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RESUMO

No presente trabalho foram avaliadas 152 massas neoplasicas de tumor venéreo
transmissivel procedentes do Hospital Veterinario da FMVZ-UNESP e do Biotério
central da UNESP (campus Botucatu), no periodo de margo de 2002 a setembro
de 2004. As preparacdes citologicas foram coradas pelo método de Giemsa e,
segundo critérios estabelecidos, foram divididos em trés tipos citomorfologicos:
linfocitéide, misto e plasmocitéide. Posteriormente, foram reagrupadas de acordo
com comportamento biolégico em primarias e nao primarias. O objetivo foi
identificar e comparar anormalidades nucleares (binucleacdo, multinucleacao,
brotamento, lobulacdo e micronucleacdo), avaliar parametros citomorfométricos
através da técnica da CEC (concentracdo eletrolitica critica), determinar a taxa
de proliferacdo mediante a imunomarcacdo com o Ki-67 (MIB-1) e com a
gquantificacdo das AgNORs, observar a expressao da glicoproteina-p, avaliar a
resposta clinica a quimioterapia, bem como, relacionar esta resposta com a
expressdo de glicoproteina-p. Foi observada maior freqiiéncia das lobulagdes
nucleares no tipo plasmocitoide. A area do nucléolo e a relagdo nucléolo/nacleo
foram maiores nas massas primarias. O Ki-67 (MBI-1) apresentou maior taxa de
marcacao (positividade) no tipo plasmocitéide e nas neoplasias ndo primarias. A
média de pontos das AGNORs foi maior no tipo linfocitdide em relagdo aos outros
dois tipos. O tipo plasmocitéide e o grupo das neoplasias ndo primarias tiveram
um percentual de marcacdo da glicoproteina-p maior em relagdo aos outros
grupos. Os tumores do grupo plasmocitoide tiveram um maior percentual de
resposta parcial a terapia do que os outros grupos, enquanto os tipos linfocitode
tiveram um maior percentual de resposta completa. Os casos com resposta
clinica parcial a quimioterapia apresentaram um percentual de marcagédo de
glicoproteina-p maior do que os de resposta clinica completa. Considerando os
tipos citomorfolégicos do tumor venéreo transmissivel, pode-se concluir que 0s
tumores do tipo plasmocitéide apresentam mais lobula¢cfes nucleares (quebras

de DNA), tém maior atividade proliferativa (Ki-67), expressam maior percentual
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de marcacdo da glicoproteina-p, conferindo resisténcia tumoral e respondem

menos a quimioterapia protocolar.
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ABSTRACT

In this study were evaluated 137 neoplastic masses of transmissible venereal
tumor from clinical attendance at the Veterinary Hospital and Central biotery of
UNESP (Botucatu campus), between March 2002 and September 2004. The
cytological samples were stained by the Giemsa method and, by preestablished
criteria, divided into three cytomorphological patterns: lymphocyte-like, plasma
cell-like and mixed. Then, They were regrouped by biological behavior as primary
or non-primary (metastatic or recurrent). The aim of the present work was to
identify and compare nuclear abnormalities occurrence (binucleation,
multinucleation, nuclear buds, nuclear lobulation and micronucleation), to
evaluate cytomorphometric parameters by the critical electrolyte concentration
(CEC) technique, to determinate proliferation ratio by immunoreaction with Ki-67
(MIB-1) antibody and AgNOR quantification. Additionally, the immunolabelling
with p-glycoprotein antibody, and the clinical response to chemotherapy, were
evaluated and correlated. The results showed a higher frequency of nuclear
lobulation in the plasma-cell-like pattern. The nucleolus area and nucleolus:
nucleus ratio were greater in primary masses. The proliferative index measured
by Ki-67 immunocytochemistry was most elevated in the plasma-cell-like and not
primary tumors. The AgNOR point average was highest in lymphocyte-like
patterns. The expression of p-glycoprotein was highest in plasma-cell-like and
non-primary masses than in the others. Similarly, the plasma-cell-like group
showed a larger partial response to chemotherapy than the other two patterns,
although the lymphocyte-like group presented the largest percentage of complete
response. The association between p-glycoprotein expression and clinical
response revealed that with the partial response had greater p-glycoprotein
expressions than the total response ones. With respect to cytomorphological

patterns of transmissible venereal tumor, we concluded that plasma-cell-like cells
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presents more nuclear lobulations (DNA damage), have a highest proliferative
activity (expressed by Ki-67 labelling), and express more p-glycoprotein, which
provides chemotherapy resistance and lesser response to conventional

protocols.
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1 - INTRODUCAO

O tumor venéreo transmissivel (TVT) € uma das
neoplasias mais frequentes em caes, no Brasil. Comprovando este fato,
foi observado que entre o periodo de setembro de 2000 e agosto de 2001,
dos 863 exames citologicos realizados 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 o0 aumento na
freqiéncia de diagnéstico de TVT com morfologia plasmocitéide
apresenta um perfil diferente das descricbes encontradas na literatura

internacional.

Associado a estas modificacdes citomorfologicas, foi
descrito por BOSCO et al. (1999) que tumores antigos ndo respondem a
quimioterapia. A resisténcia a quimioterapia € um grande obstaculo no
tratamento de pacientes com cancer. Esta resisténcia pode ser uma
propriedade intrinseca das células tumorais (MORAL et al., 1995) ou ser
adquirida por uma populacdo de células neoplasicas que foram
sensibilizadas inicialmente por quimioterapia. A acéo da glicoproteina-p é
um dos mecanismos classicos de resisténcia a multiplas drogas, atribuida

a mutacdo ou amplificacdo génica (MAIA & RUMJANEK, 2004).

O TVT é um enigma biolégico (GIMENO et al., 1995).

Baseado na sua morfologia, as células de TVT tém sido classificadas
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como linfécitos, histiocitos,  células  reticulares ou  células
reticuloendoteliais maduras. A natureza incerta das células neoplasicas de
TVT tem sido tema de controvérsia por décadas e ainda permanece como

questao nao resolvida (COHEN, 1985).

O TVT nao é a unica neoplasia de importancia na rotina
clinica veterinaria, mas existe grande interesse cientifico com relacdo a
sua ceélula de origem, modo de transmissdo, cariétipo incomum e

questionavel regresséo espontanea (KROGER et al., 1991).

As similaridades observadas entre o TVT canino e o
sarcoma de Kaposi, de alta incidéncia 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 patologia humana. Por se tratar de um tumor reproduzivel
experimentalmente, pode ser mantido por varias geracoes,
inalteradamente, possibilitando o estudo de fenémenos relacionados a
carcinogénese em uma espécie muito mais proxima a humana do que os

roedores.

Com base nestas consideracdes, o0 presente trabalho teve

como objetivo:

o caracterizar as diferentes morfologias celulares observadas no
tumor venéreo transmissivel,
e correlacionar a morfologia celular com a frequéncia de

anormalidades nucleares;
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e pesquisar a taxa de crescimento da neoplasia utilizando antigeno Ki-
67 (clone MIB-1), regides organizadoras nucleolares argentofilicas
(AgNORs) e concentracdo critica de eletrolitos (CEC), nas
diferentes morfologias celulares;

« determinar a expressdo de glicoproteina-p em relagcdo a morfologia
celular;

 correlacionar a morfologia das células de TVT com o padrdo de
agressividade do tumor e resposta clinica a quimioterapia,
possibilitando, futuramente, antecipar tratamentos adequados com

o diagndstico citopatologico precoce.
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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¢cbes naturais, afeta

somente caninos (ROGERS, 1997).

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 o0 sucesso do primeiro transplante
experimental de um tumor usando esta neoplasia (COHEN, 1978). Além disso,
tem a distincdo de ser a primeira neoplasia 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).

2.1.1 EPIDEMIOLOGIA

O TVT possui distribuicio mundial, mas parece ser mais

prevalente em regides urbanas de clima temperado (COHEN, 1985; ROGERS,
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1997). Estudo realizado por HAYES et al. (1983) evidenciou forte correlagéo
positiva entre a prevaléncia de TVT e temperatura média anual e aumento de
chuvas, e correlacdo inversa com a latitude. Ainda que a prevaléncia exata do
TVT nédo 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 (SALINAS &
CRUZ, 1995; CRUZ 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, 2000); Quénia (NDIRITU et al., 1977), Nigéria
(AMBER & ADEYANJU, 1986), Tanzania (BATAMUZI & BITTEGEKO, 1991),
Papua Nova Guiné (HAMIR, 1986), Israel (COHEN et al., 1978), india
(GANDOTRA et al., 1993; AYYAPPAN et al., 1994), entre varios outros. No
Brasil, o TVT é uma das neoplasias mais freqlientes em cdes (SOBRAL et al.,

1998).

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) reportaram maior prevaléncia entre fémeas, enquanto VARASCHIN
et al. (2001) relataram maior prevaléncia entre machos. O tumor ocorre mais
comumente em caes sexualmente ativos, devido ao modo de transmisséo, mas
nao parece haver predisposicdo racial (ROGERS, 1997). A neoplasia é
diagnosticada mais freqientemente em cdes sem raca definida (SALINA &
CRUZ, 1995; ROGERS et al., 1998; SOBRAL et al., 1998), em parte refletindo
uma maior populacdo 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 cuja populacao

de caes de rua € abundante (COHEN, 1985; BOOTH, 1994).
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2.1.2 BIOLOGIA CELULAR

O tumor é transmitido pela implantagdo de células tumorais
viaveis nas mucosas, especialmente se existem abrasbes ou perda da
integridade da superficie (COHEN, 1985). As caracteristicas do coito dos caes
permitem contato prolongado e a formacdo de escoriacdes na mucosa genital,
tornando a cépula 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).
Muitas similaridades tém sido apontadas entre o0 TVT e o sarcoma de Kaposi,
que afeta 0 homem, com relacdo ao modo de transmissdo (HAYES et al., 1983;
RECHAVI et al., 1991), sugerindo que o TVT possa ser usado como modelo

experimental para o estudo desta neoplasia humana.

O tipo celular exato de origem do TVT n&o é conhecido. Ele
tem sido definido histologicamente como um tumor indiferenciado de células
redondas, provavelmente de origem reticuloendotelial (COHEN, 1985;
MACEWEN, 1996). Estudos com técnicas de imunoistoquimica tém apontado

para origem mesenquimal e histiocitica (TINUCCI-COSTA, 1999).

A infectividade do TVT sugere causa viral, mas a inoculacdo de
filtrados livres de células ndo produz crescimento tumoral; 0s poucos autores
que alegaram resultado positivo tiveram sua metodologia questionada (COHEN,
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 cariétipo 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
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e 43 acrocéntricos (MACEWEN, 1996; HASLER & WEBER, 2000). Entretanto, o
namero de bragos cromossémicos 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 (AMARIGLIO et al., 1991), sugerem
gue os casos de TVT em diferentes locais geogréaficos 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 ndo é composto por células do

hospedeiro modificadas, e sim por um transplante celular (COHEN, 1985).

Além da transmisséo natural, o TVT pode ser induzido em caes
adultos e imunocompetentes pela inoculagdo subcutdnea 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 caes filhotes, o crescimento é rapido, chegando a
5mm de didmetro uma semana apdés a inoculagdo (YANG, 1987). A maioria dos
tumores regride dentro de seis meses; nesses animais ndo é observada
recorréncia (COHEN, 1985). O transplante experimental de TVT para chacais e

coiotes ja foi relatado (COCKRILL & BEASLEY, 1979).

O TVT é antigénico para os cées; a regressdo é seguida por
imunidade. Resposta imune humoral contra o TVT foi descrita (YANG &
PALKER, 1991). Anticorpos IgG anti-TVT podem ser detectados no soro na
maioria dos animais com o tumor, seja qual for o estagio da doenca (ROGERS,
1997). Estudos sugerem que os anticorpos anti-TVT s&o direcionados contra os

antigenos de histocompatibilidade principal tipo 1l (MHC-II), ja que as células do



Revisao de Literatura+8

TVT nédo apresentam [B,-microglobulina de superficie, 0 que é necessario para

expressao dos antigenos do MHC classe | (COHEN et al., 1984).

A demonstracdo de que a transferéncia passiva de soro imune
induz a regressao tumoral sugere que mecanismos dependentes de anticorpos
estdo envolvidos na regressdo (COHEN, 1985). Entretanto, a recidiva de TVT
em casos de ocorréncia natural demonstra que a imunidade nédo é duradoura, ja
gue BOSCOS et al. (1999) observaram casos de recorréncia apés dois anos do

diagnéstico inicial.

2.1.3 SINAIS CLiINICOS E COMPORTAMENTO BIOLOGICO

O TVT de ocorréncia natural geralmente se desenvolve na
genitélia externa (OTOMO et al., 1981). Em machos, os tumores sédo verificados
no pénis ou no prepdcio e, nas fémeas, a vagina, o vestibulo e a juncéo
vestibulovaginal séo os locais primarios de implantacdo (HASLER & WEBER,
2000). O tamanho dos TVT vaginais pode variar desde 0,5cm até massas com
mais de 10cm de diametro, geralmente com aspecto de couve-flor, fridveis e de
cor avermelhada (MACEWEN, 1996). Nos machos, secrecdo prepucial
serossanguinolenta é a apresentagdo mais comum, sendo necessdaria a
exposi¢cdo do pénis para a visualizacdo da massa. Conforme a localizacdo, a
massa tumoral pode levar a obliteragdo parcial da uretra e ser um fator
predisponente para a infeccdo bacteriana do trato urinario (BATAMUZI &
KRISTENSEN, 1996). O tumor pode ser séssil ou pedunculado e, por ser friavel,
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
(SALINAS & CRUZ, 1995). O estado geral do paciente ndo costuma estar

comprometido (RODRIGUES et al., 2001).
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O diagndstico 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 (ROGERS, 1997). Em muitos
casos, 0s sinais clinicos podem estar presentes por mais de um ano (ROGERS

et al., 1998).

COHEN (1985) relatou o desenvolvimento de policitemia em
animais com grandes crescimentos tumorais de TVT apds o implante
experimental. Estes animais apresentavam niveis elevados de eritropoietina e o
hormonio foi detectado no tumor. Este achado nao € freqlente em casos de TVT
espontaneo (ROGERS, 1997). TINUCCI-COSTA (1994), trabalhando com
quarenta cdes com TVT de ocorréncia natural, observou que 57% dos animais

apresentaram namero de eritrocitos abaixo dos valores normais.

Também foram reportadas a ocorréncia de TVT na cavidade
nasal, cavidade oral, pele e mucosa conjuntival, acompanhada ou nao do
envolvimento genital, provavelmente como consequéncia de comportamentos
sociais (COHEN, 1985; AMBER & ADEYANJU, 1986; PEREZ et al., 1994;
GINEL et al., 1995). Nao pode ser descartada a possibilidade de auto-infeccéo
por lambedura do tumor genital (BATAMUZI & BITTEGEKO, 1991; FOWLER et
al., 1997). Os sinais clinicos associados ao TVT nasal sdo dispnéia, respiracdo
estertorosa, espirros, epistaxe e deformacéo da face (WEIR et al., 1978; AMBER

& ADEYANJU, 1986; PEREZ et al., 1994).

A presenca de metastases e implantes do TVT de ocorréncia
natural surge numa taxa estimada entre 1,5 a 6% (FERREIRA et al., 2000). Os
locais comuns sdo os linfonodos inguinais e iliacos (NDIRITU et al., 1977,
YANG, 1987; ROGERS et al., 1998), figado, baco (HAMIR, 1985; KROGER et

al., 1991), pele (KROGER et al., 1991; AYYAPPAN et al., 1994; GUEDES et al.,
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1996; BOSCOS et al., 1999), 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) e, ainda,
mucosa anal e regido perineal (BATAMUZI & BITTEGEKO, 1991). 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).

A regressdo espontanea é bem documentada em casos de
TVT experimental, mas o mesmo ndo é visto como rotina nos atendimentos
clinicos reportados (COHEN, 1985; BOOTH, 1994), nem nos pacientes do
Hospital Veterinario da Unesp-Botucatu ou do Hospital de Clinica Veterinaria da
Universidade Federal de Pelotas, RS (dados nado publicados). Ainda que a
regressao espontanea nos casos de ocorréncia natural tenha sido reportada por
HIGGINS (1966), numerosos estudos clinicos controlados néo tém registrado a
regressao espontanea do tumor (BOOTH, 1994). Além disso, a presenca cronica
de tumores por até quatro anos se opfe francamente a teoria da regressao

espontanea (BOSCOS et al., 1999).

2.1.4 TRATAMENTO

Como a regressdo espontanea nao é 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 cirdrgica 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 localizagdo e extensdo da doenca (MACEWEN, 1996). O
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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 localizacdes anatdmicas. A terapia de radiacédo é extremamente efetiva
em casos de tumores solitarios ou resistentes a quimioterapia, mas implica na

necessidade do equipamento especializado (ROGERS et al., 1998).

Dentre as varias 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; 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 aplicacdes
semanais, € o protocolo mais efetivo, sendo necessarias de quatro a oito
aplicacGes intravenosas para a obtenc&o da cura (ERUNAL-MARAL et al., 2000).
Em tumores resistentes a vincristina, a droga de escolha é a doxorrubicina

(ROGERS, 1997).

2.1.5 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Histologicamente, o TVT é composto por células redondas,
arranjadas em massas compactas entremeadas por um delicado estroma
vascular, nos quais as células estdo agrupadas ou dispostas em corddes. As
células possuem um nucleo redondo, grande e hipercromatico, localizado no
centro da célula, cromatina distintamente marginal, nucléolo proeminente e
quantidade moderada de citoplasma levemente eosinofilico. Figuras mitéticas
sdo observadas com freqiiéncia (OTOMO et al., 1981; HAMIR, 1985; ROGERS,
1997). Células inflamatérias, particularmente plasmécitos, linfécitos, macréfagos

e neutrofilos podem estar presentes (ROGERS, 1997). BOSCOS et al. (1999)
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descreveram trés tipos de células neoplasicas de TVT no exame histoldgico:

redondas, ovais ou poliédricas.

As caracteristicas ultra-estruturais das células do TVT incluem
nucleo redondo a oval, com membranas nucleares freqlientemente invaginadas
por extensdes citoplasmaticas, cromatina nuclear homogénea, nucléolo
volumoso e proeminente (COCKRILL & BEASLEY, 1975). No citoplasma, os
ribossomos se encontram livres ou como polissomos e com distribuicdo irregular;
as mitocdndrias encontram-se agrupadas e séo redondas a ovais e com raras
cristas e o complexo de Golgi é pouco desenvolvido (OTOMO et al., 1981). A
superficie celular apresenta um arranjo caracteristico de projecdes
citoplasméticas (WEIR et al., 1978; OTOMO et al., 1981; AMBER et al., 1985).
AMBER et al. (1985) descreveram a presenca de particulas icosaédricas,
eletrodensas e de tamanho uniforme, confinadas ao citoplasma de células de
TVT degeneradas ou necroticas, que eles supuseram ser particulas virais. Até o
momento, nenhuma caracteristica ultra-estrutural especifica foi identificada, mas

os achados séo consistentes com um tumor linforreticular (ROGERS, 1997).

A avaliacdo citolégica de lesBes superficiais é ferramenta
extremamente Util que pode ser realizada com rapidez e facilidade, de baixo
custo e com risco minimo (COWEL & TYLER, 1989). A eficicia da citologia
aspirativa por agulha fina para o diagnostico de neoplasias ou lesdes
inflamatdrias € de 90% (ROCHA, 1998). Preparacdes citoldgicas obtidas por
aspiracdo com agulha fina ou por impressdo das massas sdo excelentes
métodos para o diagnéstico do TVT (WRIGHT & PARRY, 1989; KROGER et al.,
1991). Este 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 menos distorcdo da morfologia celular do que as amostras de bidpsia

fixadas por formaldeido (KROGER et al., 1991; ERUNAL-MARAL et al., 2000).
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Observacdes semelhantes j4 haviam sido feitas por DALECK et al. (1987b),

comparando diferentes métodos diagnosticos do TVT.

DUNCAN & PRASSE (1979), comentando o uso da citologia
para o diagndstico de tumores de células redondas, apontaram que em muitos
casos as caracteristicas citologicas foram mais definitivas para o diagnostico que
as histolégicas. Os mesmos autores salientaram que a aparéncia citolégica do
TVT é distinta dos outros tumores de células redondas, o que facilita seu

diagnéstico.

COWEL & TYLER (1989) afirmaram que a citologia pode
auxiliar na estimativa do potencial maligno de uma neoplasia. Eles salientam que
a presenca de trés ou mais critérios de malignidade, especialmente nucleares,
em muitas células do tecido sao consideradas altamente significativas de
neoplasia maligna. Alguns dos critérios de malignidade mais comumente vistos
sdo macrocariose, multinucleagdo, nucléolos grandes ou angulares, padrdo de
cromatina grosseiro, basofilia citoplasmatica, vacuolizacdo e presenca de
mitoses normais ou anormais. Muitas destas caracteristicas sdo apresentadas
pelas células do TVT, o que faz deste tumor uma neoplasia maligna, apesar da

boa resposta observada a quimioterapia e radioterapia.

A citologia também pode ser um auxiliar durante o ato cirurgico
(ROCHA et al., 2001). A citologia esfoliativa tem sido usada durante a cirurgia de
exérese do TVT para confirmar a efetiva remocao das células tumorais, obtendo
reducdo na recorréncia local do tumor de 22% para apenas 8% (BATAMUZI &

KESSY, 1993).

As amostras citologicas de TVT sdo geralmente muito celulares
e contém células redondas ou ovais, que variam entre 14 e 30u de diametro, e
bordos citoplasméticos bem delimitados. O nucleo, redondo ou oval, é

freqlentemente excéntrico, de tamanho varidvel, com cromatina grosseiramente
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granular e com um ou dois nucléolos proeminentes (WELLMAN, 1989). A
relagdo nucleo:citoplasma é relativamente alta (BOSCOS et al., 1999). O
citoplasma é discretamente basofilico e com vacuolos distintos (WELLMAN,
1989). Estes vacuolos sao multiplos, pequenos e claros (ROGERS, 1997) e
geralmente acompanham o bordo celular (KROGER et al., 1991; ERUNAL-
MARAL et al., 2000). A presenca de figuras mitéticas e células inflamatorias é
outra caracteristica celular desta neoplasia (ROGERS, 1997). Anisocitose e
anisocariose séo observadas (WRIGHT & PARRY, 1989), bem como eventual
basofilia citoplasmatica, hipercromasia nuclear e macrocariose (ERUNAL-
MARAL et al., 2000). VARASCHIN et al. (2001) registraram que TVTs malignos

apresentam citoplasma abundante.

Tem-se notado, entretanto, diferencas na morfologia celular em
alguns casos de TVT. A principal diferenca é a auséncia dos vacuolos
citoplasmaticos (ROGERS, 1997) e a presenca de células maiores e ovéides em
relacdo a morfologia tipica das células de TVT (BOSCOS et al., 1999); muitas
vezes 0 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).

