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BASSANI-SILVA, S. Efeito da prépolis sobre a agressividade do tumor venéreo
transmissivel canino: ensaios in vitro. 2005, 103p. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterindria) - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

RESUMO

O tumor venéreo transmissivel (TVT) é a segunda neoplasia de maior
prevaléncia nos cées atendidos no Hospital Veterinario de Botucatu. Na
associacdo entre o comportamento biolégico do tumor e a clinica desses
animais, h& fortes diferencas em relacdo as apresentadas na literatura
especializada no assunto. O TVT desperta, no meio cientifico, o interesse pela
sua origem, modo de transmissdo e questionavel regressdo espontanea, fato
atribuido ao comportamento versétil desse tumor, diferindo dos mecanismos de
outras neoplasias. Investigacfes tém sugerido fendmenos semelhantes aos que
ocorrem nos tumores de outras espécies, inclusive no homem. A quimioterapia
para o TVT é a mais indicada. Porém, traz efeitos colaterais extremamente
toxicos as células desses animais. Pesquisadores relatam a propriedade
antitumoral in vitro da proépolis sobre o grau de agressividade do TVT. Para tal,
foram utilizadas células neoplasicas de 77 animais, sem distingdo por raga, sexo
e idade. Os animais foram provenientes do Hospital Veterinario da FMVZ -
UNESP, Campus de Botucatu. As neoplasias foram divididas em trés Grupos: TVT
linfocitdide; TVT plasmocitdide e TVT misto. Nestas neoplasias, o indice de
proliferagéo celular foi verificado pelo AgQNOR e CEC, para auxiliar a averiguar o
grau de agressividade do tumor. No final do estudo, foi possivel observar que a
prépolis apresenta atividade antitumoral tempo-dose dependente sobre as
células de TVT, incluindo nas do grupo plasmocitdide (considerada a de maior
agressividade), onde, ap0s 48 horas e na concentracdo de 100 pg, a atividade
antitumoral é efetiva. Concluimos também que os marcadores de proliferacéo
(AgNOR e CEC) mostram-se eficientes para monitorar a evolucdo do TVT e que,
a avaliacao clinica, morfologica e o estudo in vitro auxiliam no diagnéstico, na
conduta terapéutica e na monitoracdo do TVT.

Palavras-chave: AgNOR; CEC; Caes; Cultura celular; Proépolis; Tumor venéreo
transmissivel.
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BASSANI-SILVA, S. Effect of propolis on transmissible venereal canine tumor:
in vitro studies. 2005, 103p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria)

- Faculdade de Medicina Veterinadria e Zootecnia, Universidade Estadual
Paulista, Botucatu.

ABSTRACT

The transmissible venereal tumor is the second most common
neoplasia among the dogs attended in the Veterinary Hospital of Botucatu.
When neoplastic biological behavior and clinical findings are associated, intense
differences were presented with the literature. In the scientific environment,
interest in the origin of this tumor, the means of transmissible and questionable
spontaneous regression, since this tumour has a versatile behavior, differs from
that in other neoplasias. Studies have been done that show similar phenomena
occurring in human neoplasias. Chemotherapy is advised for transmissible
venereal tumor, but it has extreme toxicity for other cells. Investigators have
related the antitumoral properties of propolis; so, this study aimed to verify
the supposed antitumoral effect on the transmissible venereal canine tumor, in
order to minimize the toxicity caused by chemotherapy. Seventy-seven animals
from Veterinary Hospital of Botucatu, were used. Based on the cellular
morphology stained with Giemsa, new nomenclature was created and the
animals were divided into three groups: “lymphocyte-like” transmissible
venereal tumor, “plasmocyte-like” transmissible venereal tumor and “mixed”
transmissible venereal tumor. Proliferation markers (AgNOR and CEC) were used
to verify whether there were malignancies, in different morphological groups
and in the sensitivity to propolis, were studied in vitro. In this study, we saw
that propolis showed activity on transmissible venereal tumor. After 48 hours
and with 100 pg of propolis, the antitumoral activity was effective, including
the “plasmocyte-like” transmissible venereal tumor, that showed cytotoxic

effect only with the greatest dose and the longest time.

Key-words: AgNOR; CEC; Dogs; Cellular culture; Propolis; Transmissible venereal tumor.
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1. INTRODUCAO

O tumor venéreo transmissivel (TVT) € uma neoplasia contagiosa,
sexualmente transmissivel, de origem incerta que, em condi¢fes naturais, afeta
somente cdes (ROGERS, 1997; TINUCCI-COSTA, 1999; MacEWEN, 2001; CATONE
et al., 2003). Além da localizacdo genital, o TVT também pode ter localizacédo
extragenital, pelo habito social de lamber ou de farejar a genitalia externa
permitindo a implantacdo de células neoplésicas e consequentemente o seu
crescimento em sitios extragenitais (VERMOOTEN, 1987; SALINAS & CRUZ, 1995;
PEREIRA et al., 2000; RODRIGUES et al., 2001; ALBANESE et al., 2002).

A regressdo esponténea ndo € esperada nos casos naturais e a doenca
€ diagnosticada mais comumente pelo exame citolégico e raramente pelo
histopatoldgico (BATAMUSI & KESSY, 1993; ROCHA, 1998ab; MacEWEN, 2001;
ROCHA et al., 2001; AMARAL et al., em publicacédo).

