/if IZ’/S; h?t:/o’; M(é;o))(
E{g;&iﬁéﬁcas 140 88,6 19,5 7 33 0 86
Efgﬁfgf‘amngncti‘zodpﬁasm_ 119 75,3 20,0 0 40 0 100
Células em girino 101 63,9 1,0 0 4 0 28
Células nuas 57 36,1 0,0 0 2 0 63
Células em fuso 20 12,7 0,0 0 0 0 2
Fagocitose 8 5,1 0,0 0 0 0 1
Canibalismo 3 1,9 0,0 0 0 0 2
Anel de sinete 2 1,2 0,0 0 0 0 2
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A B
C
FIGURA 20 - Apresentacdo do padrdo "célula-em-célula” no tumor venéreo

transmissivel: A: célula neoplasica fagocitando neutroéfilo; B:
canibalismo (fagocitose do mesmo tipo celular). Observar halo
fagocitario que da o aspecto de "olho de ave"; C: formas
amastigotas de Leishmania parasitando uma célula neoplasica.
Giemsa, barra: 10um.

A. CELULAS EM FUSO: também chamadas de células em fibra,

esta caracteristica esteve presente em 20 amostras das 158 analisadas (12,7%).
Nado foram observadas diferencas significativas em nenhum dos cruzamentos
entre grupos citomorfoldgicos, tamanho, evolucdo, comportamento biol6gico

ou localizagéo.

B. CELULAS GIRINO: esta foi uma das caracteristicas

citoplasméticas de malignidade observadas com maior freqiiéncia, presente em
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101 amostras (63,9%). Quando presente, oscilou entre 1 e 28%. A comparacao

entre os grupos citomorfoldgicos, apresentada na Tabela 26, mostra que houve

diferenca significativa (p<0,01) entre os grupos linfocitoide e plasmocitéide,

com uma maior mediana de ocorréncia no primeiro (Figura 21, 22).

TABELA 26 - Mediana e percentis (P»s:P75) do percentual de células girino em
amostras de tumor venéreo transmissivel nos grupos
citomorfolégicos.

GRUPO MEDIANA (%) P2s (%) Pzs (%) MiN. (%)  MAX. (%)
LINFOCITOIDE 3? 1 8,25 0 17
MISTO 1% 0 4,25 0 28
PLASMOCITOIDE 1° 0 3,00 0 10

&P letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,001) pelo teste de Kruskal-Wallis.

v

B

FIGURA 21 - Critérios de malignidade citoplasmaticos em amostras

citolégicas de tumor venéreo transmissivel coradas por
Giemsa: A e B: as cabecas de seta indicam célula girino (ou
célula em raquete); C: célula em fibra (seta) . Barra: 10um.
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FIGURA 22 - Mediana e percentis (P,s:P7s) do percentual de células girino em

amostras de tumor venéreo transmissivel nos grupos
citomorfoldgicos.

C. CELULAS NUAS: presente em 36,1% dos casos, este achado

teve uma variabilidade muito grande no numero de ocorréncias por amostra:
apesar do valor maximo ter sido 63%, a média foi 3,8% e a mediana, 0%. N&o
foram notadas diferencas significativas entre os grupos pela comparagdo de
freqiiéncias (presente ou ausente) pelo teste de y* nem pelos testes de

Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney.

D. PROJECOES CITOPLASMATICAS: sua presenca confere um

aspecto amebodide as células de TVT (Figura 23). Foi um dos achados mais
freqlientes no tumor venéreo transmissivel, estando ausente em apenas 18
amostras (11,4%). Além disso, o percentual de células com projecoes

citoplasméticas era alto, chegando a 86% (mediana 19,5%; média 21,9%). N&o
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foram percebidas diferencas significativas na ocorréncia de projecoes

citoplasméticas nas comparacfes entre quaisquer grupos.

A B
C D
FIGURA 23 - Projecdes citoplasmaticas verificadas em  amostras

citologicas de tumor venéreo transmissivel coradas pelo
Giemsa (barra: 20um).

E. ESPESSAMENTO DE MEMBRANA CITOPLASMATICA: este critério

morfologico (Figura 24) esteve presente em 119 amostras (75,3%) e foi o de
segunda maior freqiiéncia entre as caracteristicas citoplasmaticas. Apesar de
ndo ter havido diferengas significativas, nas comparacdes entre massas

primarias e ndo primdrias e entre massas genitais e extragenitais, a diferenca
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entre os grupos foi evidente (p=0,08), como pode ser verificado na Tabela 27 e

Figura 25.

FIGURA 24 - Espessamento de membrana citoplasmatica em células de
tumor venéreo transmissivel coradas com Giemsa (cabecas de
seta). A seta mostra uma figura de mitose e a seta pontilhada
destaca um plasmécito infiltrado no tumor (barra: 20um).

TABELA 27 - Mediana e percentis (P,s:P;s) do percentual de células com
espessamento de membrana citoplasméatica em amostras de
tumor venéreo transmissivel, de acordo com comportamento
biolégico e localizacao.

COMPORTAMENTO BIOLOGICO

n MEDIANA (%)  Pas (%) P75 (%)  MIN. (%) MAX. (%)

PRIMARIA 109 23 3 44,25 0 80

NAO-PRIMARIA 49 12 0 33,25 0 100
LOCALIZACAO

GENITAL 111 23 3 43,5 0 80

EXTRAGENITAL 47 12 0 33,0 0 100

p=0,08 pelo teste de Mann-Whitney
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FIGURA 25 - Mediana e percentis (P,s5:P75) do percentual de células com
espessamento de membrana citoplasmatica em amostras de

tumor venéreo transmissivel, de acordo com comportamento
bioldgico (a) e localizagao (b).

4.2.2.3 Critérios de Malignidade Nucleares

Todas as observacBes foram quantificadas em termos de
namero de células apresentando a caracteristica na populagdo contada, para a
expressdo de numero relativo (%). Dos critérios nucleares de malignidade

estudados, a presenca de FISSURAS NUCLEARES € MULTINUCLEACAO foram o0s menos

freqiientes (14 e 15 casos - 8,7 e 9,4%, respectivamente); a presenca de



Resultados ‘95

LOBULACOES NUCLEARES, NUCLEOS RINIFORMES, BINUCLEACAO € MICRONUCLEACAO também

ocorreu em frequéncia baixa, em cerca de um terco das amostras. A analise
descritiva destes critérios encontra-se na Tabela 28 e exemplos dos achados
estdo na Figura 26. Estas variaveis foram analisadas por estatistica de
considerando a presenca da alteracdo sem avaliar a intensidade da ocorréncia,
ou seja, sem levar em consideracdo o numero de células com a caracteristica
em cada caso. A andlise da freqiéncia de nucleos riniformes, lobulacédo
nuclear, multinucleacdo e micronucleacdo nado revelou diferencas entre 0s
grupos. Ja para a presenca de binucleacdo (Figura 27), o teste de y? mostrou
uma proporcao de células binucleadas nas massas neoplasicas grandes (maiores
de 5cm) acima da esperada pelo teste de y? (p=0,05). Este achado esta

detalhado na Tabela 29 e Figura 28.

TABELA 28 - Mediana e percentis (P,s:P;s) do percentual de células com
critérios nucleares de malignidade em amostras de tumor
venéreo transmissivel.

, POSITIVOS i A
e B
Brotamentos 151 95,6 05 3,00 10,0 0 43
Halo perinuclear 137 86,7 80 16,25  100,0 0 100
Hipercromia 133 84,2 07 2,25 3,0 0 43
Pseudoinclusdes 108 68,4 03 0,00 5,75 0 40
Espess. membr. nucl 107 67,7 20 0,25 40,0 0 100
Mitoses anormais 103 65,2 01 0,00 2,0 0 08
Mitoses normais 85 53,8 01 0,00 2,0 0 06
Ndcleos riniformes 73 46,2 00 0,00 1,0 0 16
Binucleacéo 67 42,4 00 0,00 1,0 0 12
Lobulagdes nucleares 58 36,7 00 0,00 1,0 0 21
Micronucleacéo 36 22,8 00 0,00 0,0 0 07
Multinucleacéo 15 9,4 00 0,00 0,0 0 04
Fissuras nucleares 14 8,9 00 0,00 0,0 0 03
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FIGURA 26 - Critérios de malignidade nucleares observados no tumor venéreo
transmissivel: A: multinucleagdo; as setas apontam micronucleos
entre os nucleos de diversos tamanhos; B: uma grande lobulagéo
nuclear confere aspecto indentado ao nucleo; C: célula binucleada
apresentando um ndcleo acessério bem menor que o ndcleo
principal (micronucleac&o); D: espessamento de membrana nuclear
(setas); E: brotamentos nucleares de varios tamanhos evidentes em
amostra corada por Shorr; F: hipercromia, representada pela maior
afinidade tintorial; esta célula apresenta também espessamento de
membrana nuclear (seta); G: halo perinuclear (cabeca de seta) e
pseudoinclusdo nuclear (seta); H: nucleo riniforme, associado a
fissura nuclear, nesta célula. Coloracdo (exceto em E) Giemsa;
barra: 10um.
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FIGURA 27 - Células binucleadas de tumor venéreo transmissivel
observadas em amostras citologicas coradas pelo Giemsa
(barra 10um).

TABELA 29 - Freqiéncia de binucleacdo verificada nas amostras citologicas
de tumor venéreo transmissivel de acordo com o tamanho.

GRUPOS PEQUENOS MEDIOS GRANDES
OBSERVAGAO n % n % n %
AUSENTE 39 68,4 21 42,0 23 45,1
PRESENTE 18 31,6 29 58,0 28 54,9

TOTAL 57 100 50 100 51 100

p=0,05 pelo teste de x>
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FIGURA 28 - Frequéncia de binucleacdo verificada nas amostras citologicas
de tumor venéreo transmissivel de acordo com o tamanho.

A HIPERCROMASIA, também chamada de hipercromia, foi uma das
observagbes nucleares mais freqientes, presente em 84% das amostras, em

graus variaveis. O ESPESSAMENTO DE MEMBRANA NUCLEAR € as PSEUDOINCLUSOES

NUCLEARES estiveram presentes em 67,7 e 68,4%, respectivamente, das amostras
analisadas, o u0ltimo em freqiéncia baixa por caso. Quanto as mitoses, nos
casos de tumores venéreos transmissiveis estudados, foi mais freqglente o

aparecimento de MITOSES ANORMAIS do que NORMAIS (Figura 29), tanto em

freqiéncia quanto em nudmeros absolutos por caso, embora os valores de
mediana néo reflitam esse resultado, devido a grande variabilidade. Ja 0 HALO
PERINUCLEAR teve um indice de ocorréncia de 87,3%, mas, assim como os demais,
sem diferencas significativas quando analisados o0s grupos pelos testes de
comparacdo para dados ndo paramétricos (Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney,

p<0,05). O resumo estatistico destas variaveis esta detalhado na Tabela 29,



Resultados ‘99

considerando o total de 158 amostras citolégicas. Os BROTAMENTOS NUCLEARES

estiveram presentes em mais de 95% dos casos, com diferencas significativas

entre os grupos citomorfologicos (Tabela 30, Figura 30).

FIGURA 29 - Figuras de mitose, normais e anormais, observadas em
amostras citolégicas de tumor venéreo transmissivel. As
cabecas de seta apontam chromatin lag. Giemsa, barra: 10um.
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TABELA 30 - Mediana e percentis (Pxs:P7s) do percentual de células
apresentando brotamentos nucleares em amostras de tumor
venéreo transmissivel nos grupos citomorfoldgicos.

MEDIANA (%) P2s (%) Pzs (%) MiN. (%)  MAX. (%)

LINFOCITOIDE 3? 1 7,75 0 17
MISTO 6P 3 11,00 0 28
PLASMOCITOIDE 6P 3 10,75 0 10

& b letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de comparagdes
multiplas de Dunn.
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FIGURA 30 - Mediana e percentis (Ps;:P7s) do percentual de células

apresentando brotamentos nucleares em amostras de tumor
venéreo transmissivel nos grupos citomorfolégicos.

4.2.2.4 Critérios de Malignidade Nucleolares
Os critérios nucleolares de malignidade nao foram observados
em numero significativo nas amostras estudadas; halos perinucleolares foram

evidenciados em quatro casos. Nao foram detectados nucléolos angulares ou
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anisonucleolose, apesar de terem sido observados nucléolos alongados em trés

Casos.

4.2.3 AVALIACAO DO INFILTRADO INFLAMATORIO

Para a andlise do infiltrado inflamatdrio foram selecionadas
exclusivamente as amostras citolégicas sem contaminagdo com sangue ou
tecido linféide (aspirados de linfonodos). Também foram excluidas amostras
com processo inflamatorio bacteriano, por ndo refletirem a presenca das
células por acdo da neoplasia. Desta forma, foram analisadas 117 amostras,
avaliando o efeito dos grupos citomorfologicos, de comportamento biol6gico
(primérias versus ndo primarias), localizacdo (genitais versus nao genitais),
tempo de evolugdo (recentes, estabelecidas e recentes) e tamanho (pequenas,
médias e grandes), através dos testes de comparacdo para dados nao
paramétricos (Kruskal-Wallis e Dunn ou Mann-Whitney).

A andlise dos efeitos de tamanho e tempo de evolucdo nao
mostrou qualquer relagdo significativa com a presenca de células inflamatorias
ou mononucleares no tecido tumoral, observaveis pela analise citopatologica.
Ja no cruzamento entre os grupos citomorfoldgicos, foi evidenciada diferenca
no infiltrado de mondcitos, o qual apresentou-se significativamente mais
elevado nos tumores linfocitoides do que nos plasmocitdides (Tabela 31, Figura

31).
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TABELA 31 - Mediana e percentis (Px:P7s) do percentual de mondcitos
infiltrados em amostras de tumor venéreo transmissivel nos trés
grupos citomorfoldgicos.

MEDIANA (%) P25 (%) P75 (%) MiN. (%)  MAX. (%)

LINFOCITOIDE 12 1 3 0 10

MISTO 18 0 2 0 7

PLASMOCITOIDE o° 0 1 0 8

& P letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de comparacdes

multiplas de Dunn

12
10 _
8
€ 6
0
i)
S
\8 4
o
=
2
o [ Max.
0 o Min.
] 75%
2 25%
Linfocitéide Misto Plasmocitoide 0 Mediana
Grupo Citomorfologico
FIGURA 31 - Mediana e percentis (P,;s:P7s) do percentual de mondcitos

infiltrados em amostras de tumor venéreo transmissivel nos trés
grupos citomorfoldgicos.

Na comparacdo entre massas genitais e extragenitais foi

observada diferenca significativa no infiltrado de células polimorfonucleares e

mononucleares,

sempre superior nos tumores genitais. Estas andlises,
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realizadas pelo teste de comparacdo de ranks de Mann-Whitney estédo na Tabela

32 e sua representacdo grafica na Figura 32.

TABELA 32 - Mediana, percentis (Px:P;5) e probabilidade dos diferentes
infiltrados celulares observados em amostras de tumor venéreo
transmissivel de localizac&o genital e extragenital.

INFILTRADO LINFOCITOS

LOCALIZACAO MEDIANA %) P25 (%) P7s5(%)  MiN. (%) MAX. (%) p*

GENITAL 7,0 3 17,0 0 73

EXTRAGENITAL 3,5 2 9,5 0 40 0.04
INFILTRADO PLASMOCITOS

GENITAL 2 0 5,0 0 20

EXTRAGENITAL 1 0 2,5 0 8 0.04
INFILTRADO NEUTROFILOS

GENITAL 11,0 5 25,25 0 91

EXTRAGENITAL 4,5 2 8,00 0 50 0.00L
INFILTRADO EOSINOFILOS

GENITAL 1 0 3,25 0 33

EXTRAGENITAL 0 0 1,00 0 19 0.05
INFILTRADO MONOCITOS

GENITAL 1 0 2,0 0 10

EXTRAGENITAL 0 0 1,0 0 4 0.007
INFILTRADO MACROFAGOS

GENITAL 1 0 2,0 0 10

EXTRAGENITAL 0 0 1,0 0 6 0.02

* diferencas significativas pelo teste de Mann-Whitney
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Mediana; caixa: 25%, 75%; linha: min., max.
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FIGURA 32 - Mediana e percentis (P»s:P5s) dos diferentes infiltrados celulares

observados em amostras de tumor venéreo transmissivel de
localizac@o genital e extragenital.

A andlise do fator comportamento bioldgico (comparacédo
entre massas primarias e ndo primarias) evidenciou diferencas no infiltrado de
linfécitos, neutrofilos, eosindfilos e mondcitos, sempre maiores nas massas

primarias (Tabela 33, Figura33).
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TABELA 33 - Mediana, percentis (P2s:P7s) e probabilidade do infiltrado celular
observado em amostras de tumores venéreos transmissiveis
primarios e ndo primarios.

INFILTRADO LINFOCITOS
LOCALIZACAO MEDIANA (%)  Paos (%)  Pzs (%) '\?0'/(']“) MAX. (%)  P*
PRIMARIO 7,0 3 16,5 0 40 0,026
NAO PRIMARIO 3,5 1 10,0 0 73 ’
INFILTRADO PLASMOCITOS
PRIMARIO 2,0 0 4,0 0 19 0349
NAO PRIMARIO 1,0 0 4,0 0 20 '
INFILTRADO NEUTROFILOS
PRIMARIO 11,0 5 25,75 0 91 0.00L
NAO PRIMARIO 4,0 2 8,00 0 20 '
INFILTRADO EOSINOFILOS
PRIMARIO 1,0 0 4,0 0 10 0.024
NAO PRIMARIO 0,0 0 1,0 0 10 '
INFILTRADO MACROFAGOS
PRIMARIO 1,0 0 2,0 0 10 0175
NAO PRIMARIO 0,0 0 1,0 0 05 '
INFILTRADO MONOCITOS
PRIMARIO 1,0 0 2,0 0 10 0.004
NAO PRIMARIO 0,0 0 1,0 0 04 '
* probabilidade obtida pelo teste de Mann-Whitney
Mediana; Caixa: 25%, 75%; linha: min., max.
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FIGURA 33 - Mediana e percentis (P,:P7s) dos diferentes infiltrados
celulares observados em amostras de tumores venéreos
transmissiveis primarios e ndo primarios.
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4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A microscopia eletrbnica de preparados histolégicos e
citolégicos de nove tumores foi realizada no Centro de Microscopia Eletrénica
do Instituto de Biociéncias da Unesp - campus de Botucatu, com o objetivo de

identificar possiveis diferencas entre as morfologias celulares.

As células do tumor venéreo transmissivel apresentaram-se
com poucas caracteristicas distintivas de uma funcao especifica. A membrana
celular apresentava extensfes citoplasmaticas curtas (microvilos, Figura 34a)
ou longas (filopodia, Figuras 38a, b), estas geralmente dobradas sobre a
superficie externa das células e conferindo uma aparéncia laminar as juncoes

celulares (Figuras 38a, b).

As mitocbndrias variavam entre redondas e pequenas (Figura
37b) a grandes e ovais (Figura 38a, 38b), geralmente com poucas cristas e uma
pequena quantidade de matriz granular. O complexo de Golgi (Figura 37a) e
vesiculas associadas estavam presentes em quantidades variaveis,
seguidamente associados ao centriolo. O reticulo endoplasmético rugoso foi
mais frequente que o reticulo liso. Ribossomos livres ou como polissomos foram
abundantes. Vacuolos citoplasmaticos e granulos elétron-denso (Figura 37a)
foram vistos em freqUéncia varidvel. Goticulas de lipidios foram bastante
frequentes (Figuras 34a, 35a, 38a), assim como o aparecimento de figuras de

mielina (Figura 38a).

O ndcleo, de redondo a oval (Figuras 34, 35, 36, 37), era
sempre grande e geralmente excéntrico, com pouca quantidade de cromatina
condensada, a néo ser por aquela aderida a face interna do envoltério nuclear.
InvaginacGes e projecdes nucleares (brotamentos) foram achados frequentes

(Figuras 34a, 37b). Dentro do ndcleo foram evidenciados um ou dois nucléolos,
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grandes, com um padrao reticular e nucleolonema e com uma grande porcgédo de

cromatina associada (Figuras 34-36).