Associado as modificacdes na morfologia esta 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 biolégico, como a

habilidade em produzir eritropoietina ou em metastatizar (ROGERS et al., 1998).



Revisao de Literatura+15

2.2 BINUCLEACAO E MULTINUCLEACAO

A binucleacdo e a multinucleacdo podem resultar da divisdo
celular sem a ocorréncia subsequente da citocinese (MEINKOTH & COWELL,
2002), fusdo de células mononucleares (KAMEL, 1990) e da divisdo mitética de
uma célula binucleada pré-existente (MIRANDA, 1996). O fendmeno pode
ocorrer, com freqiiéncia, nas neoplasias e nas infec¢des virais. Nas neoplasias a
ocorréncia de células multinucleadas pode ser devido a falha nos mecanismos
de regulacdo da divisdo celular ou pela falta de uma coordenacédo adequada
entre a cariocinese e a citocinese (BHATTATHIRI, 2001). O significado do
aparecimento dessa estrutura ainda ndo é bem compreendido, mas tem sido
sugerido um possivel mecanismo compensatoério para manter o balanco genético
em certa populacdo ou é um estado transicional para a poliploidia. Ainda
segundo RODILLA (1993), trabalhando com vérios tipos celulares de mamiferos,
a formacéo de células binucleadas seria 0 primeiro passo para altos niveis de
ploidia e isso poderia ter um importante papel na transformacdo maligna. Para
DENICOLA & REAGAN (1998), células com mudltiplos nucleos de vérios
tamanhos, incluindo os microntcleos, sdo evidéncias de divisdo anormal com
desigual distribuicdo de cromatina nuclear, portanto, caracteristicas de

malignidade celular.

As varias anormalidades nucleares induzidas por radiacdo
podem estar relacionadas com o local e a causa do dano que levou a morte
celular mitética. O micronlcleo é devido a dano cromossdmico que conduz a
perda de material genético. A divisdo celular é iniciada e controlada por
centriolos e matriz pericentriolar. A multinucleacdo podera ocorrer se houver
dano ou interferéncia com o funcionamento dos centriolos, matriz pericentriolar
ou membrana celular. Experimentos mostraram que irradiacdo do citoplasma

resulta em dano do centriolo, conduzindo a multinucleacdo celular. O dano da
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matriz pericentriolar determina uma mitose multipolar com consequiente
multinucleagdo. Se a lesdo induzida pela radiacdo for severa, havera um
blogqueio da citocinese resultando na formac¢do de célula binucleada, quando
entdo, a divisdo de um ou ambos nucleos podera gerar uma multinucleacao

(BHATTATHIRI et al., 1998).

2.3 MICRONUCLEAGAO E BROTAMENTO NUCLEAR

Micronucleos (MN) sdo corpusculos de cromatina envolvidos
por uma membrana nuclear, localizados proximos ao nucleo principal e
morfologicamente indistinguiveis deste, exceto pelo seu menor tamanho. Sao
originados de cromossomos inteiros ou fragmentos cromossdmicos que ndo
foram incorporados ao nucleo das células-filhas durante a mitose (TOLBERT et
al., 1992), sendo, portanto, visualizados somente em células que sofreram danos
no DNA e completaram pelo menos um ciclo de divisdo. A freqiéncia de MN é
dependente da proporcdo de células em divisdo e diminui apés as células
passarem por mais de uma divisdo apoés a inducao de lesdo no DNA (FENECH &

MORLEY, 1985a,b).

Os mecanismos que levam a formacdo de microndcleos e de
outras figuras interfasicas sao: perda de fragmentos acéntricos ou cromossomos
inteiros, a inativacdo do cinetécoro, a formacdo de ponte cromossdmica forte,
como consequéncia de um entrelacamento de cromossomos, ou ainda a

apoptose com subsequente fagocitose (HEDDLE et al., 1991).

Os acumulos de anormalidades estruturais e numéricas em
células eucaridticas sdo coordenados pelos reparos nos checkpoints do ciclo
celular. As mutacdes dos genes envolvidos nesta transacdo ocorrem comumente

durante a progressdo do cancer e podem elevar a frequiéncia das alteracbes e
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dos rearranjos cromossGmicos em grande escala. Defeitos nos pontos de
controle do ciclo celular, envolvendo o gene supressor p53 criam um ambiente
favoravel, no qual as células aneuploides, as translocacdes cromossémicas e as
amplificac6es génicas surgem com freqiéncia elevada em resposta ao estresse

criado por antimetabdlitos ou superexpressdo oncogénica (DENKO et al. 1994).

A aneuploidia € definida como a ocorréncia de alteracdes
numéricas de cromossomos em células somaticas ou germinativas, que
apresentam desvio do estado diploide ou hapldide. Durante a divisdo celular, a
fidelidade da replicacdo cromossdmica e a segregacdo dos cromossomos para
as células-filhas sdo processos dependentes do funcionamento de uma
variedade de organelas celulares e de atividades que incluem a sintese de
proteinas do fuso nuclear e movimento dos cromossomos sobre o aparelho do
fuso mitdtico. O funcionamento incorreto destes mecanismos pode induzir a
alteracdes do genoma, com perda ou ganho de cromossomos durante a
segregacdo ou a formacdo de aberracbes cromossdmicas (HARTWELL &
KASTAN, 1994). Nas células tumorais a aneuploidia ocorre também por dele¢éo
de material genbmico, amplificacdo cromossémica de alguns oncogenes ou
ainda por double minutes extracromossdmicos, que sao fragmentos de DNA
acéntricos com sequéncias génicas amplificadas (NOWELL, 1994; FENECH &
CROTT, 2002; BINDU et al., 2003). Estruturas cromossomais aberrantes com
bracos muito longos tendem a gerar projecdes nucleares chamadas de brotos
(PEDEUTOUR et al., 1994). Sequéncias cromossémicas encerradas em tais
projectes sédo freqlentemente encontradas no microntcleo (PEDEUTOUR et al.,

1994), as quais podem ser perdidas do nucleo.

SHIMIZU et al. (1998) propuseram um novo mecanismo de
micronucleacdo que envolve a formagcdo de projecdes nucleares (brotos

nucleares) durante a fase S e se associam seletivamente com double minutes.
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Os autores acreditam que o processo de formacdo de double minutes esteja
associado a eliminacdo de oncogenes amplificados de células neoplasicas
(FENECH, 2003). E sugerido que o nucleo tenha a capacidade de “sentir” o
excesso de DNA dentro da matriz nuclear, encaminhando ativamente para a
periferia 0 acimulo de DNA amplificado. Este material amplificado, excluido para
o citoplasma, originard o micronucleo que, por sua vez, podera ser eliminado
com uma pequena quantidade de citoplasma, formando uma mini-célula

(FENECH & CROTT, 2002).

A formagcdo de MN em células eucariéticas € um parametro
importante para a avaliacdo de danos cromoss6micos ou erros de segregacao

(GEARD & CHEN, 1990).

Estudos in vivo e in vitro tém mostrado que as células com MN
desaparecem da populacdo de células em divisdo. Muito pouco se sabe sobre
esse mecanismo, mas isso pode ocorrer devido a perda de material genético
(microndcleo), quando entdo as células deixam de possuir produtos génicos
essenciais (CARRANO & HEDDLE, 1973), ou pela toxicidade que reduz a
viabilidade das células danificadas (DAHL et al., 1976; BRADLAW &
CHRISTIAN, 1985). As células com micronucleos grandes ou multiplos podem
ser eliminadas mais rapidamente, devido a grande quantidade de danos no

material genético (CHANNARAYAPPA et al., 1992).

Para identificar a relagdo entre a radiossensibilidade do cancer
oral e a inducdo de micronucleacdo, brotamento nuclear e multinucleacéo,
BHATTATHIRI et al. (1998) avaliaram um seriado citolégico durante sessdes de
radioterapia. O resultado da pesquisa mostrou que houve um aumento das
anormalidades nucleares de acordo com a intensidade da radiacdo no

tratamento. Este fato demonstrou que o seriado das anormalidades nucleares,
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durante a radioterapia, foi potencialmente utii como preditivo da

radiossensibilidade.

2.4 CONCENTRAGCAO ELETROLITICA CRITICA

SCOTT (1960), baseado em estudos da composicdo das
glicosaminoglicanas acidas em matriz celular animal com azul de alcian, propbs
0 conceito de concentracao eletrolitica critica (CEC), objetivando a identificacao
de diferentes compostos anidnicos nessa matriz. Conforme o mesmo, a CEC é a
concentracdo especifica de cétions inorganicos na qual a alcianofilia de
determinado substrato é abolida. Quando corados com solugcbes contendo
cations inorgéanicos, devido a matriz extracelular, passam a exibir uma
diminuicdo de intensidade de coloracao, decorrente da concentracdo dos ions
inorganicos na solucdo corante. Isto ocorre em conseqiéncia da competicdo

entre moléculas do corante com o0s cations inorganicos nos sitios anioénicos

disponiveis no substrato (SCOTT, 1973).

A técnica de CEC foi adaptada por VIDAL & MELLO (1989) e
MELLO & VIDAL (1989) para estudos de mudangas na composi¢ao e estruturas
de complexos nucleoprotéicos in vitro e in situ. Esses autores utilizaram como
cétion inorganico o Mg** e como corante catiénio o azul de toluidina a 0,025%
em tampao Mcllvaine em pH 4. Com este grau de acidez as moléculas deste
corante se ligam eletrostaticamente a grupos fosfatos disponiveis no DNA e RNA

(ndo ligados a proteinas) resultando em basofilia nuclear.

A basofilia nuclear é considerada metacromatica para a
coloracdo com azul de toluidina, quando as moléculas deste corante se unem a
grupos anibnicos disponiveis em determinados substratos em grande namero e

muito préximos, ocorrendo a composi¢cdo de dimeros, trimeros e tetrameros por
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sobreposicdo das moléculas de azul de toluidina. Com a sobreposicdo das
moléculas do corante, ocorre um deslocamento do pico no espectro de absorgéo
de valores de 630 nm (nanémetros) para picos de comprimento de onda de 540

nm, que sdo mais curtos (VIDAL & MELLO, 1989; MELLO & VIDAL, 1989).

Desta maneira, a concentracdo de Mg?* na qual é abolida a
metacromasia do DNA ou do RNA num complexo nucleoprotéico é considerado
como ponto de concentracdo eletrolitica critica (VIDAL & MELLO, 1989).
Considerando que no ponto da CEC de DNA em complexos DNA-proteinas a
sua metacromasia é abolida, enquanto a metacromasia do RNA em complexos
RNA-proteinas € mantida, MELLO et al. (1993) propuseram uma técnica variante
de CEC para a visualizacdo de nucléolos, a qual foi estendida para estudos de
relocagdo de metacromasia de RNA durante a mitose (MELLO, 1995) e

visualizacdo de células apoptoéticas (VIDAL et al., 1996).

Em geral, células em proliferacdo ou metabolicamente ativas
tém nucléolos mais proeminentes e em maior numero (KAMEL et al., 1989). O
tamanho, forma e textura do nucleo de células tumorais também séo registradas
como caracteristicas importantes no diagnéstico e classificacdo de determinadas
neoplasias (BARBISAN et al., 1998). Para TAJIMA (1991) a morfometria
nucleolar também é Iimportante para determinagcdo do prognéstico e

estagiamento do cancer de mama.

2.5 MARCADORES DE PROLIFERAGCAO CELULAR

O estudo de proliferacdo tem fornecido importantes
informagdes em relagdo ao entendimento do crescimento dos diferentes tecidos
e, especialmente, aos crescimentos neoplasicos, demonstrando valor

diagnostico e prognéstico em distintas neoplasias. A descoberta de proteinas e
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co-fatores que modulam as transi¢cdes G1/S e G2/M e a transcricdo do material
genético permitiu que as células durante o ciclo pudessem ser detectadas

mesmo fora da fase de mitose (MADEWELL, 2001).

Os métodos de estudo da proliferacdo celular podem basear-se
na quantificacdo da medida de DNA nuclear (citometria de fluxo). Esta técnica
identifica células em GO/G1, S e G2/M; entretanto, ndo pode fazer a distingédo
das células em GO/G1 daquelas em G2/M. Além disso, a populagédo celular,
durante esta técnica, pode ser perdida, diminuida ou a distin¢éo entre as células
normais das neoplasicas estar dificultada. Outros métodos tém a grande
vantagem de medir a atividade proliferativa, sem que haja perda de integridade
celular, o que possibilita a andlise citoldgica simultdnea do material. Portanto, a
contagem das figuras mitéticas permite, além do estudo proliferativo, a analise
morfolégica. O aumento da atividade mitdética € um achado freqliente em
tumores agressivos, entretanto, ndo € um método padrdo e apresenta baixa
reprodutibilidade, mesmo que a variacdo entre observadores possa ser

eliminada (QUIN & WRIGHT, 1990; ABADIE et al., 1999).

JA& o método de deteccdo de proliferacdo, baseado na
incorporacdo de substancias marcadas no DNA durante a fase S, como a
timidina tritiada e a bromodeoxiuridina, requer a prévia exposi¢cado das células ao

precursor marcado (QUIN & WRIGHT, 1990).

2.5.1 IMUNOCITOQUIMICA

Atualmente, a deteccdo de antigenos relacionados com o ciclo
celular, por meio de anticorpos monoclonais, tem-se mostrado uma valiosa
ferramenta no auxilio ao diagndstico, permitindo avaliag6es precisas do indice de
proliferacdo. Trata-se de uma técnica relativamente simples, sem riscos para o

paciente e compativel com outros métodos (GALAND & DEGRAEF, 1989). Entre
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0s anticorpos monoclonais que mais vém se destacando em determinar a
cinética celular estdo os anticorpos anti-PCNA e Ki-67. De fato, sdo marcadores
de proliferacdo celular que podem ser (teis na avaliacdo do comportamento
biolégico da neoplasia e, consequentemente, dar informacdes a respeito da

sensibilidade a regimes quimioterapicos (QUINN & WRIGHT, 1990).

O Ki-67 € um anticorpo monoclonal assim designado por ter
sido produzido na universidade de Kiel (Alemanha) sendo que o clone produtor
de anticorpo especifico para este antigeno foi crescido na 672 placa de cultura

de tecido.

A natureza do antigeno reconhecido pelo anticorpo Ki-67 ndo
esta completamente estabelecida. Recentes estudos sugerem que este antigeno
seja um componente da matriz nuclear e tem sido caracterizado como uma
proteina nao histona de peso molecular aproximado de 345 a 395 Kd (GERDES
et al., 1991; ABADIE et al., 1999; PLATZ et al., 1999). E expresso durante todo
ciclo celular (G1, S, G2 e M), mas sua expressao génica aumenta na segunda
metade da fase S, alcancando o maximo em G2 e M (SASAKI et al., 1987;
QUINN & WRIGHT et al., 1990; LOHR et al., 1997; KIUPEL et al.,1999; PLATZ
et al., 1999) e rapidamente diminui apés a mitose, sendo, desta forma, um
excelente indicador de proliferacao, estando ausente apenas nas células em G1
precoce e GO (QUINN & WRIGHT et al., 1990; ABADIE et al., 1999). As taxas de
avaliacdo do indice de proliferacdo celular usando anticorpos monoclonais
encontrados comercialmente contra o antigeno Ki-67, como marcador, sdo

compativeis com aquelas dos métodos tradicionais (RABENHORST et al., 1994).

Recentemente, utilizando partes recombinantes do antigeno Ki-
67, como imunégeno, foram produzidos novos anticorpos monoclonais,
denominados MIB-1-2-3. Enquanto os MIB 1 e 3 detectam o mesmo epitopo que

0 anticorpo original Ki-67, o MIB-2 difere claramente desta especifidade (KEY et
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al.,, 1993). Estudos que compararam resultados obtidos com diferentes
marcadores de proliferagédo celular na imunoistoquimica mostraram que o MIB-1
ou Ki-67 sdo mais adequados que o PCNA para o uso na rotina (SCHMITT &
FERREIRA et al.,, 1995). Assim, o MIB-1 tem-se mostrado um marcador de

proliferacéo celular util e confidvel nos diferentes tecidos.

LAPRIE et al. (1998) descreveram a detecgdo
imunoistoquimica da proliferacao do Ki-67 associado ao epitopo nuclear com uso
do anticorpo monoclonal MIB-1 em cortes histolégicos de nove cées. Foram
considerados trés parametros: a localizacao das células expressando o epitopo
de Ki-67, a caracteristica citolégica da expressdo do Ki-67 e a atividade
proliferativa de alguns tecidos medidos pela média do indice de proliferacéo.
Como resultado foi observado que o anticorpo MIB-1 reagiu com o nuacleo de
células proliferativas, como em humanos. Ja o indice de proliferacdo nao foi
representativo. Este estudo serviu como base para a expressao de antigeno Ki-
67 em compartimentos proliferativos de tecidos normais, permitindo a aplicacao,

como marcador de proliferacdo, na rotina da histopatologia veterinaria.

Outro estudo sobre cinética celular de tumores foi o de ABADIE
et al. (1999) que procuraram determinar se a deteccdo imunoistoquimica do
antigeno nuclear de proliferagdo (PCNA) e o Ki-67 apresentaram correlacdo com
0 progndéstico em caninos com mastocitoma. A imunorreatividade do Ki-67 foi
limitada ao nucleo, preenchendo o nucléolo e ao redor dele, mas com variavel
imunocoloracdo do nucleoplasma. A maioria dos tumores teve uma distribuicdo
homogénea das células positivas do Ki-67. O resultado sugeriu que, para cées
com mastocitoma cutaneo solitario, um determinado nimero de células positivas

de Ki-67 foi Gtil para tracar o prognéstico.

De acordo com ZUCCARI et al. (2004), os tumores mamarios

em caninos sdo um desafio para os clinicos e patologistas, por causa da sua
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classificagdo histolégica complexa, baixa especificidade do diagnostico citolégico
e comportamento biolégico de prognostico incerto. Estes pesquisadores,
trabalhando com impressao de neoplasia mamaria, observaram que o indice de
proliferacdo avaliado com Ki-67 foi significativamente baixo nos tumores
benignos em relacdo aos malignos. Um alto indice de Ki-67 foi positivamente
correlacionado com metastases, morte pela neoplasia, baixa taxa de
sobrevivéncia livre da doenca e de sobrevida. Portanto, o valor progndstico do
indice do Ki-67 em tumores mamarios, na citologia, foi semelhante ao
previamente  observado em  espécimes histolégicos. A  deteccéo
imunoistoquimica do Ki-67 melhorou a acuracia e o valor da citologia,

promovendo uma rpida e segura informacao sobre a malignidade da neoplasia.

Em um estudo retrospectivo, 33 pacientes com céancer de
pulmdo e metastases foram submetidos a investigacdes histoquimicas,
imunoistoquimicas e citomorfométricas. Variaveis clinicas foram examinadas
para diferenciar a frequéncia dos subtipos histoldgicos, volume nuclear, indice
mitético, &rea das AgNORs e Ki-67 nos subgrupos de pacientes com tumor
primario e metastases. No que se refere a imunomarcacao do Ki-67, mesmo ndo
havendo diferenca estatistica entre os tumores primarios e as metastases, o
indice de marcacdo do Ki-67 foi maior nas metastases que nos tumores

priméarios (MATHEUS, 2004).

Estudando proliferacdo celular e apoptose em cortes
histologicos de cdes com histiocitoma e tumor venéreo transmissivel, GUVENC
et al. (2002), constataram que os valores do anticorpo Ki-67 tiveram um intervalo
de marcacao de 5 a 26% de células imunopositivas. O nimero médio de células
imunorreativas foi de 17 (+2,1751). Este estudo confirmou que a
imunorreatividade do Ki-67, com o clone MIB-1, foi facil de padronizar e que o

MIB-1 € um util marcador para rapida determinac¢é@o de tumores proliferativos.
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GONZALEZ et al. (2000), estudando indice de proliferacdo em
espécimes citologicos e histoldgicos de TVT antes e durante a quimioterapia
com sulfato de vincristina, observaram que a imunocoloracao para o antigeno de
proliferagdo Ki-67 revelou uma alta proporcdo de células imunorreativas nos
tumores em progressdo, contudo somente uma pequena propor¢cao de células

expressou Ki-67 durante a regressao pela quimioterapia.

2.5.2 AGNOR

Outro indicador de proliferacdo de células neoplasicas é a
freqiéncia das AgNORSs. As regides organizadoras nucleolares (NOR) séo alcas
de DNA que ocorrem no nucléolo das células e possuem genes RNA
ribossomais (DERENZINI et al., 1994). Os genes RNA ribossomais tém um
importante papel na sintese protéica, crescimento celular, diferenciagao celular e
transformacéo maligna (EGAN & CROCKER, 1988). O numero de NORs reflete
a atividade proliferativa da célula: quanto mais alta a freqiéncia de NORs, maior

a atividade proliferativa celular (DERENZINI et al., 1994).

As NORs podem ser facilmente demonstradas pela sua intima
associacdo com proteinas que contém grande namero de ligag6es dissulfidicas,
as quais se ligam a ions prata (HARMELIN et al., 1995). A técnica de coloracdo
pela prata permite a enumeracdo dos pontos nucleares, chamados AgNORs
(VAIL et al., 1996). Entretanto, embora apresente resultados com baixa
probabilidade de erro (SANTOS et al., 1998), a contagem visual das AgNORs é
tediosa, com risco de variacdes causadas pelas condicfes de observacao; neste
contexto, a analise de imagens digitalizadas pode facilitar e padronizar a

contagem das AgNORs (DESTEXHE et al., 1995).

Para a avaliacdo das imagens AgNORs positivas digitalizadas é

necessario o emprego de uma técnica de coloracdo adequada. Esta técnica é
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altamente especifica e pode ser utilizada em tecidos fixados em formol e
embebidos na parafina, frescos ou de arquivo, em tecidos congelados,

esfregacos citoldgicos e preparados citocentrifugados (CROCKER, 1989).

As técnicas de coloragdo das AgNORs compreendiam duas
etapas: a primeira correspondia a impregnacao com nitrato de prata; a segunda
era caracterizada pela revelagdo com um agente revelador (aménia ou &cido
férmico). Durante a etapa de revelacdo os depdsitos de prata agiam como
ndcleos para maior crescimento dos depdésitos de ion prata, devido a presenca

do revelador na solugdo (DERENZINI & PLOTON, 1991).

HOWELL & BLACK (1980) modificaram o protocolo anterior,
fazendo a coloracdo numa Unica etapa. Eles utilizaram o revelador acrescido de
um protetor coloidal (gelatina), a qual evitava a reducdo intensa da prata. A

coloracéo era realizada a 70°C durante 2 minutos.