A terapia oncoldgica recomendada para o TVT é a quimioterapia, a
remocgdo cirargica e/ou a radioterapia. A quimioterapia € de escolha pelo
sucesso na resposta curativa na grande maioria dos animais portadores de TVT.
Apesar disto, uma parcela significante de animais ndo responde
satisfatoriamente a quimioterapia por exibirem graves efeitos colaterais a esse

tratamento, tais como sinais de toxicidade ou resisténcia a droga (CALVERT et
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al., 1982; CAMACHO & LAUS, 1987; DALECK et al., 1987; OGILVIE, 1996;
TINUCCI-COSTA, 1999a; ERUNAL-MARAL et al., 2000; MacEWEN, 2001;
PAPAZOGLOU et al., 2001; BRANDAO et al., 2002).

A atividade proliferativa de células representa um processo biolédgico
cujo entendimento é de grande importancia, visto que alteracbes nesse
processo podem estar relacionadas com o desenvolvimento de neoplasias.
AvaliacOes quantitativa e qualitativa da proliferacdo celular ao lado do melhor
entendimento dos eventos do ciclo celular estdo trazendo informacdes
relevantes que podem ter repercussdes no manejo terapéutico das neoplasias
(PRESTON-MARTIN et al., 1990).

A deteccéo da atividade proliferativa da célula por meio dos métodos
de identificacdo das regides organizadoras nucleolares argentofilicas (AgNOR) e
do nucléolo pela concentracao eletrolitica critica (CEC) tem contribuido para o
monitoramento e respectiva terapéutica de neoplasias, inclusive no TVT (QUINN
& WRIGHT, 1990; GREATTI et al., 2004).

As células mantidas em cultura conservam suas propriedades
secretoras, fusdo, contragdo, entre outras, fendbmenos impossiveis de serem
analisados em estudos in vivo (ALBERTS et al., 1997). Em vista disso, a
contribuicdio do teste in vitro, tem sido muito importante para o
aprimoramento de diagnoéstico e tratamento de uma variedade de tumores
(MISDORP, 1990; ATHANASOU, 1999).

A propolis contém varios componentes quimicos e apresenta um
amplo espectro de atividades biol6gicas, tais como: atividade antitumoral,

antioxidante, antibacteriana, antiviral, antifungica, antiinflamatéria e
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Tumor venéreo transmissivel

2.1.1. Incidéncia, sexo, raca, idade e forma de transmissao

O tumor venéreo transmissivel (TVT) foi inicialmente descrito por
Novinsky (1876), e posteriormente por Smith & Washbourn (VERMOOTEN, 1987;
MARCHAL et al., 1997; ROGERS, 1997; MacEWEN, 2001), como primeiro tumor
transmissivel e transplantavel (BOOTH, 1994) e mantém essas caracteristicas
desde a primeira descri¢cdo até os dias atuais (HASLER & WEBER, 2000). Possui
distribuicdo mundial, prevalecendo em clima tropical e subtropical
(VERMOOTEN, 1987; GANDOTRA et al., 1993; BOOTH, 1994, SOBRAL et al.,
1998; BOSCOS et al., 1999; FERREIRA et al., 2000; VARASCHIN et al., 2001),
principalmente nos paises com grande populacdo de cédes errantes. Nesses
animais, a transmisséo e a implantacdo ocorrem nos locais onde houve a quebra
da integridade das mucosas e da pele, que pode ocorrer pelo coito e/ou por
disputas de territérios, por exemplo (PAPAZOGLOU et al., 2001).

Estudos sobre o TVT de ocorréncia natural sdo extremamente
controversos com relacdo ao sexo, raca e idade. Apesar disso, COHEN (1985) e
ROGERS et al. (1998) relatam que a ocorréncia do TVT é maior em animais

adultos, principalmente durante a fase reprodutiva. TINUCCI-COSTA (1994) e
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SOBRAL et al. (1998) reportam que a ocorréncia prevalece em fémeas, pelo
fato do numero de parceiros durante o periodo de cio, enquanto PAPAZOGLOU
et al. (2001) e BRANDAO et al. (2002) relatam maior incidéncia em machos.
Além da transmissdo natural, o TVT pode ser induzido
experimentalmente (COHEN, 1978; COCKRILL & BEASLEY, 1979; OTOMO et al.,
1981; HARMELIN et al., 2001; HARMELIN et al., 2002). Nestas condic¢des, 0 curso
clinico do TVT varia desde a regressdo espontanea até a disseminacéo
metastatica, dependendo da resposta imune do paciente (COHEN, 1985,
ALBANESE et al., 2002; MacLACHLAN & KENEDDY, 2002). Nos animais
imunocompetentes, h& regressdo completa e definitiva em até seis meses. Por
outro lado, nos imunossuprimidos, o tumor se desenvolve e até metastatiza

(COHEN, 1985; VERMOOTEN, 1987; HARMELIN et al., 2002).

2.1.2. Imunologia

Estudos imunologicos demonstram claramente que o TVT € antigénico
e que a resposta imune contra o tumor, principalmente a celular, desenvolve
papel importante no comportamento biolégico da doenca, tanto na forma
natural como na induzida experimentalmente (TINUCCI-COSTA, 1994;
MacEWEN, 2001; ALBANESE et al., 2002).

A resposta imune humoral contra o TVT foi descrita (YANG et al.,
1991), estando envolvida na inducdo da regressdao tumoral durante e apds a
quimioterapia (COHEN, 1985).