Na comparacdo entre as células dos diferentes tipos
citomorfolégicos, observou-se que, além da quantidade maior de citoplasma
apresentada pelas células do tipo plasmocitoide, elas possuiam maiores
guantidades de mitocondrias (e estas eram igualmente maiores) que aquelas
observadas nas células linfocitoides. As estruturas do complexo de Golgi e a
quantidade de vesiculas eram também muito mais bem elaboradas e em maior
quantidade nas células plasmocitoides. Nas células linfocitéides predominavam,
como principais estruturas citoplasmaticas, ribossomas e polissomas, com
poucas mitocdndrias e raras saculacbes do complexo de Golgi, conferindo um
aspecto homogéneo e mondtono ao seu citoplasma (Figura 34a). As projecdes
citoplasméticas tendiam a ser menores e mais escassas heste grupo

citomorfoldgico. O nucleo ndo apresentou variagédo entre os tipos celulares.
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FIGURA 34

Microscopia eletronica de transmissdo de tumor venéreo transmissivel. A:. célula
de padréo linfocitéide: citoplasma preenchido por ribossomas e polissomas, com
poucas organelas destacadas. S&o visiveis algumas mitocdndrias (M), a estrutura
delicada de reticulo endoplasmético liso (REL) e inclus@es lipidicas (Lip). O nucleo
(N) apresenta escassa cromatina condensada e um nucléolo (Nu) com padréo
nucleolémico. A seta mostra microvilos na membrana citoplasmatica e a cabeca de
seta indica invaginacdo nuclear. Barra = 1 pum; aumento 13250x. B. célula
plasmocitéide: o citoplasma é mais abundante, com maior quantidade de
mitocondrias (M) de varios tamanhos e formas, com poucas cristas e matriz
granular; a estrutura do reticulo citoplasmatico liso € mais desenvolvida. Em R,

ribossomos; N: nicleo. Aumento de 7750x; barra = 2 um.
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N

FIGURA 35 - Fotomicrografia de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) de tumor
venéreo transmissivel. A: duas células no campo apresentando nudcleos (N)
grandes e excéntricos, uma delas com dois nucléolos (Nu). Observa-se a
cromatina associada ao nucléolo (CA) no ndcleo maior. As setas apontam
poros nucleares; M: mitocéndria; Lip: inclusdes lipidicas. Aumento 9750x
(barra = 1um). B: ampliagdo de 31500x de uma célula isolada de TVT,
evidenciando filopodia. A vesicula com contelddo citoplasmatico (seta) é
visualizada na microscopia 6tica como corpusculo linfoglandular. N= ndcleo;
Nu= nucléolo (barra = 0,5um).
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FIGURA 36 - Fotomicrografia de microscopia eletronica de transmissao (MET) de tumor
venéreo transmissivel. A: N= nudcleo; Nu= nucléolo; cabeca de seta= espaco
perinuclear. Observar projecdes da membrana celular (setas) nas juncgdes
celulares (filopodia). Aumento 9750x (barra = 2um). B: Maior ampliacdo da
célula mostrada em A. N= nlcleo; Nu= nucléolo; ca= cromatina associada ao
nucléolo, cabeca de seta= poros nucleares. Aumento de 23000x (barra =

0,5um).
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FIGURA 37 - Fotomicrografia de microscopia eletrénica de transmissdo de tumor venéreo
transmissivel, padrdo plasmocitdide. A: observa-se a formacdo em vesiculas
achatadas do aparelho de Golgi (G), o reticulo endoplasmatico rugoso (r)
com os ribossomos aderidos a superficie (seta) e estruturas tubulares do
reticulo liso com material elétron-denso no interior (cabega de seta). N=
ndcleo; M= mitocdndrias (aumento 23000x, barra= 0,5um). B: outra amostra
do mesmo tumor em A, mostrando uma lobulacdo nuclear. O corte
tangencial permitiu a visualizagdo dos esfincteres dos poros nucleares
(setas). Notam-se as mitocondrias (M) com poucas cristas e matriz granular.
A cabeca de seta marca a presenca de uma vesicula com material elétron-
denso; N= nucleo (aumento de 23000x; barra= 0,5um).
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FIGURA 38 - Fotomicrografia de microscopia eletrdnica de transmissdao de tumor venéreo
transmissivel, padrao plasmocitéide. A: presenca de figuras de mielina (FM),
originada da precipitagdo de fosfolipidios durante o processamento da
amostra; inclusdes lipidicas (Lip) e grande quantidade de mitocondrias; N=
nucleo; F: filopodia (aumento 9750x, barra= 2um). B: o aumento de 77500x
detalha o aspecto dos filopodia (F) e a caracteristica dupla camada da
membrana citoplasmatica (cabeca de seta). Observa-se mitocondria (M) com
cristas longitudinais e matriz densa (barra= 0,2um).
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4.4 IMUNOFENOTIPAGEM

Foram utilizados os anticorpos antivimentina (clone Vim 3B4),
antilisozima, antiCD-163 (clone Ber-MAC3) e antiantigeno mieléide/histiocitico
(clone MAC 387) para a imunofenotipagem dos preparados citolégicos fixados
em &lcool etilico 95%.

A reacdo com o anticorpo antivimentina produziu marcacao
citoplasmética granular difusa, cuja intensidade variou de intensa (+++/++++),
em 48 amostras, a discreta (+/++), em 29 casos (Figura 39). Em amostras com
marcacao de intensidade fraca, a coloragdo marrom ficava concentrada junto a
regido perinuclear, geralmente com uma distribuicdo unipolar. O percentual de
células marcadas, por lamina, foi predominantemente +++, com apenas uma

amostra +.

FIGURA 39 - Marcacgéo pelo anticorpo antivimentina em amostras citologicas
de  tumor  venéreo  transmissivel processadas por
citocentrifugacdo: A: marcagdo forte; B: marcacdo fraca.
Método avidina-biotina-peroxidase, cromégeno DAB, contra-
coloracdo hematoxilina de Harris; barra: 20pm.
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As caracteristicas de marcacao (% e intensidade) foram
analisadas por teste baseado em y? pelo cruzamento dos grupos
citomorfoldgicos com percentual de células marcadas (<50% e >50%) e com
intensidade (fraca: +/ ++; forte: +++/++++). Estes cruzamentos estdo

apresentados na Tabela 34.

TABELA 34 - Frequéncia de células marcadas e intensidade de marcacéo pelo
anticorpo antivimentina nas amostras citolégicas de tumor
venéreo transmissivel nos trés grupos citomorfoldgicos.

PERCENTUAL DE MARCAGAO

GRUPOS  ||NFOCITOIDE MISTO PLASMOCITOIDE TOTAL
OBSERVACAO n % n % n % n %
<50% 10 20,8 12 25,0 26 54,2 48 100
> 50% 9 31,0 9 31,0 11 38,0 29 100

TOTAL 19 - 21 - 37 - 77 -
INTENSIDADE DE MARCAGAO
FRACA 42 33,4 78 58,3 1° 8,3 12 100
FORTE 15 23,1 14 21,5 36 55,4 65 100
TOTAL 19 - 21 - 37 - 77 -

&P | etras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos pelo teste de Goodman
(p=0,01).

O anticorpo antilisozima produziu marcacgfes citoplasmaticas
intensas e grosseiras (Figura 40), com marcacdes positivas em mais de 75% das
células de cada amostra (percentual de marcacédo +++), sendo que apenas dois
casos mostraram menos de 50% das células marcadas. Quanto a intensidade da
reacdo, esta foi forte (+++) ou muito forte (++++). A comparacdo entre oS

grupos por teste de y® nos dois parametros avaliados (percentual e intensidade)
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nao revelou diferencas significativas. A estatistica descritiva para esta variavel

esta na Tabela 35.

FIGURA 40 - Marcacéo pelo anticorpo antilisozima em amostra citoldgica
de tumor venéreo transmissivel  processada  por

citocentrifugacéo; método avidina-biotina-peroxidase,
cromégeno DAB, contra-coloragdo hematoxilina de Harris;
barra: 20um.

TABELA 35 - Mediana e percentis da frequéncia de células marcadas e
intensidade de marcacdo pelo anticorpo antilisozima nas
amostras citol6gicas de tumor venéreo transmissivel.

PARAMETRO n MEDIANA (%)  P2s (%) P75 (%) MiN. (%)  MAX. (%)
PERCENTUAL 86 +++ — e+ + n
INTENSIDADE 86 +H++ ++++ ++++ ++ T

Para investigar uma provavel origem histiocitica do tumor

venéreo transmissivel foram utilizados os anticorpos CD163 e MAC387, ambos
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marcadores de macréfagos e, para o MAC387, também de tecido mieldide.
Como sdo anticorpos dedicados a um tecido especifico, a avaliacdo da
reatividade das células de TVT foi sempre comparada com a marcacado
apresentada pelos macrofagos (ambos anticorpos) e neutréfilos (MAC387)
infiltrados no tecido neoplasico, para cada amostra. Foi observada que a
marcacdo do tecido-alvo (macréfagos e/ou células mieldides, conforme o
anticorpo) foi bastante irregular, com reacdes fortes e fracas na mesma lamina.
As células de TVT apresentaram marcacdo de membrana, fraca e irregular, mas
em alguns casos a marcacao foi forte e também citoplasmatica, principalmente
com o anticorpo CD163 (Ber-MAC3).

O percentual de células marcadas pelo anticorpo CD163 variou
entre 5 e 96%, com mediana de 28,4% (Figura 41). J4 para o anticorpo MAC387 o
percentual de positividade foi menor, variando entre 1 e 60%, mas com a
mediana se localizando em 11,97% de positividade. Para andlise estatistica da
frequéncia de marcacdes positivas pelo teste de Goodman, as categorias foram
agrupadas em percentual de marcagdo <25% e >25%. O resultado desta anélise

esta apresentado na Tabela 36.
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FIGURA 41 - Marcagéo pelos anticorpos anti-antigeno mieléide~histiocitico (A, B, C) e
anti-CD163 (D, E, F) em amostras citolégicas de tumor venéreo
transmissivel processadas por citocentrifugacdo. Controles positivos estdo
na insercdo (C) e em F. Setas preenchidas indicam macro6fagos infiltrados
no tumor (B); setas vazias apontam marcacdo positiva das células
neoplasicas; método EnVision® HRP, cromégeno DAB, contra-coloragéo
hematoxilina de Harris; barra: 20pum.
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TABELA 36 - Frequéncia de marcagdo das células do tumor venéreo
transmissivel pelos anticorpos anti-CD163 e anti-MAC387.

CD163*

GRUPOS | |INFOCITOIDE MISTO PLASMOCITOIDE TOTAL
OBSERVAGAO n % n % n % n %
<25% 12 36,4 09 27,2 12 36,4 33 100
>25% 08 20,0 14 35,0 18 45,0 40 100

TOTAL 20 - 23 - 30 - 73 -
MAC387**
<25% 18 31,0 20 34,5 20 34,5 58 100
>25% 03 16,7 04 22,2 11 61,1 18 100
TOTAL 21 - 24 - 31 - 76 -

(*) p=0,30 e (**) p=0,13 pelo teste de Goodman

Os cruzamentos entre grupos, analisado por teste de ANOVA
em ranks, tanto para percentual de marcacdo quanto para o escore de células
marcadas, apontou, para o anticorpo MAC387, diferencas entre os grupos
citomorfoldgicos, de localizacdo e de comportamento biolégico (Tabela 37),
com o maior percentual de marcagdo ocorrendo nos tumores plasmocitoides,

extragenitais e ndo primarios.
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TABELA 37 - Mediana e percentis (P,s:P;5) do percentual de células positivas
para a marcacdo com o anticorpo MAC387 em amostras de
tumor venéreo transmissivel, de acordo com grupo
citomorfolégico, comportamento bioldgico e localizacao.

CITOMORFOLOGIA

n MEDIANA (%) Pos (W) Pzs(%) MiN. (%) MAX. (%)

LINFOCITOIDE 21 08,092 3,83 14,24 0 48,9

MISTO 24 12,72% 7,14 20,25 0 32,8

PLASMOCITOIDE 31 15,67° 8,85 32,41 0 60,3
LOCALIZACAO

GENITAL 52 09,33° 5,39 18,37 0 60,3

EXTRAGENITAL 24 22,18° 13,12 33,33 0 51,7

COMPORTAMENTO BIOLOGICO

PRIMARIA 51 09,30° 5,23 15,64 0 32,81
NAO-PRIMARIA 25 27,78" 13,55 35,45 0 48,9

&P Jetras diferentes representam diferencas significativas entre os grupos citomorfolégicos pelo
teste de Dunn (p=0,03)

¢d |etras diferentes representam diferencas significativas entre os grupos de acordo com a
localizacéo pelo teste de Mann-Whitney (p=0,001)

&f letras diferentes representam diferencas significativas entre os grupos de acordo com o
comportamento biolégico pelo teste de Mann-Whitney (p<0,001)

Ja a analise dos grupos para o anticorpo CD163 evidenciou
diferencgas significativas na comparacdo das massas de acordo com o tamanho
e, embora ndo tenham sido estatisticamente diferentes, pdde-se observar que
as massas genitais e primarias exibiram percentual de marcacéo inferior aos

dos tumores extragenitais e ndo primarios (Tabela 38).
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TABELA 38 - Mediana e percentis (P,s:P;5) do percentual de células positivas
para a marcagdo com o anticorpo CD163 em amostras de tumor
venéreo transmissivel, de acordo com tamanho, comportamento
bioldgico e localizacao.

TAMANHO

n MEDIANA (%) Pos (W) Pzs(%) MiN. (%) MAX. (%)

PEQUENAS 26 36,582 23,74 53,57 11,18 79,39

MEDIAS 22 28,11% 18,30 49,55 13,24 55,11

GRANDES 24 19,98° 12,53 37,08 1,42 96,34
LOCALIZACAO

GENITAL 49 25,70° 17,21 40,58 0 96,3

EXTRAGENITAL 24 37,34° 13,12 33,33 0 85,7

COMPORTAMENTO BIOLOGICO

PRIMARIA 49 25,70° 18,22 40,73 1,42 96,3
NAO-PRIMARIA 24 36,58° 17,90 52,04 0 85,7

&P Jetras diferentes representam diferencas significativas entre os grupos citomorfolégicos pelo
teste de Dunn (p=0,033)

¢ letras iguais representam diferencas ndo significativas entre os grupos de acordo com a
localizacéo pelo teste de Mann-Whitney (p=0,09)

® letras iguais representam diferencas ndo significativas entre os grupos de acordo com o
comportamento biolégico pelo teste de Mann-Whitney (p=0,215)

4.5 AvALIACAO DE DANOS DE DNA

O teste do cometa foi realizado ao abrigo da luz sob condi¢bes
alcalinas como reportado por SINGH et al. (1988). As laminas coradas com
brometo de etidio foram analisadas em microscopio de fluorescéncia com filtro
de excitacdo de 516-560nm e filtro de barreira de 590nm. Foram analisadas
cinglienta células por amostra quanto a intensidade de fluorescéncia da cauda
do cometa, por analise de imagem digitalizada®, no Laboratério do Nucleo de
Avaliacdo Toxicogenética e Cancerigena (TOXICAN) do Departamento de

Patologia da Faculdade de Medicina, Unesp Botucatu. Para a execucédo do teste

1 Comet Assay Il, Perceptive Instruments. Haverhill Suffolk, UK.



Resultados +121

foram analisadas 35 amostras, onze do grupo linfocitéide e doze de cada um

dos outros dois tipos.

Foi avaliada a intensidade de danos pelo percentual de DNA na
cauda, representado pelo tail moment, que é uma medida gerada pelo produto
da intensidade de fluorescéncia da cauda com a distancia por ela percorrida e
calculado pelo programa de analise (Figura 42). A medida obtida para as
cinquenta células de cada amostra foi reduzida a média e, esta, considerada o
valor do caso (ver Anexo H para os dados individuais). Como teste estatistico,
foi aplicado o teste de andlise da variancia em ranks de Kruskal-Wallis, com uso

do teste de Dunn para comparacao entre 0S grupos.

IIE

FIGURA 42 - Imagens de células de tumor venéreo transmissivel submetidas
ao teste do cometa, observadas em microscopia de
fluorescéncia (A-D) e a correspondente analise gerada pelo
programa de analise Comet Assay 1I® (a-d), exibindo os
diferentes graus de danos de DNA, representado pela migracéo
e intensidade de fluorescéncia da "cauda”.

A ocorréncia de danos (formacédo dos cometas) foi verificada

nos trés grupos citomorfélogicos (Figura 43). Na avaliagdo do tail moment,
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observou-se que a mediana dos valores obtida no grupo linfocitoide foi inferior

a do grupo misto, e significativamente menor quando comparada ao grupo

plasmocitéide (p=0,01). Os dados da analise estdo na Tabela 39 e na Figura 44.

TABELA 39 - Mediana e percentis (P2s:Ps5) da percentagem de DNA na cauda
(tail moment) em amostras de tumor venéreo transmissivel, de
acordo com o grupo citomorfoldgico.

n MEDIANA (%) Pas (W) P75 (%) MiN. (%) MAX. (%)

LINFOCITOIDE 11 0,737 0,437 1,118 0,185 2,420

MiISTO 12 0,699% 0,639 1,301 0,345 2,589

PLASMOCITOIDE 12 1,251° 1,094 1,402 1,038 4,368

&P |etras diferentes representam diferencas significativas entre os grupos citomorfolégicos pelo
teste de Dunn (p=0,01)

FIGURA 43

Tail Moment
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Percentagem (média por caso) de DNA na cauda (tail moment)
observadas em amostras de tumor venéreo transmissivel, de
acordo com o grupo citomorfoldgico.
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Complementando o estudo da ocorréncia de danos no DNA, foi

feita a analise de correlacdo da percentagem de DNA da cauda com a

frequéncia de células linfocitoides e plasmocitdides (obtida pelo exame das

laminas coradas com Giemsa) utilizando a correlacdo de Spearman. Foi

observada correlacéo significativa (p<0,05), embora o coeficiente de correlacdo

tenha sido baixo (r=0,352). A correlac@o das células plasmocitéides com o tail

moment foi positiva e, na associacdo de células linfocitéides com tail moment,

negativa.
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5 DISCUSSAO

5.1 PROPEDEUTICA SEMIOLOGICA

O tumor venéreo transmissivel é tido como uma das neoplasias
mais freqlentes em cédes (HAMIR, 1986; SOBRAL et al., 1998); isto foi
igualmente observado em nosso estudo, quando puderam ser acompanhados

132 pacientes portadores da neoplasia.

5.1.1 SExo, IDADE E RAGA

Os pacientes estudados foram 60 machos e 72 fémeas (45,4% e
54,6%, respectivamente), com idades variando entre um e 18 anos, com a maior
concentracdo na faixa entre dois e quatro anos. Apesar do maior nimero de
fémeas, isso ndo pode ser considerado como predisposicdo sexual, muito
embora SOBRAL et al. (1998) afirmem que fémeas sdo mais predispostas; ja
VARASCHIN et al. (2001) afirmaram que machos sdo mais predispostos.
Entretanto, a maior parte dos autores assume que ndo ha predisposicdo sexual
(CALVERT, 1983; COHEN, 1985; DAS & DAS, 2000), uma vez que em alguns casos
ha mais diagndsticos feitos em machos (BOSCOS, 1988; ROGERS et al., 1998;
BRANDAO et al., 2002), outros em fémeas (MORALES & GONZALEZ, 1995:
GOLDSCHMIDT & HENDRICK, 2002). Um levantamento feito da casuistica do
Hospital Veterinario da FMVZ-UNESP de Botucatu, abrangendo o periodo de

1994 a 2002 (AMARAL et al., no prelo), obteve 52% de ocorréncia em machos.
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Essa variagdo na prevaléncia sexual em um mesmo local comprova que a

neoplasia ndo apresenta uma clara predisposi¢do sexual.

A faixa etéria predominante, entre dois e quatro anos, esta de
acordo com o descrito por CALVERT (1983 ), MORALEZ & GONZALEZ (1995),
ROGERS (1997), ROGERS et al. (1998), SOBRAL et al. (1998) e DAS & DAS (2000),
que apontam como idade de maior risco aquela em que os animais apresentam
maturidade sexual, ou seja, adultos jovens, entre dois e quatro anos,

diminuindo consideravelmente apos os seis anos de idade.

Com relacdo a raca, ndo foi observada uma predisposicao
racial; a imensa maioria dos animais era sem raga definida (79%), refletindo
diretamente o perfil de doenca venérea associada a animais de vida livre e com
pouco controle higiénico-sanitario por parte dos proprietarios. Esta observagao
é corroborada por MORALES & GONZALES (1995) e ROGERS (1997). A variagio
de racas portadoras da neoplasia, apresentada pelos diversos autores,
relaciona-se mais aquelas populares em uma determinada regido do que a uma
possivel predisposicdo racial. Embora alguns autores citem a ocorréncia mais
freqliente em cées de grande porte (ROGERS et al., 1998), isso ndo foi

observado em nossa casuistica (BRANDAO et al., 2002).