Por sua vez, PLOTON et al. (1986), utilizando o protocolo de
etapa Unica, aumentaram o tempo de coloracdo para um intervalo entre 14 e 20
minutos a temperatura ambiente. A simplicidade da técnica e a reprodutibilidade
deste protocolo resultaram na técnica mais usada atualmente. Entretanto,
existem fatores que influenciam a especificidade da coloracdo, tais como
formacao de precipitados inespecificos, que é um problema freqiiente, a fixacdo
adequada do material, 0 tempo e a temperatura da coloracéo e, finalmente, o pH

das solucdes.

Estudos recentes tém proposto uma variante para o método de
AgNORs, no qual um tratamento com Triton X-100 foi utilizado antes da
coloracdo com a prata, evitando precipitado inespecifico do fundo e facilitando a
visualizacdo, mais claramente, das areas das AgNORs positivas e facilitando a

andlise de imagens. O Triton X-100, na presencga de glicerol, tem induzido a
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solubilizacdo de algumas proteinas citoplasmaticas (VIDAL et al., 1994; VIDAL &

MELLO, 1995).

Outra variante, adotada por CHU et al. (2001), foi a coloracéo
de cortes histoldgicos na qual as laminas eram colocadas em bandejas de
coloracao invertida, dispostas com a face do material voltada para baixo. Desta
maneira, o corante era depositado em baixo das laminas, evitando, pela agdo da

gravidade, o depdsito inespecifico de prata.

Para avaliar quantitativamente as AgNORs, dois métodos
sdo empregados: o método direto de contagem de pontos das AgNORs por
ndcleo, ao microscopio de luz com a objetiva de 100x e o método de contagem

pelo sistema analisador automético de imagens.

A contagem direta é altamente subjetiva, gasta muito tempo e
apresenta alta probabilidade de erro (AUBELE et al., 1994; OFNER & SCHMID,
1996). Para facilitar a contagem, CROCKER et al. (1989) sugeriram o emprego
de um filtro colorido (verde), para diminuir as alteracdes cromaticas e destacar

os limites das AgNORs.

O método de contagem pelo analisador automatico de imagens
(morfometria) é caracterizado pela precisao, reprodutibilidade e capacidade para
medir a &rea total das AgNORs por nucleo e por nucléolo (DERENZINI &
TRERE, 1991a; AUBELE et al., 1994; RUSCHOFF et al., 1994; VIDAL et al.,
1994). A avaliacdo das AgNORs através deste método foi proposta pelo comité
das AgNORs, por ser mais objetivo e superar as dificuldades do método direto

(OFNER & SHMID, 1996).

O padrao de distribuicdo dos componentes ribonucleoprotéicos
no nudcleo varia e é influenciado pela propria distribuicdo espacial da cromatina

ribossdmica. Visto que a cromatina ribossémica estendida esta distribuida
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uniformemente nas NORs durante a interfase, foi possivel concluir que os
padrbes nucleolares sejam determinados por diversas distribuicbes das AQNORs

na interfase (DERENZINI & TRERE, 1991b).

De acordo com RUSCHOFF et al. (1994) a morfometria
computadorizada das AgNORs exige um equipamento caro, geralmente nédo
disponivel para diagnostico de rotina. A contagem direta também varia
significativamente entre os observadores. Desta maneira, 0s autores propdem a
analise dos padrdes de distribuicdo em vez da simples quantificacdo, para

facilitar o estudo direto das NORs.

CROCKER et al. (1989) foram os primeiros a propor um padrao
de distribuicho das AgNORs como ferramenta para avaliar aspectos
proliferativos de uma neoplasia. Os padrbes criados seriam: tipo 1 (AgNORs
agrupadas formando uma Unica estrutura [nucléolo]); tipo 2 (observadas no
interior de diferentes nucléolos); tipo 3 (AgNORs pequenas e distribuidas por
todo ndcleo), geralmente em células malignas. Ja SHIRO et al. (1993) utilizaram
uma diferente classificacdo de distribuicio das AgNORs na avaliagdo da
correlacdo entre AQNORs e padrao histolégico em carcinoma hepatocelular. No
padréo tipo 1 as AgNORs apresentam-se como pontos escuros ou marrons, de
tamanho diferente, com limites bem definidos e localizadas no interior dos
nucléolos e, no padrao tipo 2, as AgQNORs nucleolares sdo acompanhadas de

pontos sem limites definidos e dispersos pelo nucleo (SHIRO et al., 1993).

O nucléolo é a organela mais destacada no nucleo de uma
célula interfasica, que pode ser considerado a expressdo morfologica da
transcricdo e processamento do rRNA. O nucléolo representa a estrutura
complexa, formada por fracbes de DNA, ocupada pelos genes RNA, as quais
associam-se a proteinas para processamento, compactacao e formacao final de

particulas pré-ribossébmicas. Numa sequéncia, o nucléolo é uma organela com
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alcas de DNA que emergem de varios cromossomos, cada um dos quais contém
um agrupamento de genes rRNA; cada agrupamento representa uma NOR

(PLOTON, 1994).

Em situagfes adversas, como uma grande privacao de proteina
na dieta, pode ocorrer a formacao de um brotamento no nucléolo dos neurdnios.
Segundo MANOCHA & SHARMA, (1978), a privagdo de proteina induz a
cromatdlise citoplasmatica e uma pronunciada mudanc¢a no nucléolo, tal como
aumento de tamanho, atividade secretora e transferéncia de material nucleolar
para o citoplasma. O broto apresenta um agregado de proteinas e ribossomos
gque estdo passando para o citoplasma, 0s quais ajudam na sintese de proteinas
especificas perdidas, como um processo catabdlico iniciado pela deficiéncia de

proteina.

Conforme GOESSENS (1984), numa micrografia eletrdnica
tipica do nucléolo podem ser distinguidos pelo menos cinco componentes: o
centro fibrilar, o fibrilar denso, o granuloso, o intersticio nucleolar, a cromatina
nucleolar. A regido do centro fibrilar € composta de pequenas quantidades de
DNA e de proteinas AQNORs. O componente fibrilar denso é composto de fibras
associadas a regido do centro fibrilar que contém moléculas de pré-RNA
(AgNORs positivo), e pequenas quantidades de proteinas associadas as NORs

(DERENZINI & TRERE, 1994).

A impregnacdo com o0s depositos de prata permite a
visualizacdo dos componentes dos centros fibrilares na interfase, os quais
representam a contrapartida das NORs na metafase (DERENZINI & TRERE,

1994).

Para a demonstracdo das NORs, a técnica pressupbe a
propriedade das proteinas argirofilicas associar-se aos sitios de cromatina

ribossémica, onde é inicializada a producdo dos granulos ribossémicos
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(PLOTON, 1994). O emprego de diversas técnicas tem permitido a identificacéo
de diferentes proteinas AgNORs positivas. Entre elas destaca-se a RNA
polimerase | que é uma enzima obrigatéria para a transcricdo génica do rRNA
em moléculas de rRNA e estd localizada na regido do centro fibrilar. A
topoisomerase | é outra proteina importante, porém localizada na regiao fibrilar
densa, que atua na reducédo da tensdo da fita de DNA permitindo a leitura pela

RNA polimerase (DERENZINI & PLOTON, 1991).

A proteina C,3 (nucleolina) é a fosfoproteina mais importante e
de maior expressdo na fase de maximo crescimento celular. Esta associada ao
processamento do pré-RNA. A proteina B,z (numatrina) também participa da
biossintese ribossomal, e foi uma das primeiras fosfoproteinas identificadas

como associadas as NORs (DERENZINI & PLOTON, 1991).

A técnica de coloracao pela prata ndo cora genes ribossomais.
Na realidade, somente proteinas relacionadas aos genes ribossomais, que estédo
localizadas nas NORs em atividade transcricional, sdo impregnadas pela prata

(DERENZINI & PLOTON, 1991).

As NORs estdo localizadas na regido do centro fibrilar dos
nucléolos durante a interfase e sdo a contrapartida das NORs na metafase dos
cromossomos acrocéntricos. Sendo assim, as AgNORs da interfase
correspondem as AgNORs na metafase. Na metafase as NORs (rRNA)
correpondem as constricdes secundarias dos cromossomos. Em humanos, estao
localizados nos bracos curtos dos cromossomos acrocéntricos (13, 14, 15, 21 e
22). Nos caninos as NORs metafasicas foram identificadas por Kopp et al. apud
HARMELIN et al. (1995) nas regifes teloméricas dos cromossomos 7, 8, 27 e

algumas vezes no 38.

O aumento de tamanho, com formas e coloracao irregular sdo

algumas alteracBes morfolégicas no nucléolo de células neoplasicas, contudo
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ndo sdo confiaveis para a diferenciacdo entre células benignas e malignas. A
possibilidade de avaliar alteragbes morfolégicas do nucléolo, medindo o
tamanho, distribuicdo e quantidade das AgNORs revelou-se Util para diferenciar
neoplasias benignas e malignas (AUBELE et al., 1994). No entanto, a
determinacdo das AgNORs nem sempre tem valor diagndstico e progndstico,
pois em algumas neoplasias de mama, tiredide, endométrio e intraepiteliais do
colo do utero, ndo se verificam diferencas significativas entre lesdes benignas e
malignas (DERENZINI & TRERE, 1994). Entretanto, a maior parte dos trabalhos
mostrou que a determinacdo do nimero das AgQNORs em células malignas foi

superior ao nimero das AgNORs nas benignas ou normais.

Apesar da potencial aplicacdo do método AgNOR como
ferramenta diagnostica ser controverso, estudos tém mostrado sua utilidade na
distincdo entre certas lesdes malignas e benignas (DESTEXHE et al., 1995;
HARMELIN et al., 1995). KARADEMIR et al. (1998) reportaram que os indices
das AgNORs sdo Uteis para determinar a atividade proliferativa do TVT e
HARMELIN et al. (1995) afirmaram que a medida das AgNORs pode ser util na

avaliacdo do comportamento biolégico e progndstico do TVT.

Durante o ciclo celular, ocorre um aumento progressivo da area
nucleolar e do nimero de AgNORs durante a passagem da fase G1 para a fase
S (interfase). Comparando a presenca das AQNORs com outros marcadores de
proliferacdo (Ki-67, PCNA, timidina e bromodeoxiuridina) encontrou-se uma
correlacdo estreita entre a quantidade de AgNOR e a razdo de duplicacdo
celular. Da mesma forma, existe uma correlacdo positiva entre AQNORs e o
tempo potencial de duplicacdo da populacdo de células neoplasicas. Os
resultados destas pesquisas constituem a base para assinalar a proliferacéo
celular como causa diretamente relacionada com as variacdes dos parametros

AgNORs (DERENZINI & TRERE, 1994; RUSCHOFF et al., 1994).
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PREZIOSI et al. (1995), estudaram a atividade proliferativa de
adenocarcinomas, adenomas e hiperplasia de glandula perianal em caninos,
através de dois métodos de contagem das AgNORs: o direto e o automatico
(analise de imagens). Estes autores observaram que trés indices (numero de
AgNORs/nucleo, area relativa e total das AgNORS) permitiram categorizar as
lesGes de acordo com sua atividade proliferativa. A &rea relativa das AgNORs

permitiu claramente distinguir as lesdes malignas das benignas.

CROCKER & NAR (1987), empregando a técnica de coloracao
com a prata (AgNORs) em cortes histolégicos de pacientes com linfoma néo
Hodgkins, constataram que o linfoma de baixo grau apresentou um numero

médio de AgNORs/nulcleo menor que o de alto grau.

Outro estudo, realizado por HAUPT et al. (1995) em seres
humanos com sarcoma de Kaposi, também mostrou um significativo aumento do
namero médio de AgNORs nuclear em pacientes apresentando lesdo em
placa/nédulo (estdgio avancado), comparado com o0s pacientes que tinham

mancha cuténea (estégio inicial).

Estudando o significado do prognostico em caninos com
mastocitoma, SIMOES et al. (1994) observaram haver diferenca significativa
entre mastocitomas recorrentes (mais pontos de AgNORs/nicleo) e nao
recorrentes. Este estudo estabeleceu a importancia de reconhecer mastocitomas
potencialmente malignos. Os resultados indicaram que mastocitomas
recorrentes, ndo recorrentes e tempo de sobrevida podem ser determinados pela

contagem das AgNORs.

BRATULIC et al. (1996), trabalhando com contagem de
AgNORs (nucleo e nucléolo) e nimero de nucléolos em cortes histolégicos de
tumores mamarios benignos e malignos de caninos, afirmou ser possivel

determinar um aumento significativo nos tumores malignos em relacdo aos
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benignos (ORREL et al., 1991). O estudo também mostrou que as AQNORs n&o
parecem ter valor prognéstico na determinacao da possibilidade de tumores de
glandula mamaria malignos promoverem metastases a distdncia. DESTEXHE et
al. (1995) também realizaram um trabalho semelhante, empregando as AgNORs
em neoplasias mamarias malignas e benignas em caninos; contudo o resultado

ndo mostrou diferenca estatistica entre os tumores malignos e benignos.

PREZIOSI et al. (1995), pesquisando hiperplasia e neoplasia
em glandula perianal de caes, determinaram o namero, area total e relativa das
AgNORs por nucleo. Estes indices permitiram discriminar as lesdes de acordo
com suas atividades proliferativas. A area relativa das AgNORs distinguiu

claramente lesfes benignas de malignas.

HARMELIN et al. (1995) estudando casos clinicos de tumor
venéreo transmissivel primarios e metastaticos, concluiram que os metastaticos
apresentaram area de nucléolo e area das AgNORS maior que os tumores
primarios.

KARANDEMIR et al. (1998), trabalhando com material
histologico de tumor venéreo transmissivel, identificaram um nimero médio de

AgNORs por grupo de 5,41. Por esta razdo, a medida da proteina AQNOR tem

sido correlacionada com o prognéstico neste tumor.

SANTOS et al. (1998) estudaram os AQNORs em TVTs genitais
e extragenitais e concluiram que a contagem visual das AGNORs no nucleo, a
area do nucléolo, a area do nucleo, a area total das AgNORs no nucléolo, a
contagem na tela das AgNORs no nlcleo e a area total das AQNORs no nucleo
permitiram a diferenciagdo entre os dois grupos de TVT, sendo que os valores

maiores foram obtidos sempre nos casos de TVT extragenital.
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Empregando marcadores de proliferacio como o PCNA,
telomerase e AgNORs para estudar caracteristicas do tumor venéreo
transmissivel, CHU et al. (2001) constataram que as células dos tumores em
progressao apresentaram um maior nimero de AgNORs que o0s tumores em

regressao, constituindo-se um bom indicador de progndstico.

Contudo, mesmo que a maioria das pesquisas com AgNORs
demonstrem resultados significativos, TOIKKANEN & JOENSUU (1993)
comprovaram que a contagem das AGQNORs em cancer de mama na mulher ndo

teve significado prognéstico.

2.6 GLICOPROTEINA-P E RESISTENCIA A
QUIMIOTERAPIA

A resisténcia a quimioterapia € um grande obstaculo no
tratamento de pacientes com cancer. Uma série de mecanismos pode contribuir
para a resisténcia clinica a quimioterapia. Durante muitos anos, a maior parte
dos estudos focalizou modificacdes no alvo celular da droga e na resisténcia
resultante. No entanto, logo ficou claro que um grupo de individuos podia
apresentar resisténcia cruzada a diversas drogas, as quais divergiam entre si
quanto a estrutura, modo de acdo e ao alvo celular. Este fendbmeno de
resisténcia a multiplas drogas é multifatorial, podendo ser conferido por uma
variedade de mecanismos celulares. Estes mecanismos estéo relacionados com
defeitos na regulacdo dos genes que controlam a apoptose, aumento dos
mecanismos de detoxificagdo intracelular, alteracdes nos sistemas de reparo do
DNA e pela ativacédo ou superexpressdo de moléculas (glicoproteina-p) capazes

de exportarem os quimioterapicos para fora da célula ou outros compartimentos

celulares (MAIA & RUMJANEK, 2004).
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A resisténcia multidroga (MDR) é o fenémeno pelo qual as
células neopléasicas adquirem resisténcia a uma série de drogas utilizadas em
medicina veterindria, como doxorrubicina, vincristina, actinomicina D e
mitoxantrona. Tais drogas séo tipicamente substancias hidrofébicas (BERGMAN,

2000).

A resisténcia multidrogas pode ser uma propriedade intrinseca
das células tumorais (MORAL et al., 1995) ou ser adquirida por uma populacao
de células tumorais, que foram inicialmente sensibilizadas pelo quimioterapico,
tornando-se subseqlentemente resistentes ap0s a exposicdo ao agente
citotoxico. A acdo da glicoproteina-p € um dos mecanismos classicos de
resisténcia multidrogas, a qual foi atribuida a mutacéo ou amplificagéo de genes.
As moléculas de glicoproteina-p tém sido identificadas e implicadas na
resisténcia as drogas em diversos organismos como Leishmania, Plasmodium,
hamsters, camundongos e em cultura de células de caes e seres humanos. No
homem e roedores, a glicoproteina tem mudltiplas isoformas codificadas pela
familia dos genes MDR (mdrl, mdr2, mdr3). Sabe-se que a isoforma que confere
resisténcia multidrogas no homem é codificada pelo gene mdrl, entretanto ndo é

conhecido se genes mdr2 e mdr3 também determinam a resisténcia as drogas

(GINN, 1996).

Estudos preliminares do cancer em humanos indicam que um
significante nimero de pacientes que desenvolveram resisténcia a quimioterapia
expressou glicoproteina-p. A partir da expressao dos padrbes de glicoproteina-p
foram criadas quatro categorias. A primeira é a dos tumores com expressao
intrinseca da glicoproteina-p; estes tumores sdo derivados de células que
expressam glicoproteina-p em estado ndo neoplasico e séo tradicionalmente
refratarios as drogas que bloqueiam a acdo da glicoproteina-p. A segunda

categoria é a dos tumores que ocasionalmente expressam a pg-p, estando
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incluidas neste grupo varias leucemias, linfoma n&o-Hodkin e algumas
neoplasias mamarias. Estes sdo normalmente considerados suscetiveis a
quimioterapia. A terceira categoria é a dos tumores que apresentam raramente a
expressao de pg-p e conseqlentemente apresentam uma variavel sensibilidade
a quimioterapia; estdo compreendidos neste grupo tumores de mama,
melanomas, tumores de bexiga, tiredide, timo, ovario e prostata. A quarta
categoria inclui os tumores que passam a expressar a pg-p apds a quimioterapia;
nesta categoria estdo compreendidos os linfomas n&o-Hodgkin de grau
intermediario, mieloma mudltiplo, leucemia miel6ide aguda, sarcoma de tecidos

moles em criancas, neoplasias ovarianas e neuroblastomas (GINN, 1996).

A funcdo normal da (glicoproteina-p (gp-p) ndo €
completamente compreendida, mas sabe-se que ela é expressa nas adrenais,
rins, figado, célon, cérebro, pulmdes, sangue periférico e medula dssea normais
(ALEXANDROVA, 1998, THOMAS & COLEY, 2003). Ela faz parte da familia de
transportadores ABC, que funcionam como uma bomba de efluxo dependente da
energia gerada pela hidrélise do ATP, capazes de translocar para o exterior da
célula uma série de drogas, reduzindo a sua concentracdo a niveis pouco letais
(THOMAS & COLEY, 2003; MAIA & RUMJANEK, 2004). Muitos tumores
derivados destes tecidos expressam grandes quantidades de gp-p, o que pode
explicar sua resisténcia intrinseca a quimioterapicos, comumente observada

(BERGMAN, 2000).

Véarios mecanismos de acdo foram propostos para o
funcionamento da glicoproteina-p. Mesmo o modelo classico de uma bomba
capaz de transportar o substrato do meio intracelular para o meio extracelular
vem sendo questionado. Sugere-se que as drogas possam ser retiradas da
membrana citoplasmatica, antes de entrarem no citoplasma (MAIA &

RUMJANEK, 2004).
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Em oncologia humana, a importancia clinica da MDR é
demonstrada pela observacao que niveis elevados de expressdao de gp-p
correlacionam-se positivamente com a falta de resposta ou de remissao apés
formas adequadas de quimioterapia (BERGMAN, 2000). MEALEY et al. (1998)
observaram que a gp-p canina funciona da mesma maneira que a homadloga no

homem.

Estudo realizado por BERGMAN et al. (1996) em cées com
linfoma constatou niveis de expressdo da gp-p maiores na recaida e na
necropsia do que no momento do diagnostico. O mesmo estudo encontrou
correlacdo negativa entre a expressdo de gp-p e remissdo e tempo de
sobrevivéncia. Com a detec¢do da gp-p por imunoistoquimica, LEE et al. (1996)
concluiram que a expressao da gp-p antes do inicio do tratamento € um fator
preditivo independente negativo de sobrevivéncia. Adicionalmente, estes autores
observaram que a expressao da gp-p apos a recidiva era maior que a expressao
inicial.

GINN (1996) trabalhando com cortes de tecidos normais e
neoplasicos de caninos, padronizou o uso de trés anticorpos monoclonais de
glicoproteina-p (C494, C219 e JSB-1). A avaliacdo dos tecidos normais e
neoplasicos revelou imunorreatividade satisfatéria, indicando que a pg-p pode
ser detectada nos tecidos de caninos processados rotineiramente. O uso de
diferentes anticorpos monoclonais para a mesma molécula é recomendado, pois
nem todos 0s epitopos na mesma molécula tém os mesmos aminoacidos na

constituicdo (MONTERO, 2003).

Osteossarcoma humano e canino sdo muito similares nos
aspectos clinico, radiol6gico, histopatolégico, indice e tipo de metastases e
reposta a quimioterapia. Por esta razdo, o osteossarcoma canino é um (til

modelo intermediario para estudar a doenca no homem. A expressdo de
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glicoproteina-p, produto do gene mdrl, € o mais importante indicador do curso
clinico adverso em pacientes humanos com osteossarcoma. A exposi¢cdo de
células de osteossarcoma canino a doxorrubicina resultou em superexpressao
de glicoproteina-p, gene mdr e mRNA. Além disso, estas células falharam em
acumular doxorrubicina intracelular e foram menos sensiveis a vincristina,

guando comparadas com as células parenterais (MEALEY et al. 1998).

BALDINI et al. (1995) estudando a marcacao da glicoproteina-p
em 92 pacientes com osteossarcoma, observaram um aumento dos niveis
glicoproteina-p associado ao decréscimo do tempo livre da doenga apés a

realizacao do diagndéstico.

Em um experimento, 54 caninos com mastocitoma foram
avaliados pela imunistoquimica para a expresséo de glicoproteina-p e proteina
associada a resisténcia multidrogas. Todos os tumores examinados foram
estagiados de acordo com o rank de malignidades histoldgicas. A expressao de
glicoproteina-p foi confirmada em 15% (8/54) dos casos, dos quais 33% (5/15)
eram do grau I, 10% (3/31) do grau Il e 0% (0/8) do grau lll. O resultado indicou
que pelo menos 26% de caninos com mastocitoma expressaram glicoproteina-p
e por esta razdo, podem ser resistentes a varias drogas diferentes (MIYOSHI et

al., 2002).