Anticorpos da classe 1gG anti-TVT podem ser detectados no soro da
maioria dos animais que desenvolveram o tumor, independente do estagio da

doenca (COHEN, 1985; YANG, 1987; FENTON & YANG, 1988; YANG et al., 1991;
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ROGERS, 1997; MacEWEN, 2001). Esses anticorpos sdo direcionados contra os
antigenos de histocompatibilidade principal de classe Il (MHC-II), pelo fato das
células do TVT ndo apresentarem [,-microglobulina de superficie, o que se faz
necessario para expressao dos antigenos de MHC classe | (COHEN et al., 1984).
Em vista disto, a presenca de anticorpos circulantes em cées adultos e ndo em
cdes jovens, pode ajudar a explicar a causa de metastases nestes (FENTON &
YANG, 1988).

YANG (1987), PEREZ et al. (1998), CHU et al. (2001), HSIAO et al.
(2002) e LIAO et al. (2003), em modelo experimental, dividiram o crescimento
biologico do TVT em fases: P, crescimento progressivo, E, estabilidade e R,
regressdo espontanea. A fase R se caracteriza pelo maior nimero de linfocitos
que secretam fatores, aumentando a expressdao de MHC classe | e Il, atraindo
células CD4+ e CD8+. Na fase P, os sinais de supressdo da resposta imune sédo
semelhantes ao que ocorre no homem com neoplasias malignas. Na forma
natural, GONZALEZ et al. (2000) relatam o predominio de linfocitos CD8+,
desempenhando papel importante na regressao do tumor.

LIAO et al. (2003) demonstraram papel importante das células de
TVT, pois foram detectadas proteinas secretadas por essas células com
especificidade para a inducdo de apoptose em células B. Essas mesmas
proteinas que também séo toxicas para linfocitos B de outras espécies podem
ser utilizadas nas doencas que requerem destruicdo especifica das células B,
tais como no tratamento de doencas auto-imunes e algumas neoplasias. Por
estas razbes, o TVT pode se prestar como modelo de investigacdo da interagéo

entre o crescimento tumoral e o sistema imune do hospedeiro, bem como
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possivel produtor de farmaco, para aquelas doengas (YANG, 1981; HAYES et al.,

1983; RECHAVI et al., 1991; LIAO et al., 2003).

2.1.3. Diagnostico citopatologico

O exame citologico constitui-se em importante meétodo de
diagnostico na avaliagdo dos mais diferentes 6rgdos e doencas. Os métodos
citopatolégicos datam da metade do século XIX, quando pesquisadores
detectaram células anormais nos liquidos corporais como a urina e secrecdes
gastricas. As ultimas décadas testemunharam um aumento extraordinario da
aplicacdo da citopatologia a inumeros 6rgdos e tecidos do homem e de outros
animais de forma que, hoje em dia, ela é considerada uma modalidade
rotineira no diagnostico e no tratamento de tumor (COWEL & TYLER, 1989;
WRIGHT & PARRY, 1989; KROGER et al., 1991; ROCHA, 1998ab; MacEWEN, 2001;
ROCHA et al., 2001; AMARAL et al., em publicacédo).

Diversos fatores influenciam a celularidade de uma amostra
citopatoldgica, inclusive o método de amostragem, o instrumental utilizado, a
experiéncia de quem colhe e o tipo de tecido a ser colhido (COWEL & TYLER,
1989; CARVALHO, 1993; ROCHA, 1998ab).

O padrao tissular é perdido nas amostras citopatoldgicas. Entretanto,
a relacdo entre as células € um critério Gtil para o diagnéstico. As células
podem se apresentar individualizadas, em pequenos grupos, em laminas de
monocamadas ou em grumos tridimensionais. Algumas podem se fundir e formar
célula grande multinucleada. O tamanho das células neoplasicas varia muito, de

regulares, média a extremamente grandes, enquanto o citoplasma € avaliado
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para cor, textura e presenc¢a de vacuolos unicos ou multiplos (COWEL & TYLER,
1989; WELLMAN, 1990; FROST, 1991; CARVALHO, 1993).

O tamanho e a forma do nucleo e as alteragcdes da membrana e da
cromatina nucleares, a proeminéncia do nucléolo e a atividade mitética sdo
parametros importantes na avaliacdo citopatologica (COWEL & TYLER, 1989;
FROST, 1991; CARVALHO, 1993).

As caracteristicas morfologicas de células de TVT podem estar
associadas a diferentes linhagens celulares. Essas diferencas podem estar
associadas ao comportamento biolégico o qual pode interferir no
monitoramento desta neoplasia (MOHANTY E RAJYA 1977 ROGERS et al., 1998;

VARASCHIN et al. 2001).

2.1.4. Marcadores de proliferacéo celular

A capacidade proliferativa aumentada é uma das principais
caracteristicas das células neoplasicas (PRESTON-MARTIN et al., 1990).
Marcadores do indice de proliferacdo celular podem ser Gteis na avaliacdo da
agressividade da neoplasia e, consequentemente, informam o estadiamento e a

sensibilidade a protocolos e quimioterapia (QUINN & WRIGHT, 1990).