5.1.2 PEeRFIL CLiNICO E HABITOS DE CRIACAO

Com base nas informacdes fornecidas pelos proprietarios sobre
historia clinica pregressa, habitos de criacdo, historico reprodutivo, animais-
contato e densidade populacional na residéncia, foi possivel tracar o perfil
tipico do paciente com tumor venéreo transmissivel: em geral eram animais
com livre acesso a rua, viviam em regibes com abundante populacdo de caes

errantes e tinham controle reprodutivo precério, limitado ao confinamento
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domeéstico das fémeas, ou ausente, na totalidade dos machos. Os proprietarios
demonstravam, na maioria dos casos, incapacidade em descrever o histérico
clinico de seus animais. Isto esta de acordo com o descrito por HIGGINS (1966),
COHEN (1985), ROGERS (1997), SOBRAL et al. (1998), BOSCOS et al. (1999),
TINUCCI-COSTA (1999b), SOUSA et al. (2000) e DAS & DAS (2000), que
descreveram o maior risco de cd@es que vivem em areas com alta densidade

populacional, livre acesso a rua e baixo controle reprodutivo.

Somente 15% dos cdes estavam em condicdo fisica ruim,
geralmente associada a erliquiose: a grande maioria dos animais apresentava-se
clinicamente sadia (exceto pela presenca de massa tumoral) e com peso
adequado ao porte, ainda que 34% dos proprietarios tenham observado uma
discreta redugéo no peso de seus animais. BRIGHT et al. (1983), HAMIR (1985),
YANG (1987) e FERREIRA et al. (2000) relataram a boa condi¢édo corporal de
cdes com tumor venéreo transmissivel, mesmo naqueles que evoluiram com

metastase.

A presenca de secregcdo genital hemorragica, aumento de
volume genital ou presenca de massa visivel e, nas massas nasais, epistaxe,
respiracdo ruidosa e deformidade facial eram as apresentacdes clinicas mais
comuns. Estas observacdes também foram feitas por outros pesquisadores
(NDIRITU et al., 1977; BATAMUZI & BITTEGEKO, 1991; FOWLER et al., 1997;
ROGERS et al. 1998; MACEWEN, 2001; BRANDAO et al., 2002; DAS & DAS, 2000),
que também concordam quanto ao aspecto macroscopico das les6es observadas

neste experimento.

Os locais de apresentacdo das massas neoplasicas, tanto nos

machos como nas fémeas, esta de acordo com o registrado por HIGGINS,
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(1966), COHEN (1978), CALVERT (1983), BOOTH (1994), ROGERS, (1997),

ROGERS et al. (1998), MACEWEN (2001) e DAS & DAS (2000).

Dos tumores de localizacdo nasal, todos apresentavam
envolvimento bilateral, com lise 6ssea e progressdo ao seio maxilar ou invasdo
do palato e cavidade oral, muitas vezes com perda dentéria associada. Estas
observacbes também foram feitas por WEIR et al. (1978), BRIGHT et al. (1983),
HAMIR (1985), AMBER & ADEYANJU (1986), PEREZ et al. (1994) e GINEL et al.

(1995), em seus relatos de ocorréncia extragenital do TVT.

As lesBes oculares apresentavam um crescimento a partir da
conjuntiva, sendo que em um caso as células neoplésicas também se
localizaram nas estruturas intra-oculares. Envolvimento da conjuntiva ocular foi
reportado por BOSCOS et al. (1998), e a ocorréncia de TVT intra-ocular foi bem
documentada por MILLER et al. (1990), PEREIRA et al. (2000), FERREIRA et al.
(2000) e RODRIGUES et al. (2001), com evolucdo semelhante a observada neste

experimento.

5.1.3 ESTAGIAMENTO CLINICO DA NEOPLASIA

5.1.3.1 Massas primarias

Os tumores genitais foram os mais freqientes, com 89,6% dos
casos, seguidos pelos de localizacdo nasal (5,9%). Foram observados, ainda,
casos primarios oculares, anais e subcuténeos. Trés cdes apresentavam a
neoplasia priméaria em mais de um local (genital e de conjuntiva ocular, genital
e nasal, genital e anal). Embora ainda persista alguma discussdo a esse

respeito, parece-nos mais légico considerar todos esses casos como primarios,
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devido a transmissdo por implante celular. ROGERS et al. (1998) registraram
que, de 29 casos primarios de TVT, dois eram nasais, 0 que representa a mesma
proporgdo observada em nossa casuistica. WEIR et al. (1978), descrevendo dois
casos de TVT nasal sem presenca de massas genitais, ndo descartam a
possibilidade de que wuma provavel massa genital tenha involuido
espontaneamente. Considerando os nossos dados, isso ndo nos parece muito
provavel. NDIRITU et al. (1977), BRIGHT et al. (1983), HAMIR (1985), AMBER et
al. (1986), PEREZ et al. (1994) e GINEL et al (1995), que também descreveram
casos de TVT nasal, consideraram que existe a chance de ocorrer implante de
células neoplédsicas na mucosa nasal, tanto de outro cdo portador, em
decorréncia de habitos sociais, como um auto-implante de uma massa genital
pré-existente. Apenas um dos pacientes do nosso estudo apresentava massa
genital simultdnea. Um ponto que chama a atencdo, entretanto, € que o TVT
nasal s6 foi visto em machos, tanto em nossos dados, quanto nos relatos de
literatura citados. Um estudo envolvendo um maior numero de casos €
necessario para que se estabeleca uma relacdo entre a localizacdo nasal e o

SeXo.

Os dois casos de TVT anal ocorreram em cées com
dermatopatias (um apresentava escabiose e outro dermatite alérgica) e,
portanto, apresentavam lesdes cutdneas pré-existentes que permitiram o
implante das células neoplasicas. O mesmo foi observado por BATAMUZI &
BITTEGEKO (1991), quando descreveram a ocorréncia de TVT genital e anal em

uma cadela com dermatite alérgica a picada de pulgas.

Os dois casos cuténeos que foram considerados primarios
ocorreram em cées sem TVT genital, porém com historico de lesfes cuténeas

por brigas; ambos apresentavam varios nddulos cutédneos, mas o primeiro a



Discussao <129

aparecer estava vinculado a uma escoriacdo que ndo cicatrizou, tornou-se
nodular e ulcerou. Em um dos casos, 0 animal que provocou a lesdo tinha
comprovadamente secrecdo prepucial sero-sanguinolenta e foi o provavel
“doador” de células neoplasicas. Isto estad de acordo com as observacdes de
HIGGINS (1966) sobre a ocorréncia de TVT cutaneo. A necessidade de haver
lesdo de continuidade nas mucosas e na pele para que ocorra o implante do
tumor tem sido bem documentada (COHEN, 1978; BOSCOS, 1988; BATAMUZI &
BITTEGEKO, 1991; ROGERS, 1997). ALBANESE et al. (2002) relataram a
ocorréncia de TVT cutdneo primario em um cdo, porém este apresentava

também leishmaniose com manifestaces cutaneas.

5.1.3.2 Metastases

Do total de pacientes em estudo, 33 (25%) apresentavam
disseminacdo do tumor primério, valor um pouco superior ao que tem sido
reportado, variando entre 0 e 17% nos casos de ocorréncia natural (ROGERS,

1997, MACEWEN, 2001).

A forma metastatica mais frequente foi a subcutanea, com 13
casos (31% das metastases). Achado semelhante foi registrado por BRANDAO et
al. (2002), relatando 127 casos de TVT, dos quais 22 foram massas cuténeas. As
metastases cutaneas estdo bem descritas na literatura consultada (ODUYE et
al., 1973; NDIRITU et al., 1977; PANDEY et al. 1989; MILLER et al., 1990;
KROGER et al., 1991; AYYAPPAN et al., 1994; GUEDES et al., 1996; BOSCOS et
al., 1999). Nos machos, a invasdo neoplasica foi observada mais
freglientemente em linfonodos inguinais e, nas fémeas, no tecido mamario -
nestas localizacbes houve diferenca significativa entre os sexos. Nao foram

encontrados relatos de tumor venéreo transmissivel mamario, mas a metastase
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em linfonodos regionais e distantes esta bem estabelecida (ODUYE et al., 1973;
NDIRITU et al., 1977; YANG, 1987; AYYAPPAN et al., 1994; ROGERS et al., 1998;
DAS & DAS, 2000). Nos nossos casos, s6 foram verificadas metastases em
linfonodos em duas fémeas (inguinal em uma, iliaco interno na outra),
enquanto que os nove machos apresentaram metastases nos linfonodos
inguinais. Esta distribuicdo parece estar relacionada a drenagem linfatica da
genitalia externa, feita exclusivamente para os linfonodos inguinais, nos
machos, e para linfonodos inguinais e iliacos internos, nas fémeas. A vinculacao
da distribuicdo das metastases com as diferencas na drenagem linfatica nos
dois sexos foi proposta por ODUYE et al. (1973). Como n&o foram feitos ultra-
sons abdominais em todos os casos, € possivel que um maior nimero de fémeas
apresentasse metastases no linfonodo iliaco interno. As células neoplésicas, de
alguma forma, conseguem ultrapassar os linfonodos inguinais e fixam-se no

tecido mamario.

5.1.3.3 Classificacao das massas neoplasicas amostradas

Aproximadamente dois tergos dos tumores amostrados foram
de localizacdo genital e primarios (63,8% e 64,4%, respectivamente), com
apenas 6,4% de recorréncia e 25% de metastases. Isto estd de acordo com o
comportamento do tumor venéreo transmissivel (MACEWEN, 2001). Com relacéo
ao tamanho, houve pequeno predominio dos tumores menores de 3cm (39,4%) e
um numero semelhante entre tumores até 5cm e aqueles maiores de 5cm.
Cerca de metade das massas (52,5%) ja tinha mais de dois meses de evolugéo
quando os cées foram encaminhados ao atendimento médico veterinario, alguns

casos tendo mais de dois anos de evolucdo. Como aqui, o tempo de médio de
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apresentacao dos sinais clinicos antes do atendimento observado por ROGERS et

al. (1998) e BRANDAO et al. (2002) foi de mais de dois meses.

5.2 AVALIACAO CITOMORFOLOGICA

5.2.1 EXAaME CITOLOGICO

Das amostras colhidas das 188 massas tumorais, 158 foram
analisadas por microscopia Otica para determinacdo do padrdo citomorfologico.
O uso do exame citoldgico para o diagn6stico de neoplasias de células redondas
foi recomendado por DUNCAN & PRASSE ja em 1979, quando estes autores o
consideraram mais vantajoso que o exame histopatologico. Desde entédo, o
exame citoldgico tem sido recomendado como essencial para o diagnéstico
(MILLER et al., 1990; KROGER et al., 1991; MEINKOTH & COWELL, 2002) e
acompanhamento do tratamento (BATAMUZI & KESSY, 1993; ERUNAL-MARAL et
al., 2000) do tumor venéreo transmissivel, sendo usado largamente: BRANDAO
et al. (2002) reportaram que 94,6% dos casos foram diagnosticados por exame

citologico.

O padrédo citomorfolégico mais frequente foi o plasmocitoide,
com 52,5% dos casos, seguido pelo padrdo misto (29,1%) e, por ultimo, o
linfocitoide (18,4%). Foi detectada diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos linfocitdide e plasmocitoide na comparagdo entre a localizagao
(genital e extragenital) e entre as categorias de comportamento bioldgico. O
grupo linfocitéide apresentou uma concentracdo de 82,1% dos tumores na
localizacdo genital, enquanto que no grupo plasmocitdide, este numero
reduziu-se para 58,8%; o grupo linfocitéide apresentou somente 11,5% de

massas ndo-primarias, contra 43,5% nos tumores do grupo plasmocitéide. Como
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este € o primeiro estudo abrangente que pretende verificar diferencas entre os
padrdes citomorfoldgicos, ndo existem dados de literatura que possam ser
confrontados; entretanto, MOHANTY & RAJYA (1977) descreveram a ocorréncia
de dois tipos morfolégicos distintos de células de TVT em cultura in vitro, um
pequeno, com nlcleo redondo a oval e vesicular, e outro, com células grandes
e de nucleo grande e hipercroméatico. BOSCOS et al. (1999) relataram a
presenca de células ovéides no tumor venéreo transmissivel cutdneo - esta
descricdo assemelha-se bastante ao padrdo plasmocitdide, que nos nossos
achados foi significativamente superior, nas massas extragenitais, ao padrédo
linfocitdide, o qual é mais préximo da morfologia habitualmente descrita para a

neoplasia.

Como a linha de corte do numero de células para a incluséo
nos grupos foi relativamente arbitraria, realizou-se, além da comparagéo entre
0os grupos citomorfoldgicos, a andlise estatistica do percentual de células
linfocitoides e plasmocitdides versus localizagdo do tumor e comportamento
biolégico. Esta anélise revelou diferencas significativas - existe predominio de
células linfocitéides nas massas genitais (mediana: 42 células) quando
comparadas as extragenitais (mediana: 38), e nas massas primarias (mediana:
42 células) quando comparadas as ndo primarias (med.: 37 células). As células
plasmocitéides apresentam uma mediana significativamente superior nos
tumores ndo primarios (med.: 63) quando comparadas aos primarios (med.: 58
células). Estes achados corroboram a andlise anterior, e fazem crer que o

limite estabelecido para a divisdo dos grupos foi adequado.

A observacdo do percentual de células dos dois tipos
citomorfélogicos ficou ainda mais interessante quando a analise foi limitada as

massas primarias, comparando-se aquelas em que o0s pacientes tinham
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metéstase com as que ndo tinham. Nesta comparacdo, a diferenca entre o
percentual de células linfocitéides foi altamente significativo (p=0,01), com
medianas de 46,5%, nos casos sem metastase e 40% nos casos com metéstase. O
percentual de células plasmocitoides foi, igualmente, altamente significativo
(p=0,008), com medianas de 53,5 e 61%, nos casos sem e com metastases,

respectivamente.

Estas comparacfes indicam a associacdo entre o fendtipo
plasmocitéide com a localizacdo extragenital, com massas ndo primarias
(metéstases ou recorréncias) e com a capacidade de desenvolver metastases.
De todas as massas analisadas, s6 duas de localizagdo extragenital,
metastaticas, enquadraram-se no grupo linfocitéide e somente dois casos
primarios de morfologia linfocitéide desenvolveram metéstases - estas foram de
um dos outros dois grupos. Confirmando nossa observacdo, ROGERS (1997)
salientou que as massas primarias e as metastaticas podem nao ter aparéncia
citologica idéntica. FERREIRA et al. (2000) e PEREIRA et al. (2000) descreveram
casos de TVT intraocular em que o padrdo histologico foi tdo “incomum” que
houve necessidade de estudos imunoistoquimicos para a confirmacdo do
diagnostico. Ainda que a descricdo seja genérica, este padrdo incomum pode
ser a manifestacdo do tipo plasmocitéide. Finalmente, corroborando nossos
achados, esta a hipotese de ROGERS et al. (1998), que supbdem existir
diferentes linhagens de tumor venéreo transmissivel com relacdo as
caracteristicas que influenciam o comportamento biologico, como a habilidade

de metastatizar.



Discussao 134

5.2.2 DETERMINACAO DOS CRITERIOS DE MALIGNIDADE

5.2.2.1 Critérios Gerais de Malignidade

Conforme descrito anteriormente, as caracteristicas gerais de

malignidade avaliadas foram padrdo de cromatina, anisocitose, anisocariose,

macrocariose, basofilia ou eosinofilia citoplasmatica e vacuolos citoplasmaticos

e seu padrdo de distribuicdo nas células, além do numero de nucléolos e a

presenca ou ndo de corpusculos linfoglandulares e de arranjo polar.

CROMATINA: se nas células normais a cromatina tende a ser
regularmente dispersa pelo ndcleo, nas células malignas encontra-se
anormalmente agregada (MORRINSON, 1998). A cromatina do tumor venéreo
transmissivel tem sido descrita como finamente agregada (WEIR et al., 1978;
ALBANESE et al., 2002), granular (WELLMAN, 1990), marginal (ROGERS, 1997),
grosseira (COWELL & TYLER, 1989; MEINKOTH & COWELL, 2002), agregada ou
encordoada (DUNCAN & PRASSE, 1979; ERUNAL-MARAL et al., 2000; GONZALEZ
et al., 2000b; MACEWEN, 2001). Efetivamente, estes varios padrdes foram
observados, ainda que ndo tenha havido nenhuma diferenca na sua distribuicdo

entre 0s grupos.

ANISOCITOSE, ANISOCARIOSE E_MACROCARIOSE: a avaliacdo destes

critérios € bem estabelecida como forma de avaliar a malignidade de uma
amostra celular (CARTER & VALLI, 1990; MEYER & HARVEY, 1998; MEINKOTH &
COWELL, 2002), ainda que os autores esclaregcam que algum grau de anisocitose
€ esperado em qualquer tecido e que esta ndo é uma boa medida para
diferenciar neoplasias benignas de malignas (McKINLEY, 2004). J& a
anisocariose, especialmente na presenca de nucleos maiores de 10um, é

caracteristica das neoplasias malignas (WELLMAN, 1990; MEINKOTH & COWELL,
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2002). A anisocariose de moderada a intensa no tumor venéreo transmissivel,
tal qual observada neste experimento, foi descrita por MEINKOTH & COWELL
(2002). A macrocariose esteve presente em 21,5% das amostras analisadas, com
uma freqiiéncia um pouco maior no grupo plasmocitéide, ainda que nao tenha
sido estatisticamente significativa. A ocorréncia de macrocariose foi mais
frequente nos tumores antigos, nas massas extragenitais e nas ndo primarias,
nestas com p=0,09, préximo ao nivel de significancia (p<0,05). A macrocariose
resulta da multiplicagdo do conteudo de DNA nuclear (CARTER & VALLI, 1990;
REAGAN & SOMRAK, 1993; McKINLEY, 2004). ERUNAL-MARAL et al. (2000), que
acompanharam com citologia esfoliativa o diagnéstico e tratamento de 12

cadelas com TVT vaginal, relataram a ocorréncia de macrocitose.

BASOFILIA E EOSINOFILIA CITOPLASMATICAS: 0 estado metabdlico da

célula influencia a cor do citoplasma (REAGAN & SOMRAK, 1993). Células
imaturas ou altamente ativadas possuem citoplasma basofilico (DENICOLA &
REAGAN, 1998). O citoplasma das células de tumor venéreo transmissivel é
descrito como azul claro a incolor (DUNCAN & PRASSE, 1979; ROGERS, 1997;
SANTOS et al., 2001), azul claro a moderadamente basofilico (WELLMAN, 1990;
GONZALEZ et al., 2000b; ALBANESE et al., 2002) ou acinzentado a azul claro
(MEINKOTH & COWELL, 2002). ERUNAL-MARAL et al. (2000) descreveram
basofilia citoplasmatica nos tumores estudados; entretanto, nenhum relato se
refere a eosinofilia citoplasmatica, observada em quase 20% das amostras deste
experimento, muitas vezes associada a basofilia, na mesma célula
(metacromasia). Eosinofilia citoplasmatica é apresentada eventualmente por
plasmaocitos (flame cells) que apresentam grandes quantidades de proteinas
(imunoglobulinas) dissolvidas no citoplasma (HARVEY, 2001) - a eosinofilia
observada nas células de TVT pode ser, igualmente, devida a um conteudo

citoplasmatico protéico especifico.
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VACUOLOS _ CITOPLASMATICOS: a presenca de vacuolos

citoplasmaticos é a caracteristica morfoldgica que diferencia o tumor venéreo
transmissivel das demais neoplasias de células redondas (DUNCAN & PRASSE,
1979; ROGERS, 1997; DENICOLA & REAGAN, 1998, ERUNAL-MARAL et al., 2000;
MEINKOTH & COWELL, 2002). O contetdo dos vacuolos nao foi estabelecido
(SANTOS et al., 2001), mas, com base nos achados da microscopia eletronica,
supbe-se tratar de goticulas lipidicas. Em um quarto dos tumores estudados,
havia menos da metade das células vacuolizadas e, em dois casos, os vacuolos
estavam ausentes. ROGERS (1997) observou que em um pequeno nimero de
casos 0s vacuolos citoplasméaticos ndo estdo presentes, o que dificulta o
diagndstico. ERUNAL-MARAL et al. (2000) e ALBANESE et al. (2002) descreveram
que os vacuolos localizavam-se predominantemente junto ao bordo
citoplasmético, em um padrdo de “ferradura”, mas DUNCAN & PRASSE (1979)

também mostraram outras formas de distribuicéo.