O linfoma canino é uma doenca de ocorréncia espontanea, que
pode ser um modelo para o linfoma ndo-Hodgkin no homem. A quimioterapia
com antineoplasicos resulta em alta taxa de remisséo; entretanto, a recidiva e a
resisténcia clinica as drogas é freglentemente observada dentro de 8 a 10
meses. A glicoproteina-p parece desempenhar um papel importante na
resisténcia das células tumorais. Para avaliar a funcdo dos produtos do gene
mdr na resisténcia & droga do linfoma canino, preparacées de membranas

celulares de linfoma canino de graus intermediario e alto foram sujeitos a
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Western blotting para a detecgéo da glicoproteina-p. Neste estudo, uma das 30
amostras coletadas antes da quimioterapia expressou glicoproteina-p. Também
foi detectada em trés amostras de bidpsia de oito caes que foram resistentes a
quimioterapia. Este padrédo de expressao foi similar ao linfoma ndo-Hodgkin no
homem. O estudo sugere que o linfoma canino é um proveitoso modelo para

estudar resisténcia multidroga (MOORE et al., 1995).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para o desenvolvimento deste projeto, aprovado pela Camara
de Etica em experimentacdo Animal (Anexo A), foram estudadas
prospectivamente 138 massas neoplasicas de 102 cées, sem restricdo de sexo,
raca ou idade, com diagndstico clinico de TVT atendidos no Hospital Veterinario
da FMVZ-UNESP, campus Botucatu, ou oriundos do Biotério central da UNESP

(campus Botucatu), entre o periodo de margo de 2002 a setembro de 2004.

Os animais com TVT, que tiveram seu diagnostico feito em
bases clinicas e confirmado com auxilio do citodiagndstico, foram arranjados em
trés grupos de acordo com o tipo celular predominante, baseado em critérios
pré-estabelecidos. Dos animais atendidos no Hospital Veterinario, cuja
propedéutica inicial compreendia a anamnese e exame clinico, com a
concordancia dos proprietarios (Anexo B), foram obtidas informacdes sobre a
histéria pregressa e atual do animal, tempo de evolucdo da neoplasia,
localizacdo, terapia prévia, habitos de criacdo e reproducdo, seguidas pelo
exame fisico criterioso da regido afetada, avaliagdo das dimensfes tumorais e
inspecao de linfonodos regionais. A partir do registro destas informacdes em
fichas clinicas (Anexo C), cada massa tumoral foi classificada de acordo com

sua localizacdo, em genitais ou extragenitais. Quanto ao comportamento
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biolégico, os tumores foram definidos como primarios ou nao primarios

(metastaticos ou recorrentes).

Ainda antes da quimioterapia, era sempre realizado o
hemograma e, quando necessario, outros exames complementares, tais como o
bioguimico sérico (perfil hepatico e renal), radiolégico e ultrassonogréafico. Destes
animais, 48 foram avaliados ao final das sessfes de quimioterapia com o
objetivo de investigar a eficacia da resposta clinica, assim como a sua possivel
relacdo com a expressdo de antigenos de membrana que pudessem induzir a

guimiorresisténcia.

Compondo ainda uma proposta de observacdo, as neoplasias
foram, alternativamente, rearranjadas em dois novos grupos, 0sS quais reuniram
as neoplasias primarias e ndo primarias (metastase ou recorréncia), avaliados

mediante as mesmas variaveis.

3.2 AVALIACAO LABORATORIAL

3.2.1 TECNICA DE OBTENCAO DAS AMOSTRAS — CAAF

Confirmado o diagnostico inicial, foram colhidas amostras das
massas primarias e metastaticas. Para a técnica propriamente dita de citologia
por aspiragdo com agulha fina (CAAF), foram utilizadas seringas descartaveis de
10ml, agulhas descartaveis 24%G (independentemente do tamanho do tumor a
ser aspirado) e citoaspirador de Valeri. Apos a anti-sepsia do local, eram
realizadas puncdo da massa e a aplicacdo de pressdo negativa, fazendo-se o
reposicionamento da agulha sem que ela saisse da massa. A seguir, a pressao
negativa era interrompida e a agulha retirada da massa; a agulha era entdo
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 ou para o interior de um tubo eppendorf contendo 1,5ml de salina

tamponada (PBS), conforme descri¢cdo a seguir.

3.2.2 PROCESSAMENTO DO MATERIAL

Uma das amostras foi suspensa em 1,5ml de solucdo de PBS,
para posteriormente ser dividida em aliquotas de 50pul e citocentrifugada (500
rpm, durante trés minutos), com o proposito de confeccionar dez preparados
citologicos (“botédo” de células), os quais foram fixados e armazenados em etanol
95% para realizacdo das técnicas de imuno e citoquimica. O material de outra
amostra foi depositado sobre trés laminas histologicas e, apds a extensédo do
material (COWEL & TYLER, 1989), foram secas ao ar livre, fixadas em metanol
e coradas pelo método de Giemsa para determinacédo do tipo citomorfolégico e
anormalidades nucleares. Em alguns casos, foram processados fragmentos de
tecido neoplasico que se desprenderam da massa, realizando-se a confeccéo
dos esfregacos mediante a técnica de impressdao. Em outros, onde a
visualizacdo ou o acesso a massa era dificil, utilizou-se o método de colheita

com escova ginecoldgica.

3.3 AVALIACAO CITOMORFOLOGICA

3.3.1 SELECAO DO TIPO CITOMORFOLOGICO

As preparacgdes citolégicas das massas tumorais coradas pelo
Giemsa foram submetidas & avaliacdo morfolégica em microscopia 6ptica’, com
objetiva de 40x, identificando-se cem células neoplasicas em contador mecanico,
para inclusdo em um dos grupos experimentais, de acordo com as

caracteristicas do tipo celular predominante, da seguinte forma:

1 Carl Zeiss Jenamed 2, Alemanha.
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FIGURA 1 — Tumor venéreo transmissivel canino de morfologia linfocitéide
(1A - seta) e plasmocitéide (1B).

Grupo Linfocitdide: 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, nucleo
redondo e central com cromatina grosseira e presenca de um ou dois nucléolos

salientes (TVT "linfocitoide"). Ver Figura 1A.

Grupo Plasmocitéide: predominio de 60% ou mais de células de TVT com

morfologia  ovdide, citoplasma mais abundante (menor relacao
nucleo:citoplasma), com  nlcleo localizado  excentricamente  (TVT

"plasmocitéide"). Ver Figura 1B.

Grupo Misto: celularidade mista entre os tipos celulares linfocitbéide e

plasmocitéide, sem que nenhum ultrapassasse 59% do total.

Os esfregacos corados pelo Giemsa foram avaliados
inicialmente com objetiva de 10x para verificacdo do controle de qualidade,
coloracdo e distribuicdo das células. A seguir, procedeu-se a observacdo em

aumentos progressivos de 250x e 400x para o detalhamento das caracteristicas
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celulares, contagem de células e verificagdo das anormalidades nucleares (ver
proximo item). Apdés a varredura inicial, as areas com melhor padrdo de
distribuicdo celular e coloracdo eram analisadas em 400x, sendo registrados em
cada lamina no minimo dez campos ao acaso, ndo sobrepostos, para a obtencao

da classificacdo do tipo celular predominante.

3.4 ANORMALIDADES NUCLEARES

Para a determinagdo destes indices foram analisadas 79
amostras de massas neoplasicas. Para cada massa foram contadas, no minimo,
1000 células por tipo citomorfol6gico em campos microscopicos semi-sucessivos
com 0,25 mm? (grade de integracdo 100/25) de maneira a percorrer toda a
lamina. Os campos microscépicos de grande confluéncia de células, devido a
dificil individualizacdo, foram ignorados. Cada uma das avaliagbes foi feita da

seguinte maneira:

3.4.1 CELULAS BINUCLEADAS, MULTINUCLEADAS E

MICRONUCLEACAO

Foram contadas todas as células binucleadas e multinucleadas,

em relacdo as mononucleadas (Figuras 2A e 2B).
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A identificacdo e a analise de células micronucleadas seguiram
0s critérios propostos por TOLBERT et al. (1992) e FENECH et al. (1993),
conforme descricéo a seguir. Os micronucleos foram definidos como corpusculos
de cromatina individualizados, separados do nucleo principal via ponte
nucleocitoplasmatica, idénticos ao nucleo principal com relacdo a afinidade

tintorial, textura e plano focal, entretanto menores e com um diametro de até A

do nucleo principal (Figura 2C).

3.4.2 BROTAMENTO E LOBULACAO NUCLEAR

FIGURA 2 — Tumor venéreo transmissivel — critérios morfoldgicos: A:
binucleagdo; B: multinucleagdo; C: micronucleacdo; D:
brotamentos nucleares; E: lobulacbes nucleares (criado por
Amaral, 2004).

Os brotos nucleares (Figura 2D) foram definidos como
pequenas evagina¢cdes da membrana nuclear contendo eucromatina (MANELLI-
OLIVEIRA, 2000). Na avaliacdo dos brotos nucleares foram consideradas
somente células com nucleo integro em interfase. As células com nucleo
picnético, irregular, deformado ou com espiculas caracteristicas de degeneracao

foram excluidos da avaliagéao.
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Lobulac&o nuclear foi definido como uma grande evaginacdo
nuclear, cerca dez vezes maior que o broto. Em algumas células o ndcleo pode
apresentar uma ou mais lobulacdes (Figura 2E). Da mesma forma que as outras
anormalidades nucleares, as células foram criteriosamente selecionadas,

descartando-se as degeneradas.

3.5 CONCENTRACAO ELETROLITICA CRITICA

(CEC) - DISCRIMINAGAO DE NUCLEOLOS

INTERFASICOS

Para o estabelecimento da concentracdo eletrolitica critica
foram utilizadas 69 amostras de massas neoplasicas. As preparagdes citoldgicas
fixadas em etanol eram coradas com uma solucdo de azul de toluidina? 0,025%
em tampdo Mcllvaine®* com pH 4, durante 15 minutos. Imediatamente a
coloracéo, foram tratadas com solucéo aquosa de cloreto de magnésio* 0,05M
durante 15 minutos, lavadas rapidamente em agua destilada, diafanizadas em

xilol durante 15 minutos e montadas em resina.

Esta técnica, descrita por MELLO et al. (1993), baseia-se na
propriedade do azul de toluidina em conferir coloracdo metacromatica ao DNA e
RNA, enquanto o cloreto de magnésio faz a subtracdo da metacromasia do DNA
nuclear, permitindo que os nucléolos, ricos em RNA, fiquem evidenciados e

possam ser contados e medidos.

2 Amresco. Solon, Ohio, USA.

3 38,5ml de &cido citrico anidro 0,2M; 61,5ml de fosfato de sédio bibasico dodecaidratado 0,1M.
Ajustar pH em 4, se necessario.

4 Dinamica.
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3.5.1 MORFOMETRIA NUCLEAR E NUCLEOLAR

Foram analisadas trinta células tumorais por caso,
selecionadas aleatoriamente, baseado na técnica de estudo da variacdo da
instabilidade de valores médios, a fim de determinar o nUmero minimo de células
necessarias para a afericdo proposta. Desta maneira, foi selecionado um
espécime cujas células tinham mais critérios de malignidade (tipo plasmocitéide),
0 qual apresentava-se com mais evidéncia as varia¢cdes do tumor estudado. Do
caso selecionado foram medidas as areas nuclear e nucleolar de cem células.
ApGs, dividiu-se a amostra dos cem dados obtidos em dez grupos de dez células
cada, sorteadas ao acaso. A seguir, determinaram-se valores médios de cada
grupo e logo o valor médio para os dez valores médios e desvio padrdao desta
média final. Este procedimento foi repetido, obtendo-se os valores médios e os
desvios padrdes de maneira acumulativa, modificando o nimero de células para
vinte, trinta, quarenta, cinqiienta, sessenta, setenta, oitenta, noventa e cem. Os
desvios padrbdes obtidos foram plotados e analisados num grafico. Verificado a
estabilizacdo do desvio padrdo em torno de trinta células, adotou-se este valor
como o numero minimo de células necessarias para estimar os parametros (area
nuclear, nucleolar e nimero de nucléolos) estabelecidos, desabonando maiores

amostragens.

Foram medidas semi-automaticamente através do analisador
de imagens numero de nucléolos por nucleo, didmetro do nucléolo, area dos
nucléolos e indice de circunferéncia, area do nucleo, diametro do nucleo, indice
de circunferéncia e relacdo nucléolo:ndcleo. Estes dados foram analisados em
microscopio 6ptico® adaptado ao analisador de imagens KS300°, sob objetiva de

100x.

5 Leica DMS. Leica, Alemanha.
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3.6 PADRONIZACAO DA TECNICA DE IMUNOCITOQUIMICA

A padronizagdo da técnica de imunocitoquimica dos casos de
tumor venéreo transmissivel foi realizada com os preparados citolégicos
citocentrifugados fixados em etanol 95%, baseado em CANIATTI et al. (1996),
segundo o qual constitui-se num método econdmico e preciso para a
imunofenotipagem em caninos. Os anticorpos submetidos a padronizacdo estao

relacionados a seguir:
e Ki-67 (clone MIB-1)’
e antiglicoproteina-p (clone C494)®
« antiglicoproteina-p (clone 5B12)°

Como os anticorpos utilizados eram monoclonais anti-humano,
houve necessidade da padronizacdo para sua utilizacdo em tecidos caninos.
Para tanto, foram testadas varias formas de recuperacdo antigénica, varios
tempos de bloqueio de peroxidase enddgena e outros bloqueios para a reducéo
de marcacgdes inespecificas, concentracéo ideal do anticorpo primario, tempo e
temperatura de incubacgéo e sistema de anticorpo secundario utilizados, visando

a obtencao de marcacgdes nitidas e com reduzida marcacao de fundo.

Foram testados como formas de recuperacdo antigénica
tampé&o citrato 10pMol (pH 6) em microondas e tampéo EDTA (pH 8 e pH 9) em
banho-maria a 96°C. Como regra, testava-se inicialmente a recuperacgdo
antigénica com tampéo citrato em microondas por 15 minutos na poténcia

maxima; se o resultado ndo fosse considerado satisfatorio, passava-se entdo ao

6 Analisador de imagem KS300. Zeiss, Alemanha.

“Anti-KI-67 humano produzido em camundongo, clone MIB-1, monoclonal c6d. M 7240.
DakoCytomation Denmark A/S. Glostrup, Dinamarca.

8Anti-glicoproteina-P humana de camundongo, clone C494, monoclonal, cédigo 8720-01. Signet
Laboratories, Inc. Dedham, MA,USA.

® Anti-p170/p-glycoprotein/MDR Ab-4 humana de camundongo, clone 5B12, monoclonal, cédigo
MS-1787-S0. LabVision, Fremont, CA, USA.
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uso do tampao EDTA, pH 8, em banho-maria por trinta minutos e, por ultimo, se

necessario, tampdo EDTA pH 9, em banho-maria, por trinta minutos.

Para o bloqueio de peroxidase enddgena utilizou-se tanto agua
oxigenada 20 volumes, diluida a 1:1 com 4gua destilada na hora do uso como
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™.

Foram também experimentadas concentra¢des diferentes do
anticorpo primario, com objetivo de obter uma boa marcacdo usando volumes
menores de anticorpo. As diferentes diluicdes sdo apresentadas na Tabela

abaixo.

TABELA 1 — Anticorpos anti-Ki-67 e antiglicoproteina-p utilizados para a técnica
de imunocitoquimica no tumor venéreo transmissivel canino.

Anticorpo e Anti-p 170/p- . .
primério Anti-Ki-67 Glicoprotein/MDR ey
Clone MIB-1 5B12 C494
1:20
1:50 1:2 1:50
DiluicGes 175 1:10 1:100
testadas
1:150 1:20 1:150
1:200
Diluicao final 1:75 - 1:100

Padronizacao dos anticorpos

0Catalyzed Signal Amplification (CSA) System, cédigo K1500. DakoCytomation Denmark A/S.
Glostrup, Dinamarca.
11DAKO Biotin Blocking System, codigo X0590, Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA.
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A incubacdo padrdo dos anticorpos primarios era overnight a
4°C; entretanto, alguns anticorpos apresentaram melhor resultado de marcacéo
quando incubados por periodos mais curtos. Para chegar a esta concluséo,
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.

As preparacgdes citolégicas mantidas em alcool etilico 95%
foram hidratadas com um banho em &lcool 85% por 5 minutos, seguido por
banho em agua corrente durante 10 minutos e duas passagens em agua
destilada. Seguiu-se o bloqueio da peroxidase enddégena com agua oxigenada
10 volumes, novo banho de 10 minutos em 4gua corrente, seguido de outros

dois banhos de &gua destilada.

O passo seguinte era a recuperacdo antigénica, realizada em
microondas na poténcia maxima, mantendo-se as laminas em tamp&o citrato*?
pH 6,0 em cubas horizontais, ndo cruzadas e em recipiente com tampa
apropriado para o uso em microondas, ou em banho-maria a 96°C, com tampéao

EDTA™ pH 8 ou 9, conforme as exigéncias de cada anticorpo.

Apoés a recuperacdo antigénica, as laminas permaneciam em
repouso mergulhadas no tampéo, durante 20-30 minutos, para diminuicdo da
temperatura e, apos esfriarem, submetidas a 10 banhos com &gua destilada e

um banho em tampao tris**.

As laminas foram entdo secas, a area com o material
delimitada com caneta™ e transferidas para uma bandeja com tampa, tendo-se o

cuidado de manter sempre as células umedecidas com tampao tris.

122 1g 4cido citrico monoidratado; 11 de 4gua destilada.

B 0,3722g acido etilenodiaminotetraacético; 11 de agua destilada.
148,59 NaCl; 6g trizma base; 1l de 4gua destilada, ajustando pH em 7,4.
!5 Dako DakoCytomation Pen. DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca.
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Quando utilizado o anticorpo anti-glicoproteina-p (clone C494)
ndo foi necessario o uso de recuperacdo antigénica pelo calor, mas para a
diminuicdo de marcactes inespecificas e reducao de fundo, antes da incubacédo
com o anticorpo primario os preparados citolégicos foram incubados com BSA
2% por uma hora em temperatura ambiente. Para o controle positivo da
glicoproteina-p foram usados cortes histologicos e impressédo de figado de cao e,
como controle negativo, amostras citolégicas de TVT incubadas somente com o

diluente do anticorpo primario.

Os anticorpos diluidos em BSA 1% eram aplicados sobre as
laminas e incubados em camara Umida pelo tempo e temperatura padronizados.
Seguiram-se duas lavagens em tris e incubacdo com anticorpo secundario por
30 minutos em temperatura ambiente. Apés duas lavagens com tris foi aplicado
0 complexo streptavidina-biotina, incubado por 30 minutos em temperatura
ambiente e novamente lavados com dois banhos de tris. Com o anticorpo
antiglicoproteina-p foi utilizado, no lugar do complexo streptavidina-biotina, um
sistema de anticorpo secundario e polimero associado a peroxidase®®, com

incubacao em temperatura ambiente durante uma hora.

Para a revelacdo da reacdo utilizou-se o cromégeno 3'-3’
diaminobenzidina’ liquido, na diluicdo recomendada pelo fabricante, durante 5
minutos, ao abrigo da luz, seguindo-se a lavagem das laminas durante 10

minutos em &gua corrente.

As laminas foram contra-coradas com verde de metila por 5

minutos, lavadas com alcool isopropilico por 2 minutos (dois banhos),

16 DakoCytomation EnVision + Dual Link System, Peroxidase. DakoCytomation. Carpinteria, CA,
USA.
17 DAB liquido Dako. DakoCytomation. Carpinteria, CA, USA.
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desidratadas em &lcool absoluto (1 minuto), diafanizadas em xilol e montadas

com resina sintética.

3.7 TAXA DE CRESCIMENTO TUMORAL

3.7.1 ANTIGENO DE PROLIFERACAO CELULAR KI-67

Uma vez padronizada a técnica para antigeno nuclear Ki-67
(clone MIB-1) na diluicdo de 1:75, foram estudadas 96 amostras de massas
neoplasicas. Nos casos positivos as células estavam imunomarcadas com
nucleos marrons, independentes da intensidade da marcacao. As laminas foram
observadas em microscopio Optico sob objetiva de 40x e os resultados
expressos como percentual de células positivas em 10 campos aleatorios, nunca
se contando menos de 100 células por amostra. Com os dados obtidos, foi
determinado o indice proliferativo, de acordo com a equacao: IP = n° de células

marcadas + n° de células analisadas x 100.

3.7.2 REGIOES ORGANIZADORAS NUCLEOLARES (AGNORS)

INTERFASICAS

3.7.2.1 Avaliacao Qualitativa das AgNORs

Para a avaliacdo das AgNORs foram utilizadas 70 amostras de
massas neoplasicas, cujo material estava contido em laminas histoldgicas do
citocentrifugado armazenadas em etanol 95%. Este material foi submetido a
hidratacdo progressiva por imersdo em etanol 70% durante 15 minutos, seguido

por imersao em agua deionizada por 10 minutos.
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Para a solubilizagdo das proteinas citoplasmaticas e melhoria
da qualidade da coloracao, as laminas eram imersas em uma solugéo de Triton
X-100'® a 0,5% em PBS durante 15 minutos em temperatura ambiente e apd@s,
lavadas durante 10 minutos em agua corrente, conforme adaptagdo modificada
de VIDAL E MELLO (1995). Este procedimento foi acrescentado ao protocolo de
coloragdo como uma medida para facilitar a analise morfométrica, uma vez que a
solubilizacao de algumas proteinas citoplasmaticas produz um fundo mais claro
e com maior contraste e definicdo das proteinas NOR, além de tornar os nicleos

das células mais limpos e permeéveis a prata (VIDAL, 1995).

Foi avaliada a distribuicdo dos AgNORs no nucleo e nucléolo
em 70 amostras de massas neoplasicas, segundo o padrédo proposto por SHIRO

et al (1993), pela anélise de imagens digitalizadas™®.

As laminas foram coradas pelo método da prata coloidal
descrito por PLOTON et al. (1986). Esta técnica consiste da mistura de 2 partes
de uma solucdo aquosa de prata® a 50% com uma parte de uma solucao
aquosa de gelatina® a 2% em &gua deionizada com &cido férmico a 1%. Para a
diminuicdo dos precipitados inespecificos de prata sobre o material, adotou-se a
coloracdo com laminas invertidas. Um mililitro da solucéo de prata coloidal era
depositado sobre uma bandeja de coloragéo de polipropileno e as laminas, com
a face do material voltada para baixo, eram depositadas sobre o corante. A
bandeja era mantida em estufa a 37°C por 12 a 15 minutos e depois as laminas

eram lavadas, deixadas secar e montadas com laminula e resina sintética?.

18 SIGMA-Aldrich. St. Louis, MO, USA.

1% Media Cybernetics. Silver Spring, MD, USA.