2.1.4.1. Regibes organizadoras de nucléolos argentofilicas
(AgNOR)

As regibes organizadoras de nucléolo argentofilicas (AgNOR) séo alcas
de DNA que ocorrem no nucléolo das células e possuem genes DNA ribossomais

(DERENZINI et al., 1994). As AgNORs estdo envolvidas na transcricdo do RNA
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ribossomal durante a interfase, sendo amplamente utilizadas para estimar o
estagio celular e a atividade nuclear (CHU et al., 2001). Os genes RNA
ribossomais tém importante papel na sintese protéica, crescimento e
diferenciacéo celular (EGAN & CROCKER, 1988).

Existe uma técnica, relativamente simples, eficiente e econémica
que utiliza a prata a qual permite identificar e quantificar os AgNORs (VAIL et
al., 1996). Por esse método € possivel avaliar a taxa de proliferacdo celular nas
neoplasias e consequentemente diferencid-las entre malignas e benignas
(DERENZINI & PLOTON, 1991; DESTEXHE et al., 1995; SANTOS et al., 1998).

Na técnica de impregnacado pela prata, AQNORs é possivel identificar
na interfase trés tipos de configuragfes protéicas: na primeira delas, as NORs
estdo agregadas formando uma estrutura Unica, correspondente ao proéprio
nucléolo - a atividade transcricional nessas células é baixa; no segundo tipo, as
NORs sdo vistas dentro do nucléolo como pontos corados inseridos numa matriz
nucleolar - essa configuracdo € indicativa de estar se iniciando a atividade
transcricional; no terceiro tipo, as proteinas AQNORs podem apresentar-se como
varios pontos compactos distribuidos pelo nucleo - correspondendo a alta
atividade transcricional, caracteristica de células reativas, principalmente
neoplasicas (GROTTO, 1990; MOSGOELLER et al., 1996; SANTOS et al., 1998;
MELLO, 2001).

Pelas vantagens que a técnica de AgNOR oferece, ultimamente os
pesquisadores sugeriram algumas modificacdes no sentido de auxiliar na
identificacdo do comportamento bioldgico das neoplasias. Para tal, esses
especialistas no assunto sugerem identificar e/ou quantificar a morfologia das

NORs. Nas células de neoplasias de comportamento bioldgico mais agressivo, as
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areas ocupadas pelas AgNORs sdo menores do que nas de comportamento de
menor agressividade (EGAN & CROCKER, 1988; GROTTO, 1990).

Para averiguar essa informacdo, pesquisadores reproduziram a nova
metodologia em cortes histoldgicos do TVT na forma natural e de localizagéo
genital e extragenital. Os autores avaliaram o comportamento biol6gico do
tumor e concluiram que a técnica se mostrou adequada para indicar o grau de
agressividade do tumor, bem como, para emitir posicdo diante do progndstico
dos animais que participaram do estudo (HARMELIN et al., 1995; SANTOS et al.,

1998; KARADEMIR et al., 1998; CHU et al., 2001).

2.1.4.2. Concentragéo eletrolitica critica (CEC)

O nucléolo é a organela celular cuja funcdo € produzir ribossomos.
Seu tamanho e forma dependem do estado funcional celular, variando conforme
a espécie e, dentro de uma espécie, de tecido para tecido e mesmo de célula
para célula (MOSGOELLER et al., 1996; MELLO, 2001).

Em geral, células em proliferacdo ou metabolicamente ativas tém
nucléolos mais proeminentes e em maior numero (KAMEL et al., 1990), sempre
reconhecidos como organelas celulares que se tornam proeminentes nas lesdes
proliferativas, essencialmente as neoplasias malignas (BARBISAN et al., 1998).
Podem ser observados um ou mais nucléolos por ndcleo, porém, a maioria das
células possui apenas um nucléolo (MELLO, 2001).

Uma técnica para a visualizacdo do nucléolo, baseada na variante do
método de concentracdo eletrolitica critica (CEC) para complexos de

nucleoproteinas foi proposto por MELLO et al (1993).
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O método consiste em tratar células com solucdes de azul de
toluidina na presenca de concentracbes de fons Mg?*, de tal forma que
complexos ribonucleoproteicos mostrem uma alta metacromasia, enquanto 0s
complexos de DNA-proteinas atingem seu ponto de concentracdo eletrolitica
critica, perdendo entdo sua metacromasia (MELLO et al., 1993; MELLO &
FALCO, 1996). Neste método, as moléculas de azul de toluidina irdo competir
com as de Mg®* pelos mesmos sitios anidnicos no substrato, no caso grupos
fosfatos de DNA e RNA. O DNA ligara poucas moléculas de corante e aparecera
corado de forma esverdeada, porque sua concentracdo critica de eletrdlitos
(CEC) tera sido alcangcada, enquanto o RNA (especialmente ribossomal)
aparecera corado em violeta (metacromasia) porque sua CEC é superior a do
DNA, somente sendo atingida em concentracdes de Mg* muito mais elevadas
(MELLO, 2001).

A técnica é proposta para estudos envolvendo identificacédo,
morfometria e eventuais mudancas na subestrutura do nucléolo ao microscopio
de luz (MELLO et al., 1993). Esse método também tem sido proposto como
ferramenta util para rapida identificacdo e estudos de células apoptoticas
(VIDAL et al., 1996; MELLO, 1997).

Por meio de técnicas citoquimicas usuais, como a concentracdo
critica de eletrélitos (CEC), podem-se obter imagens nucleolares nitidas,

possibilitando sua anélise morfoldgica e morfométrica (MELLO et al., 1993).