NUMERO DE _NUCLEOLOS: 0s tumores antigos apresentaram

frequiéncia significativamente maior de células com mais de um nucléolo do que
0s tumores recentes, o que pode refletir uma maior atividade de transcricdo e
translacdo (CARTER & VALLI, 1990). A presenca dos nucléolos ¢é o reflexo da
atividade sintética da célula, ja que eles estdo envolvidos na sintese protéica
e, quando presentes em maior nimero ou em maior tamanho, representam
ativacdo celular (McKINLEY, 2004). Apesar de terem sido observados alguns
casos com até cinco nucléolos, a grande maioria dos tumores apresentou um ou
dois nucléolos, o que estd de acordo com os relatos de DUNCAN & PRASSE
(1979), COWELL & TYLER (1989), WELLMAN (1990), ROGERS (1997), ERUNAL-

MARAL et al. (2000), ALBANESE et al. (2002) e MEINKOTH & COWELL (2002).
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CORPUSCULOS LINFOGLANDULARES: a presenca de corpusculos

linfoglandulares foi um achado consistente, verificado em 80% dos casos,
variando de pequenos e escassos a grandes “bolhas” de citoplasma dispersas
por entre as células. Apesar de serem relacionados a tecido linféide normal ou
neoplasico (McKINLEY, 2004) eles também sdo vistos em outras neoplasias.
Segundo MEINKOTH & COWELL (2002), as células linfoides, especialmente os
linfoblastos, sdo frageis e rompem-se durante a preparacdo das laminas,
produzindo os corpusculos linfoglandulares. Nas amostras citoldgicas de TVT,
todavia, estas estruturas foram visualizadas mesmo nos casos em que a
presenca de células rompidas ndo era evidente. Além disso, as projecoes
citoplasmaticas apresentadas pelas células muitas vezes pareciam destacar-se e
originar os corpusculos a partir de uma célula integra. Os corpusculos
linfoglandulares foram vistos igualmente nas amostras de microscopia
eletrébnica de transmissdo, algumas literalmente brotando a partir das
projecdes citoplasmaticas. HILL et al. (1984) fizeram a mesma observacédo e
consideraram-na um mecanismo de escape da vigilancia epidemiolégica do
hospedeiro. Pouco tempo depois, em 1985, HILL & YANG observaram que 0s
microvilos das células de TVT contém o antigeno tumor-associado e concluiram
que a liberagdo destes processos pode ser um mecanismo de liberacdo do
antigeno tumoral, evidenciado pela presenca de atividade antigénica no

material extracelular.

ARRANJO POLAR: esta caracteristica foi observada em 29,1% das

amostras de células neoplasicas, com frequéncia no grupo plasmocitéide
superior a do grupo linfocitoide. A literatura consultada ndo apresentou
equivalentes para este critério. Em células neoplasicas, a paracromatina, que
contém a eucromatina (envolvida na sintese de RNA), é representada por

espacos claros entre os agregados de heterocromatina (que se cora
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fortemente), pode aparecer ampliada e conferir um aspecto vesicular ao nucleo
(REAGAN & SOMRAK, 1993; McKINLEY, 2004). O motivo pelo qual estas areas
assumem a localizacdo nos polos do nucleo permanece em aberto e merece

futuras investigacoes.

5.2.2.2 Critérios de Malignidade Citoplasmaticos

O citoplasma reflete o papel funcional da célula e,
frequentemente, sua origem anatémica. Se as caracteristicas citoplasmaticas
sdo indispensaveis para a determinacdo da diferenciacao celular (o que ndo se
aplica as células do tumor venéreo transmissivel), existem muito poucas
caracteristicas citoplasmaticas que auxiliam na diferenciacdo entre lesdes
benignas e malignas (MCKINLEY, 2004). Os critérios citoplasmaticos incluidos no
estudo ndo evidenciaram, em sua maioria, nenhuma informacdo que pudesse
esclarecer um comportamento mais ou menos agressivo de um determinado

padrdo morfoldgico.

CELULAS GIRINO: uma das mais freqlentes -caracteristicas

citoplasmaticas de malignidade observadas, foi significativamente superior no
grupo linfocitéide que no plasmocitéide. REAGAN & SOMRAK (1993) afirmaram
que o formato da célula relaciona-se com a acdo dos microtubulos, com a
rigidez da membrana citoplasmatica e com a pressdo exercida pelas células
contiguas. Neste contexto, completaram, células neoplésicas ovéides séo
frequentemente associadas a neoplasias com alta taxa de divisdo celular.
Considerando-se o comportamento biolégico mais favoravel do grupo
linfocitoide, parece provavel que a ocorréncia de células girino, com uma

extremidade alongada, represente um arranjo de baixa presséao celular.
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5.2.2.3 Critérios de Malignidade Nucleares

Os critérios de malignidade nucleares, apesar de ndo terem
apresentado diferencas entre os grupos, caracterizam o tumor venéreo
transmissivel como uma neoplasia maligna, ja que essas alteragbes ndo
somente mostram a capacidade de biossintese celular, mas também refletem
morfologicamente as alteragdes genéticas secundarias a transformacéo

neoplasica (MCKINLEY, 2004).

A HIPERCROMASIA, ou hipercromia, esteve presente em 84% das
amostras, em graus variaveis e sem diferenca entre os grupos. ERUNAL-MARAL
et al. (2000), igualmente verificaram o aparecimento de hipercromasia em
amostras citologicas de TVT. Esta caracteristica esta associada ao aumento do
contetdo de DNA nuclear em preparacdo para a divisdo celular (MCKINLEY,

2004). O ESPESSAMENTO DE MEMBRANA NUCLEAR € as PSEUDOINCLUSOES NUCLEARES

estiveram presentes em 67,7 e 68,4% das amostras analisadas,
respectivamente. O espessamento de membrana nuclear, uma caracteristica
bem associada a malignidade, esta relacionado a formacdo de agregados de
cromatina que se aderem a membrana nuclear (marginacdo), dando-lhe um
aspecto engrossado (McKINLEY, 2004). Relatos desta alteracdo ndo foram
encontrados na literatura consultada sobre o TVT. As pseudoinclusdes
(inclusbes citoplasmaticas intranucleares) sdo associadas com algumas
neoplasias, como o carcinoma papilar da tire6ide em humanos (MCKINLEY,
2004). Embora ndo tenha sido citada nas descri¢ces do tumor, esta alteracéo
pdde ser reconhecida nas imagens que ilustravam os relatos de WELLMAN
(1990), ROGERS (1997), DENICOLA & REAGAN (1998) e MEINKOTH & COWELL

(2002).
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O aparecimento de MITOSES ANORMAIS foi maior que as NORMAIS,

tanto em frequiéncia quanto em nameros absolutos por caso. A presenca de um
alto indice mitdtico, associado com a presencga de figuras de mitose anormais,
especialmente com lag chromatin, € uma caracteristica bem estabelecida no
tumor venéreo transmissivel (WEIR et al., 1978; DUNCAN & PRASSE, 1979;
ROGERS, 1997; DENICOLA & REAGAN, 1998; ALBANESE et al., 2002; MEINKOTH &
COWELL, 2002). DENICOLA & REAGAN (1998) observaram que no TVT, embora
seja comum a apresentacdo de um grande nimero de mitoses anormais, 0
comportamento bioldgico costuma ser benigno. Talvez este ndo seja um forte
indicador de malignidade para o TVT, como também ndo é para outras

neoplasias.

A frequéncia de binucleagdo verificada nas amostras
citologicas foi maior nas massas grandes. N&o se encontrou, na literatura
pesquisada, nenhuma associagdo de morfologia celular ou critério de
malignidade com o tamanho do tumor. Desta forma, a importancia bioldgica

deste achado deve ser melhor avaliada.

O HALO PERINUCLEAR ocorreu em 87,3% das amostras, ainda que

fosse discreto na absoluta maioria dos casos. A literatura consultada ndo se
refere a esse achado em células de tumor venéreo transmissivel, talvez porque
na citopatologia veterindria ndo seja habitual a busca criteriosa de
caracteristicas de malignidade que foram caracterizadas, inicialmente, na
citologia esfoliativa vaginal, em virtude do extenso trabalho de Papanicolaou

(GREENING, 1993).

As alteracdes de forma e/ou numero de nucleos por célula

(MULTINUCLEACAO, LOBULACOES NUCLEARES, NUCLEOS RINIFORMES, MICRONUCLEACAO)

foram observadas em numeros variaveis nas diversas amostras, sem diferencas
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entre os grupos. O formato nuclear geralmente é bem preservado em tecidos
ndo malignos. A medida que o tecido torna-se maligno, aumenta a chance de
ocorrerem nucleos discretamente ou acentuadamente indentados (lobulacdes,
ndcleos riniformes e fissuras nucleares), bem como de surgirem formas
nucleares bizarras (DENICOLA & REAGAN, 1998). O achado destas lesdes, mais
uma vez, mostra o potencial maligno do tumor venéreo transmissivel. HASLER &
WEBER (2000) descreveram a presenca de indentagdes nucleares discretas em
um caso de TVT. A multinucleacgéo, por si s6, ndo € uma forte caracteristica de
malignidade, especialmente naqueles tipos celulares que apresentam mais de
um nudcleo, como macrdfagos e alguns tecidos epiteliais (DENICOLA & REAGAN,
1998), entretanto, a multinucleacdo é vista em tumores malignos e torna-se
especialmente importante e significativa quando existe variagcdo no tamanho
dos nucleos de uma mesma célula e, mais ainda, na presenca de
micronucleacdo associada com multinucleacdo (DENICOLA & REAGAN, 1998;
MEINKOTH & COWELL, 2002). Este tipo de arranjo foi verificado em varias

amostras.

Os BROTAMENTOS NUCLEARES estiveram presentes em mais de 95%

dos casos, com o grupo linfocitéide obtendo uma mediana significativamente
inferior a dos demais. Brotamentos nucleares indicam locais de amplificacdo
génica e tém sido considerados um mecanismo UOnico de formacdo de
micronudcleos, como uma forma de eliminar segmentos de DNA amplificados em
excesso (SHIMIZU et al., 1998; FENECH & CROTT, 2002; BINDU et al., 2003).
Desta forma, eles representam a ocorréncia de mutagdes genéticas, observadas
em cultura de células e em células irradiadas; em células neoplasicas, como € o

caso, embora presentes, ndo sdo comumente descritos.
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5.2.3 AVALIACAO DO INFILTRADO INFLAMATORIO

Na avaliacdo citolégica do tumor venéreo transmissivel as
células inflamatérias (neutrofilos, eosinofilos, mondécitos, macrofagos,
linfocitos e plasmécitos) estdo sempre presentes, visualizadas em maior ou
menor namero (DUNCAN & PRASSE, 1979; ROGERS, 1997; TINUCCI-COSTA,
1999a, ERUNAL-MARAL et al., 2000). Entretanto, a avaliacdo destes nimeros
ndo tem sido frequente e os estudos, em geral, comparam tumores em
progressdo e em regressdo, tentando estabelecer uma correlacdo entre a
regressdo tumoral e o infiltrado inflamatorio presente. As células inflamatorias,
especialmente os linfécitos, tém sido relacionadas com a manifestagdo da
regressdo tumoral e, desta forma, representam um bom prognostico (PEREZ et
al., 1998; TINUCCI-COSTA, 1999a, GONZALEZ et al., 2000a; GONZALEZ et al.,
2000b; LIAO et al., 2003). Nossos achados confirmam este dado, uma vez que
0s numeros de células inflamatorias, linfoides e mielbides, estiveram
significativamente aumentados nos grupos de comportamento biol6gico mais
favoravel (nas massas primarias, genitais e no tipo citomorfologico
linfocitoide). Embora presentes em menores nameros, o infiltrado de
macrofagos € maior nos tumores em regressdo (PEREZ et al., 1998), o que
sugere que estas células desempenhem algum processo modulador no processo
de resposta do hospedeiro ou, mesmo, favorecendo o desenvolvimento da
neoplasia (TINUCCI-COSTA, 1999a).

No cruzamento entre os grupos citomorfoldgicos, foi

evidenciada diferenca no infiltrado de mondcitos, o qual apresentou-se
significativamente mais elevado nos tumores linfocitéides do que nos
plasmocitoides. PEREZ et al. (1998), estudando o infiltrado inflamatdrio em

amostras de TVT em progressdo e em regressdo, ndo observaram maiores
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nameros de mondécitos nos tumores em regressdo, mas CHANDLER & YANG
(1981) observaram maiores nameros de mondcitos circulantes nos pacientes
com TVT em regressao.

Na comparacdo entre massas genitais e extragenitais foi

observada diferenca significativa no infiltrado de células polimorfonucleares e
mononucleares, sempre superior nos tumores genitais. A analise do fator

comportamento bioldgico (comparacdo entre massas primarias e ndo primarias)

evidenciou diferengas no infiltrado de linfocitos, neutrdfilos, eosinodfilos e
mondcitos, sempre maiores nas massas primarias. LIAO et al. (2003)
identificaram que o0s tumores venéreos transmissiveis implantados
experimentalmente, quando em progressao, produzem uma molécula solavel
que induz apoptose dos linfocitos B circulantes e, deste modo, conseguem
evadir-se (a0 menos inicialmente) da resposta imunoldgica do hospedeiro, por
impedir a acéo citotdxica mediada por anticorpos (realizada pelos linfocitos T,
estimulados pelas imunoglobulinas produzidas pelos linfécitos B). TINUCCI-
COSTA (1999a), utilizando marcadores imunoistoquimicos, identificou infiltrado
de linfocitos T (CD3" e citotdxicos [CD8]), linfocitos B e macréfagos em
diferentes estagios de ativacdo em amostras de TVT primarios, transplantados
ou refratarios & quimioterapia. GONZALEZ et al. (2000a) observaram aumento
significativo no numero de linfocitos e também de neutréfilos, mondcitos,
eosinofilos e basofilos (GONZALEZ et al., 2000b) em amostras celulares de TVT
em processo de regressdo induzido por quimioterapia. Interessantemente,
eosinofilos (e também mastdcitos, ainda que em menor nimero) tém sido
observados infiltrando os tumores venéreos transmissiveis, provavelmente pela
producdo de algum fator quimiotaxico especifico produzido pelas células

neoplasicas (HILL et al., 1984).
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5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Os achados da microscopia eletronica ndo diferiram daqueles
relatados na literatura consultada, ainda que o enfoque das observacdes tenha
sido bastante diferente. A membrana celular apresentava extensdes
citoplasmaticas curtas (microvilos) ou longas (filopodia), estas geralmente
dobradas sobre a superficie externa das células, conferindo uma aparéncia
laminar as juncdes celulares e frequentemente desprendendo-se das ceélulas.
KENNEDY et al. (1977) descreveram estas projecbes e HILL et al. (1984)
observaram estas estruturas, especialmente nas células que ndo se
apresentavam firmemente aderidas as células vizinhas, e sugeriram tratar-se de
uma forma da célula neoplésica evadir-se da resposta imune do hospedeiro.
PLACKE et al. (1987) destacaram a aparente interdigitacdo destes
prolongamentos de membrana entre as células adjacentes, de forma idéntica a

observada neste experimento.

KENNEDY et al. (1977), ap6s o acompanhamento da evolugdo
de tumores venéreos transmissiveis, de 14 a 71 dias péds-implantacéo
experimental, usando microscopia eletronica de transmissao, concluiram que, a
medida que o tumor cresce, o formato das células tende a mudar de redondo
para irregular, assemelhando-se a fibroblastos. As células de formato irregular
ou alongado nédo foram observadas nas amostras examinadas por microscopia
eletrbnica neste experimento, porém esta pode ser mais uma diferenca
relacionada ao comportamento do TVT de ocorréncia natural daqueles

transplantados experimentalmente.

As mitocbndrias variaram entre redondas e pequenas a
grandes e ovais, geralmente com poucas cristas e uma pequena quantidade de

matriz granular. Estas caracteristicas também foram descritas por HARMELIN et
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al. (2002), descrevendo a morfologia ultra-estrutural de células de TVT
implantadas em camundongos da linhagem SICD. Ja PLACKE et al. (1987)
observaram matriz mitocondrial agranular em uma amostra de TVT metastatico
intracranial. Complexo de Golgi e vesiculas associadas presentes em
quantidades variaveis, reticulo endoplasmatico rugoso, ribossomos e polissomos
abundantes, vacuolos citoplasmaticos, granulos elétron-densos, vacuolos de
lipidios: todas estas caracteristicas foram descritas pelos pesquisadores
MURRAY et al. (1969), COCKRILL & BEASLEY (1975), OTOMO et al. (1981),

AMBER et al. (1985), PLACKE et al. (1987) e HARMELIN et al. (2002).

Presenca de nucleo redondos ou ovais, grandes e geralmente
excéntricos, com pouca cromatina condensada, foi uma informacédo constante
na literatura consultada. Neste experimento, invaginacbes e projecoes
nucleares (brotamentos) foram achados frequientes, porém observados
eventualmente por OTOMO et al. (1981). Dentro do nucleo foram evidenciados
um ou dois nucléolos, grandes, com um padréo reticular e nucleolonema e com
uma grande porc¢do de cromatina associada. O mesmo foi descrito por COCKRILL

& BEASLEY (1975), HILL et al. (1987) e HARMELIN et al. (2002).

A comparagdo entre as células dos diferentes tipos
citomorfoldgicos ndo tem equivalentes na literatura consultada; entretanto, as
caracteristicas dos diferentes tipos ndo sdo exclusivas e, assim, na analise dos
relatos existentes, podemos encontrar descrigfes que sugerem a predominancia
de um ou outro tipo morfolégico. Aparentemente, existe um estado de ativacéo
metabdlica das células plasmocitdides quando comparadas as linfocitéides. HILL
et al. (1987) comentaram sobre a atividade sintética e metabolismo ativo
apresentado pelas células de tumor venéreo, inclusive demonstrando sintese

protéica aumentada em algumas células, a ponto de distender a membrana
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nuclear. Isto ndo foi observado nas amostras analisadas neste experimento;
entretanto, a diferenca de numero e tamanho das organelas citoplasmaticas
vista em um e no outro tipo morfoldgico nos induzem a pensar em diferentes

estagios de diferenciacéo celular.

5.4 [IMUNOFENOTIPAGEM

A utilizacdo das amostras celulares preparadas por
citocentrifugacdo e fixadas em alcool mostrou-se adequada para a realizagéo
da técnica de imunocitoquimica. Esta observacdo ja fora feita por CANIATTI et
al. (1996), que consideraram a técnica um método pratico, econémico e
acurado para o diagnéstico e imunofenotipagem do linfoma canino.

A reagdo com o anticorpo antivimentina produziu marcagéo
citoplasmatica granular difusa, cuja intensidade variou de intensa, em 48
amostras, a discreta, em 29 casos. A marcacdo fraca nos tumores
plasmocitéides foi significativamente inferior aos demais. O uso do anticorpo
monoclonal antivimentina humana para a deteccdo deste grupo de filamentos
intermediarios em tecidos caninos esta estabelecido desde 1989, pela
publicacéo feita por MOORE et al., corroborada pouco depois por DESNOYERS et
al. (1990). A positividade da reacdo com este anticorpo permite a classificacéo
do tecido como de origem mesenquimal (WILLIAMSON & MIDDLETON, 1998),
como ocorre em tecidos humanos (LEADER et al., 1987). O fato de o tumor
venéreo transmissivel ser de origem mesenquimal e, portanto, reagir
positivamente com o anticorpo antivimentina, foi descrito por SANDURSKY et
al. (1987), sendo confirmado subseqientemente por GIMENO et al. (1995),
MOZOS et al. (1996), MARCHAL et al. (1997) e TINUCCI-COSTA (1999a).

GIMENO et al. (1995) descreveram que, dos cinco casos de TVT

testados, um apresentou uma reacdo fortemente positiva; MARCHAL et al.
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(1997) encontraram quatro casos negativos, em 14 testados, sem detalhar
observacBes sobre a intensidade de coloracdo. Ja& MOZOS et al. (1996)
verificaram forte marcacéo, ainda que em um percentual variavel de células,
em 25 tumores; TINUCCI-COSTA (1999a) obteve uma marcacdo forte em todos
0s seis tumores testados, assim como SANDURSKY et al. (1987), em cinco casos.
A parte as variagdes de tipo de tecido (cortes histoldgicos incluidos em parafina
ou amostras citoldgicas), recuperagdo antigénica, clone e fabricante do
anticorpo ou diluicdo utilizada, este foi o estudo que investigou 0 maior nimero
de amostras, permitindo que as diferencas de intensidade de marcacdo se
tornassem mais evidentes. A superexpressao de vimentina tem sido ligada a um
estado mais agressivo e de maior potencial metastatico em varios tumores,
entre eles o carcinoma hepatocelular (HU et al., 2004) e o cancer de préstata
(SINGH et al., 2003). O fato dos tumores com o fendtipo considerado mais
agressivo de TVT terem apresentado poucas amostras com a marcagdo mais
fraca sugere alguma ligacdo da expressao deste filamento intermediario com o
comportamento da neoplasia, que merece maior investigacéo.