20 Nitrato de Prata. Merck, Alemanha.

2! Gelatina Vetec Quimica Fina Ltda. Duque de Caxias, RJ.
22 permount. Fisher Scientific, Fair Lawn, NS, USA.
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3.7.2.2 Avaliacao Quantitativa das AgNORs

A analise morfométrica das AgNORs foi realizada através do
programa Image-Pro Plus, versdo 4.1%°. Para tal, as laminas foram observadas
em microscopio optico Leica DMR sob objetiva de imerséo (100x). O microscépio
acoplado a camera Sony CCD -IRIS / RGB enviava as imagens para 0 programa
computacional. A analise morfométrica foi semi-automatizada combinada com
observacdo direta: o limiar de resolugcdo para os pontos foi selecionado
individualmente por campo, ap6s estabelecer contraste para que cada ponto
NOR (preto ou marrom) visualizado ao microscopio pudesse ser facilmente
identificado na tela do monitor. Eram avaliadas as células localizadas na parte
mais central do monitor (RUSCHOFF, 1994). Os pontos de AgNORs nucleolares
ou dispersos no nucleo foram contados e a sua area medida, sendo determinado
o0 numero de AgNORs por nlcleo e a area de AGNOR nucleolar e nuclear em

cada uma das células.

Para a determinacdo do numero minimo de células necessérias
para a avaliagcdo das AgNORs foi utilizada a técnica de estudo da variacdo da
instabilidade de valores médios em relacdo aos valores do tamanho da amostra
de origem. Como descrito anteriormente para a CEC, foi selecionado um
espécime cujas células tinham mais critérios de malignidade (tipo plasmocitéide),
0 qual apresentava com mais evidéncia as variacbes do tumor estudado. Do
caso selecionado foram medidas as AgNORs contidas em cem células.
Verificada a estabilizacdo do desvio padrdo, que foi também em torno de trinta
células, adotou-se este valor como o nimero minimo de células necessarias

para estimar os parametros de AgQNORs estabelecidos.

8 Media Cybernetics. Silver Spring, MD, USA.
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Conforme a proposi¢cao de ORREL et al. (1991) foram medidas
semi-automaticamente com o analisador de imagens as areas das AgNORs
nucleares e nucleolares de trinta células em cada espécime. As mensuracdes

finais para cada caso foram calculadas pelas férmulas apresentadas na Tabela

2.
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TABELA 2 - Indicadores avaliados nas AQNORS.

MEDIDA ROTULO FORMULA
Area média por ponto de > areaAgNORnucleolar
. APNu
AgNOR / nucléolo " pontosAgNORnucleolar
Area média por ponto de D areaAgNORnuclear
X APN
AgNORs / nucleo > pontosAgNORnuclear
Area média por ponto de D areaAgNORcélula
p; APC
AgNORS / célula Z pontosAgNOR
Area média de AGNORs / AgNU > areaAgNORNuclear
nucleo nimeroN(cleos
Area média de AgNOR / AgN > _areaAgNORnucleolar
nucléolo nimeroNucléolos
Area média de AGNOR / AgC > areaAgNORtotal
celula nimeroCélulas
NGmero médio de pontos nPNU > ptosAgNORnucleolar
de AGNOR / nucléolo ntmeroNucléolos
Namero médio de pontos PN Z ptosAgNORnicleo
de AGNOR / nucleo nimeroNdcleos
NUmero médio de pontos NPC > nlmeroPtosAgNOR

de AgNOR / célula

numeroCélulas

3.8 AVALIACAO DA GLICOPROTEINA-P

A glicoproteina-p € uma fosfoglicoproteina transmembrana

citoplasmatica e de algumas organelas citoplasmaticas que esta relacionada

com a resisténcia multidrogas. A expressdao de glicoproteina-p nas células

tumorais foi avaliada por imunocitoquimica, utilizando anticorpo antiglicoproteina-

p (clone C494) com diluicdo 1:100 em 101 amostras de massas neoplasicas.

Foram consideradas positivas as células com membrana citoplasmatica e

citoplasma marrom, independente da intensidade da marcacdo (GINN, 1996;
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MIYOSHI et al., 2002). As laminas foram observadas em microscopio éptico sob
objetiva de 40x e os resultados expressos como percentual de células positivas
em 10 campos aleatorios, contando-se no minimo 100 células por amostra.
Foram considerados positivos para a expressao de glicoproteina-p tumores com

mais de 10% das células marcadas.

3.9 RESPOSTA CLINICA A QUIMIOTERAPIA

Para a avaliacdo desta variavel foram acompanhados 48 casos
clinicos e seus respectivos tratamentos. Durante este periodo de observacao
todos os cédes receberam protocolo terapéutico idéntico. Este protocolo constava
de infusdo semanal de sulfato de vincristina intravenosa na dose de 0,75mg/m?
de superficie corporal. A duracdo do tratamento variou de 4 a 8 semanas,
conforme avaliagdo clinica semanal (resposta clinica). O volume tumoral era
medido imediatamente antes da quimioterapia e o0s pacientes reavaliados
semanalmente. De acordo com a resposta clinica foram estabelecidas as
seguintes categorias: resposta completa (RC), quando a duracdo do tratamento
necessario para a regressdo total da massa tumoral ndo ultrapassou quatro
semanas; resposta parcial (RP), foi definida como regressdo do tamanho do
tumor em 50% ou menos e presenca de células de TVT no exame citoldgico.
Considerando a resposta clinica, investigou-se a relagdo com o tipo
citomorfologico (linfocitdide, misto e plasmocitéide) e a expressdao da
glicoproteina-p. Também foi estudada a relacdo entre imunomarcacdo da
glicoproteina-p com a resposta clinica a quimioterapia em 42 massas

neoplasicas.
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3.10 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados foram analisados no Departamento de Bioestatistica

do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus Botucatu, Séo Paulo.

Para a comparacdo dos paréametros calculados pela
porcentagem de sua ocorréncia entre os diferentes tipos citomorfoldgicos
(linfocitéide, misto e plasmocitbide), tais como a percentagem de anormalidades
nucleares (indice de binucleacdo, multinucleacéo), foi utilizado o teste estatistico
para contrastes entre propor¢cdes multinominais (GOODMAN, 1964), adotando-
se 5% como nivel de significancia. Para outras anormalidades nucleares, tais
como brotos, lobulacdo e micronucleacdo os grupos foram comparados pelo

teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Para as variaveis quantitativas como AgNORs e concentracdo
eletrolitica critica (CEC) os grupos de morfologia celular foram comparados em
média pela utilizacdo de andlise de variancia com a aplicacao do teste de Tukey

com nivel de significAncia de 5% (ZAR, 1996).

Para a determinagdo do padrdo de distribuicdo das AgNORs
nos diferentes tipos citomorfolégicos foi utilizado o teste qui-quadrado (ZAR,

1996).

Para a determinacdo do percentual de marcagcdo do anticorpo
Ki-67 (clone MBI-1), devido a variabilidade da amostra, foi empregado o teste
nado-paramétrico de comparacao por ranks Kruskal-Wallis, nivel de significancia

de 5%.

Os diferentes percentuais de marcagao imunocitoquimica do
anticorpo antiglicoproteina-p entre os grupos foram analisadas pelo teste de

Goodman (a=0,05).
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Foram realizados testes de associagcdo entre o0s tipos
citomorfologicos (grupos) com a resposta clinica a quimioterapia; dos grupos
com glicoproteina e da resposta clinica com glicoproteina-p. Todas associacbes

foram analisadas pelo teste Goodman com nivel de significancia (o =0,05).

Os dados foram recombinados formando outros dois grupos, o
de massas tumorais primarias e nao-primarias. A partir desta nova formacao as
variaveis foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney, com nivel de

significancia («=0,05).



Gaspar, L.F.J. Tumor Venéreo Transmissivel: proliferagcdo, resposta a terapia e
danos de DNA

4 RESULTADOS

4.1 CLASSIFICACAO DO TiIPo CELULAR E PADRAO DE
DISTRIBUICAO

Dos 102 animais incluidos no experimento, 52 eram fémeas e
50, machos (Figura 3); deles foram colhidas amostras de 138 massas para as
andlises citolégicas. Com a coloracdo de rotina (Giemsa) foi confirmado o
diagnéstico em todos os casos, permitindo classificar o tumor venéreo
transmissivel em linfocitéide, plasmocitéide e misto segundo os critérios

estabelecidos. A classificacdo esta apresentada na Tabela 3 e Figura 4.

TABELA 3— Numero de amostras e respectivo percentual dos tipos
citomorfologicos do tumor venéreo transmissivel estudados.

TIPO CITOMORFOLOGICO ~ NUMERO DE AMOSTRAS %
Linfocitéide 27 19,56
Misto 40 28,98
Plasmocitoide 71 51,46

Total 138 100
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FIGURA 3 — Aspecto macroscopico do tumor venéreo transmissivel
genital observado em fémeas (A) e em machos (B).
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28,98%

19,56%

OLinfocitéide OMisto MEPlasmocitéide

FIGURA 4 - Tipos citomorfologicos do tumor venéreo transmissivel, expressos
em percentual.

O TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL DO TIPO LINFOCITOIDE foi 0
gue apresentou menor freqiéncia entre os trés tipos (Tabela 3). Este se
caracteriza microscopicamente pela presenca 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, nucleo redondo
com cromatina grosseira e presenca de um ou dois nucléolos salientes (Figura

5A).

O TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL DO TIPO PLASMOCITOIDE foi 0
gue apresentou maior frequéncia entre os trés tipos. Este padrdo caracteriza-se
pelo predominio de células de TVT com morfologia ovdide, citoplasma mais
abundante (menor relagcdo ndcleo:citoplasma), com nucleo localizado
excentricamente (Figura 5B).

O TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL DO TIPO MISTO teve uma
frequéncia superior ao tipo linfocitoide e inferior ao plasmocitdide. A celularidade
gue caracteriza este tipo € mista, ou seja, 0 percentual dos tipos celulares

linfocitéide e plasmocitéide € semelhante (Figura 5C).
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FIGURA 5 - Caracteristicas citomorfolégicas do tumor venéreo
transmissivel: A: padrdo linfocitéide; B: padréo
plasmocitéide; C: padrdo misto. Barra: 20um.

As massas tumorais foram recombinadas, segundo o
comportamento biolégico, em primarias e ndo primarias e analisadas de acordo
com perfil das varidveis previamente propostas. Os dados gerais desta

classificacéo estéo ilustrados na Figura 6.
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FIGURA 6 - Tipos citomorfolégicos do tumor venéreo transmissivel, de acordo
com o comportamento bioldgico.

4_2 ANORMALIDADES NUCLEARES

4.2.1 BINUCLEACAO E MULTINUCLEACAO

Apesar destes critérios terem sido  quantificados
individualmente, para fins de analise estatistica estas anormalidades foram
agrupadas. A percentagem de casos com células como mais de um nucleo
(Figura 7) ndo mostrou diferenca estatistica entre os diferentes grupos
citomorfologicos (p=0,67), conforme pode ser observado na Tabela 4.
Entretanto, o percentual de casos com mais de um nucleo foi grande nos trés

grupos.
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FIGURA 7 — Tumor venéreo transmissivel: A: célula binucleada no centro
do campo; B: célula multinucleada com moldamento entre os
nucleos. Giemsa, barra: 10um.

TABELA 4 — Numero (n) e percentagem (%) de células que apresentaram um
ndcleo ou mais de um ndcleo em amostras citolégicas do tumor
venéreo transmissivel nos diferentes grupos morfolégicos.

CrS UM NUCLEO MAIS DE UM NUCLEO* L
% n %

Linfocitoide 5 26,31 14 78,69 19

Misto 10 40,00 15 60,00 25

Plasmocitdide 12 34,28 23 65,72 35

*Células binucleadas e multinucleadas.
p = 0,67 pelo teste y°.
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4.2.2 MICRONUCLEACAO

Com relacdo ao numero de casos que apresentaram células
com micronucleos (Figuras 8 e 9), foi observada uma maior freqtiéncia no grupo
plasmocitéide (34%) em relacdo ao grupo linfocitéide (21%), embora ndo tenha
havido diferencas significativas pelo teste de qui-quadrado (p=0,59). Os
resultados mostraram também que a freqiiéncia de células com micronucleo,
nas amostras de tumor venéreo transmissivel, sem considerar o grupo, variou de
0,1% a 0,3% (Tabela 5, Figura 10). Ainda foi observado que as células

micronucleadas apresentavam geralmente um micronucleo por célula.

C D
&~

FIGURA 8 — Células de tumor venéreo transmissivel apresentando
micronucleacdo (setas). A: Shorr; B, C, D: Giemsa. Barra:
10um.
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FIGURA 9 - Frequéncia (%) de micronucleagdo em amostras dos diferentes
grupos citomorfol6gicos do tumor venéreo transmissivel.

TABELA 5 — Numero de casos, mediana e percentis (P,s:P5s) da freqiiéncia de
células com micronucleacdo em amostras citoldgicas de tumor
venéreo transmissivel dos trés grupos citomorfolégicos.

GRUPO n (casos) MEDIANA Pos Ps
Linfocitoide 4 0,10 0,1 0,15
Misto 8 0,15 0,1 0,20
Plasmocitéide 12 0,10 0,1 0,15

p= 0,49 pelo teste Kruskal-Wallis.
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FIGURA 10 - Percentual de células com micronucleacdo em amostras dos trés
grupos citomorfol6gicos do tumor venéreo transmissivel.

4.2.3 BROTAMENTO E LOBULACAO NUCLEAR

A freqiéncia de brotamentos nucleares (Figura 11) também
nao apresentou diferencas significativas entre os trés grupos (p=0,56 pelo teste
de Kruskal-Wallis), ainda que a estatistica descritiva tenha evidenciado a

mediana do grupo misto superior a dos outros dois (Tabela 6).
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TABELA 6 — Numero de células (n), mediana e percentis (P,s:P75) da
freqléncia dos brotamentos nucleares em amostras dos tipos
linfocit6ide, misto e plasmocitéide do tumor venéreo transmissivel.

GRUPO n MEDIANA Pas Pzs

Linfocitoide 19 28 16,00 74,25
Misto 25 60 24,25 91,75
Plasmocitoide 35 40 26,00 70,75

A B

FIGURA 11 - Anormalidades nucleares do tumor venéreo transmissivel: A.
brotamento nuclear (setas); B. lobulacéo nuclear. Giemsa, barra:
10um.

Com relacéo as lobulacdes nucleares, foi constado que o grupo
plasmocitéide apresentou um percentual maior (8%) destas anormalidades em
relacdo ao grupo linfocitéide (2%) pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis,

com nivel de significancia de 5% (Tabela 7, Figuras 11B e 12).
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TABELA 7 — Numero de células (n),

mediana e percentis (P.s:P75) da

freqiéncia de lobulagbes nucleares em amostras de tumor
venéreo transmissivel dos tipos linfocitéide, misto e plasmocitoide.

GRUPO n MEDIANA (%) Pos Pzs

Linfocitoide 19 22 1.00 8,75
Misto 25 5P 3,00 10,00
Plasmocitéide 35 8° 2,25 14,00

ab | etras diferentes representam diferencas significativas para p<0,05.

45

35

25

15

% de lobulacdes

-5

Min-Max
[ 25%-75%
O Valor mediano

Linfocit6ide Misto Plasmocitéide

Grupos citomorfolégicos

FIGURA 12 — Lobulacbes nucleares nos tipos

linfocitoide,

misto

plasmocitéide do tumor venéreo transmissivel.

Quando as massas primarias e ndo primarias foram
comparadas considerando a variavel anormalidades nucleares, notou-se que o
brotamento e a lobulacdo apresentaram mediana maior no grupo das massas

nao primarias em relacdo ao grupo das massas primarias (Tabela 8, Figura 13),

mesmo sem haver diferenca significativa.

e
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TABELA 8 - Medianas e percentis (P.s:Ps) da frequéncia de anormalidades
nucleares em amostras de tumor venéreo transmissivel primario
€ nao primario.

Anormalidades Primario N&o primario
nucleares Mediana 25% 75%  Mediana 25% 75%
Brotamento® 33,00 19,75 75,50 55,00 36,00 101,00
Lobulacado® 5,00 2,00 10,00 6,50 3,00 13,00

3 p= 0,07 pelo teste de Mann-Whitney
¥ p= 0,25 pelo teste de Mann-Whitney

260
O Brotamento nuclear
220 o Lobulagéo nuclear
180
S 140
oo
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S 100
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-20
Primaria Nao primaria
Neoplasia

FIGURA 13 - Frequéncia de anormalidades nucleares em amostras de tumor
venéreo transmissivel primario e ndo primario.

4.3 METODO DA CONCENTRACAO ELETROLITICA CRITICA

A coloracdo do nucleo e nucléolo com o azul de toluidina
0,025% em tampdo Mcllvaine com pH 4, durante 15 minutos, mostrou-se
adequada para as células de TVT devido a forte afinidade das moléculas do

corante com os &cidos ribonucléicos (RNA e DNA); sendo assim, determinou
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uma distingdo entre o nucléolo (RNA) e a cromatina nuclear (DNA) restante

(Figura 14).

FIGURA 14 - Preparado citolégico corado pela técnica de concentracdo
eletrolitica critica evidenciando intensa marcacdo do nucléolo
(cabeca de seta). Barra: 20pum.

4.3.1 MORFOMETRIA NUCLEAR E NUCLEOLAR

De uma forma geral, a analise exploratéria dos dados
morfométricos nucleares e nucleolares utilizando os testes estatisticos
paramétrico (ANOVA) e nao-paramétrico de Kruskal-Wallis (ANOVA em ranks)
tiveram resultados semelhantes. Embora alguns indicadores estudados n&o
apresentassem distribuicdo normal, todos tiveram homogeneidade de variancias
entre 0s grupos. Assumindo que se trabalha com pressuposicbes de
homogeneidade de variéncias e considerando a robustez do teste, a deciséo
estatistica foi descrever o teste paramétrico de ANOVA.

As Tabelas 9 e 10 apresentam os valores médios e desvio
padrdo de cada variavel citomorfométrica avaliadas neste experimento.

A andlise dos dados citomorfométricos de cada indicador

demonstrou ndo haver diferenca significativa, entretanto avaliando-se a area
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nucleolar, relacdo do nucléolo/nicleo e nimero de nucléolos, foi notado que o
grupo plasmocitéide apresentou valores médios maiores que 0s dos grupos

misto e linfocitéide (Tabela 9).

TABELA 9 — Médias e desvios padroes das &reas nuclear e nucleolar, da relagdo
nucléolo/nicleo e nimero de nucléolos pelo método de CEC em amostras
dos diferentes tipos citomorfolégicos do tumor venéreo transmissivel.

AREA NUCLEAR S AREA NUCLEOLAR = NucLEoLo/ NGUMERO DE
GRUPO (pm2) (um2) NUCLEO ¥ NUCLEOLOS t

Média DP Média DP Média DP Média DP

Linfocitoide 65,60 18,89 3,90 1,10 0,05 0,01 1,08 0,12

Misto 73,35 16,21 4,20 1,91 0,06 0,01 1,05 0,10
Plasmocitold 717 1671 4% 18 006 00l 110 021
§ p=0,28 pela ANOVA 1 p= 0,25 pela ANOVA
? p=0,62 pela ANOVA t p=0,54 pela ANOVA

Ainda estudando indicadores citomorfométricos, foi identificado
um maior valor médio do didmetro nuclear e nucleolar no grupo plasmocitéide
em relacdo aos grupos misto e linfocitéide, embora ndo tivessem diferenca

estatistica significativa (Tabela 10).

TABELA 10 — Médias e desvios padrdes dos indices de circunferéncia nuclear e diametro
nucleares e nucleolares pelo método de CEC em amostras nos diferentes
tipos citomorfoldgicos do tumor venéreo transmissivel.

[NDICE CIRCUNF.  INDICE CIRCUNF  DIAMETRO NUGLEAR rll)uléﬁnEEoTS\oR
GRUPO NUCLEAR § NUCLEOLAR = (um) * i

Média DP Média DP Média DP Média DP

Linfocitoide 0,97 0,008 0,91 0,01 9,13 0,81 2,15 0,28
Misto 0,97 0,007 0,92 0,01 9,41 0,90 2,16 0,41
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Plasmocitoide 0,97 0,006 0,92 0,01 9,50 1,10 2,37 0,57

§ p=0,82 pela ANOVA 1 p= 0,44 pela ANOVA
= p=0,22 pela ANOVA  p=0,18 pela ANOVA

Analisando a morfometria do nudcleo e nucléolo nas neoplasias
primarias e ndo primarias (Tabela 11, Figura 15), identificou-se uma mediana da
area nucleolar maior nas neoplasias primarias (3,93um?) em relacdo as n&o
primarias (3,3um?), estatisticamente significativa (p<0,05 pelo teste de Mann-
Whitney). Também notou-se que na rela¢éo nucléolo/nacleo (Figura 16), o grupo
das neoplasias priméarias teve uma maior mediana (0,06) com significAncia

estatistica (p<0,05) quando comparada com o grupo das néo primarias (0,05).
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TABELA 11 — Medianas e percentis (Ps:P75) das medidas nucleares e
nucleolares em amostras das neoplasias primarias e néao
primarias do tumor venéreo transmissivel.

Primario N&o primario
Grupos
Mediana 25% 75% Mediana 25% 75%
A 2
Area nuclear (um®) 69,59 60,44 80,18 6393 59,90 73,88
Areanucleolar (um?) 3,93% 3,28 4,86 3,34° 2,90 3,74
Nucléolo/nucleo 0,06% 0,05 0,06 0,05" 0,04 0,05
Numero de nucléolos 1,00 1,00 1,14 1,00 1,00 1,01
indice circunf. Nuclear (umz) 0,97 0,97 0,98 0,98 0,97 0,98
indice circunf. Nucleolar
2 0,92 0,01 0,00 0,93 0,01 0,00
(um?)
Diametro nuclear (um) 9,22 8,67 10,00 8,98 8,70 9,65
Diametro nucleolar (um) 2,19 2,02 2,41 2,05 1,91 2,32

2% Letras diferentes na mesma linha representam diferencas significativas para p<0,05 (teste de
Mann-Whitney)

11
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FIGURA 15 - Medianas e percentis (P.s:P75) das areas nucleolares nas
amostras de tumor venéreo transmissivel primario e néo
primario.
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FIGURA 16 — Medianas e percentis (P25:P7s) da relagdo nucléolo/nacleo em
amostras de tumor venéreo transmissivel primario e nao
primario.

4_4 AVALIACAO DA TAXA DE CRESCIMENTO TUMORAL

4.4.1 MARCACAO DO ANTIGENO DE PROLIFERACAO KI-67

A imunorreatividade do Ki-67 (clone MIB-1) nas células do
tumor venéreo transmissivel foi limitada exclusivamente ao nucleo, sendo vista
predominantemente ao redor ou dentro do nucléolo, mas com variavel coloracao
do nucleoplasma. As células que tiveram marcagdo forte ou fraca do
nucleoplasma ou marcacdo apenas do nucléolo foram consideradas
imunorreativas (Figura 17). A maioria das células marcadas nos trés grupos teve

distribuicdo homogénea nos campos microscopicos percorridos.
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FIGURA 17 — Amostras imunomarcadas pelo antigeno Ki-67 em amostras do
tumor venéreo transmissivel: A. marcacdo nuclear fraca; B:
marcacdo nuclear forte (contra-coloracdo com verde de metila;
barra: 20pm).