2.1.5. Terapia

O TVT responde a varias formas de terapia: cirurgia, radioterapia ou

quimioterapia. Embora a quimioterapia seja utilizada e a regressdao do tumor
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possa acontecer, ha efeitos colaterais toxicos graves causados por essa conduta
terapéutica, necessitando eventualmente a interrupgdo do tratamento
(CALVERT et al., 1982; CAMACHO & LAUS, 1987; DALECK et al., 1987; OGILVIE,
1996; ERUNAL-MARAL et al., 2000; MacEWEN, 2001; PAPAZOGLOU et al., 2001).
Dentre esses efeitos, estdo: mielossupressdo, cardiotoxicidade, problemas
gastrintestinais (nausea, vomito, inapeténcia, diarréia), alopecia e, em alguns
casos, neurotoxicidade (KISSEBERTH & MacEWEN, 2001).

Pesquisadores brasileiros tém conseguido constatacdes importantes,
embora incertezas também existam, com relacdo a resisténcia a quimioterapia

para o TVT (TINUCCI-COSTA, 1999a; BRANDAO et al., 2002; GASPAR, 2005).

2.2. Prépolis e o sistema in vitro

2.2.1. Propolis

As terapias utilizadas para pacientes com tumor ndo apresentam
seletividade para as células neoplasicas. Dessa forma, induzem nas células
normais destes pacientes efeitos extremamente severos por interferir no ciclo
celular. Como resultado, o tratamento do cancer causa significante morbidade
e mortalidade (KISSEBERTH & MacEWEN, 2001). Portanto, na tentativa de
reduzir os efeitos colaterais dos quimioterapicos, a utilizacdo de produtos
naturais com atividade antitumoral e imunomoduladora tem sido aventada
ultimamente.

A prépolis, um produto elaborado pelas abelhas a partir de secrecdes
de arvores, flores, folha e pdélen, é um conjunto complexo de substancias

(BANKOVA et al., 1999; BANSKOTA et al., 2001; CHEN et al., 2004). As abelhas
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utilizam-na para vedar frestas, recobrir superficies irregulares ou insetos e
eventuais invasores que morrem no interior da colméia, com a finalidade de
evitar sua decomposicédo (CHEN et al., 2004).

A propolis vem sendo usada na medicina popular, principalmente na
Europa, datando de pelo menos 300 a.C. (BANSKOTA et al., 2002; CHEN et al.,
2004). Utilizada em vérias partes do mundo, incluindo o Japéo, Estados Unidos
e Europa, aclamada por melhorar a saude e prevenir doencas como inflamacéo,
doenca cardiaca, diabete e até mesmo o cancer. Devido a estes fatores, houve
grande interesse em identificar a composicdo quimica e as propriedades
bioldgicas da prépolis (BANSKOTA et al., 2002).

A propolis contém varios componentes quimicos e apresenta um
amplo espectro de atividade biol6gica, incluindo: atividade antitumoral,
antioxidante, antibacteriana, antiviral, antifingica, antiinflamatoria e
imunomodulatéria (ORSI et al., 2000; BANSKOTA et al., 2001; SFORCIN et al.,
2002; MURAD et al., 2002; SA-NUNES et al., 2003; CHEN et al., 2004).

A padronizacdo da preparacdo da propolis € realmente dificil devido
a sua complexa composicdo e atividades farmacoldgicas resultantes da sua
variacdo geogréafica e origem botanica (ASO et al., 2004).

A composicdo da prépolis depende da vegetagdo da area de onde foi
coletada. Propolis da zona temperada contém um predominio de compostos
fendlicos, incluindo flavondides e derivados do éacido cindmico (MARCUCCI,
1995). Diterpendides e compostos prenilatados, que sdo virtualmente ausentes
na propolis de zonas temperadas, sdo relatados na propolis da América do Sul

juntamente com ligantes, flavonoides e outros compostos (BANSKOTA et al.,
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2002). Mesmo com estas diferencas na composicdo, a prépolis de ambas as
regides possuem propriedades bioldgicas similares (BANSKOTA et al., 2001).

As atividades antibidticas e imunomoduladoras, bem como os efeitos
antiinflamatorios, cicatrizantes e antitumorais sdo devidos aos diferentes
componentes dos extratos etanélico ou aquoso deste produto (ORSOLIC et al.,
2004).

BANKOVA et al. (1995) identificaram mais de 200 constituintes na
propolis brasileira, porém, varias atividades biolégicas ainda ndo foram bem
elucidadas. A prépolis é constituida por cera de abelha, flavondides, compostos
fenolicos como o &cido cindmico e seus ésteres, aldeidos e cetonas (CHEN et
al., 2004). O éster fenetil do acido cafeico (CAPE) € um dos componentes
isolados da propolis e que demonstra atividade antitumoral e antioxidante
(SUD’INA et al., 1993; CHEN et al., 2004). O CAPE apresentou citotoxicidade
nas células de cancer oral, mas ndo nas células normais (LEE et al., 2003).