O anticorpo antilisozima produziu marcag@es citoplasméticas
intensas e grosseiras, de intensidade forte (+++) ou muito forte (++++), sem
diferencas significativas entre os grupos. Em medicina, a lisozima é considerada
um marcador de macréfagos/histiocitos e de leucécitos mieldides (SUZUKI et
al., 2003). O uso do anticorpo antilisozima humana para a marcacéo de tecidos
caninos normais foi estabelecida por MOORE (1986a), que observou a marcacéao
de monécitos, neutréfilos, macréfagos e epitélio tubular renal. Este mesmo
autor (1986b) observou a marcagdo positiva em desordens histiociticas caninas,
como histiocitose sistémica, histiocitose maligna e paniculite granulomatosa.
Esta reatividade foi confirmada por THOOLEN et al., em 1992, e por BROWN et

al., em 1994, ambos grupos trabalhando com histiocitose maligna. A
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positividade das células do tumor venéreo transmissivel a marcagdo com o
anticorpo antilisozima foi observada primeiramente por MOZOS et al. (1996),
que obtiveram marcacdo positiva em dez de 25 (40%) tumores testados,
diferente da positividade em todos os casos analisados observada no presente
experimento e igualmente obtida por MARCHAL et al. (1997). Entretanto,
TINUCCI-COSTA (1999a) ndo obteve marcacdo positiva em nenhum dos tumores
testados, atribuindo o fato ao método empregado na fixagdo ou na recuperacéo
antigénica do material, o que realmente € provavel, jJa que o anticorpo aqui
utilizado foi 0 mesmo usado por TINUCCI-COSTA (1999a).

A imunorreatividade das células de TVT para lisozima tem sido
considerada como uma evidéncia da origem histiocitica desta neoplasia (MOZOS
et al., 1996; MARCHAL et al., 1997). Entretanto, esta interpretacdo foi
discutida por MACLACHLAN & KENNEDY (2002), uma vez que a lisozima néo é
exclusiva de macrofagos, marcando igualmente neutroéfilos, glandulas serosas e
outros tipos celulares. Baseados em uma informacdo pessoal de P.F. Moore,
estes autores propuseram que as células de TVT sejam leucécitos imaturos,
provavelmente de origem mieldide, que expressam CD45 e CD45RA.

Apesar disso, outros pesquisadores tém obtido evidéncias
adicionais da origem histiocitica. MARCHAL et al. (1997) obtiveram marcagao
positiva para o anticorpo ACM1, o qual marca uma ampla variedade de
macréfagos teciduais caninos, em 11 de 14 tumores testados. TINUCCI-COSTA
(1999a) obteve reacgdo positiva das células neoplasicas com os marcadores de
macréfagos antiMAC-1, antiMAC-2 e antimacréfago clone Ber-MAC3, variando
entre 10 e 40% de células marcadas.

Neste experimento, os dois marcadores de macréfagos
utilizados mostraram-se efetivos para a marcacdo das células de TVT, em

percentual e intensidade variaveis de caso para caso. O percentual de células
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marcadas pelo anticorpo Ber-MAC3, comercializado como CD163, variou entre
5 e 96%, e pelo anticorpo MAC387, entre 1 e 60%.

A marcacdo pelo anticorpo antiantigeno miel6ide/histiocitico
(MAC387) apresentou diferencas significativas, com o maior percentual
ocorrendo nos grupos plasmocitéide, extragenital e ndo primario. Entretanto,
PEREZ et al. (1998) utilizando este mesmo anticorpo em cortes histoldgicos de
TVT, ndo obtiveram marcacdo das células neoplasicas, somente dos
macrofagos infiltrados no tumor. Isto pode ter ocorrido em razdo de diferengas
no processamento do material - foram utilizadas aqui amostras de células
fixadas em alcool, que é considerado um fixador tecidual mais adequado para
a técnica de imunocito(histo)quimica que a formalina (MOORE et al., 1989).
Outra diferengca foi o protocolo de recuperagédo antigénica empregado:
enquanto PEREZ et al. (1998) usaram tripsina, no presente experimento foi
utilizada recuperacd@o por calor em banho-maria, que € considerada uma das
melhores formas de desmascaramento de antigenos.

Apesar do anticorpo MAC387 ser largamente utilizado como
um marcador de histiécitos, alguns estudos apontam sua nao especificidade:
LOFTUS et al. (1991) encontraram marcacdo positiva em sarcomas de tecidos
moles, adenocarcinomas e carcinomas de células basais. Segundo GUIGNARD et
al. (1996), este anticorpo reconhece trés proteinas da familia S100 em
neutrofilos humanos. O tumor venéreo transmissivel apresenta positividade
para a proteina S100, segundo dados apresentados por TINUCCI-COSTA (1999a).
Desta forma, ao se fazer a avaliagdo da positividade encontrada aqui, além do
indicativo de origem histiocitéide (ou mieldide, segundo MACLACHLAN &
KENNEDY [2002]), ndo se pode esquecer a possibilidade de uma marcacao
inespecifica. A diferenca de marcagdo entre os grupos, observada neste

experimento, pode representar diferentes linhagens ou estagios de ativacao
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das células neoplasicas, da mesma forma que histiocitos em vérias condicdes
reativas expressam diferentes fendtipos (O’LAUGHLIN et al., 1992).

Ja a analise dos grupos para o anticorpo CD163 evidenciou
diferenca entre as massas pequenas e grandes, com maior nimero de células
positivas nas massas pequenas e, ainda que ndo significativas, marcacoes
superiores nas massas extragenitais e nas ndo primarias. TINUCCI-COSTA
(1999a), trabalhando com este anticorpo, obteve marcacdo positiva somente
na amostra de tumor refratario a terapia, porém a técnica foi aplicada em
cortes de congelacdo, sem recuperacao antigénica, e em um pequeno nimero
de casos. A bibliografia consultada ndo apontou nenhum tipo de associacdo
entre imunomarcacao e o tamanho do tumor. A Unica informacao a respeito de
interacdes com tamanho da massa neoplasica, foi a de YANG et al. (1991), que
encontraram uma associacao positiva entre o tamanho e os niveis de antigenos
tumorais circulantes, mas nenhum relato refere-se & imunomarcagédo. O
significado biologico do presente achado precisa ser estabelecido em estudos
futuros.

A origem histiocitica do tumor venéreo transmissivel tem sido
sugerida, também, com base no comportamento das células neoplésicas.
ALBANESE et al. (2002) relataram um caso de TVT cuténeo no qual as células
tumorais estavam parasitadas por amastigotas de Leishmania, assim como 0s
macrofagos que infiltravam a massa neoplasica. Achado semelhante foi
relatado por CATONE et al. (2003), em um caso de TVT genital de um cdo com
leishmaniose severa e ndo-responsiva a terapia. Estes relatos coincidem com a
observacgédo feita em um dos casos estudados no presente experimento, no qual
foi verificada a presenca de amastigotas de Leishmania parasitando as células

neoplésicas em um caso de TVT metastatico.
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5.5 AVALIACAO DE DANOS DE DNA

O teste do cometa vem sendo largamente aplicado para a
avaliacdo de genotoxicidade e reparo de DNA, monitoramento ambiental e
biomonitoramento e, ainda, em aplicacdes clinicas na analise de efeitos de
exposicdo ambiental, ocupacional ou dieta (ROJAS et al., 1999; KASSIE et al.,
2000; COLLINS, 2004). Entretanto, sua aplicacdo em medicina veterinaria ainda
€ timida, com poucos trabalhos publicados (KREJA et al., 1996; HEATON &

RANSLEY, 2001; ALVES et al., 2004).

WILKENING et al. (2003) utilizaram recentemente o teste do
cometa como parte de um protocolo de comparacdo do metabolismo de pro-
mutagénicos entre hepatdcitos humanos normais e uma linhagem celular de
hepatoma, observando que as células normais sdo mais sensiveis a este tipo de
lesdo e, portanto, apresentam mais lesées no DNA apdés o tratamento. Como no
presente experimento nenhum tipo de tratamento foi aplicado as células, este
tipo de inferéncia ndo podde ser feito. BALTACI et al. (2003) estudaram a
extensdo do dano de DNA em adenocarcinomas colorretais, avaliado pelo teste
do cometa, encontrando diferenca significativa entre as células neopléasicas e
0s controles. Entretanto, no que diz respeito ao TVT, ndo existe um tecido
normal que possa servir de controle negativo, ja que a origem histoldgica desta
neoplasia ainda ndo foi estabelecida. Neste sentido, a aplicagdo dada ao teste
do cometa no presente estudo é inovadora porque procurou comparar, com
base em critérios morfoldgicos, trés populacfes celulares de uma neoplasia de
ocorréncia natural e investigar diferencas na manifestacdo ou ndo de danos no

DNA entre elas.

A associacdo entre neoplasia e mutag@es genotipicas esta bem

estabelecida (LOEB, 2001). As alteracbes citogenéticas do tumor venéreo
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transmissivel em relacdo ao genoétipo canino normal sdo descritas desde a
década de 1960, em tumores de ocorréncia natural e em cultura de ceélulas
(WEBER et al., 1965; ADAMS et al., 1981; HASLER & WEBER, 2000). A presenca
de uma translocacdo no oncogene c-myc, presente em amostras do tumor em
trés continentes (KATZIR et al., 1985; AMARIGLIO et al., 1991; CHOI et al.,
1999; PORTELA et al., 2003), tem sido considerada a “assinatura” molecular

desta neoplasia.

Na avaliacdo do teste do cometa observou-se que a presenca
de danos (ainda que discreta) ocorreu nos trés grupos citomorfolégicos, porém
no grupo plasmocitoide a quantidade de danos foi significativamente maior que
nas células do grupo linfocitéide. A diferenca significativa de danos no DNA
entre os tipos celulares do TVT aponta para a existéncia de linhagens celulares
distintas, na qual o tipo plasmocitéide esté associado com maior quantidade de

quebras de DNA.

O teste do cometa podera ser utilizado futuramente como
ferramenta para a investigacdo da capacidade das células plasmocitbides e
linfocitdides reagirem frente a agressdo com drogas quimioterapicas, in vitro,

dando sequiéncia a esta linha de pesquisa.
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6 CONCLUSOES

Com base nos achados obtidos durante o experimento,

podemos concluir que:

1. As caracteristicas citomorfolédgicas dos diferentes padrbes celulares de
tumor venéreo transmissivel permitem a distingdo dos tipos celulares
linfocitoide e plasmocitéide.

2. Os achados de prevaléncia dos tipos citomorfolégicos segundo sua
localizacdo e comportamento biolégico e a populacdo celular dos
tumores com e sem metastases apontam para a maior habilidade das
células plasmocitéides desenvolverem-se em sitios extragenitais e
metastatizarem.

3. As caracteristicas de malignidade apresentadas pelo TVT independem do
padrdo citomorfoldgico predominante, exceto as células em girino, que
foram caracteristicas dos tumores linfocitoides, os quais sdo também
menos propensos a manifestagdo de anomalias nucleares que os
plasmocitdides.

4. O infiltrado de células polimorfonucleares e linfoplasmocitario é mais
abundante nos tumores primarios e genitais, favorecendo resposta
clinica satisfatéria e isto € um indicador de bom prognéstico.

5. A ultra-estrutura das células do tumor venéreo transmissivel aponta
para uma maior capacidade metabdlica das células plasmocitoéides, pela
presenca de maior nUmero de organelas.

6. A diferenca de marcagéo para o anticorpo anti-vimentina, mais intensa
nos tumores plasmocitéides, associadas a diferenca de marcacéo para o
anticorpo anti-antigeno mieldide/histiocitario, mais frequente nos
tumores plasmocitdides, extragenitais e ndo primarios, corrobora a

suspeita de linhagem celular mais agressiva.
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7. A diferenca entre quantidade de danos de DNA pelo teste do cometa
entre os tipos plasmocitoide e linfocitéide comprova que os primeiros

possuem maiores quantidades de quebras, sugerindo maior malignidade.
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, , RG ,

permito a participacdo do meu animal no experimento do projeto

de pesquisa “AVALIACAO CITOMORFOLOGICA, INDICES DE
PROLIFERACAO, IMUNOCITOQUIMICA E LESOES DE DNA NO TUMOR
VENEREO TRANSMISSIVEL” e autorizo a colheita de material celular
para a realizacdo de exames. Compreendo que a participacdo €
voluntaria e que tenho o direito de ndo o permitir, sem que isso
acarrete quaisquer prejuizos ao meu atendimento. Informo que
estou consciente e perfeitamente esclarecido quanto aos riscos que
0 procedimento trard ao cdo abaixo identificado, de minha

responsabilidade.

Nome do animal: Sexo:

Raca: Idade:

Botucatu, / __ / Assinatura:
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ANEXO C - PROTOCOLO SEMIOLOGICO

PROJETO DE PESQUISA EM TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL

RG Data /7 / Caso n®
Proprietario
Enderecgo
Telefone Cidade
Nome Sexo Raca Idade
Queixa principal
Acesso & rua? [Indo [Jsim |Obs.:
Contato com outros cées? O ndo [Jsim
Controle reprodutivo? [dndo [sim
Emagrecimento progressivo? O ndo [Jsim
Massa hemorragica? [dndo [sim
Massa friavel? [Ofobs [Indo [Jsim
Tratamento anti-neoplasico prévio [Ondo [Jsim
Crescimento atual [] rapido [ lento [] estavel
Tempo de crescimento [Jaté3semanas []3a8semanas [] +de8semanas OrROEDOA
Localizagdo da massa

G CIE
Massa Unica? [ sim [ néo Comportamento biolégico Op OM OOR
Tamanho estimado

Op Om e

Estadogeral [ 6timo [] bom [] regular [] ruim

Mucosas  [réseas [péalidas [Jictéricas []congestas

Linfonodos [J normais [] aumentados
Temperatura FC FR

Hidratagso OnOdmOen 12
Consciéncia [ alerta [] apatia [] estupor [] coma

Observagdes

Exame fisico
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CAAF Agulha [ 13x4,5 [] 20x5 [] 25x6 []25x7 ‘ Citocentrifuga [ ndo [Jsim
‘ Biopsia [Jndo [Jsim
. . - . - Microscopia = .
[ imunocitoquimica [] cometa [] micr. eletrénica eletronica O ndo [Jsim
Tratamento utilizado Dose ‘
[ reducéo total [ reducgéo parcial [] inalterado [ aumentado ‘ s Ops IR

o
DESCRICAO DE MASSAS ADICIONAIS Cason

Localizagdo da massa

Ordem de aparecimento Comportamento bioldgico | [P [JM [JR

G e

eletrbénica

Tamanho estimado
e M G
Massa hemorragica? [ néo O sim
Massa friavel? [] fi obs [ néo [ sim
Crescimento atual [ rapido [Jlento [ estavel
Tempo de crescimento [Jaté3semanas []3a8semanas [+ de8semanas IR CIE A
CAAF Agulha [ 13x4,5 [] 20x5 [ 25x6 []25x7 ‘ Citocentrifuga [ ndo [Jsim
‘ Biopsia []ndo []sim
[ imunocitoquimica [J cometa [] micr. eletronica Microscopia [Ondo [Jsim

Tratamento utilizado Dose ‘

[ redugéo total [ redugéo parcial [] inalterado [ aumentado ‘ s Ops IR
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ANEXO D

TNM ADAPTADO PARA O TUMOR VENEREO
TRANSMISSIVEL

TUMORES DA GENITALIA EXTERNA: MACHOS

T: TUMOR PRIMARIO: (exame clinico-cirdrgico, rx térax)
TO: sem evidéncia de tumor

T1: tumor <3 cm no seu didmetro maximo

T2: 3-5cm

T3: >5cm ou tumor com invasédo profunda

T4: invaséao local

N: LINFONODOS REGIONAIS (INGUINAIS): (exame cirdrgico)

NO: sem evidéncia de envolvimento de linfonodos regionais
N1: linfonodos ipsilaterais moveis

N2: linfonodos bilaterais moveis

N3: linfonodos imdveis

M: METASTASE DISTANTE: (exame clinico-cirargico, rx torax)
MO: sem evidéncia de metastase
M1: metastase detectada. Local: ......oouoiriniiiiiiiiiiiiiiaeennn,

TUMORES DA GENITALIA EXTERNA: FEMEAS

T: TUMOR PRIMARIO: (exame clinico-cirurgico, rx torax)

TO: sem evidéncia de tumor

T1: tumor <3cm no seu diametro maximo, superficial

T2: 3-5cm, invasdo minima

T3: >5cm ou tumor com invasédo profunda

T4: invasao local (pele, perineo, uretra, parede paravaginal, canal anal)

N: LINFONODOS REGIONAIS (INGUINAIS, SACRAIS, ILIACOS INTERNOS): (exame cirdrgico)
NO: sem evidéncia de envolvimento de linfonodos regionais

N1: linfonodos ipsilaterais moveis

N2: linfonodos bilaterais moveis

N3: linfonodos imdveis

M: METASTASE DISTANTE: (exame clinico-cirargico, rx torax)
MO: sem evidéncia de metastase
M1: metastase detectada Local: ......coonoerroieeii e,
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TUMORES DE CAVIDADE NASAL / SEIOS
M : exame clinico-cirargico, rx torax

T: TUMOR PRIMARIO: (exame clinico-cirurgico, rx torax)

TO: sem evidéncia de tumor

T1: tumor ipsilateral, destruicdo 6ssea ausente ou minima
T2: tumor bilateral ou destruicdo 6ssea moderada

T3: invaséo local

N: LINFONODOS REGIONAIS (SUBMANDIBULAR, CERVICAL ANTERIOR E FARINGEAL): (exame
cirurgico)
NO: sem evidéncia de envolvimento de linfonodos regionais
N1: linfonodos ipsilaterais moveis
Nla: nodos ndo considerados ter crescimento
N1b: nodos considerados ter crescimento
N2: linfonodos bilaterais méveis
N2a: nodos nado considerados ter crescimento
N2b: nodos considerados ter crescimento
N3: linfonodos imoéveis

M: METASTASE DISTANTE: (exame clinico-cirargico, rx torax)
MO: sem evidéncia de metastase
M1: metastase detectada Local: ......ooeuivriiiiiiiiiiiiiiiaeann,

TUMORES CUTANEOS

T: TUMOR PRIMARIO: (exame clinico-cirlrgico, rx torax)

TO: sem evidéncia de tumor

T1: tumor < 2cm no didmetro maximo, superficial ou exofitico

T2: tumor com 2-5 cm no didmetro maximo, ou com invasdo minima,
independentemente do tamanho.

T3: tumor > 5cm ou com invasao do subcutéaneo independentemente do tamanho.
T4: tumor invadindo outras estruturas, como fascia muscular, osso ou cartilagem.

Tumores ocorrendo simultaneamente devem ter seu nimero registrado. O
tumor de categoria T mais alta é selecionado e o nimero de tumores registrado
entre parénteses. Tumores sucessivos devem ser classificados separadamente.

N: LINFONODOS REGIONAIS (DE ACORDO COM A LOCALIZACAQ): (exame cirdrgico)
NO: sem evidéncia de envolvimento de linfonodos regionais
N1: linfonodos ipsilaterais moveis
Nla: nodos ndo considerados ter crescimento
N1b: nodos considerados ter crescimento
N2: linfonodos bilaterais moveis
N2a: nodos ndo considerados ter crescimento
N2b: nodos considerados ter crescimento
N3: linfonodos imoéveis

M: METASTASE DISTANTE: (exame clinico-cirargico, rx térax)
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MO: sem evidéncia de metastase
M1: metastase detectada Local: .....coemoerieirii e

REGIOES ANATOMICAS E LINFONODOS REGIONAIS RESPECTIVOS:

a.
b.

D Qoo

pélpebras, orelhas e focinho: cervical (bilateral)

face (exceto anteriores), cabeca e pescoco: cervical (bilateral),
submandibular (bilateral), auricular (bilateral)

membro anterior: axilar e pré-escapular (unilaterais)

tronco anterior ao umbigo: axilar e pré-escapular (ambos bilaterais)
tronco posterior ao umbigo: inguinal (bilateral)

membro posterior: inguinal e popliteo (unilateral)
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ANEXO E - FICHA DE AVALIACAO CITOLOGICA

CASO

LAMINA

Células Linfocitsides

Células Dlasmocitsides

Ceéls. nuas

Ceéls. fuso

Droj. citoplasm.