De acordo com o teste nao-paramétrico Kruskal-Wallis e o
paramétrico de ANOVA, foi constatado que o grupo plasmocitéide apresentou
imunorreatividade do Ki-67 significativamente superior (p<0,05) ao grupo
linfocitdide. A Tabela 12 ilustra esta diferenga demonstrada pelas medianas e

percentis, assim como pelas as médias e desvios padrdes dos trés diferentes
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grupos. Nota-se ainda que ndo houve diferenca significativa entre os grupos

misto e linfocitoide (Figura 18).

TABELA 12 — Numero de células (n), medianas e percentis (P,s:P75), médias e

desvios padrdes da marcacdo do Ki-67 (MIB-1) em amaostras de
tumor venéreo transmissivel dos tipos linfocitdide, misto e
plasmocitéide.

GRUPO n MEDIANA (%) P2s P+s MEDIA (%) DP

Linfocitéide 22 378 21 61 41,86% 22,02
Misto 30 53 48 62 52,63 12,33
Plasmocitoid g 58" 46 75 57,41 20,30

e

ab | etras diferentes representam diferengas significativas para p<0,05.
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FIGURA 18 — Marcacdo do Ki-67 (MIB-1) em amostras de tumor venéreo

transmissivel dos tipos linfocitéide, misto e plasmocitoide.
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Analisando taxa de proliferacdo das neoplasias primarias e ndo
primarias, demonstrada no box-whiskers (Figura 19), constatou-se que houve
um percentual de marcacao do Ki-67 (MIB-1) maior no grupo das neoplasias ndo
priméarias (58%) comparado com as primarias (51%), embora sem apresentar

diferenca estatistica (Tabela 12).
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FIGURA 19 - Medianas e percentis (Ps:P75) da marcagdo do Ki-67 nas
amostras de tumor venéreo transmissivel primario e néo
primario.

4.4.2 MARCACAO DA REGIAO ORGANIZADORA DO

NUCLEOLO INTERFASICO

4.4.2.1 Resposta a coloracéao

As regides organizadoras nucleolares coradas pela técnica de
PLOTON et al. (1986), tratadas previamente com com Triton-X a 0,5% em PBS,
durante 15 minutos em temperatura ambiente (VIDAL E MELLO, 1995) foram

observadas nitidamente em todos os espécimes corados.
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As AgNORs das células de TVT foram melhor visualizadas ao
microscopio Optico apos o tempo de 12 a 15 minutos de coloragcdo. Quando as
laminas eram retiradas antes deste tempo as AgNORs nédo se definiam
claramente, ja em tempos maiores 0s pontos coalesciam, formando areas
escuras nos nucleos.

A proposta variante do tratamento prévio com o Triton-X 100
resultou numa melhor definicdo das AQNORs, com menos coloragdo indevida de
fundo, facilitando bastante a definicAo das areas AgNORs positivas para o
procedimento na analise de imagens. A Figura 20 mostra aspectos da coloragao
das AgNORs sem tratamento prévio com Triton-X100.

A técnica de coloracdo com as laminas invertidas em bandeja
de polipropileno reduziu o precipitado inespecifico, mostrando-se eficiente e
bastante econémica.

Em todos os casos corados as AQNORs apresentavam-se em

FIGURA 20 - Amostra citoldgica de tumor venéreo transmissivel corado
pela técnica da prata coloidal sem tratamento prévio com
Triton X-100. Observar pobre delimitacdo das AgNORs;
barra: 20um.
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pontos ou agregados de coloragcdo marrom escuro, de tamanho e forma regular
(Figura 21). Os pontos das AgNORs apresentavam limites bem definidos e
regulares, enquanto os agregados das AgNORs mostraram limites irregulares.
Cabe salientar que, durante avaliacdo das AgNORs nucleolares, verificou-se
células de alguns espécimes apresentando um brotamento nucleolar. Estes
brotamentos estavam destacados pelos sais de prata, facilitando, desta forma, a

sua visualizacéo (Figura 21C).

C — D

FIGURA 21 - Amostras citol6gicas de tumor venéreo transmissivel corados
pela técnica da prata coloidal: A: marcagdo nucleolar; B:

marcacdo nucleolar e nuclear; C: marcacdo de brotamentos
nucleolares; D: marca¢do com multiplos nucléolos. Barra: 10um.

4.4.2.2 Parametros qualitativos das AgNORs
Em todos os espécimes estudados pelo analisador de imagens,

foi avaliada a distribuicdo das AgNORs segundo o padrédo proposto por SHIRO
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et al. (1993). A distribuicdo segundo tipo citomorfolégico do TVT € apresentada

na Tabela 13.

TABELA 13 — Padrdo de distribuicdo das AgNORs nos diferentes tipos
citomorfolégicos de amostras do tumor venéreo transmissivel,
segundo SHIRO et al. (1993).

N Total d Tipo 1 Tipo 2
Grupo de O’Ial N Nimero Nimero
casos ez de % de %
células células
Linfocitéide 20 741 165 22,27 576 77,73
Misto 22 733 145 19,79 588 80,21
Plasmocitdide 28 914 223 24,40 691 75,60

p= 0,54 pelo teste y°.

No padrao tipo 1 (Figura 22) as AQNORs apresentam-se como
pontos escuros ou marrons, de tamanho diferente, com limites bem definidos e
localizadas no interior dos nucléolos. No padréo tipo 2 (Figura 22), as AgNORs
localizam-se nos nucléolos como no padrdo anterior acompanhados de pontos

sem limites definidos e dispersos pelo nicleo (SHIRO et al., 1993).
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B I

FIGURA 22 - Padrado de distribuicdo das AGNORs (SHIRO et al. 1993): A. tipo
1 (AgNORs nucleolares); B. tipo 2 (AgNORs nucleolares e
nucleares). Barra: 10um.

4.4.2.3 Parametros quantitativos das AgNORs

Para analise exploratéria do numero de pontos e area das
AgNORs empregou-se 0s testes estatisticos paramétrico de ANOVA e néo-
paramétrico de Kruskal-Wallis (ANOVA em ranks), os quais tiveram resultados
semelhantes. Embora alguns indicadores estudados ndo apresentassem
distribuicdo normal, todos apresentaram homogeneidade de variancias entre os

grupos. Aceitando que se trabalhou com pressuposi¢cdes de homogeneidade de
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variancias, foi decidido descrever a ANOVA, considerando a eficiéncia deste
teste estatistico.

A area média de cada ponto das AgQNORs no nucléolo, ndcleo
e na célula foram calculadas para cada grupo de acordo com o tipo
citomorfologico (Tabela 14). Estes valores tiveram uma variacdo de 0,19 a
1,66pm2. Subseqlientemente, estes valores médios foram analisados
comparativamente e, mesmo nao havendo diferencas significativas, a média do

ponto no nucléolo do tipo plasmocitoide foi maior que nos outros dois grupos.

TABELA 14 — Comparacao das médias e desvios padrdes das areas de pontos
de AgNORs por nucléolo, nicleo e total por célula em amostras
dos diferentes tipos citomorfolégicos do tumor venéreo
transmissivel.

Area pontos
AgNOR/célula

Area pontos

AgNOR/nucléolo (pm?) Area pontos

Grupo § AgNOR/ntcleo (um?)# (um?)t
Média DP Média DP Média DP
Linfocitéide 1,19 0,81 0,23 0,10 0,54 0,22
Misto 1,41 1,05 0,19 0,06 0,55 0,15
Plasmocitdide 1,66 0,97 0,23 0,12 0,66 0,43

$p= 0,24, ¥p= 0,43 e Tp= 0,29 pelo teste de ANOVA

Também foram mensuradas as areas médias das AgNORs
nuclear, nucleolar e da célula (Tabela 15), com objetivo de comparacdo de
médias segundo o tipo citomorfolégico. Embora a &rea das AgQNORs no nucléolo
tenha apresentado valor médio superior no grupo plasmocitdide em relacdo aos
outros dois grupos, ndo houve diferenca estatistica significativa. Ja o grupo

linfocitéide apresentou uma maior area média das AgNOR no nucleo em relagéo
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aos outros dois. Entretanto, quando a area das AgNORs por célula (total) foi

comparada entre estes dois grupos, ndo houve diferenca.

TABELA 15 — Comparacdo das meédias e desvios padrbes das éareas das
AgNORs por nucléolo, nicleo e area total por célula de amostras
nos diferentes tipos citomorfolégicos do tumor venéreo
transmissivel.

Area AgNOR/nucléolo  Area AgNOR/ntcleo Area AgNORI/célula

2 2 2

Grupo Média(“m )§ DP Média(um s DP Média(um = DP
Linfocitoide 1,83 0,81 1,39 1,11 3,40 1,79
Misto 1,88 1,05 0,85 0,74 2,91 1,60
Plasmocitoide 2,20 0,97 0,97 0,78 3,38 1,79

8p= 0,45, ¥p= 0,13 e fp= 0,57 pelo teste de ANOVA

Comparando o nimero de pontos por nucléolo, nicleo e total
por célula nos diferentes grupos citomorfolégicos, foi notado que o nucléolo
apresentou um numero médio de pontos superior no grupo linfocitéide (1,76%)
em relacdo ao grupo plasmocitoide (1,43%) com significAncia estatistica

(p<0,05) pelo teste paramétrico da ANOVA (Tabela 16, Figura 23).
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TABELA 16 — Comparacdo das meédias e desvios padrdes do numero de
pontos de AgNORs por nucléolo, nacleo e total por célula, em
amostras citolégicas de tumor venéreo transmissivel dos
diferentes tipos citomorfoldgicos.

NUmero pontos Ndmero pontos NUmero pontos
Grupo AgNOR/nucléolo (um?)  AgNOR/niicleo (um?) AgNOR/célula (um?)
Média DP Média DP Média DP
Linfocitéide 7 76? 0,64 5,05 3,85 6,96 3,74
Misto 1,52 0,39 4,06 3,43 5,80 3,35
Plasmocitoid b
e 1,43 0,24 4,33 2,78 5,87 2,69

2% | etras diferentes representam diferencas significativas para p<0,05 (teste de Tukey para
comparacao entre as médias).
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FIGURA 23 — Médias e desvio padr6es dos pontos de AGNORs por nucléolo
em amostras de tumor venéreo transmissivel de diferentes tipos
citomorfolégicos.
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Considerando a &rea dos pontos das AGNORs no nucléolo das

neoplasias primarias e ndo primarias, mesmo nao tendo diferenca estatistica,

chama a atencdo que a mediana das ndo primarias foi maior (1,45) que a

mediana das primarias (1,14). A area mediana dos pontos das AgNORs nas

células de neoplasias primarias e ndo primarias variou de 0,19 a 1,45um?

(Tabela 17, Figura 24).

TABELA 17 — Medianas e percentis da area dos pontos das AgNORs no
nucléolo, ndcleo e na célula em amostras citolégicas de tumor
venéreo transmissivel primario e ndo primario.

Priméario

Nao primario

Grupos
Mediana P25%

Mediana P25% P75%

Area pontos
AgNOR/nucléol 1,14 0,67
0

Area pontos
AgNOR/nucleo

Area pontos
AgNOR/célula

0,21 0,19

0,52 0,44

1,45 0,80 251 0,08

0,19 0,17 0,23 0,06

0,50 0,45 0,63 0,73

* teste de Mann-Whitney
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FIGURA 24 — Mediana e percentis (P,s:P7s) da area dos pontos das AQNORs

nucleolares em amostras de tumor venéreo transmissivel
primario e ndo primario.

Analisando o valor das areas das AgNORs no nucléolo, ndcleo
e na célula como um todo, percebeu-se que a mediana e percentis foram
maiores no grupo das neoplasias ndo primarias em comparagdo com as

primarias, sem que houvesse diferenca estatistica (Tabela 18, Figura 25).

TABELA 18 — Medianas e percentis (P.s:P;s) das areas das AgNORs no
nucléolo, nucleo e na célula em amostras de tumor venéreo
transmissivel primario e ndo primario.

Primario N&o primario
Grupos p*
Mediana P25% P75% Mediana P25% P75%

Area
AgNOR/nucléol 1,61 1,18 2,07 1,84 1,23 3,16 0,27
0

Area
AgNOR/nucleo
Area
AgNORJ/célula

0,87 0,27 1,48 1,07 0,38 156 0,72

2,84 1,89 4,03 3,55 1,89 4,73 0,53

* teste Mann-Whitney
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FIGURA 25 — Medianas e percentis (Px:P7;s) da éarea das AgNORs
nucleolares, nucleares e da célula em amostras de tumor
venéreo transmissivel priméario e ndo primario.

Conforme descrito na Tabela 19, as neoplasias ndo primarias,
em relagdo as primarias, apresentaram um ndmero mediano de pontos das
AgNORs maior no ndcleo, assim como na célula. A Figura 26 ilustra esta

observacéo.

TABELA 19 — Valores medianos e percentis (P,s:P75) do nimero de pontos das
AgNORs no nucléolo, nucleo e na célula em amostras de tumor
venéreo transmissivel primario e ndo primario.

Primario N&o primario
Grupos p*
Mediana P25% P75% Mediana P25% P75%

Numero pontos
AgNOR/nucléol 1,47 1,23 1,76 1,43 1,22 1,55 0,23
0

Numero pontos
AgNOR/nicleo 345 136 613 509 210 713 035
Numero pontos

AgNOR/célula 240 326 903 668 366 846 069

* teste Mann-Whitney
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FIGURA 26 — Medianas e percentis (P.s:P75) do numero de pontos das
AgNORSs no nucleo e na célula em amostras de tumor venéreo
transmissivel primério e ndo primario.

4.5 MARCACAO DA GLICOPROTEINA-P

O anticorpo antiglicoproteina-p clone 5B12, testado, néo
apresentou marcacdo positiva nos tecidos que fisiologicamente expressam
glicoproteina-p, tais como figado e rim higidos. Da mesma forma, também néo
demonstrou expressao antigénica nas células de TVT, mesmo seguindo as
recomendacdes da literatura e do fabricante. Como mesmo ap6s as tentativas
de recuperacdo antigénica por calor com EDTA e citrato e uso de sistemas
secundarios e de amplificacdo diferentes sem sucesso, o0 mesmo ndo foi

incorporado ao painel.

Quando utilizado o anticorpo antiglicoproteina-p do clone C494,
obteve-se uma marcacdo positiva usando uma diluicdo de 1:100 do anticorpo
primario, tanto dos controles positivos, como das células de TVT. No
processamento inicial ndo foi necessario o uso de recuperacdo antigénica pelo

calor, mas para a diminuicdo de marcacdes inespecificas e reducédo de fundo,
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antes da incubacdo com o0 anticorpo primario os preparados citolégicos foram
incubados com BSA 2% por uma hora em temperatura ambiente. Para o
controle positivo da glicoproteina-p foram usados cortes histolégicos ou
impressdo de figado canino normais (Figura 27) e como controle negativo,
amostras citolégicas de TVT incubadas somente com o diluente do anticorpo

primario.

FIGURA 27 — Cortes histologicos de figado canino imunocorados com
anticorpo anti-glicoproteina-p (controle positivo). Barra: 20um.

A substituicAo do complexo streptavidina-biotina por um
sistema de anticorpo secundéario e polimero associado a peroxidase, com
incubacdo em temperatura ambiente durante uma hora, resultou na redugéo das

marcacodes inespecificas (fundo).
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Todos o0s espécimes citologicos foram analisados em
microscopia de luz em aumento 400x para determinar a presenca e a
localizacdo da imunocoloracado positiva. As células de TVT tiveram marcacao da

membrana citoplasmética variando de discreta a intensamente corada,

geralmente acompanhada de difusa marcagéo citoplasmética (Figura 28).
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FIGURA 28 — Amostras citolégicas imunocoradas com anticorpo anti-
glicoproteina-p mostrando a marcacdo de citoplasma e
membrana (barra: 10um).

De acordo com o teste y? seguido pelo teste de Goodman foi
constatado que o grupo plasmocitéide apresentou uma maior imunorreatividade
para o anticorpo antiglicoproteina-p estatisticamente significativa (p<0,05) em
relag@o ao grupo linfocitoide (Tabela 20). Na representacdo grafica da marcagéo

da glicoproteina (Figura 29), observa-se mais claramente esta manifestacao.

TABELA 20 — Numero de casos (n) e percentagem (%) de marcacdo da
glicoproteina-p em  amostras dos diferentes  grupos
citomorfologicos do tumor venéreo transmissivel.

PosiTivo NEGATIVO

GRUPO n (casos) % n (casos) % TOTAL
Linfocitoide 3 15,79 16 84,21 19
Misto 142 43,75 18 56,25 32
Plasmocitéide 29° 55,76 22 44,24 51

ab | etras diferentes representam diferencas significativas para p<0,05 (Teste de Goodman para
contraste entre propor¢ges multinominais)
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FIGURA 29 — Percentual de casos imunomarcados pela glicoproteina-p em
amostras dos trés diferentes grupos citomorfolégicos do tumor

venéreo transmissivel .
Com relacdo a marcacdo da glicoproteina-p, observou-se que
ela produziu imunorreatividade superior (58,80%) no grupo de massas nhao
primarias, comparado com a do grupo primario (38,58%) sem que houvesse

diferenca significativa (Tabela 21). A Figura 30 ilustra a imunorreatividade da

glicoproteina-p nas neoplasias.

TABELA 21 — Percentagem de marcacdo da glicoproteina-p em amostras de
neoplasias primarias e ndo primarias no tumor venéreo
transmissivel.

. , Primario N&o primario
Glicoproteina-p
n % n %
Marcagao positiva 27 38,58 20 58,80
Marcacao negativa 43 61,42 14 41,20
Total 70 100 34 100

p= 0,11 pelo teste y°.
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FIGURA 30 — Marcagédo da glicoproteina-p em amostras citoldgicas de tumor
venéreo transmissivel primario e ndo primario.

4.6 RESPOSTA CLINICA A QUIMIOTERAPIA

Todos os casos acompanhados durante o tratamento foram
submetidos ao mesmo protocolo terapéutico (droga, via de administracao,
intervalo e numero de aplicacdes). Analisando as respostas clinicas a
guimioterapia entre 0s grupos, observou-se que o grupo plasmocitéide foi menos
sensivel a quimioterapia em relacao aos grupos misto e linfocitoide (Tabela 22),
mostrando diferenca estatisticamente significativa (5%). De outra forma, notou-
se que o percentual de casos que tiveram resposta clinica parcial a
quimioterapia no grupo linfocitéide (41,67%) foi menor em relacdo ao grupo
plasmocitéide (77,28%). Para melhor entendimento, os resultados desta variavel

estdo demonstrados na Figura 31.

TABELA 22 — Resposta clinica a quimioterapia entre os diferentes grupos
citomorfologicos do tumor venéreo transmissivel.

RESPOSTA COMPLETA RESPOSTA PARCIAL
GRURO TFOFAL
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n % n %
Linfocitoide 7° 58,33 5 41,67 12
Misto h 66,66 4 33,34 12
Plasmocitoide 5P 22,72 17 77,28 22

ab | etras diferentes representam diferencas significativas para p<0,05 (Teste de Goodman para
contraste entre propor¢ées multinominais).
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FIGURA 31 - Resposta clinica de acordo como tipo citomorfolégico do tumor

venéreo transmissivel.

Este experimento teve a proposicdo de reagrupar as amostras
para analisar possiveis relacdes entre as variaveis estudadas. Neste caso
procurou-se relacionar a resposta clinica a quimioterapia com a expresséo de
glicoproteina-p, devido a resisténcia tumoral a alguns quimioterapicos. O
resultado expressado na Tabela 23 mostrou que o grupo com resposta parcial
apresentou um percentual de marcagdo maior da glicoproteina-p (68,43%).
Alternativamente, observando a Figura 32, o grupo com resposta completa teve
um percentual de marcagdo menor da glicoproteina-p (31,57%). Embora néo

tenha havido diferenca estatistica, o efeito biol6gico foi aparente.
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TABELA 23 — Distribuicdo do percentual de marcacdo da glicoproteina em

relacdo a resposta clinica & quimioterapia nos animais com
tumor venéreo transmissivel.

PosiTivo NEGATIVO
GRUPO
n % n %
Resposta completa 6 31,57 13 56,52
Resposta parcial 13 68,43 10 43,48

p=0,19 pelo teste y°.

% Marcacao GP-P
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FIGURA 32 — Percentual de casos de tumor venéreo transmissivel positivos

para glicoproteina-p relacionado com resposta clinica a
guimioterapia.
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5 DISCUSSAQO

Analisando a freqiiéncia dos tipos citomorfolégicos do tumor
venéreo transmissivel, pdde-se observar que houve uma predominancia dos
tipos plasmocitéide e misto em relacao ao linfocitoide. Os achados citolégicos do
tipo linfocitoide lembram muito o perfil celular do tumor venéreo transmissivel, ja
que sao células pequenas, de contorno regular, com nucleos arredondados e
geralmente concéntricos (COHEN, 1985; MACEWEN, 1996). O tipo
plasmocitéide constituiu-se geralmente de células volumosas, de contorno

irregular, com nucleo excéntrico e citoplasma abundante (BOSCOS et al., 1999).

5.1 BINUCLEACAO E MULTINUCLEACAO

A percentagem dos casos apresentando células com mais de
um nucleo nao foi estatisticamente diferente entre os grupos citomorfologicos,
conforme p6de ser observado. Entretanto, o percentual de casos com mais de
um ndcleo foi grande nos trés grupos. Como ocorreu neste experimento, a
binucleagcdo e a multinucleacdo podem resultar da divisdo celular sem a
ocorréncia subsequente da citocinese (MEINKOTH & COWELL, 2002), fusédo de
células mononucleadas (KAMEL, 1990) e da divisdo mitética de uma célula
binucleada pré-existente (MIRANDA, 1996). O dano da matriz pericentriolar
determina uma mitose multipolar com consequente multinucleacdo. De acordo

com BHATTATHIRI et al. (1998) estudando lesdes severas induzidas pela
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radiacdo, descreveram que o0 bloqueio da citocinese resulta na formacdo de
célula binucleada e a divisdo de um ou ambos nulcleos poderia gerar a
multinucleacéo. Células com mudltiplos nicleos de varios tamanhos, incluindo os
micronucleos, sdo evidéncias de divisdo anormal com desigual distribuicdo de
cromatina nuclear, portanto, caracteristicas de malignidade celular (DENICOLA

& REAGAN, 1998).

Para RODILLA (1993) e BHATTATHIRI (2001) a ocorréncia de
células multinucleadas nas neoplasias pode ser devido a uma falha nos
mecanismos de regulacdo da divisdo celular ou pela falta de uma coordenacao

adequada entre as divisdes nuclear e citoplasmatica.