Indmeros pesquisadores tém relatado a propriedade antitumoral da
propolis (SCHELLER et al., 1989; BASIC et al., 1995; CHIAO et al., 1995; RAO et
al., 1995; HUANG et al., 1996; MATSUNO et al., 1997; BANSKOTA et al., 2001;
CHEN et al., 2004). A atividade antitumoral dos flavondides é devida a inducéo
de apoptose (CHEN et al., 2004). Da propolis brasileira foram isolados 23
componentes, e quatro deles mostraram citotoxicidade contra fibrossarcoma no
homem e carcinoma de célon murino (BANSKOTA et al., 1998). Em 2000,
BANSKOTA et al. e HIROTA et al. isolaram dois novos compostos da propolis
brasileira e ambos apresentaram citotoxicidade em células de carcinoma
pulmonar humano. CHEN et al. (2001) observaram a inducédo de apoptose em

células leucémicas humanas através do CAPE. BANSKOTA et al. (2002)
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relataram atividade antitumoral dos componentes da proépolis contra varios
tumores. CHEN et al. (2004) relataram a citotoxicidade do propolin C, um dos
componentes isolados da prépolis, as células de melanoma humano.

Em pacientes asmaticos, estudos foram realizados introduzindo a
prépolis como um produto nutricional adicionado ao leite. A férmula nutricional
realmente mostrou reduzir a frequéncia e a severidade dos ataques,
possibilitada pela melhoria do sistema imune dos pacientes (KHAYYAL et al.,
2003).

Recentemente, fracBes soluveis em agua e formas da propolis natural
podem ser aplicadas por via oral ou parenteral, com uma eficacia médica
melhorada (ORSOLIC et al., 2003). Um preparado de propolis soluvel em agua
administrado por gavage a ratos com carcinoma mamario, demonstrou
efetividade antimetastatica, sugerindo que o preparado e seus componentes
estimularam os macrofagos, influenciando a resposta imune do animal (ORSOLIC
et al., 2004). A atividade antimetastatica do preparado da propolis soluvel em
agua parece ser parcialmente devida a sua atividade apoptotica (ORSOLIC et
al., 2003). Deste modo, a influéncia da propolis e seus compostos polifendlicos
podem ser Uteis em relacdo ao cancer e em prevenir metastases (ORSOLIC et

al., 2004).

2.2.2. Sistema in vitro

A cultura de células de vertebrados teve inicio no comeco do século
XX (CASTRO, 1978; ALBERTS et al., 1997, FRESHNEY, 2000). As técnicas de
cultivo séo Uteis para preservacdo e acumulo de materiais para varios estudos.

Tem sido observado que as caracteristicas morfologicas e bioldgicas séo
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mantidas na maioria das culturas em longo prazo (MISDORP, 1990). A
demonstracdo que tumores humanos também poderiam originar linhagens
celulares continuas encorajou o interesse pela cultura de tecidos humanos. O
desenvolvimento da cultura celular favoreceu dois principais ramos da pesquisa
na area médica: a producdo de vacinas antivirais e uma melhor compreensao
das neoplasias (FRESHNEY, 2000).

Os estudos de cultura celular tém aumentado formidavelmente o
entendimento da patogénese de certas neoplasias e tém fornecido bases para o
desenvolvimento de novos métodos de diagnostico e tratamento destes tumores
(ATHANASOU, 1999). Como as ceélulas em cultura mantém suas propriedades
(secrecdo de coldgeno, fusdo, contracdo, entre outras), isso permite o estudo
de fenbmenos que ndo sdo possiveis de serem analisados em tecidos intactos
(ALBERTS et al., 1997).

Em 1951, Bloom et al. (apud ADAMS et al. 1968) relataram o sucesso
da cultura, em curto periodo de tempo, da célula do TVT e, em 1968, ADAMS et
al. mantiveram as células de TVT em culturas continuas por mais de 18 meses.
Apés esse periodo, estas células tiveram o numero de cromossomos e sua
distribuicdo semelhante aos relatados nos TVTs espontaneos. (ADAMS et al.,
1981). MOHANTY & RAJYA (1977) e OKAMOTO et al. (1988) verificaram que a
morfologia celular do tumor mantido em cultura por 56 e 7 dias,
respectivamente, era semelhante a do TVT. Em 1979, BESCHORNER et al.
também realizaram a cultura de células do TVT com o propoésito de isolar e
caracterizar fatores inibitorios e bloqueadores do tumor. Isso afirma que
estudos do TVT feitos in vitro podem ser realizados, uma vez que as células ndo

perdem suas caracteristicas. Assim, a cultura de células do TVT em presenca de
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produtos naturais, como tratamento alternativo, pode fornecer contribuicdo

inédita e importante junto a este campo de pesquisa.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Verificar in vitro a possivel acdo antitumoral da propolis sobre a

agressividade do tumor venéreo transmissivel (TVT) canino.

3.2. Especificos

€ Pela técnica de coloracdo de Giemsa correlacionar a morfologia

das células de TVT com o grau de agressividade;

€ Avaliar o indice de proliferacdo celular nos diferentes tipos
morfoldgicos do TVT utilizando as técnicas das regibes organizadoras de
nucléolos argentofilicas (AgNORs) e da concentracdo critica de eletrélitos

(CEC);

€ Determinar a sensibilidade do TVT a prépolis in vitro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Camara de ética em pesquisa

Os proprietarios dos animais envolvidos no estudo foram previamente
informados quanto a finalidade da pesquisa e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido. O projeto esteve de acordo com o0s Principios
Eticos na Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Camara de Etica
em Experimentagcdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

da UNESP, campus de Botucatu, protocolo n°® 60/2002-CEEA.