Mitoses anormais

Céls. Girino

Mitoses normais

Espteulas nucl

Niicleo riniforme

Brotamentos B inucleagdo
Dseudoinclusses Multinucleagdo
Aunel de sinete Micronucleagdo

Fissura nuclear

Halo perinuclear

Canibalismo Esp. membr. ncl

Hipercromia Esp. Membr. citpl

Linfécitos Dlasmécitos

Neutrdfilos Cosindfilos

Monécitos Macréfagos

Mastécitos Nucléolos / cél.

Cromatina D densa I:l granular I:l grosseira I:l frouxa
Auisocitose D ausente I:l discreta I:l moderada I:l intensa
Auisocariose D ausente I:l discreta I:l moderada I:l intensa
Macrocariose D ausente I:l discreta I:l moderada I:l intensa
Basofilia D ausente D discreta D moderada D intensa
Cosinofilia D ausente D discreta D moderada D intensa
Vaciiolos [ regulares [ irvegulares %

Corp. linfogl. [ pres. [ aus. Avrranjo polar [ pres. ] aus.

Observagdes
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ANEXO F
MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

1 COLHEITA DAS AMOSTRAS

O tecido deve ser manipulado com muito cuidado para evitar
artefatos. Ap0s a retirada da amostra, deve-se recorta-la em fragmentos com tamanho
maximo de 1mm de espessura. Deve-se usar metade de uma gilete nova para o recorte
do material. Os fragmentos ndo devem ser pegos com pinga, pois podem ser

esmagados. Devem ser colocados no fixador imediatamente apés a colheita.

2 FIXACAO SEQUENCIAL DAS AMOSTRAS

Esse método combina a fixagdo com o glutaraldeido e a pos-fixagcdo
com tetroxido de 6smio. Imediatamente ap6s a colheita as amostras devem ser fixadas
por imersdo em solucdo de glutaraldeido 2,5% (tampéo cacodilato de sédio 0,1M, pH
7,3) no minimo por trés horas.

A seguir, devem ser pos-fixadas em solugdo de tetroxido de dsmio 1%
(tampédo cacodilato de soédio 0,2M, pH 7,4) e, para tal, realiza-se o0 seguinte
procedimento:

e Tampéo fosfato 0,1M pH c trés vezes de cinco minutos

e Tetréxido de 6smio 1% (NOVO) ......evunnen... 2 horas em saco escuro
e Aguadestilada ...........coeueuiiiiiinininnn.n. lavar trés vezes de cinco minutos
e Uranila ....ooiieiiiii duas horas

2.1 SOLUCOES DE FIXACAO E POS-FIXACAO

2.1.1 SoLUCAO DE GLUTARALDEIDO 2,5%

a. Tampao Fosfato 0,2M pH 7,3

e Fosfato de sédio monobasico 0,2M ................ 23ml

e Fosfato de sédio dibésico 0,2M .................... 77ml

e Aguadestilada ............coiiiiiiiiiiiiiie gsp 200ml
b. Fixador

e Clutaraldeido 25% ......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieene 10ml

e Tampdo fosfato 0,2M pH 7,3 ....cciiiiiiiiann.n. 90ml

c. Solucao de glutaraldeido 2,5% em cacodilato de sédio

d. Solucéo de tetréxido de 6smio
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e Tetroxido de 0SMI0 ......oviiiiiiiiiiiiiiiiiaenn.. ampola 1g
e Aguadestilada .........c.coeeiuiiiiiiiiiiiiienen, 50ml
e Tampéo fosfato 0,2mpH 7,3 ...cccieniiiiinnn.... 50ml

Quebrar a ampola de tetroxido de ésmio em vidro escuro contendo a
agua destilada. Acrescentar o tampéo fosfato. Deixar 15 horas em refrigeracéo, para a
completa dissolucéo dos cristais. Separar em aliquotas de 1ml que podem ser estocadas
em congelador.

e. Solucdo de Uranila

2.2 DESIDRATACAO
Os fragmentos sé@o desidratados por passagens em séries crescentes

de alcool etilico ou de acetona.

2.2.1 DESIDRATACAO COM ALCOOL ETILICO

e Alcool 50° 15 minutos
e Alcool 75° 15 minutos

e Alcool 95° 15 minutos

e Alcool absoluto ............ccoeeieuieninnnn.. 2 passagens de 15 minutos
e Acetona +resinapura (1:1) ....ovennnen.... 24 horas
e ReSiNaPUra ...oooiiiii e 1 hora na estufa 37°C, sem tampa

2.2.2 DESIDRATACAO COM ACETONA

o Acetona50% ....oviiiiiiiiiiiii e 2 passagens de 10 minutos

o Acetona 70% ....oiiiiiiiiiiiiii e 2 passagens de 10 minutos

o Acetona 90% ......coiiiiiiiiiiii e 2 passagens de 15 minutos

o Acetona 100% ..ovvevirieiiiiiiiieiiiiaenn, 3 passagens de 15 minutos

e Acetona + resina pura (1:1) .....oooineen... 24 horas

o RESINAPUIA oo 1 hora na estufa 37°C, sem tampa

2.3 INCLUSAO
As amostras sdo impregnadas e incluidas em resina Araldite ou EpOxi
812. os blocos de resina com as amostras devem prmanecer n a estufa 60°C por 24

horas até que a resina polimerize.

2.4 PREPARO DA RESINA

2.4.1 ARALDITE

o Araldite’ ..., 54ml / 61,24g
o DDSA? 46ml / 47,149
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e DMP30% oo, 1,5a2ml

2.4.2 EPOX1 812

e Epon 812 45ml

o DDSA 30ml
e NMA 25ml
e DMP30 . 1la1l,5ml

2.5 CORTES SEMIFINOS

2.5.1 PREPARO DOS BLOCOS

Os blocos de inclusdo limpos devem ser submetidos a redugdo da

superficie de corte. Esse processo é conhecido como trimagem ou toilete.

2.5.2 PREPARO DAS NAVALHAS DE VIDRO

2.5.3 MICROTOMIA

Os cortes semifinos devem ser realizados em ultramicrétomo e

possuir cerca de 0,5 a 1um (vermelho, amarelo ou verde).

2.5.4 CoLORACAO

Os cortes obtidos sdo corados com azul de metileno - Azur II. O
corante deve ser colocado sobre o corte e ser aquecido até que se forme um halo
metalico ao redor do corante.

Para o preparo do corante de azul de metileno - Azur Il, deve ser
diluido a 1% em solucdo de bdrax a 1% (solucdo A), enquanto que a solucédo B é a
diluicdo do Azur Il a 1% em agua. A solucdo de uso € a mistura 1:1 das solucGes A e B.

Nos cortes corados deve ser feita a selecdo da area para o corte

ultrafino.

2.6 CORTES ULTRAFINOS

2.6.1 PREPARO DOS BLOCOS

Os blocos de inclusdo limpos devem ser submetidos a nova toillete,

de acordo com as especificacBes obtidas durante a selecdo da area de corte.

! Polysciences, cat. # 00552.
2 Polysciences cat. # 00563.
% Polysciences cat # 00553.
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2.6.2 MICROTOMIA

Os cortes ultrafinos sdo obtidos no ultramicrétomo usando a navalha
de diamante. Os cortes ultrafinos devem possuir cerca de 70nm (prata) de espessura.
Eles sdo colocados em grades (telas) de cobre (podem ser de ouro, niquel ou platina)

formadas por uma fina malha metalica.

2.6.3 CONTRASTE DOS CORTES ULTRAFINOS

Os cortes, ja nas telas, sofrem o processo de coloracdo ou contraste
com acetato de uranila (CO, sensivel) e citrato de chumbo 0,2%.
a. Solucdo de citrato de uranila:

Para Araldite, solucéo saturada (5-7%) em agua destilada ou alcool
50%. Para Epoxi, solucdo a 1-2% em agua destilada ou alcool 50%.

O contraste com a solucédo de uranila é feito colocando-se cada tela
numa gota da solugdo durante 30 minutos.

b. Solucédo de citrato de chumbo:

e Nitratode chumbo ...t 1,339

e Citrato de s0dio ......ccevviiiiiiiiiiinnnnnns 1,769

e Aguadestilada ............coeeeiiiininnn... gsp 50ml
e Solucdode NaOH AN ......ccoivvvvviinnnnn.. 8ml

Misturar nitrato de chumbo, citrato de sdédio e 30ml de &agua
destilada em um baldo volumétrico e agitar vigorosamente até assumir aspecto leitoso
(cerca de 20-60 minutos). Adicionar o NaOH e misturar por inversdo. Completar o
volume para 50ml com agua destilada e deixar em repouso durante 24 horas, no
minimo.

O contraste com a solucdo de citrato de chumbo é feito colocando-
se cada tela numa gota da solugdo por 5-30 minutos (geralmente 20 minutos).

Diferenciar com solugdo de NaOH 0,02N, lavar em &gua corrente e deixar secar.

2.7 FOTOMICROGRAFIAS
A avaliacdo dos espécimes é realizada efetivamente através das

fotomicrografias obtidas no Microscopio Eletrénico de Transmissdo, operado a 60kV.
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e danos de DNA

ANEXO G
PROTOCOLO PARA ALKALINE SINGLE CELL GEL
ELETROPHORESIS ASSAY (TESTE DO COMETA)

1 SUBSTANCIAS UTILIZADAS NO TESTE DO COMETA

01. Agarose (ponto de fusdo normal)
02. Agarose Low Melting Point
03. Brometo de etidio

04. DMSO

05. EDTA

06. HCL (acido cloridrico)

07. NaOH (hidroxido de sédio)
08. NaCL (cloreto de sodio)
09. N-Lauroyl-Sarcosine

10. PBS (livre de Ca™ e Mg™)
11. Tris

12. Triton X-100

2 PREPARO DE SOLUCOES

2.1 SOLUGAO DE LISE (ESTOQUE)

e NaCl2,5M .oiiiiiiiiiiiiiiiie e 146,1 ¢
o EDTAL100MM .iiiniiiiiiiiiii e 37,2 ¢
L N 1,2 ¢

Ajustar o pH para 10, Completar para 1000 ml com H,O destilada.
Acrescentar 10 g de N-Lauroyl Sarcosine 1%.

Conservacao: temperatura ambiente, abrigada da luz (vidro &mbar).

2.2 SOLUGAO DE LISE (UsoO)

o Triton X-100....ccovieiiiiiiiiiiiiannn. 1mil
® DMSO i 10ml
e Solucéo de lise estoque ................ 100ml gsp

Essa solucdo deve ser feita na hora do uso. Deve ser colocada na

geladeira até atingir 4° C, aproximadamente duas horas antes do uso.
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2.3 SOLUCAO DE ELETROFORESE

Para esta solucdo, deve-se preparar antecipadamente as solu¢fes de

EDTA (solugdo A) e NaOH (solucéo B). A solucdo de eletroforese deve ser preparada na

hora do uso.

o SOIUGAO A (EDTA) weniiiiii i 5mi

e SOIUGEO B (NaOH)...ooiiiii i 30ml

e Agua destilada gelada ........................... 1000ml gsp
Ajustar o pH em 13.
2.3.1 SoLucAo DE EDTA (A)

o EDTA Lo s 14,89 g

e Aguadestilada ..................oeean.. 200ml

Ajustar o pH em 10. Conservar em temperatura ambiente e ao abrigo

da luz (vidro &mbar).

2.3.2 SoLucAo be NAOH (B)

e NaOH ...oiiiiiiiiiiiii s 200 g
e Aguadestilada .................coeeean.. 500ml
Conservar em temperatura ambiente a ao abrigo da luz (vidro
ambar).
2.4 SOLUCAO DE NEUTRALIZACAO
e TrisO,4M .eennniiii i 48,5¢
e Aguadestilada ...........ccoeuiunnnn.n. 1000ml gsp

Ajustar o pH em 7,5. Conservar em temperatura ambiente, ao abrigo

da luz (vidro ambar).

2.5 SOLUCAO DE COLORACAO

2.5.1SoLucAo DE COLORACAO - ESTOQUE

Brometo de etidio .............cooonll. 10mg

Agua destilada ...........cccceuieiinennnn. 50ml

Conservar em temperatura ambiente a ao abrigo da luz.

2.5.2S0LucAo DE COLORACAO - Uso

Solucéo de Estoque ...........ceennnnn.. 1ml

Agua destilada .............ccceueennenn.. oml

Conservar em temperatura ambiente a ao abrigo da luz.
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2.6 AGAROSE - PONTO DE FUSAO NORMAL

o Agarose PEN ... 300mg

e PBSliviedeCa™ e Mg™ ...coiiiiiiiiiiinianne. 20ml
Homogeneizar e aquecer no microondas, deixando ferver duas ou
trés vezes. Colocar o gel ja diluido no banho-maria a 60°C. Com o auxilio de uma pinca,
mergulhar as laminas limpas no gel sem deixar escorrer. Coloca-las na posi¢cao
horizontal em frente a um aquecedor, deixando-as secar por algumas horas. Conservar

em geladeira a 4°C ou temperatura ambiente.

2.7 AGAROSE - BAIXO PONTO DE FUSAO (LOW MELTING POINT)

o Agarose LMP ... s 100mg
e PBSliviede Ca™ e Mg™ ..cooviviiiniiininennnn. 20ml
Diluir a agarose LMP. Aquecé-la no microondas sem deixar ferver,

transferi-la para banho-maria a 37°C para uso imediato. Conservar em geladeira a 4°C.

3 PREPARO DAS LAMINAS

Apagar todas as luzes do laboratério. Pipetar 5ul de sangue (ou da
amostra) e transferi-lo para um eppendorf. Misturar 100ul de agarose LMP a 37°C e
homogeneizar junto com o sangue. Pingar delicadamente a mistura feita sobre uma
lamina preparada com agarose ponto de fusdo normal e cobrir com uma laminula
grande (24x60), soltando-a gentilmente sobre a lamina. Deixar na geladeira por 5
minutos. Retirar cuidadosamente a laminula. Mergulhar a lamina na solugdo de lise
(uso) recém preparada. Deixar na solucdo de lise no minimo 1 hora e no maximo 4
semanas. Esta € solucéo hipotonica que quebra a membrana e deixa somente o material
nuclear (nucleéide).

A cuba com solucdo de lise deve estar coberta com papel aluminio

para proteger da luz.

4 ELETROFORESE

Preparar a Solucdo de Eletroforese e esperar chegar a 4°C. Envolver
a cuba de eletroforese em gelo, mantendo-a no minimo a 4°C. Retirar as laminas da
solucdo de lise, lava-las com PBS -- colocar em uma cuba com PBS (uso) por
aproximadamente 5 minutos, para retirar os cristais que se formam, e coloca-las na
cuba de eletroforese. Padronizar qual lado sera deixado para o pélo negativo para que
0s cometas ndo corram para lados opostos.

Colocar a solugdo tampdo de eletroforese até cobrir as laminas.
Deixar as laminas na cuba descansando por 20 minutos. Programar a fonte de

eletroforese com:
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e 25v, 20 minutos
e Manter a miliamperagem - 300mA

A miliamperagem e a poténcia serdo reguladas com a quantidade de
solucédo de eletroforese colocada na cuba. Monitorar a cuba durante o tempo de corrida
eletroforética: se passar de 300 mA, retirar solucdo de eletroforese, e se estiver
abaixo, acrescentar solugdo. Retirar cuidadosamente as laminas da cuba e coloca-las
em um trilho de coloracéo. Lava-las cuidadosamente com solucdo de neutralizagdo, 3
vezes de 5 minutos, com cuidado para ndo romper a agarose. Mergulhar as laminas em
Etanol 100% para fixacdo. Deixar secar em temperatura ambiente. As laminas podem

ser conservadas em temperatura ambiente ou geladeira.

5 COLORACAO

Para coloracdo das laminas, utilizar 50ul de solucéo de Brometo de
Etidio (uso), pingando diretamente sobre a lamina. Cobrir com uma laminula grande
(24x60). As laminas devem ser lidas imediatamente ap6s a coloracdo. Ao retirar as
laminulas da lIamina, mergulha-las em etanol 100%. Se for preciso reanalisar a lamina,

pode ser repetido o procedimento de coloracédo, sem perder a qualidade da analise.

6 ANALISE DAS LAMINAS

As laminas sd@o analisadas em um microscépio de fluorescéncia, que
permite a visualizagcdo das imagens dos nucledides com contorno circular (sem danos no
DNA) ou estruturas em forma de “cometa” (com danos no DNA).

A extensdo de cada imagem significa a distancia de migragéo da fita
de DNA danificada, que foi classificada segundo Singh e col. (1988, 1991); Pool-Zobel e
col.(1994) speit e col.(1995).

As células podem ser classificadas em cinco categorias (0-4)
correspondente as seguintes quantidades de danos na cauda do DNA:

e 0 = sem danos (<5%)

e 1 = baixo nivel de danos (5-20%)

2 = médio nivel de danos (20-40%)
e 3 = alto nivel de danos (40-95%)
e 4 = dano total (>95%)
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ANEXO H - DADOS DOS PACIENTES ESTUDADOS

Caso TNM RG RAcA SEXO IDADE CIDADE LOPCQ";:/?:&AO
1 T3NOMO 109112 | srd macho | 10 Botucatu genital
2 T3N3MO 111433 | srd macho | 6 Botucatu genital
3 TANOMO 111479 | srd fémea | 2 Tatui genital
4 T2N3MO 99170 ' srd macho | 3 Botucatu genital
5 T3NOMO 111519 | srd fémea | 4 Botucatu genital
6 TINOMO 111527 | srd fémea | 1 Botucatu genital
7 T2N1M1 biotério | srd fémea | 11 Botucatu genital
8 T2N3M1 111028 | srd macho | adulto | Botucatu genital
9 T2NOMO 94325  srd macho @ 8 Botucatu genital
10 T3N1MO biotério = srd fémea 2 Diadema genital
11 T2NOMO biotério | Rottweiler fémea 4 Boituva genital
12 TINOM1 59094 | srd macho | 10 Botucatu genital
13 T2NOM1 111991 | srd macho | 8 Botucatu genital
14 TAN1IM1 112016 : srd fémea | 8 Areidpolis genital
15 T2NOMO 112337 | srd fémea | 1 Botucatu genital
16 T1NOMO 94577 | Husky fémea | 3 Igaracu do Tieté genital
17 T2N1M1 112442 | srd fémea | 3 Bofete genital
18 T1NOMO 112440 | srd fémea | 2 Botucatu genital
19 T3NOMO 111259 | Fila Brasileiro macho @ 3 Bauru nasal
20 T3NOMO 112596 | srd macho | 5 Botucatu genital
21 T3NOMO 111118 | srd macho | 1 Botucatu nasal
22 T2N1MO 112137 | srd fémea | adulta | Barra Bonita anal
23 T3N1M1 112726 | Pastor Belga fémea | 4 Botucatu genital
24 T3NOMO 112741 : srd macho | adulto | Porangaba genital
25 TANOMO 112790 | srd fémea | 8 Botucatu genital
26 T2N2MO 112793 | srd macho | 6 Sao Manuel genital
27 T2NOMO 97255 | srd macho | 2 Botucatu genital
28 T2NOMO 112826 | srd fémea @ 10 Botucatu genital
29 T3N3MO 98181  Fox Paulistinha | macho | 3 Botucatu genital
30 T3N1M1 112936 | srd fémea | 3 Botucatu genital
31 T2NOMO 112998 | srd macho | 2 Botucatu genital
32 TIN3MO 113036 | srd macho | 5 Barra Bonita genital
33 T3N2aM1 112141 | Pastor Alemdo  macho | 5 Botucatu nasal
34 T4NOMO 100243 | srd fémea | 3 Botucatu genital
35 T3NOM1 111367 | srd fémea | 6 Botucatu subcuténeo
36 TINOMO 113116 | Cocker fémea | 4 Lengdis Paulista genital
37 T3NOMO 113252 | srd fémea | 8 Tatui genital
38 TINOMO 77324 | srd fémea | 5 Botucatu genital
39 T2NOMO 113314 : srd fémea @ 9 Pardinho genital
40 T1NOMO 113345 | srd macho | 1 Botucatu genital
41 TINOMO 67423 | srd fémea | 9 S&o Manuel genital
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42 T2NOM1 113445 | srd fémea | 1 Agudos genital
CAso TNM RG RAGCA SEX0 IDADE CIDADE LOPCQ"\‘/:/?:;AO