5.2 BROTAMENTO E LOBULAGCAO NUCLEAR

Embora a freqiiéncia de brotamentos nucleares tenha sido alta
para os trés grupos, nao houve diferencas significativas. Uma freqiiéncia elevada
de brotamentos também foi observada nas massas nédo primarias. Com relacdo
as lobulac6es nucleares, foi constatado que o grupo plasmocitéide apresentou
um percentual maior destas anormalidades em relacdo ao grupo linfocitéide.
Mesmo sem o aval positivo do método estatistico utilizado, ndo se pode
desvalorizar o fendbmeno biolégico, visto que estas estruturas também estdo

presentes em tumor venéreo transmissivel de localizacdo ndo primaria.

De forma inédita, os brotamentos e lobulacdes foram
observados no tumor venéreo transmissivel a exemplo de outras neoplasias. A
ocorréncia destas anormalidades nucleares possivelmente tem uma génese
semelhante. A freqiéncia aumentada dos brotos pode estar relacionada com a
instabilidade genética da célula, a qual é caracteristica dos tumores. Esta

proposicdo baseia-se na citagdo de NOWELL (1994), onde ele menciona que
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nas células tumorais a aneuploidia ocorre também por delecdo de material
gendmico, amplificagdo cromossdmica de alguns oncogenes ou ainda por double
minutes extracromossOmicos, que sado fragmentos de DNA acéntricos com
sequéncias génicas amplificadas. Os autores acreditam que o processo de
formacdo de double minutes esteja associado a formacdo de oncogenes
amplificados em células neoplasicas (FENECH & CROTT, 2002; BINDU et al.,
2003). Estas estruturas cromossomais aberrantes com bracos muito longos
tendem a gerar projecdes nucleares chamadas de brotos (PEDEUTOUR et al.,
1994). Estas observacfes, mesmo que preliminares, apontam o tumor venéreo
transmissivel do tipo plasmocitéide como um tipo celular com perfil citogenético
mais instavel que os outros dois tipos. Do ponto de vista da carcinogénese
comparada, essas informacdes sdo de extrema importancia, pois o
desenvolvimento neoplasico € um processo dindmico que se caracteriza por

modificagbes progressivas do perfil biologico.

5.3 MICRONUCLEACAO

Considerando que a micronucleacéo pode ser um indicativo de
genotoxicidade, e que também pode ocorrer nas neoplasias, buscou-se, de
forma inédita, a presenca de células micronucleadas nos diferentes tipos
citomorfolégicos do tumor venéreo transmissivel. Analisando os casos que
apresentaram células com microndcleos, foi observado um maior percentual no
grupo plasmocitdide em relagdo ao grupo misto e linfocitdide, embora nado

tivesse demonstrado diferencas significativas.

A formacdo dos micronucleos provavelmente decorre da
inativacdo do gene p53. Este gene tem um importante papel na regulacéo

transcricional de efetores negativos que regulam os diferentes checkpoints, em
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especial o G1. Desta forma, a inativagdo do p53 e, conseqiientemente, a perda
do papel do checkpoint G1, aumentaria a probabilidade de aparecimento de
células em divisdo com quebras no DNA (DENKO et al., 1994; HARTWELL &
KASTAN, 1994). Estas quebras cromossOmicas (clastogénese) poderiam dar
origem a fragmentos cromossdmicos que iriam se constituir, posteriormente, em
micronucleos nas células filhas (PEDEUTOUR et al., 1994). Deve-se considerar,
também, que interferéncias com o fuso mit6tico (aneuploidogénese) poderiam
constituir-se em outro mecanismo importante de formacdo de micronicleos

(TOLBERT et al.,1992).

SHIMIZU et al. (1998) propuseram um novo mecanismo de
micronucleacdo que envolve a formacdo de projecdes nucleares durante a fase
S (brotos nucleares), associado a eliminacdo de oncogenes amplificados de
células neopléasicas. De acordo com estes autores, 0 excesso de DNA dentro da
matriz nuclear € encaminhado ativamente para a periferia do nucleo. Este
material amplificado, excluido para o citoplasma, originara o micronucleo que,
por sua vez, podera ser eliminado com uma pequena quantidade de citoplasma,
formando uma mini-célula (FENECH & CROTT, 2002). Esses achados para as
células de tumor venéreo transmissivel, no que diz respeito a biologia molecular,
corroboram a seqiiéncia de alteragbes genéticas, envolvendo a ativacdo de
genes, juntamente com a perda de suas funcbes, necesséarias para a aquisicdo

do perfil biolégico do tumor.

5.4 METODO DA CONCENTRACAO ELETROLITICA CRITICA

Os nucleos dos diferentes tipos citomorfolégicos do tumor
venéreo transmissivel, quando corados com o azul de toluidina, em presenca de

concentracdes adequadas de fons Mg?*, exibiram abolicdo de metacromasia do
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DNA devida as concentracbes idnicas de Mg?" inferiores aquelas observadas
para o RNA. Isto aconteceu porque o ponto de CEC (concentracdo critica de
eletrélitos) do DNA é menor do que o do RNA. A molaridade de Mg?* mais
adequada para a visualizagdo do nucléolo nas células de tumor venéreo
transmissivel no material estudado foi de 0,05M. Esta técnica razoavelmente
simples ndo somente permitiu a identificacdo do nucléolo, mas também foi Gtil
para avalid-la devido a qualidade do contraste nuclear. Estes achados estédo de
acordo com MELLO et al. (1993) que propuseram uma técnica variante de CEC
para a visualizacdo de nucléolos, a qual foi estendida para estudos de relocagéo
de metacromasia de RNA durante a mitose (MELLO, 1995) e a visualizacéo de
células apoptoticas (VIDAL et al., 1996). Embora a técnica variante de CEC seja
de facil execugdo, viavel economicamente e de extrema eficiéncia para os
propésitos a que se destina, foram encontrados muito poucos trabalhos

publicados empregando esta técnica para a citomorfometria tumoral.

Avaliando a morfometria do tumor venéreo transmissivel notou-
se que, mesmo sem diferenca significativa, o tipo plasmocitdide apresentou
valores médios da area nuclear, do diametro nucleolar e do nimero de nucléolos
superiores aos dos outros dois tipos. Estas manifestacbes geralmente estdo
presentes nas células em proliferacdo ou metabolicamente ativas, as quais tém
nucléolos mais proeminentes e em maior niumero (KAMEL et al., 1990). O
nucléolo tem um papel importante na célula com respeito ao processo de sintese
protéica, pois é o local de sintese e processamento de RNA ribossomal e esta
envolvido ativamente na sintese e distribuicdo de RNA nuclear e citoplasmatico
(KAMEL et al., 1990). O nucléolo sempre foi reconhecido como uma organela
celular que se torna proeminente nas lesGes proliferativas, especialmente as
neoplasias malignas. Desta forma, a avaliagdo do numero, forma e tamanho do

nucléolo podem ser utilizados como parametro de avaliacdo proliferativa e de
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progressdo neopléasica (BARBISAN et al, 1998). Em geral, células em
proliferacdo ou ativas metabolicamente tém nucléolos mais proeminentes e em
maior nimero (KAMEL et al., 1990). Por meio de técnicas citoquimicas usuais,
como a da concentracdo critica de eletrélitos (CEC), pode-se obter imagens
nucleolares nitidas, possibilitando sua analise morfolégica e morfométrica

(MELLO et al., 1993).

Para alguns patologistas, a simples presenca do nucléolo ja é
indicativa de malignidade naqueles tecidos onde as proliferacbes benignas tém
nucléolos inconspicuos. O aumento do numero e tamanho é comumente
observado e relacionado ao diagnéstico, progndstico e estagiamento do cancer

de mama (TAJIMA, 1991).

Conforme observado neste experimento, SANTOS et al.
(1998) trabalhando com tumor venéreo transmissivel genital e extragenital,
também constataram que a area média nucleolar foi maior nos tumores mais
proliferativos (extragenitais). HARMELIN et al. (1998) igualmente comprovaram
os resultados do presente estudo, quando identificaram um aumento da area do
nucléolo e das AgNORs no tumor venéreo transmissivel metastatico comparado

com o primario.

Analisando ainda a morfometria do ndcleo e nucléolo das
neoplasias priméarias e nao primarias registrou-se, com diferenca estatistica, que
a mediana da &rea nucleolar foi maior nas neoplasias primérias, comparadas as
nao primarias. Também notou-se que ha relacdo nucléolo/ndcleo o grupo das
neoplasias primarias aparentou uma maior mediana, quando comparada com o
grupo das nao primarias. Os resultados acima descritos sugerem que 0 tumor
venéreo transmissivel primario possivelmente apresente uma atividade

transcricional maior do que o ndo primario. Tendo em vista que a area e o
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didmetro dos nudcleos, nas neoplasias ndo primérias, estdo relativamente
menores, pode-se inferir que esta diminuicdo se deva, provavelmente, a perda
de DNA e/ou compactacdo cromatinica a semelhanca do que foi verificado por
VIDAL (1992). As densidades nucleares podem ser indicativas de aneuploidia e
de distribuicdo heterogénea de cromatina mais condensada nos nucleos das

células tumorais.

5.5 TaAxA DE CRESCIMENTO TUMORAL

5.5.1 ANTIGENO DE PROLIFERACAO KI-67 (CLONE MIB-1)

Analisando os resultados entre os trés tipos tumorais, foi
constatado que o tipo plasmocitdide apresentou uma imunorreatividade do Ki-67
(MBI-1) estatisticamente superior em relacdo ao tipo linfocitéide. Estes
resultados sugerem que o tumor tipo plasmocitéide apresenta uma maior

atividade proliferativa.

Nao foram encontrados trabalhos publicados sobre o aspecto
proliferativo do tumor venéreo transmissivel utilizando a citologia aspirativa com

agulha fina para a imunomarcacéo com o clone MBI-1.

GONZALEZ et al. (2000) fizeram avaliacdo histolégica de 11
caninos com tumor venéreo transmissivel, tratados com sulfato de vincristina. Os
espécimes histoldgicos foram colhidos dos tumores durante a fase de
crescimento tumoral, antes da quimioterapia, e novamente durante a regressdo
induzida pela quimioterapia. Os resultados mostraram que a imunocoloracéo
para o antigeno de proliferagédo Ki-67 (clone MBI-1) revelou uma alta propor¢éo
de imunorreatividade no nucleo das células do tumor em progressao, entretanto
uma pequena proporcdo de células expressou 0 antigeno durante a regressao

induzida pelo quimioterdpico. Os resultados do presente trabalho estdo de
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acordo no que se refere a alta imunorreatividade do nacleo das células do tumor

venéreo transmissivel em progressao.

Contudo, GUVENC et al. (2002) trabalhando também com
proliferagdo celular (Ki-67/MBI-1) em tumor venéreo transmissivel encontrou
marcacao positiva, entretanto com baixa imunorreatividade (17%) nos nucleos
das células tumorais. Outra conclusdo deste estudo foi com relacdo a facil
padronizacdo do clone MBI-1. A constatacdo destes pesquisadores concorda

com o resultado observado neste estudo.

Outro estudo imunoistoquimico sobre cinética celular de
tumores, agora utilizando KI-67, foi realizado por ABADIE et al. (1999)
procurando correlacionar antigeno nuclear de proliferacdo (PCNA) e o Ki-67 com
0 prognéstico em caninos com mastocitoma. A maioria dos tumores teve uma
distribuicdo homogénea das células positivas do Ki-67. O resultado sugeriu que
para cdes com mastocitoma cutaneo solitario, um determinado numero de

células positivas de Ki-67 foi Util para tracar o prognadstico.

De acordo com ZUCCARI et al. (2004), trabalhando com
impressdo de neoplasia maméaria, o indice de proliferacdo Ki-67 foi
significativamente baixo nos tumores benignos em relacdo aos malignos. Um
alto indice de Ki-67 foi positivamente correlacionado com metastases, morte pela

neoplasia, baixa taxa de sobrevivéncia livre da doenca e de sobrevida.

Estudando proliferagcdo celular e apoptose em cortes
histolégicos de caninos com histiocitoma e tumor venéreo transmissivel,
GUVENC et al. (2002) constataram uma expressiva marcacdo de células
imunopositivas pelo anticorpo Ki-67. Este estudo confirmou que a
imunorreatividade do Ki-67 com o clone MBI-1 foi facil de padronizar e que o

MBI-1 é um util marcador para rapida determinacao de tumores proliferativos.
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Analisando taxa de proliferacdo das neoplasias primarias e nédo
primarias apresentadas neste trabalho, constatou-se que houve um percentual
de marcacédo do Ki-67 (MIB-1) maior no grupo das neoplasias ndo primarias,
comparado com as primarias, embora sem diferencga estatistica. Este resultado
assemelha-se ao trabalho de MATHEUS et al. (2004), que pesquisaram Varios
marcadores de proliferacdo, dentre eles o Ki-67, em carcinoma pulmonar
primario e metastatico. A conclusdo do referido trabalho mostrou que a
percentagem imunomarcacdo do Ki-67 foi destacadamente mais alta nas

metastases do que no tumor primario correspondente.

Resultados semelhantes ao do presente trabalho foram obtidos
por PLATZ et al. (1999), que estudaram plasmocitomas extramedulares em
caninos. Nesta pesquisa, os plasmocitomas foram divididos em cinco categorias
com base em critérios histolégicos. Todas as categorias tiveram marcacao do Ki-
67 (MIB-1), entretanto o tipo blastico-polimérfico foi o que apresentou a maior
percentagem de marcacdo. Este achado foi semelhante ao que ocorreu com tipo

plasmocitéide pesquisado neste experimento.

5.5.2 COLORACAO DAS AGNORS

A técnica de coloracdo das AgNORs utilizada neste trabalho
permitiu a caracterizacdo das regibes organizadoras nucleolares no tumor
venéreo transmissivel para correlaciona-las com o grau de diferenciacao celular

e atividade proliferativa.

Para SIMOES et al. (1994) a técnica de expressdo das
AgNORs nas células tumorais, correlacionada com o comportamento clinico,
demonstrou ter valor progndstico. A técnica também foi aplicada por EGAN &

CROCKER (1988) para a distingdo entre tumores benignos e malignos, assim
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como para a diferenciacdo de tumores de baixo e alto grau de diferenciacdo

(CROCKER & NAR, 1987).

Estudo realizado por CHU et al. (2001) em cdes com tumor
venéreo transmissivel demonstrou existir uma correlacdo significativa entre a
expressao das AgNORs e marcadores de proliferacdo (PCNA). Outros trabalhos
utilizando a técnica das AgNORs estdo concentrados em pesquisar tumores

mamarios (DESTEXHE et al.,1995) e de pele (PRESIOZI et al.,1995).

Mesmo que a maioria das pesquisas com AgNORs
demonstrem resultados significativos, TOIKKANEN & JOENSUU (1993)
comprovaram que a contagem das AQNORs em cancer de mama na mulher ndo

teve significado prognéstico.

Com relacdo ao tempo de coloracdo situado entre 12 e 15
minutos, pode-se inferir que foi ideal para uma a visualizacdo dos pontos. Este
achado foi confirmado por AUBELE (1994), segundo o qual 15 minutos seriam
suficientes para corar as AQNORs. DERENZINI & PLOTON (1991) consideraram
30 minutos o tempo béasico de coloragdo. Mesmo existindo divergéncias entre
autores, o protocolo de coloracdo permanece original, conforme proposto por
PLOTON et al. (1986); no entanto, a técnica devera ser adequada para cada
experimento de acordo o espécime, tipo de material e preferéncias do

pesquisador.

A proposta variante do tratamento prévio com o Triton-X 100
resultou numa melhor definicdo das AQNORs, com menos coloracdo indevida de
fundo, facilitando bastante a visualizacdo das areas AgNORs positivas. O
sucesso desta técnica esta de acordo com a citacdo de VIDAL et al. (1994) e

VIDAL & MELLO (1995), os quais descreveram que a melhoria da definicido das
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AgNORs seria devido a solubilizacdo de algumas proteinas plasmaticas

facilitando a andlise de imagens.

A técnica de coloracdo com as laminas invertidas em bandeja
de polipropileno reduziu o precipitado inespecifico, mostrando-se eficiente e
bastante econ6mica. A eficacia desta técnica foi corroborada por CHU et al.
(2001) que, trabalhando com caracteristicas proliferativas no tumor venéreo
transmissivel, também constatou que esta técnica melhorou bastante a

gqualidade das imagens.

Para este experimento foi considerada suficiente a avaliagdo de
trinta células de cada caso. A literatura disponivel aponta que o nimero de
células a serem contadas para a avaliagdo das AgNORs varia entre vinte e
duzentas células, entretanto grande parte dos autores trabalharam com cem
células. Um experimento realizado por SIMOES et al. (1994), estudando a
recorréncia de mastocitoma em caninos, concluiu ser necessario a contagem de
duzentas células. No entanto, ORREL et al. (1991) e SANTOS et al. (1998)
consideraram que contagens superiores a trinta células ndo alteram o namero

minimo de células, conforme foi verificado neste experimento.

O padrédo de distribuicho das AgNORs apresentado nos
diferentes tipos citomorfolégicos do tumor venéreo transmissivel foi de dispersao
pelo nlcleo e concentracdo no nucléolo das células neopldsicas. Essa
distribuicdo é semelhante ao padrdo do tipo 2 mencionado por SHIRO et al.
(1993). De acordo com estes autores, nos carcinomas hepatocelulares pouco
diferenciados o padréo de distribuicdo prevalente é do tipo dois, sugerindo que a

distribuicdo das AgNORs seja um importante indicador da progressdo da

doenca. Baseado nesta informacédo, considerando a distribuicdo das AgNORs,
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ndo foi possivel tracar uma diferenca entre os grupos citomorfologicos que

permitisse antecipar um perfil de evolucao clinica e progndstico.

Com relacdo aos brotamentos nucleolares nas células de TVT,
pode-se supor que 0 seu aparecimento esteja relacionado com aumento da

sintese de proteinas. Este fato justifica-se pelo carater proliferativo dos tumores.

5.5.3 AREA MEDIA DE PONTOS DAS AGNORS

Cabe salientar que a area média de cada ponto das AgNORs,
com valores extremos entre 0,19 e 1,66um? para todos os trés tipos celulares
coincidiu com os valores achados por RUSCHOFF et al. (1990), os quais
encontraram valores de 0,1 a 2,0pm2. Entretanto, DERENZINI & TRERE (1991a)
sugeriram que a area média das AgNORs variam entre 0,1 e 0,4um?, quando a
coloracdo estiver satisfatéria. Com base nessa informacdo, analisando
especialmente as areas médias dos pontos das AgNORs nos nucleos dos trés
tipos celulares, pode-se inferir que o tempo e temperatura utilizados nesta
pesquisa foi 0 mais apropriado. Contudo, observando as médias das areas dos
pontos no nucléolo, verificou-se que nos trés tipos estas areas extrapolaram o
valor estabelecido por DERENZINI & TRERE (1991a). Este fato deve-se,
provavelmente, a aglutinacdo das AgNORs no nucléolo, tornando a sua area

média maior.

5.5.4 AREAS MEDIAS DAS AGNORS NUCLEARES E

NUCLEOLARES

A éarea total de AgNORs por nucleo é considerada atualmente
como indicador quantitativo basico na avaliagdo de AgNORs, segundo o
“Committee on AgNORs Quantification of European Society of Pathology”

(AUBELE, 1994; OFNER et al., 1995; OFNER & SHMID, 1996).
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Embora ndo tenha havido diferenca significativa das areas
médias das AgNORs nucleares e nucleolares entre 0os grupos, percebeu-se que
a area média das AgNORs no nucléolo foi maior no grupo plasmocitdide.
Contudo, a area média de AgNORs no nucleo foi maior no grupo linfocitéide.
Nota-se também que esta diferenca aparente se desfaz, quando a area média de
AgNORs por célula (total) foi comparada. Este fato foi confirmado por
DERENZINI & TRERE (1994), os quais também observaram diferencas de area
de AgNORs comparando neoplasias benignas e malignas (BRATULIC et al.,
1996). J& TRERE (1993), assim como HAUPT et al. (1995), registraram um

aumento da area das AgNORs nas neoplasias malignas (ORREL et al., 1991).

Trabalhos tém mostrado que o nimero de AgNORs nos
nucleos das células malignas é maior do que nas células benignas, hiperplasicas
ou normais (CROCKER & NAR, 1987; SIMOES et al., 1994). Além do fato de
gue o numero de AGNORSs seja maior nas células neoplasicas, as pesquisas tém
provado que este numero esta associado estritamente com a taxa de
proliferagdo. Neste trabalho, onde foi estudado tipos citomorfol6gicos da mesma
neoplasia, cuja origem é desconhecida, os resultados demonstraram que o
tumor venéreo transmissivel tipo linfocitéide, contrariando o esperado,

apresentou um numero maior das AQNORs que os outros dois tipos.
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Estes valores superiores das AgNORs, mesmo que discretos,
estdo relacionados com a proliferacdo celular e podem ser explicados pela
sintese de proteinas AgNORs na fase G1. As proteinas sintetizadas acumulam-
se no nucléolo e, pela associacdo com genes ribossomais localizados no espaco
extranucleolar, originam novas NORs para producdo de uma quantidade maior
de ribossomos para demanda protéica, o que caracteriza um célula tumoral em

proliferagcdo (DERENZINI & TRERE, 1991b).

Outro resultado observado empregando a coloracdo com a
prata foi a média significativamente maior do numero de pontos das AGQNORs no
nucléolo do tipo linfocitdide em relacdo aos outros dois tipos. Considerando que
a area média dos pontos das AgNORs no nucléolo foi menor neste tipo
citomorfologico, constatou-se que esta area embora menor, estava mais
pulverizada, com um numero maior de pontos AgNORs positivos. De outra
maneira, o tipo plasmocitdide apresentou um nimero médio de pontos menor no

nucléolo, entretanto apresentando uma area média de pontos maior.

Quando os animais do experimento foram reagrupados em
grupos primario e nao primario, foi observado, mesmo sem diferenca
significativa, um valor médio mais elevado das areas das AgNORs no nlcleo, no
nucléolo e especialmente na area de AQNORs da célula (total) nos tumores ndo
primarios. Estes achados sdo semelhantes aos descritos por SANTOS et al.
(1998) que trabalharam com a quantificacdo das AQNORs em tumor venéreo
transmissivel genital e extragenital. HARMELIN et al. (1995) estudando AgNORs
e morfometria do nulcleo e nucléolo relacionadas com o progndstico,

apresentaram resultados que corroboram os encontrados neste experimento.

BRATULIC et al. (1996), avaliando AQNORs (nucleo e nucléolo)

e numero de nucléolos em tumores mamarios benignos e malignos de caninos,
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detectaram um valor maior significativo dos tumores malignos em relacdo aos

benignos.