4.2. Selecdo do TVT natural

Participaram deste estudo 77 cdes com diagnostico de TVT de forma
natural. Nao foi levado em consideracdo 0 sexo, a raca e a idade desses
animais. Todos fizeram parte do atendimento do Hospital Veterinario da FMVZ-
UNESP, Campus de Botucatu.

Com a finalidade de estabelecer a manifestacdo clinica do TVT,
foram considerados a sua localizacdo, o seu tamanho, o seu tempo de evolucéo
e 0 seu comportamento bioldgico. Para a localizacdo, utilizou-se a

nomenclatura ja padronizada pela literatura especializada no assunto: a genital
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e a extragenital (GUEDES et al., 1996; PAPAZOGLOU, 2001; RODRIGUES, 2001).
Para o tamanho, convencionou-se em chamar de pequeno, quando o tumor
media até 3 cm J; meédio, de 3 a 6 cm < e grande, acima de 6 cm . Para
estabelecer o tempo de evolucdo, considerou-se a informacdo obtida pelo
proprietdrio do animal. Assim, dividiu-se em: tumores recentes - com até trés
semanas de evolucdo, estabelecidos - de trés a oito semanas de evolucdo ou
antigos - superior a oito semanas. Ao comportamento bioldgico, os tumores
foram definidos como primarios, ndo-primarios ou recorrentes.

O tamanho do tumor foi estimado no momento da coleta com o
auxilio de um paquimetro, utilizando-se o sistema biométrico de trés
dimensbes, quando possivel e ponto inicial da medicédo foi o de maior extensédo

da lesao.

4.3. Exame citopatolégico

4.3.1. Puncao - CAAF - TVT superficial

A citologia aspirativa com agulha fina (CAAF) foi realizada apoés
assepsia com alcool iodado, com o animal em posicdo confortavel. Dependendo
do tamanho da lesdo, foram utilizadas agulhas hipodérmicas descartaveis BD
26GY2 a 22G1Y. acopladas as seringas descartaveis de 10 mL, conectadas ao
citoaspirador de Valeri (MPJ). Foi realizada a puncdo da massa seguida da
aplicacdo de pressdo negativa, fazendo-se o reposicionamento da agulha sem
gue ela saisse da mesma. A seguir, a pressao negativa foi desfeita e a agulha foi

retirada da massa. O local da puncéo foi pressionado com algoddo embebido em
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alcool iodado para evitar o sangramento. A agulha foi entdo desacoplada da
seringa, aspirando para dentro da mesma um pequeno volume de ar, suficiente
para expulsar o conteddo da agulha sobre ldminas de microscopia com
extremidade fosca, procedendo-se imediatamente a extensdo do material
(COWEL & TYLER, 1989). As puncbes foram realizadas no Ambulatério de

Cirurgia de Pequenos Animais da FMVZ - UNESP, campus de Botucatu.

4.3.2. Esfoliacdo - escova ginecoldgica - TVT profundo

A escova ginecoldgica foi utilizada para colher amostras
exclusivamente das lesdes localizadas nos seios nasais e na genitalia, no macho,
quando se situava na base do pénis e, na fémea, quando situado na vagina.
Nesses locais, a escova ginecoldgica entrava em contato com a lesédo e girava-se
em um mesmo sentido. A amostra obtida foi imediatamente estendida em
laminas de microscopia com extremidade fosca girando-se a escova em sentido
contrario ao de coleta. As coletas foram realizadas no Ambulatério de Cirurgia

e Reproducéo de Pequenos Animais da FMVZ - UNESP, campus de Botucatu.

4.3.3. Processamento das amostras

Das amostras obtidas, tanto pela pungdo como pela esfoliacdo, duas
laminas ainda Umidas eram imersas imediatamente em etanol 95% para
coloracdo pelo método de AgNOR, enquanto outras cinco eram secar ao ar,
fixadas em metanol e coradas pelo método de Giemsa, para a avaliacdo da

morfologia celular e CEC, para avaliacdo da proliferacédo celular.
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4.3.4. Leitura e classificacdo das amostras citoldgicas -

Giemsa

Foram selecionadas trés laminas de cada amostra obtida por puncéo
ou esfoliacdo para a avaliacdo da morfologia celular (célula com aspecto
plasmocitéide ou linfocitéide) ao microscépio de luz em aumento de 400x*. A
amostra foi considerada adequada quando as células estavam bem conservadas,
fixadas, coradas e visiveis sem sobreposicdo pelas proprias células de TVT, por
hemaceas, células inflamatdrias ou outros contaminantes.

De acordo com parametros morfolégicos analisados, as neoplasias
foram divididas em trés grupos a seguir: a) TVT linfocitoide, quando a
frequiéncia de células de TVT com morfologia arredondada, citoplasma escasso
e nucleo central representando cerca de 90% do volume celular era acima de
60%; b) TVT plasmocitéide, quando a frequéncia de células com morfologia
ovoide, citoplasma abundante e ndcleo excéntrico ocupando cerca de 50% do
volume celular era acima de 60% e c) TVT misto quando a celularidade entre os

tipos linfocitoide e plasmocitoide ndo ultrapassava 59% do total das células.