43 T2NOMO 113456 | srd fémea | 7 Botucatu genital
44 T2NOMO 113572 | srd fémea | 7 Lengdis Paulista genital
45 T3NOMO 113677 | srd fémea | 6 Séo Paulo genital
46 TINOMO 113703 | Poodle fémea | 2 Botucatu genital
47 T3NOMO 104605 : srd macho | 2 Sao Manuel genital
48 T3NOMO 113973 | Weimaraner fémea | 5 Botucatu genital
49 T2NOMO 108214 . Weimaraner macho | 4 Botucatu genital
50 T3NOMO 114026 | srd fémea | 6 Lengdis Paulista genital
51 TINOMO 113746 | srd fémea | 2 Sao Manuel genital
52 TINOMO 103203 : srd fémea @ 1 Botucatu genital
53 T3NOMO 114377 | srd macho | 7 Botucatu genital
54 T2NOMO 102676 | srd macho | 2 Botucatu genital
55 TIN1IMO 114438 | srd macho | 5 S&o Pedro ocular
56 T2NOMO 114559 | Fox Paulistinha | macho | 10 Botucatu genital
57 T2NOMO 114549 : srd macho | 10 Botucatu genital
58 T3NOMO 114633 | srd fémea | 2 Pardinho genital
60 T3NOMO 114683 | srd fémea | 6 Botucatu genital
61 T1NOMO 112600 | srd macho | 7 Lencois Paulista nasal
62 T2NOMO 114675 | Poodle fémea | 4 Areiopolis genital
63 T2NOMO 114907 | Fila Brasileiro fémea | 5 Botucatu genital
64 T3NOMO 113131 | Cocker macho | 4 Barra Bonita nasal
65 T3NOMO 115087 | srd macho | adulto  Botucatu genital
66 T3NOMO 115127 | srd fémea | adulta | Botucatu genital
67 T2N1MO 115144 | srd macho | 6 Botucatu genital
68 T1INOMO 112088 : Poodle macho | 2 Botucatu genital
69 TINOMO 115320 | Boxer macho | 4 Botucatu genital
70 T3NOMO 115304 | Dalmata fémea | 11 Botucatu genital
71 T3NOMO 115525 | Poodle fémea | 4 Botucatu genital
72 TINOMO 85110 | srd fémea | 12 Lengdis Paulista genital
73 T2NOMO 115586 | srd macho | 2 Boituva nasal
74 T3NOMO 107331 | srd fémea | 4 Boituva genital
75 TINOM1 93220 | srd fémea | 7 Anhembi genital
76 T2NOMO 117048 | Boxer fémea | 2 Botucatu genital
77 T2NOM1 115750 | srd macho | 6 Lengdis Paulista subcutaneo
78 TINOMO 117085 | srd macho | 4 Sao Manuel genital
78 T3N1MO 117085 | srd macho | 4 Sao Manuel nasal
79 TINOMO 116797 | srd fémea | 7 Botucatu genital
80 T3NOM1 116952 | Boxer fémea | 4 Botucatu genital
81 T3NOMO 117696 | srd fémea | 6 Botucatu genital
82 T2NOMO 117165 | srd macho | adulto  Botucatu genital
83 T2NOMO 117158 | srd fémea | 6 Agudos genital
84 T3NOMO 117231 | srd macho | 9 Botucatu genital
85 T2NOMO 117206 | srd fémea | 10 Botucatu genital
86 TINOMO 117311 | srd fémea | 13 Botucatu genital
87 T3NOM1 117438 | srd macho | 6 Lengdis Paulista genital
87 TANOMO 117438 | srd macho | 6 Lencdis Paulista ocular
88 T3NOM1 117566 | Pastor Alemdo  fémea @ 3 Itatinga genital
89 T2N3MO 117681 | srd macho | 1 Botucatu genital
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90 T2NOM1 117779 | Pastor Alemdo  fémea @ 3 Piratininga genital
CAso TNM RG RAGCA SEX0 IDADE CIDADE LOPCQ"\‘/:/?:;AO
91 TINOMO 117838 | srd fémea | 3 Botucatu genital
92 TINOMO 118135 | srd macho | 11 Botucatu genital
93 T2N3M1 118211 | srd macho | idoso Botucatu genital
93 T2NOMO 118211 | srd macho | idoso Botucatu genital
94 TINIM1 118548 : Sheepdog fémea | adulta | Lencois Paulista genital
95 T3NOM1 118500 | srd macho | 2 Botucatu genital
96 T3N2M1 118543 | Boxer fémea | 4 Botucatu genital
97 T1NOMO 80986 | srd macho | 7 Botucatu genital
98 T3NOMO 119363 | srd macho | 1 Botucatu genital
99 T3NOMO 121038 : Dachshund macho | 4 Aguas S&o Pedro nasal
100 T2N1MO 121025 | srd macho | 3 Botucatu genital
101 T2NOMO 121162 | srd macho | adulto | Porangaba genital
102 T2NOMO 121188 | srd fémea | 18 Barra Bonita genital
103 T3NOMO 125007 | srd macho | 4 Igaracu do Tieté genital
104 T4AN2M1 125036 : srd macho | 4 Itatinga genital
105 T2N3M1 115720 | srd fémea | 2 Botucatu genital
106 T3NOMO 125287 | srd fémea | 4 Botucatu genital
107 T2NOMO biotério = srd fémea | adulta | Ignorada genital
108 T1NOMO biotério | Pointer fémea | 3 Botucatu genital
109 T2NOM1 biotério = srd fémea | adulta | ignorada genital
110 T4AN1IM1 125759 | srd fémea | 1 Itatinga genital
111 TINOMO 126099 | srd macho | 7 Botucatu genital
112 T2N3MO biotério = srd fémea | adulta | Botucatu genital
113 T2NOMO biotério | srd macho | adulto | Botucatu genital
114 TINOMO 126265 | Poodle macho | adulto  Bauru genital
115 TIN3M1 126534 | srd macho | 3 Barra Bonita genital
116 T2NOMO 126546 | Boxer fémea | 9 Sao Manuel genital
117 T3N3MO 126453 | srd macho | 6 Botucatu genital
118 T1NOMO 126641 | srd fémea | 3 Barra Bonita genital
119 T3NOMO biotério . srd fémea | adulta | Botucatu genital
120 TINOMO 126678 | srd fémea | 8 Bauru genital
121 T2N2MO 107311 | srd macho | 4 Botucatu genital
122 T2NOMO 126805 | srd fémea | 4 Botucatu Genital
S06 TINOMO 116831 | Poodle fémea | 6 Botucatu genital
S01 T2NOMO 81401 | srd macho | 6 Botucatu genital
S02 T1NOMO 116303 | srd macho | 4 Botucatu genital
S04 T3NOMO 116556 | srd macho | 5 Botucatu genital
S05 T3N2MO 116716 | srd fémea | 10 Botucatu genital
S16 TINOMO 117574 | srd fémea | 2 Botucatu genital
S22 T2NOMO 120309 | srd macho | 2 Pederneiras genital
S27 T2NOMO 121314 | srd fémea | 2 Botucatu genital
S28 T2NOMO 121212 | srd fémea | 6 Botucatu genital
S29 TINOMO 129748 | srd macho | 5 Avaré genital
S30 T2NOMO biotério | srd fémea | adulta | ignorada genital
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Tumor Venéreo Transmissivel: citologia, Imunocitoquimica

ANEXO |
DADOS INDIVIDUAIS DO TESTE DO COMETA

TAIL TAIL GRUPO COMPORTAMENTO N
Caso MOMENT INTENSITY | CITOMORFOLOGICO BioLoaGIco LOCALIZAGAO
16 0,3659 3,9899 Linfocitdide Priméario Genital
18 0,7643 7,2383 Linfocitéide Primario Genital
19 0,7367 6,2198 | Linfocitéide Primario Extragenital
21 0,4238 4,5335 | Linfocitéide Primario Extragenital
26 0,4762 6,6626 Linfocitéide Primario Genital
31 1,2265 9,8244 Linfocitéide Primario Genital
33a 2,3397 14,4693 | Misto N&o primario Extragenital
34 2,4203 13,9039 Linfocitéide Primario Genital
42 1,5205 11,5465 Plasmocitoéide Primario Genital
45 0,7910 6,9143 Linfocitéide Primario Genital
65 0,1848 2,5864 Linfocitéide Primario Genital
66 0,7142 7,6719 Misto Primario Genital
75 0,3445 4,7119 Misto Primario Genital
79 1,3401 11,0913 Plasmocitoéide Priméario Genital
80a 0,7110 6,4290  Misto N&o primario Extragenital
87d 4,3679 22,4529 | Plasmocitoide N&o primario Extragenital
98 2,5888 15,1363 Misto Primario Genital
99 1,3135 13,9834  Plasmocitoide N&o primario Extragenital
101 1,1575 9,8574 Plasmocitéide Primario Genital
105 0,6867 5,7460 | Misto Primario Genital
105b 0,6322 5,5341 | Misto N&o primario Extragenital
105a 0,8079 6,6582 | Misto N&o primario Extragenital
107 1,0941 7,7660 Plasmocitoéide Primario Genital
108 1,0941 7,7660 Plasmocitoéide Primario Genital
109 1,2297 13,6956 Linfocitéide Primario Genital
109a 1,7943 11,4996  Misto N&o primario Extragenital
109b 0,5447 4,8344 | Misto N&o primario Extragenital
110 1,4513 11,8886 Plasmocitoéide Primario Genital
110a 1,1154 10,0833 | Plasmocitoide N&o primario Extragenital
111 1,0379 9,2884 Plasmocitéide Primario Genital
113 0,6460 5,6000 | Misto Primario Genital
114 1,3533 12,2037 Plasmocitoéide Primario Genital
116 0,6821 6,7638 Linfocitéide Primério Genital
117a 1,1887 12,1912 | Plasmocitoide N&o primario Extragenital
118 0,6493 6,4301 Misto Primario Genital




Amaral, A. S. Tumor Venéreo Transmissivel: citologia, imunocitoquimica
e danos de DNA

ANEXO J
DADOS ESTATISTICOS DOS CRITERIOS CITOLOGICOS DE
MALIGNIDADE

Frequéncias observadas dos padrdes de cromatina e valor da probabilidade calculada pelo
teste de qui-quadrado nos diferentes grupos

PADRAO DE CROMATINA

LOCALIZACAO p=0,67
GENITAL % EXTRAGENITAL % ToTAL %
Densa 29 26,13 7 15,22 36 22,78
Granular 27 24,32 14 30,43 41 25,95
Grosseira 27 24,32 13 28,26 40 25,95
Frouxa 28 25,23 13 28,26 41 25,32
Total 111 100 46 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p=0,84
PRIMARIO % NAO PRIMARIO % ToTAL %
Densa 26 23,85 10 20,41 36 22,78
Granular 26 23,90 15 30,61 41 25,95
Grosseira 29 26,61 11 22,45 40 25,95
Frouxa 28 25,64 13 26,53 41 25,32
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p = 0,55
PEQUENO % MEDIO % GRANDE % TOTAL %
Densa 13 22,81 13 26 10 19,61 36 22,78
Granular 19 33,33 8 16 14 27,45 41 25,95
Grosseira 13 22,81 15 30 12 23,53 40 25,95
Frouxa 12 21,05 14 28 15 29,41 41 25,32
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUGCAO p=0,88
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Densa 6 25,00 11 28,95 16 21,62 33 24,26
Granular 7 29,17 7 18,42 17 22,97 31 22,79
Grosseira 9 37,50 11 28,95 16 21,62 36 26,47
Frouxa 2 8,33 9 23,68 25 33,78 36 26,47

Total 24 100 38 100 74 100 136 100




Anexo J +190

Frequéncias observadas de anisocitose e valor da probabilidade calculada pelo teste de qui-
quadrado nos diferentes grupos.

ANISOCITOSE
LOCALIZACAO p=0,75
GENITAL % EXTRAGENITAL % TOTAL %
Ausente 6 5,41 0 0 6 3,80
Discreta 53 47,75 27 58,71 80 50,63
Moderada 44 39,64 17 36,97 61 38,61
Intensa 8 7,21 3 6,52 11 6,96
Total 111 100 46 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p = 0,95
PRIMARIO % NAO PRIMARIO % TOTAL %
Ausente 6 5,50 0 0 6 3,80
Discreta 53 48,62 27 55,10 80 50,63
Moderada 44 40,37 17 34,69 61 38,61
Intensa 6 5,51 5 10,21 11 6,96
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p=0,22
PEQUENO % MEDIO % GRANDE % TOTAL %
Ausente 2 3,51 4 8 0 0 6 3,80
Discreta 25 43,86 28 56 27 52,94 80 50,63
Moderada 28 49,12 14 28 19 37,25 61 38,61
Intensa 2 3,51 4 8 5 9,81 11 6,96
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUCAO p=0,14
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % TOTAL %
Ausente 0 0 4 10,54 2 2,70 6 4.41
Discreta 11 45,83 22 57,91 36 48,65 69 50,73
Moderada 12 50,00 11 28,96 29 39,19 52 38,23
Intensa 1 4,17 1 2,69 7 9,46 9 6,62
Total 24 100 38 100 74 100 136 100
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Frequéncias observadas de anisocariose e valor da probabilidade calculada pelo teste de
qui-quadrado nos diferentes grupos.

ANISOCARIOSE

LOCALIZAGAO p = 0,84
GENITAL % EXTRAGENITAL % TOTAL %
Discreta 58 52,3 23 50 81 51,26
Moderada 44 39,6 21 45,5 65 41,14
Intensa 9 8,1 3 6,5 12 7,59
Total 111 100 46 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p=0,83
PRIMARIO % NAO PRIMARIO % ToTAL %
Discreta 57 52,3 24 49 81 51,26
Moderada 46 42,2 19 38,8 65 41,14
Intensa 6 5,5 6 12,2 12 7,59
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p=0,67
PEQUENO % MEDIO % GRANDE % ToTAL %
Discreta 27 47,4 28 56 26 50,9 81 51,26
Moderada 27 47,4 18 36 20 39,3 65 41,14
Intensa 3 5,2 4 8 5 9,8 12 7,59
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUGAO p=0,01
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Discreta 8 33,33 27 71,05 36 44,5 71 52,20
Moderada 15 62,50 10 26,31 30 37,5 55 40,44
Intensa 1 4,17 1 2,64 8 10,0 10 7,35

Total 24 100 38 100 80 100 136 100
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Frequéncias observadas de macrocariose e valor da probabilidade calculada pelo teste de
qui-quadrado nos diferentes grupos.

MACROCARIOSE

LOCALIZACAO p=0,15
GENITAL % EXTRAGENITAL TOTAL %
Ausente 91 81,98 33 70,21 124 78,48
Presente 20 18,02 14 29,79 34 21,52
Total 111 100 47 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p = 0,09
PRIMARIO % NAO PRIMARIO ToTAL %
Ausente 90 83,33 34 68 124 78,48
Presente 18 16,67 16 32 34 21,52
Total 108 100 50 100 158 100
TAMANHO p=0,76
PEQUENO % MEDIO % GRANDE % ToTAL %
Ausente 44 77,19 41 82 39 76,47 124 78,48
Presente 13 22,81 9 18 12 23,53 34 21,52
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUCAO p=0,38
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Ausente 19 79,167 33 86,84 75,67 108 79,42
Presente 5 20,833 5 13,16 24,32 28 20,59
Total 24 100 38 100 100 136 20,59

Fregliéncias observadas de basofilia citoplasmatica e valor da probabilidade calculada pelo
teste de qui-quadrado nos diferentes grupos.

BASOFILIA CITOPLASMATICA

LOCALIZACAO p=0,77
GENITAL % EXTRAGENITAL ToTAL %
Ausente 76 68,47 34 72,34 110 69,62
Presente 35 31,53 13 27,66 48 30,38
Total 111 100 47 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p =0,60
PRIMARIO % NAO PRIMARIO ToTAL %
Ausente 74 67,89 36 73,47 110 69,62
Presente 35 32,11 13 26,53 48 30,38
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p =0,68
PEQUENO % MEDIO % GRANDE % TOTAL %
Ausente 42 73,68 33 66 35 68,63 110 69,62
Presente 15 26,32 17 34 16 31,37 48 30,38
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUCAO p=0,26
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Ausente 14 58,33 27 71,05 75,68 97 71,33
Presente 10 41,67 11 28,95 24,32 39 28,67
Total 24 100 38 100 100 136 100
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Frequéncias observadas de eosinofilia citoplasmatica e valor da probabilidade calculada pelo
teste de qui-quadrado nos diferentes grupos

EOSINOFILIA CITOPLASMATICA

LOCALIZACAO p=0,40
GENITAL % EXTRAGENITAL % TOTAL %
Ausente 89 80,18 41 87,23 130 82,28
Presente 22 19,82 6 12,77 18 17,72
Total 111 100 47 100 148 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p=0,32
PRIMARIO % NAO PRIMARIO % ToTAL %
Ausente 87 88,99 43 87,75 130 82,28
Presente 22 20,01 6 12,25 18 17,72
Total 109 100 49 100 148 100
TAMANHO p=0,43
PEQUENO % MEDpIO % GRANDE % TOTAL %
Ausente 44 77,20 42 84 44 86,27 130 82,28
Presente 13 22,80 8 16 7 13,73 18 17,72
Total 57 100 50 100 51 100 148 100
TEMPO DE EVOLUCAO p=0,10
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Ausente 19 79,167 28 73,68 66 89,19 113 83,08
Presente 5 20,833 10 26,32 8 10,81 23 16,92
Total 24 100 38 100 74 100 136 100

Fregliiéncias observadas da ocorréncia de células vacuolizadas e valor da probabilidade
calculada pelo teste de qui-quadrado nos diferentes grupos.

PERCENTUAL DE VACUOLIZACAO CITOPLASMATICA

LOCALIZAGCAO p=0,90
GENITAL % EXTRAGENITAL % ToTAL %
< 50% 29 26,1 12 25,5 41 25,9
> 50% 82 73,9 35 74,5 117 74,1
Total 111 100 47 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p=0,21
PRIMARIO % NAo PRIMARIO % TOTAL %
< 50% 32 29,3 9 18,4 41 25,9
> 50% 77 70,7 40 81,6 117 74,1
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p=0,15
PEQUENO % MEDIO % GRANDE % TOTAL %
< 50% 18 31,6 8 16 15 29,4 41 25,9
> 50% 39 68,4 42 84 36 70,6 117 74,1
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUCAO p=0,34
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
< 50% 8 33,3 7 18,4 22 29,7 37 27,2
> 50% 16 76,7 31 81,6 52 70,3 99 72,8
Total 24 100 38 100 74 100 136 100
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Frequéncias observadas do niumero de nucléolos e valor da probabilidade calculada pelo
teste de qui-quadrado nos diferentes grupos.

NUMERO DE NUCLEOLOS

LOCALIZACAO p=0,34
GENITAL % EXTRAGENITAL % TOTAL %
Um 88 79,28 41 87,23 129 81,65
+de um 23 20,72 6 12,77 29 18,35
Total 111 100 47 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p=0,51
PRIMARIO % NAO PRIMARIO % TOTAL %
Um 87 79,82 42 85,71 129 81,65
+de um 22 20,18 7 14,29 29 18,35
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p=0,20
PEQUENO % MEDpIO % GRANDE % TOTAL %
Um 50 87,72 41 82 38 74,51 129 81,65
+de um 7 12,28 9 18 13 25,49 29 18,35
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUCAO p =0,03
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Um 23 95,8 34 89,47 56 75,68 113 83,09
+de um 1 4,2 4 10,53 18 24,32 23 16,91
Total 24 100 38 100 74 100 136 100

Fregléncias observadas de corpusculos linfoglandulares e valor da probabilidade calculada
pelo teste de qui-quadrado nos diferentes grupos.

CORPUSCULOS LINFOGLANDULARES

LOCALIZACAO p=0,75
GENITAL % EXTRAGENITAL % ToTAL %
Ausentes 23 20,72 8 17,01 31 19,62
Presentes 88 79,28 39 82,98 127 80,38
Total 111 100 47 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p =0,96
PRIMARIO % NAO PRIMARIO % ToTAL %
Ausentes 22 20,19 9 18,37 31 19,62
Presentes 87 79,81 40 81,63 127 80,38
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p = 0,04
PEQUENO % MEDIO % GRANDE % TOTAL %
Ausentes 13 22,81 4 8 14 27,45 31 19,62
Presentes 44 77,19 46 92 37 72,55 127 80,38
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUCAO p=0,45
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Ausentes 6 25 5 13,16 16 21,62 27 19,85
Presentes 18 75 33 86,84 58 78,38 109 80,15
Total 24 100 38 100 74 100 136 100
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Frequéncias observadas da ocorréncia de arranjo polar da paracromatina e valor da
probabilidade calculada pelo teste de qui-quadrado nos diferentes grupos.