5.6 GLICOPROTEINA-P E RESPOSTA CLINICA A
QUIMIOTERAPIA

O anticorpo antiglicoproteina-p clone 5B12 ndo apresentou
marcacao positiva nos tecidos que fisiologicamente expressam glicoproteina-p.
Da mesma forma, também nao demonstrou expressao antigénica nas células de
tumor venéreo transmissivel. Embora, a exemplo de outros anticorpos, como o
clone C494, a reacdo cruzada exista, neste caso ndo foi observada. O uso de
diferentes anticorpos monoclonais para a mesma molécula pode ser
recomendado, visto que nem todos os epitopos da molécula tem a mesma
constituicdo de aminoacido (MONTERO, 2003). Provavelmente, a constituicao
dos aminoacidos do epitopo da célula de tumor venéreo transmissivel ndo seja

compativel com o clone 5B12, ndo havendo imunomarcacao.

Quando utilizado o anticorpo antiglicoproteina-p (clone C494)
obteve-se uma marcacao positiva satisfatoria usando uma diluicdo de 1:100 do
anticorpo primario, tanto dos controles positivos como das células de TVT, como
descrito por GINN (1996). A padronizagdo deste anticorpo em preparados
citolégicos e histolégicos constitui-se num parametro inovador para tracar
prognostico na oncologia de caninos e provavelmente pioneiro em Medicina

Veterinaria.

Analisando os resultados da marcacdo com o anticorpo
antiglicoproteina-p foi verificado que o grupo plasmocitoide apresentou uma

imunorreatividade significativamente maior em relacdo ao grupo linfocitéide.
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Portanto, comparando os trés tipos, de forma preliminar, podemos considerar
gue o tipo plasmocitdide apresenta um potencial para expressar resisténcia a

droga.

Quando os preparados citolégicos foram reagrupados em
massas primarias em nao primarias observou-se que a glicoproteina-p
apresentou imunorreatividade maior no grupo de massas nao primarias,
comparado com o grupo das massas primarias, sem que houvesse diferenca
significativa. Este resultado sugeriu que as neoplasias ndo primarias podem

apresentar um potencial para expressar resisténcia a quimioterapia.

Estes achados estdo de acordo com MIYOSHI et al. (2002)
que, trabalhando com expressdo de glicoproteina-p em caninos com
mastocitoma, observou que pelo menos 26% de caninos com mastocitoma
expressaram glicoproteina-p e por esta razao, poderiam ser resistentes a varias

drogas diferentes.

Como ocorreu neste experimento LEE et al. (1996) concluiram
gue a expressdo da gp-p antes do inicio do tratamento € um fator preditivo
independente negativo de sobrevivéncia. Adicionalmente, estes autores
observaram que a expressao da gp-p apés a recidiva era maior gue a expressao
inicial. Outro estudo mostrou que trinta amostras colhidas antes da quimioterapia
expressaram glicoproteina-p. Esta também foi detectada em trés amostras de
biépsia de oito cdes que foram resistentes a quimioterapia. Este padrdo de
expressao foi similar ao linfoma ndo-Hodgkin no homem. O estudo sugere que o

linfoma canino é um proveitoso modelo para estudar resisténcia multidroga

(MOORE et al., 1995).

Estudo semelhante realizado por BERGMAN et al. (1996) em

cdes com linfoma constatou niveis de expressao da gp-p maiores na recidiva e
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na necropsia do que no momento do diagndstico. O mesmo estudo encontrou
correlagdo negativa entre a expressdo de gp-p e remissdo e tempo de

sobrevivéncia.

BALDINI et al. (1995) estudaram a marcacao da glicoproteina-p
em 92 pacientes com osteossarcoma. Os autores observaram um aumento dos

niveis glicoproteina-p naqueles pacientes com progndstico desfavoréavel.

De acordo com a citacdo de GINN (1996), a partir da expressdo
dos padrdes de glicoproteina-p foram criadas quatro categorias. Na primeira
categoria estdo aqueles tumores que expressam sempre a glicoproteina-p. Na
segunda categoria estdo 0s tumores que expressam as vezes a glicoproteina-p.
Na terceira categoria, 0s tumores apresentam raramente a expresséo de pg-p. A
guarta categoria inclui 0os tumores que passam a expressar a pg-p apdés a
quimioterapia. Em consideracéo a esta classificacdo, pode-se supor que o tumor
venéreo transmissivel esteja, imprecisamente, dentro da primeira ou segunda

categorias.

Analisando as respostas clinicas a quimioterapia entre 0s
grupos, observou-se que o0 grupo plasmocitdide foi menos sensivel a
quimioterapia em relacdo aos grupos misto e linfocitdide, mostrando diferenca
significativa. Quando esta resposta foi comparada com a expressdo de
glicoproteina-p, observou-se uma relacdo direta da resposta parcial a
guimioterapia com uma forte expressdao de glicoproteina-p no grupo
plasmocitéide. A partir deste resultado, pode-se inferir que casos clinicos de TVT
do tipo plasmocitéide tendem a apresentar resposta clinica parcial a
guimioterapia, possivelmente pela forte expressao de glicoproteina-p. Da mesma

forma, pode se estabelecer que pelos resultados obtidos, os tumores do tipo
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linfocitéide tém resposta completa a quimioterapia, provavelmente pela baixa

expressao de glicoproteina-p.

Os achados acima descritos estdo de acordo com LEE et al.
(1996), que trabalharam com marcagdo com glicoproteina-p em linfoma canino.
Os resultados mostraram que as formas mais malignas tiveram uma forte
marcacdo de glicoproteina-p. Contudo, nos casos de recidiva a expressao foi
ainda mais forte. Esta constatacdo foi reforcada por MORAL et al. (1995), os
quais mencionaram a estreita relacdo da glicoproteina-p com a resisténcia

multidroga em células tumorais.

De forma anéloga, estudos em oncologia humana tém
demonstrado a importancia clinica da resisténcia multidrogas (MDR). Estes
estudos mostraram que niveis elevados de expresséo de gp-p correlacionam-se
positivamente com a falta de resposta ou de remissdo apds formas adequadas

de quimioterapia (BERGMAN, 2000).

De acordo com MEALEY et al. (1998) a expressao de
glicoproteina-p € o mais importante indicador de evolucdo clinica adversa em
pacientes humanos com osteossarcoma. A exposicdo de células de
osteossarcoma canino a doxorrubicina resultou em superexpressao de
glicoproteina-p, gene MDR e mRNA. Além disso, estas células falharam em

acumular doxorrubicina intracelular e foram menos sensiveis a vincristina

guando comparadas com as células parenterais.

MIYOSHI et al. (2002), trabalhando com mastocitoma em
caninos, mencionou que devido a superexpressdo da glicoproteina-p certas
linhagens de células tumorais adquirem resisténcia a uma variedade de drogas
comumente empregadas em Medicina Veterinaria, entre elas, a doxorrubicina,

vincristina, actinomicina D e mitoxantrona.
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PERSPECTIVAS FUTURAS:

Os presentes resultados sugerem as seguintes linhas de
pesquisa para trabalhos futuros: identificar oncogenes e anti-oncogenes
expressos nos grupos citomorfolégicos (plasmocitdide e linfocitdide), com o
objetivo de avaliar se a sequiéncia temporal de mutagcdes realmente determina a

malignidade do tumor venéreo transmissivel.
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6 CONCLUSOES

Com base nos estudos citomorfoldgicos do tumor venéreo
transmissivel, correlacionados com o0s danos citogenéticos, indices de

proliferacdo e resposta clinica & quimioterapia, pode-se concluir que:

e Todos os tipos citomorfolégicos do tumor venéreo transmissivel apresentam
as anormalidades nucleares binucleagdo, brotamento, lobulacdo e

micronucleacéao.

e A freqiéncia maior de lobulagcdes nucleares no tipo citomorfolégico

plasmocitéide aponta para a instabilidade genética deste grupo.

e Os parametros morfométricos nuclear e nucleolar, pelo método variante da
CEC, néo indicam um tipo mais proliferativo entre as massas primarias e

ndo primarias e entre os trés tipos citomorfolégicos do TVT.

e As AgNORs sdo um indicador de proliferacdo para o tumor venéreo
transmissivel, entretanto ndo mostram diferencas entre os trés tipos

citomorfologicos.

¢ O anticorpo Ki-67 (MIB-1) é um marcador de proliferacdo melhor que as

AgNORSs para diferenciar os tipos celulares do tumor venéreo transmissivel.

¢ O anticorpo anti-Ki-67 (clone MBI-1) apresenta um percentual de marcacéo

maior no tipo plasmocitéide.
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e O tipo plasmocitéide do tumor venéreo transmissivel expressa um

percentual maior de marcagao do anticorpo antiglicoproteina-p.

e O tumor venéreo transmissivel do tipo plasmocitbéide apresenta uma
frequéncia maior de resposta clinica parcial do que os tipos linfocitéide e
misto, possivelmente pelo maior percentual de expressdo do anticorpo

antiglicoproteina-p.
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, , RG ,

permito a participacdo do meu animal no experimento do

projeto de pesquisa “CARACTERIZAGAO CITOMORFOLOGICA DO
TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL CORRELACIONADA COM DANOS
CITOGENETICOS, INDICES DE PROLIFERACAO E RESPOSTA CLINICA A
QUIMIOTERAPIA” 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 iSsoO
acarrete quaisquer prejuizos ao meu atendimento. Informo que
estou consciente e perfeitamente esclarecido quanto aos riscos
que o procedimento trara ao cdo abaixo identificado, de minha

responsabilidade.

Nome do animal: Sexo:

Ragca: Idade:

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

PROJETO DE PESQUISA EM TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL

RG Data / 7/ Caso n®

Proprietario

Endereco
Telefone Cidade
Nome Sexo Raca Idade

Queixa principal

Acesso & rua? [Indo [Jsim |Obs.:
Contato com outros caes? O ndo [Jsim
Controle reprodutivo? [dndo [sim
Emagrecimento progressivo? [ ndo [dsim
Massa hemorragica? [Ondo [Jsim
Massa friavel? [Ofobs [Jndo []sim
Tratamento anti-neoplasico prévio O ndo [Jsim
Crescimento atual [Jrapido [Jlento [] estavel
Tempo de crescimento [Jaté3semanas []3a8semanas [ +de8semanas ORrR OE OA
Localizagdo da massa

[1G [IE
Massa unica? [ sim [ no Comportamento bioldgico Clp COIM OOR
Tamanho estimado

0lp M 6

Estadogeral [ 6timo [] bom [ regular [] ruim Exame fisico
Mucosas  [réseas [Jpélidas [Jictéricas []congestas
Linfonodos [] normais [[] aumentados
Temperatura FC R
Hidratag&o OnOdsw 8w 4 12%
Consciéncia [ alerta [] apatia [] estupor [] coma

Observacdes
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CAAF Agulha [ 13x4,5 [] 20x5 [] 25x6 []25x7 ‘ Citocentrifuga [ ndo [Jsim
‘ Biopsia [ ndo [Jsim
. . T . - Microscopia . -
[1 imunocitoquimica [] cometa [] micr. eletrénica eletronica [Ondo [Jsim
Tratamento utilizado Dose ‘
[ redugéo total [ reducgdo parcial [] inalterado [] aumentado ‘ s [1Ps [IR
o
DESCRICAO DE MASSAS ADICIONAIS Cason
Localizagdo da massa
e e
Ordem de aparecimento Comportamento bioldgico | [P [JM [IR
Tamanho estimado
e Om [JG
Massa hemorragica? [ ndo [ sim
Massa friavel? [ fi obs [ ndo O sim
Crescimento atual [ rapido [Jlento [] estavel
Tempo de .
até 3 semanas 3a8semanas +de 8 semanas RLIELIA
crescimento 0 0 0 IR LIE [
CAAF Agulha [ 13x4,5 [] 20x5 [] 25x6 []25x7 ‘ Citocentrifuga [Jndo [Jsim
‘ Bidpsia [Indo []sim
. . P . - Microscopia = .
[ imunocitoquimica [] cometa [] micr. eletrénica eletronica O ndao [Jsim
Tratamento utilizado Dose ‘
[ reducéo total [ reducgéo parcial [] inalterado [J aumentado ‘ [Is [Ips IR
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ANEXO D — FICHA DE AVALIACAO CITOLOGICA

CASO LAMINA

Células Linfocitoides Células Plasmocitdides

Binucleacéao

Multinucleacao

Micronucleacao

Brotamentos
nucleares
Lobulacdes
nucleares
Vacuolos
nucleares
Indentacbes

nucleares
OBSERVAGOES
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ANEXO E — DADOS DOS PACIENTES ESTUDADOS

D DADOS DO PACIENTE DADOS DAS MASSAS ANALISES

MASSA " RG SEXO IDADE LOCALIZAGAO Comp. BIOL. CITOMORFOLOG | 1 | Zz | ii¢; ki€
109112 macho 10 genital primario linfocit6ide XiXiXiX XX
111433 macho genital primario misto XiXiX

2a 111433 macho linfonodo n&o primario plasmocitéide X X

2b 111433 macho linfonodo n&o primario plasmocitéide X X
111479 fémea genital primario misto X | X
biotério fémea 11 genital primario linfocit6ide XiXiX X
111028 macho adulto genital primario plasmocitéide X X

8c 111028 macho adulto subcutanea n&o primario plasmocitéide X

8d 111028 macho adulto subcuténea n&o primario plasmocitéide X

9 94325 macho 8 genital primario misto X | X

12 59094 macho 10 genital primario plasmocitéide X

13 111991 macho 8 genital priméario plasmocitéide X

15 112337 fémea 1 genital primario plasmocitéide X | X

16 94577 fémea 3 genital priméario linfocitéide X

18 112440 fémea 2 genital primario linfocit6ide X Xi XX XX

20 112596 macho 5 genital primario plasmocitéide XiXiX X

21 111118 macho 1 nasal primario linfocit6ide Xi XX X X

23a 112726 fémea 4 mamaria ndo primario plasmocitéide X | X| X X

25 112790 fémea 8 genital primario plasmocitéide X

25r 112790 fémea 8 genital n&o primario plasmocitéide X

26 112793 macho 6 genital priméario linfocitéide XX XXX

27 97255 macho 2 genital primario misto XiXiX

28 112826 fémea 10 genital primario misto X| X| X

29 98181 macho 3 genital primario plasmocitéide XX

30 112936 fémea 3 genital primario misto XiXiX X

30a 112936 fémea 3 mamaria n&o primario plasmocitéide XXX X X

31 112998 macho 2 genital primario linfocit6ide Xi XX X X

32 113036 macho 5 genital primario plasmocitéide X

32a 113036 macho 5 linfonodo n&o primario plasmocitéide XiXiX X

33a 113036 macho 5 linfonodo n&o primario misto XiXiX X

34 100243 fémea 3 genital priméario linfocitéide X

35a 111367 fémea 6 subcutanea primario misto X

35b 111367 fémea 6 subcutanea ndo primario plasmocitéide X| X| X X

35¢ 111367 fémea 6 subcutanea ndo primario plasmocitéide XiXiX X

37 113252 fémea 8 genital primario plasmocit6ide X X

39 113314 fémea 9 genital primario misto X XiXiX X

41 67423 fémea 9 genital primario misto X X

42 113445 fémea 1 genital primario plasmocitéide X

42b 113445 fémea 1 mamaria n&o primario plasmocitéide XXX X

43 113456 fémea 7 genital primario linfocitéide X

45 113677 fémea 6 genital primario linfocit6ide XiXiXiXi XX

a7 104605 macho 2 genital primario plasmocit6ide Xi XX xi X

49 108214 macho 4 genital primario plasmocitéide X | X X X
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1= ANORMALIDADES NUCLEARES; 2= AGNOR; 3= GLICOPROTEINA-P; 4= RESPOSTA CLINICA; 5= MIB-1; 6= CEC.

D DADOS DO PACIENTE DADOS DAS MASSAS ANALISES
MASSA RG SEXO IDADE LocALIZACAO CowmP. BIOL. CITOMORFOLOG | 1| 2| &t ¢ | E| €
50 114026 fémea 6 genital primario misto XiXiX X
51 113746 fémea 2 genital primario misto X X| X|X X
53 114377 macho 7 genital primario plasmocitéide XiXiXiX X
54 102676 macho 2 genital primario plasmocitéide XXX X
55 114438 macho 5 ocular primario misto XX X X
56 114559 macho 10 genital primario linfocit6ide XiXiXiXiXiX
57 114549 macho 10 genital n&o primario linfocit6ide X | X | X X | X
60 114683 fémea 6 genital priméario linfocitéide X

62 114675 fémea 4 genital primario linfocit6ide XXX XX
64 113131 macho 4 nasal primario linfocit6ide XX XXX
65 115087 macho adulto genital primario linfocit6ide X i X X X
66 115127 fémea adulta genital primario misto X

68 112088 macho 2 genital primario plasmocitéide XiXiX XX
70 115304 fémea 11 genital primario linfocitide XX

74 107331 fémea 4 genital nao primario plasmocitéide X

75 93220 fémea 7 genital primario misto X X X X
76 117048 fémea 2 genital primario misto X
77% 115750 macho 6 subcuténea ndo primario plasmocitéide X
77b 115750 macho 6 subcutanea n&o primario plasmocitéide X

78 117085 macho 4 genital priméario plasmocitéide X X

78% 117085 macho 4 oral primario plasmocitéide X
78b 117085 macho 4 nasal primario plasmocitéide X

79 116797 fémea 7 genital primario plasmocit6ide X X

80 116952 fémea 4 genital priméario plasmocitéide XXX
80°? 116952 fémea 4 esplénica ndo primario misto X | X| X X | X
82 117165 macho adulto genital primario linfocitoide XiXiXiXiX

83 117158 fémea 6 genital primario linfocit6ide X | X | X X

84 117231 macho 9 genital primario misto XiXiXiXiX

85 117206 fémea 10 genital primario misto X X X

86 117311 fémea 13 genital primario linfocitéide X | X

87 117438 macho 6 genital primario plasmocitéide X X

87cr 117438 macho 6 peritoneal n&o primario plasmocitéide X | X

87dr 117438 macho 6 peritoneal nao primario plasmocit6ide Xi XX

88 117566 fémea 3 genital primario plasmocitéide XiXiX XX
8g? 117566 fémea 3 mamaria nao primario plasmocitéide X

89 117681 macho 1 genital primario misto Xi XX

91 117838 fémea 3 genital primario plasmocitéide X X X

92 118135 macho 11 genital primario plasmocitéide XX X X
93 118211 macho idoso genital primario misto XiXiX XX
93% 118211 macho idoso linfonodo ndo primario plasmocitéide X X
93b 118211 macho idoso linfonodo n&o primario plasmocitéide X
93c 118211 macho idoso muscular ndo primario misto XiXiX X X
94 118548 fémea adulta genital primario linfocit6ide XiXiXiX XX
947 118548 fémea adulta subcutanea n&o primario plasmocitéide X X
94b 118548 fémea adulta subcutanea nao primario plasmocitéide X
94c 118548 fémea adulta subcutanea n&o primario plasmocitéide X

95a 118500 macho 2 esplénica n&o primario misto XiXiXiX X X
96 118543 fémea 4 genital priméario misto X X

1= ANORMALIDADES NUCLEARES; 2= AGNOR,;

3= GLICOPROTEINA-P; 4= RESPOSTA CLINICA; 5= MIB-1; 6= CEC.
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D DADOS DO PACIENTE DADOS DAS MASSAS ANALISES
MASSA RG SEXO IDADE LOCALIZAGAO COMP. BIOL. CITOMORFOLOG : 1 @ 2 i 112151 ¢
96a 118543 fémea 4 mamaria n&o primario linfocit6ide X | X| X X | X
96b 118543 fémea 4 mamaria ndo primario linfocit6ide XiXiX X X
97 80986 macho 7 genital primario plasmocitéide X | X

98 119363 macho 1 genital primario misto X i X X X

99 121038 macho 4 nasal nao primario plasmocit6ide X X X| X
100 121025 macho 3 genital primario misto XXX X
101 121162 macho adulto genital primario plasmocitéide X Xi XX
103 125007 macho 4 genital primario plasmocitéide X | XX X | X
104 125036 macho 4 genital primario plasmocitéide X X
104a 125036 macho 4 subcuténea n&o primario plasmocitéide XiX|X X | X
104b 125036 macho 4 subcutanea n&o primario plasmocitéide XXX XX
104c 125036 macho 4 subcutanea nao primario plasmocitéide X X X
105 115720 fémea 2 genital primario misto X | X| X X | X
105a 115720 fémea 2 linfonodo n&o primario misto XiXiX X X
105b 115720 fémea 2 subcutanea n&o primario misto XiXiX XX
106 125287 fémea 4 genital n&o primario plasmocitéide XX XiXiXi{X
106r 125287 fémea 4 genital n&o primario plasmocitéide XiXiXiXiXiX
107 biotério fémea adulta genital primario plasmocitéide X | X| X X | X
108 biotério fémea 3 genital primario plasmocitéide XiXiX XX
109 biotério fémea adulta genital primario linfocit6ide XiXiX XX
109a biotério fémea adulta mamaria ndo primario misto X | X| X X
109b biotério fémea adulta subcutanea ndo primario misto XiXiX X X
110 125759 fémea 1 genital primario plasmocitéide XX | X[ X| xX|X
110a 125759 fémea 1 esplénica nao primario plasmocitéide XiXiX X X
111 126099 macho 7 genital primario plasmocitéide X X
112 biotério fémea adulta genital primario misto X | X| X X | X
113 biotério macho adulto genital primario misto XiXiX X i X
114 126265 macho adulto genital primario plasmocitéide X X| X X | X
115b 126534 macho 3 subcutanea nao primario plasmocit6ide Xi XX
116 126546 fémea 9 genital primério linfocitéide X
117a 126453 macho 6 linfonodo ndo primario plasmocit6ide X|X|X|X|Xx|X
117b 126453 macho 6 linfonodo n&o primario misto XiXiX
118 126641 fémea 3 genital primario misto X X
119 biotério fémea adulta genital primario plasmocitéide XiXiX XX
120 126678 fémea 8 genital priméario misto X X
121 107311 macho 4 genital primario plasmocitéide X X
122 126805 fémea 4 genital primario plasmocitéide XXX
S01 81401 macho 6 genital primario plasmocit6ide X X X
S02 116303 macho 4 genital priméario misto X
S04 116556 macho 5 genital primario plasmocitéide X X
S05 116716 fémea 10 genital primario plasmocitéide X
S16 117574 fémea 2 genital primario linfocitéide XX XXX
S22 120309 macho 2 genital primario misto X X X
S27 121314 fémea 2 genital primario misto XX X X
S28 121212 fémea 6 genital primario linfocit6ide XiXiXiXiXiX
S29 129748 macho 5 genital nao primario plasmocitéide X | X X
S30 biotério fémea adulta genital n&o primario misto XX X

1= anormalidades nucleares; 2= AgNOR; 3= glicoproteina-p; 4= resposta clinica; 5= MIB-1; 6= CEC.
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