ARRANJO POLAR DA PARACROMATINA

LOCALIZACAO p =0,49
GENITAL % EXTRAGENITAL % TOTAL %
Ausentes 81 72,9 31 65,9 112 70,8
Presentes 30 27,1 16 34,1 46 29,2
Total 111 100 47 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p=0,11
PRIMARIO % NAO PRIMARIO % ToTAL %
Ausentes 82 75,2 30 61,2 112 70,8
Presentes 27 24,8 19 38,8 46 29,2
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p=0,86
PEQUENO % MEDpIO % GRANDE % TOTAL %
Ausentes 41 71,9 34 68 37 72,5 112 70,8
Presentes 16 28,1 16 32 14 27,5 46 29,2
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUCAO p=0,69
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Ausentes 18 75 27 71,1 49 66,2 94 69,1
Presentes 6 250 11 28,9 25 33,8 42 30,9
Total 24 100 38 100 74 100 136 100

Fregliéncias observadas da ocorréncia de células em fuso e valor da probabilidade calculada
pelo teste de qui-quadrado nos diferentes grupos.

CELULAS EM FUsO

LOCALIZACAO p=0,81
GENITAL % EXTRAGENITAL % ToTAL %
Ausentes 97 87,4 41 87,2 138 87,3
Presentes 14 12,6 6 12,8 20 12,7
Total 111 100 47 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p=0,38
PRIMARIO % NAO PRIMARIO % ToTAL %
Ausentes 93 85,3 45 91,8 138 87,3
Presentes 16 14,7 4 8,2 20 12,7
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p=0,83
PEQUENO % MEDIO % GRANDE % TOTAL %
Ausentes 51 89,5 43 86 44 86,3 138 87,3
Presentes 6 10,5 7 14 7 13,7 20 12,7
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUCAO p=0,20
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Ausentes 22 91,7 36 94,7 62 83,7 120 11,8
Presentes 2 8,3 2 5,3 12 17,3 16 88,2
Total 24 100 38 100 74 100 136 100
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Frequéncias observadas da ocorréncia de células nuas e valor da probabilidade calculada
pelo teste de qui-quadrado nos diferentes grupos.

CELULAS NUAS

LOCALIZACAO p=0,76
GENITAL % EXTRAGENITAL % TOTAL %
Ausentes 73 65,8 29 61,7 102 64,6
Presentes 38 34,2 18 38,3 56 35,4
Total 111 100 47 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p =0,96
PRIMARIO % NAO PRIMARIO % TOTAL %
Ausentes 71 65,1 31 63,3 102 64,6
Presentes 38 34,9 18 36,7 56 35,4
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p =0,94
PEQUENO % MEDpIO % GRANDE % TOTAL %
Ausentes 37 64,9 33 66 32 62,7 102 64,6
Presentes 20 35,1 17 34 19 37,3 56 35,4
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUCAO p=0,81
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Ausentes 17 70,8 25 65,8 47 63,5 89 65,4
Presentes 7 29,2 13 34,2 27 36,5 47 34,6
Total 24 100 38 100 74 100 136 100

Fregliiéncias observadas da ocorréncia de nudcleo riniformes e valor da probabilidade
calculada pelo teste de qui-quadrado nos diferentes grupos.

NUCLEOS RINIFORMES

LOCALIZACAO p=0,70
GENITAL % EXTRAGENITAL % ToTAL %
Ausentes 56 50,4 26 55,3 82 51,9
Presentes 55 49,6 21 44,7 76 48,1
Total 111 100 47 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p=0,18
PRIMARIO % NAO PRIMARIO % ToTAL %
Ausentes 61 55,9 21 42,8 82 51,9
Presentes 48 44,1 28 57,2 76 48,1
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p = 0,08
PEQUENO % MEDIO % GRANDE % TOTAL %
Ausentes 32 56,1 30 60 20 39,2 82 51,9
Presentes 25 43,9 20 40 31 60,8 76 48,1
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUCAO p=0,09
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Ausentes 15 62,5 25 65,8 34 45,9 74 54,4
Presentes 9 37,5 13 34,2 40 54,1 62 45,6
Total 24 100 38 100 74 100 136 100
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Frequéncias observadas de binucleacéo e valor da probabilidade calculada pelo teste de qui-
quadrado nos diferentes grupos.

BINUCLEACAO

LOCALIZACAO p=0,12
GENITAL % EXTRAGENITAL % TOTAL %
Ausentes 59 53,1 32 68,1 91 57,6
Presentes 52 46,9 15 31,9 67 42,4
Total 111 100 47 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p=0,25
PRIMARIO % NAO PRIMARIO % ToTAL %
Ausentes 59 54,1 32 65,3 91 57,6
Presentes 50 45,9 17 34,7 67 42,4
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p = 0,05
PEQUENO % MEDpIO % GRANDE % TOTAL %
Ausentes 39 68,4 29 58 23 46,1 91 57,6
Presentes 18 31,6 21 42 28 54,9 67 42,4
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUCAO p=0,69
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Ausentes 15 62,5 23 60,5 40 54,1 78 57,4
Presentes 9 37,5 15 39,5 34 45,9 58 42,6
Total 24 100 38 100 74 100 136 100

Frequéncias observadas de multinucleacéo e valor da probabilidade calculada pelo teste de
qui-quadrado nos diferentes grupos.

MULTINUCLEACAO

LOCALIZACAO p=0,57
GENITAL % EXTRAGENITAL % TOTAL %
Ausentes 99 89,2 44 93,6 143 90,51
Presentes 12 10,8 3 3,4 15 9,49
Total 111 100 47 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p =0,93
PRIMARIO % NAO PRIMARIO % ToTAL %
Ausentes 99 90,8 44 89,7 143 90,51
Presentes 10 9,2 5 10,3 15 9,49
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p=0,15
PEQUENO % MEDIO % GRANDE % ToTAL %
Ausentes 55 96,5 44 88 44 86,3 143 90,51
Presentes 2 3,5 6 12 7 13,7 15 9,49
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUCAO p=0,21
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Ausentes 24 100 34 89,5 65 87,8 123 90,4
Presentes 0 0 4 10,5 9 12,2 13 9,6
Total 24 100 38 100 74 100 136 100
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Frequéncias observadas de micronucleacdo e valor da probabilidade calculada pelo teste de
qui-quadrado nos diferentes grupos.

MICRONUCLEACAO

LOCALIZACAO p=0,93
GENITAL % EXTRAGENITAL % TOTAL %
Ausentes 86 77,5 36 76,6 122 77,2
Presentes 25 22,5 11 23,4 36 22,8
Total 111 100 47 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p=0,89
PRIMARIO % NAO PRIMARIO % ToTAL %
Ausentes 85 78 37 75,5 122 77,2
Presentes 24 22 12 24,5 36 22,8
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p=0,21
PEQUENO % MEDpIO % GRANDE % TOTAL %
Ausentes 48 84,2 35 70 39 76,5 122 77,2
Presentes 9 15,8 15 30 12 23,5 36 22,8
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUCAO p=0,96
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Ausentes 19 79,2 29 76,3 57 77 105 77,2
Presentes 5 20,8 9 23,7 17 23 31 22,8
Total 24 100 38 100 74 100 136 100

Frequéncias observadas de mitoses normais e valor da probabilidade calculada pelo teste de
qui-quadrado nos diferentes grupos.

MITOSES NORMAIS

LOCALIZACAO p=0,33
GENITAL % EXTRAGENITAL % ToTAL %
Ausentes 48 43,2 25 53,2 73 46,2
Presentes 63 56,8 22 46,8 85 53,8
Total 111 100 47 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p=0,77
PRIMARIO % NAO PRIMARIO % ToTAL %
Ausentes 49 44,9 24 49 73 46,2
Presentes 60 55,1 25 51 85 53,8
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p=0,75
PEQUENO % MEDIO % GRANDE % TOTAL %
Ausentes 28 49,1 21 42 24 47,1 73 46,2
Presentes 29 50,9 29 58 27 52,9 85 53,8
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUCAO p=0,82
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Ausentes 12 50 19 50 33 44,6 64 47,1
Presentes 12 50 19 50 41 55,4 72 52,9
Total 24 100 38 100 74 100 136 100
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Frequéncias observadas de mitoses anormais e valor da probabilidade calculada pelo teste
de qui-quadrado nos diferentes grupos.

MITOSES ANORMAIS

LOCALIZACAO p =0,50
GENITAL % EXTRAGENITAL % TOTAL %
Ausentes 41 36,9 14 29,8 55 34,8
Presentes 70 63,1 33 70,2 103 65,2
Total 111 100 47 100 158 100
COMPORTAMENTO BIOLOGICO p=0,84
PRIMARIO % NAO PRIMARIO % TOTAL %
Ausentes 39 35,8 16 32,7 55 34,8
Presentes 70 64,2 33 67,3 103 65,2
Total 109 100 49 100 158 100
TAMANHO p = 0,004
PEQUENO % MEDpIO % GRANDE % TOTAL %
Ausentes 21 36,8 9 18 25 49 55 34,8
Presentes 36 63,2 41 82 26 51 103 65,2
Total 57 100 50 100 51 100 158 100
TEMPO DE EVOLUCAO p=0,81
RECENTE % ESTABELECIDA % ANTIGA % ToTAL %
Ausentes 7 29,2 13 34,2 27 36,5 47 34,6
Presentes 17 70,8 25 65,8 47 63,5 89 65,4
Total 24 100 38 100 74 100 136 100

Valores da mediana e percentis P,5:Pss (em percentual de células) e probabilidade dos
critérios citoldgicos de malignidade, analisados pelo teste de Mann-Whitney, na comparacgéo
entre massas primarias e ndo primarias.

n MEDIANA Pos P+s P

PERCENTUAL DE VACUOLIZAGAO

PRIMARIAS 109 80 50 95 0.017

NAO PRIMARIAS 49 20 70 100 ’
HIPERCROMIA

PRIMARIAS 109 7 2 12,25 0.414

NAO PRIMARIAS 49 9 3 14,25 ’
ESPESSAMENTO DE MEMBRANA CITOPLASMATICA

PRIMARIAS 109 23 3 44,25 0.088

NAO PRIMARIAS 49 12 0 33,25 ’
MITOSES ANORMAIS

PRIMARIAS 109 1 0 2

NAO PRIMARIAS 49 1 0 2 0,437
MITOSES NORMAIS

PRIMARIAS 109 1 0 2

NAO PRIMARIAS 49 1 0 2 0,586
ESPESSAMENTO DE MEMBRANA NUCLEAR

PRIMARIAS 109 12 0 29,5 0.292

NAO PRIMARIAS 49 7 0 17,0 !
HALO PERINUCLEAR

PRIMARIAS 109 80 17,0 100 0.701

NAO PRIMARIAS 49 81 13,5 100 ’
PSEUDOINCLUSOES

PRIMARIAS 109 3 0,00 6 0.752

NAO PRIMARIAS 49 3 0,75 5 ’
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Continuagio... n MEDIANA P2s P7s p
BINUCLEACAO

PRIMARIAS 109 0 0 1

NAO PRIMARIAS 49 0 0 1 0,430
NUCLEOS RINIFORMES

PRIMARIAS 109 0 0 1

NAO PRIMARIAS 49 1 0 1 0,310
LOBULACAO

PRIMARIAS 109 0 0 1

NAO PRIMARIAS 49 0 0 1 0,353
PROJECOES CITOPLASMATICAS

PRIMARIAS 109 22 7,75 33,00 0.406

NAO PRIMARIAS 49 15 5,00 33,25 ’
BROTAMENTOS NUCLEARES

PRIMARIAS 109 5 3 10

NAO PRIMARIAS 49 6 3 14 0,205
CELULAS NUAS

PRIMARIAS 109 0 0 2

NAO PRIMARIAS 49 0 0 2 0,955
CELULAS EM GIRINO

PRIMARIAS 109 1 0 5

NAO PRIMARIAS 49 1 0 3 0,156

Valores da mediana e percentis P,5:Pss (em percentual de células) e probabilidade dos
critérios citoldgicos de malignidade, analisados pelo teste de Mann-Whitney, na comparacgéo
entre massas genitais e extragenitais.

n MEDIANA P25 P75 P

PERCENTUAL DE VACUOLIZACAO

GENITAIS 111 85 51,25 95 0.268

EXTRAGENITAIS 47 90 53,75 100 !
HIPERCROMIA

GENITAIS 111 7 2 12

EXTRAGENITAIS 47 9 4 15 0,142
ESPESSAMENTO DE MEMBRANA CITOPLASMATICA

GENITAIS 111 23 3 43,5 0.084

EXTRAGENITAIS 47 12 0 33,0 ’
MITOSES ANORMAIS

GENITAIS 111 1 0 2

EXTRAGENITAIS 47 1 0 2 0,412
MITOSES NORMAIS

GENITAIS 111 1 0 2,00 0.222

EXTRAGENITAIS 47 0 0 1,75 ’
ESPESSAMENTO DE MEMBRANA NUCLEAR

GENITAIS 111 12 0 28,75 0.277

EXTRAGENITAIS 47 7 0 23,75 !
HALO PERINUCLEAR

GENITAIS 111 74 11,25 100 0.614

EXTRAGENITAIS 47 90 20,25 100 !
PSEUDOINCLUSOES

GENITAIS 111 3 0 6,00 0.632

EXTRAGENITAIS 47 2 0 4,75 ’
BINUCLEACAO

GENITAIS 111 0 0 1

EXTRAGENITAIS 47 0 0 1 0,133

Continuagéo... n MEDIANA Pas P7s p
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NUCLEOS RINIFORMES

GENITAIS 111 0 0 1

EXTRAGENITAIS 47 0 0 1 0,242
LOBULACAO

GENITAIS 111 0 0 1

EXTRAGENITAIS 47 0 0 1 0,684
PROJECOES CITOPLASMATICAS

GENITAIS 111 22 7,25 31,00 0.827

EXTRAGENITAIS 47 16 4,25 40,75 ’
BROTAMENTOS NUCLEARES

GENITAIS 111 5 2,25 10 0.165

EXTRAGENITAIS 47 6 3,25 14 !
CELULAS NUAS

GENITAIS 111 0 0 2,00

EXTRAGENITAIS 47 0 0 3,75 0,630
CELULAS EM GIRINO

GENITAIS 111 1 0 5

EXTRAGENITAIS 47 1 0 3 0,226

Valores da mediana e percentis P,5:P;s (em percentual de células) e probabilidade dos
critérios citolégicos de malignidade, analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, na comparacéo
entre massas de diferentes tamanhos.

n MEDIANA P25 P75 P

PERCENTUAL DE VACUOLIZACAO
PEQUENAS 57 80 48,75 100
MEDIAS 50 85 75,00 100 0,626
GRANDES 51 90 42,50 100

HIPERCROMIA
PEQUENAS 57 7 2 12
MEDIAS 50 8 4 12 0,651
GRANDES 51 6 2 15

ESPESSAMENTO DE MEMBRANA CITOPLASMATICA
PEQUENAS 57 18 0,00 42,25
MEDIAS 50 23 5,00 40,00 0,623
GRANDES 51 16 2,25 39,75

MITOSES ANORMAIS
PEQUENAS 57 1 0 2
MEDIAS 50 1 1 2 0,059
GRANDES 51 1 0 2

MITOSES NORMAIS
PEQUENAS 57 1 0 1,25
MEDIAS 50 1 0 2,00 0,360
GRANDES 51 1 0 2,00

ESPESSAMENTO DE MEMBRANA NUCLEAR
PEQUENAS 57 10,0 0 26,0
MEDIAS 50 9,5 0 34,0 0,366
GRANDES 51 4,0 0 24,5

HALO PERINUCLEAR
PEQUENAS 57 88 16,75 100
MEDIAS 50 95 15,00 100 0,905
GRANDES 51 52 17,75 100

PSEUDOINCLUSOES
PEQUENAS 57 2 0 5,00
MEDIAS 50 3 1 7,00 0,482
GRANDES 51 3 0 6,75
Continuagio... n MEDIANA P2s P7s p

BINUCLEACAO

PEQUENAS 57 1 0 1 0,063
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MEDIAS 50 0 0 1
GRANDES 51 0 0 1
NUCLEOS RINIFORMES
PEQUENAS 57 0? 0 1
MEDIAS 50 0? 0 1 0,038
GRANDES 51 12 0 2
LOBULACAO
PEQUENAS 57 0 0 1
MEDIAS 50 0 0 1 0,384
GRANDES 51 0 0 1
PROJECOES CITOPLASMATICAS
PEQUENAS 57 16 5 31,75
MEDIAS 50 20 8 34,00 0,555
GRANDES 51 24 7 33,00
BROTAMENTOS NUCLEARES
PEQUENAS 57 5 2,75 10,00
MEDIAS 50 5 3,00 9,00 0,463
GRANDES 51 7 3,00 14,25
CELULAS NUAS
PEQUENAS 57 0 0 2,25
MEDIAS 50 0 0 2,00 0,831
GRANDES 51 0 0 2,00
CELULAS EM GIRINO
PEQUENAS 57 1,02 0 5
MEDIAS 50 2,52 1 5 0,046
GRANDES 51 1,02 0 3

3P etras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de comparacées multiplas de Dunn (p<0,05)

Valores da mediana e percentis P,5:P;s (em percentual de células) e probabilidade dos
critérios citolégicos de malignidade, analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, na comparacéo
entre massas de diferentes tempos de evolucgéo clinica.

n MEDIANA P25 P75 0]
PERCENTUAL DE VACUOLIZAGAO
RECENTES 24 80 35 90
ESTABELECIDAS 38 90 60 100 0,176
ANTIGAS 74 85 50 100
HIPERCROMIA
RECENTES 24 9 3,5 14
ESTABELECIDAS 38 8 3,0 12 0,893
ANTIGAS 74 7 2,0 13
ESPESSAMENTO DE MEMBRANA CITOPLASMATICA
RECENTES 24 19 2,5 34,5
ESTABELECIDAS 38 30 6,0 47,0 0,201
ANTIGAS 74 12 0,0 39,0
MITOSES ANORMAIS
RECENTES 24 1 0 2
ESTABELECIDAS 38 1 0 2 0,877
ANTIGAS 74 1 0 1
MITOSES NORMAIS
RECENTES 24 0,5 0 1
ESTABELECIDAS 38 0,5 0 2 0,494
ANTIGAS 74 1,0 0 2
Continuagio... N MEDIANA P2s P7s p
ESPESSAMENTO DE MEMBRANA NUCLEAR
RECENTES 24 11,0 1,5 37,5
ESTABELECIDAS 38 9,5 0,0 20,0 0,356

ANTIGAS 74 5,5 0,0 22,0
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HALO PERINUCLEAR

RECENTES 24 97,5 23,5 100
ESTABELECIDAS 38 85,5 15,0 100 0,638
ANTIGAS 74 64,5 16,0 100

PSEUDOINCLUSOES
RECENTES 24 1,0 0 4
ESTABELECIDAS 38 2,5 0 5 0,135
ANTIGAS 74 3,0 0 7

BINUCLEACAO
RECENTES 24 0 0 1
ESTABELECIDAS 38 0 0 1 0,571
ANTIGAS 74 0 0 1

NUCLEOS RINIFORMES
RECENTES 24 0° 0 1
ESTABELECIDAS 38 0? 0 1 0,055
ANTIGAS 74 12 0 1

LOBULACAO
RECENTES 24 0?2 0 0
ESTABELECIDAS 38 0% 0 1 0,009
ANTIGAS 74 oP 0 1

PROJECOES CITOPLASMATICAS
RECENTES 24 26,52 9,5 43
ESTABELECIDAS 38 24,52 7,0 40 0,043
ANTIGAS 74 15,02 6,0 28

BROTAMENTOS NUCLEARES
RECENTES 24 5 1,5 9
ESTABELECIDAS 38 5 3,0 10 0,250
ANTIGAS 74 6 3,0 12

CELULAS NUAS
RECENTES 24 0 0 3
ESTABELECIDAS 38 0 0 2 0,876
ANTIGAS 74 0 0 2

CELULAS EM GIRINO
RECENTES 24 2 0 8,5
ESTABELECIDAS 38 1 0 3,0 0,380
ANTIGAS 74 1 0 4,0

3P| etras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de comparagées mdltiplas de Dunn (p<0,05)
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