4.4.Marcadores de proliferacdo celular para avaliar a
agressividade dos diferentes grupos morfoldgicos

4.4.1. Regides organizadoras nucleolares argentofilicas
(AgNOR)

Para a solubilizacdo das proteinas nucleares reativas ao método de
AgNOR e facilitar a mensuracdo das areas AgNOR-positivas, uma técnica

modificada descrita por VIDAL et al. (1994) foi utilizada. Deste modo, 70
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amostras armazenadas em A&lcool 95°GL foram submetidas a hidratacdo
progressiva por imersdo em &lcool etilico 70°GL durante 15 minutos, seguido
por imersdo em agua deionizada por 10 minutos. Posteriormente, as laminas
foram imersas em uma solucdo de Triton X-100 a 0,5% em PBS, durante 15
minutos em temperatura ambiente. Apos, as laminas eram lavadas durante 10
minutos em agua corrente e coradas pelo método da prata coloidal descrito por
PLOTON et al. (1986). Esta técnica consistiu da mistura de 2 partes de uma
solucdo aquosa de prata a 50% com uma parte de uma solucdo aquosa de
gelatina a 2% em 4gua deionizada com &cido férmico 1%. Para a diminui¢cdo dos
depdsitos inespecificos de prata sobre o material, adotou-se a coloracdo com
laminas invertidas descritas por CROCKER (1992). Um mL da solugcéo de prata
coloidal foi depositado sobre uma bandeja de coloracdo de polipropileno e as
laminas, com a face do material voltada para baixo, foram depositadas sobre o
corante. A bandeja foi mantida em estufa a 37°C por 12 a 15 minutos, em
seguida as laminas foram lavadas em agua corrente, deixadas secar, montadas
com laminula e resina sintética (Permount®) e a seguir foram submetidas a
morfometria (Anexo 6).

4.4.1.1. Leitura das amostras citoldgicas - AQNOR

Das 70 laminas selecionadas sem a preévia classificagdo nos grupos
linfocitoide, plasmocitéide e misto, foram avaliadas 30 células selecionadas ao
acaso. O limiar de resolucdo (“threshold”) para os pontos de AgNORs foi
selecionado individualmente por lamina ap0s estabelecer o contraste adequado
para cada ponto/lamina, onde as AgNORs pudessem ser facilmente

identificadas. As laminas foram analisadas através do programa KS 300 versao

1 Jenamed 2-Carls Zeiss
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3.0% - Zeiss, observadas ao microscépio de luz®

sob objetiva de imersao
(aumento de 1000x), acoplada a camera SONY CCD - IRIS / RGB, que enviava as
imagens para o programa computacional.

Com essa coloracdo, os pontos bem visiveis de AgNORs nucleolares ou
dispersos no nucleo foram identificados e quantificados. Partindo destas
medidas, foram obtidos: area média dos pontos no nucléolo (A Pt Nu), a area
média dos pontos no nucleo (A Pt N), a area média dos pontos por célula (A Pt
C), a area média das AgNORs por nucléolo (A X Nu), a area média das AgNORs
por nucleo (A X N), a area média das AgNORs por célula (A X C), bem como o

nuimero meédio de pontos de NORs por nucléolo (N° X Pt Nu), por nacleo (N° X Pt

N) e por célula (N° X Pt C) , conforme as férmulas abaixo:

Area média dos pontos no nucléolo: Y. area de cada ponto de NOR nos nucléolos
Ndmero de pontos contados nos nucléolos

Area média dos pontos no nucleo: ¥ area de cada ponto de NOR nos nlcleos
Numero de pontos contados nos nucleos

Area média total dos pontos: Y. area de cada ponto de NOR nucleares e nucleolares
Ndmero de pontos contados nos nucléolos e nucleos

Area média das AgNORs por nucléolo: Y. area de cada ponto de NOR nos nucléolos
NUumero de nucléolos contados

Area média das AgNORs por nlcleo: 3 area de cada ponto de NOR nos nucleos
Numero de nucleos contados

Area média total das AgNOR: Y. area de cada ponto de NOR nucleares e nucleolares
Numero de células contadas

Ndmero médio de pontos de NORs por nucléolo: nimero de pontos de NOR nos nucléolos
Numero de nucléolos contados

Ndmero médio de pontos de NORs por nlcleo: numero de pontos de NOR nos nucleos

2 Carl Zeiss Vision image processing systems, KS300 - Konton Elektronik, Alemanha.
¥ LEICA DMR, Alemanha.
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Numero de nlicleos contados

Ndmero médio de pontos de NORs por célula: nimero de pontos de NOR nos nucleos e nucléolos
Numero de nucleos e nucléolos contados

4.4.2. Concentracéao eletrolitica critica (CEC)

Para o0 estabelecimento das concentracdes eletroliticas criticas
(CEC), 80 preparacdes citoldgicas fixadas em metanol ou alcool 95°GL foram
coradas com solucédo de azul de toluidina a 0,05% em tampao Mcllvaine com pH
4, durante 30 a 40 minutos. Imediatamente a coloracdo, o0s preparados
citolégicos foram tratados com solucdo aquosa de cloreto de magnésio (MgCl,)
0,05M durante 2 a 3 minutos, lavadas rapidamente com agua destilada (5

segundos), seca ao ar e montadas com resina Permount® (Anexo 7).

4.4.2.1. Leitura das amostras citoldgicas - CEC

Das 80 laminas selecionadas sem a prévia classificacdo nos grupos
linfocitdide, plasmocitéide e misto, foram avaliadas 50 células sob objetiva de
imersdo, ao microscopio de luz* acoplado & camera®, que enviou as imagens
para o programa computacional Image-Pro Plus, versdo 4.1°.

Na célula, contornos manuais foram realizados em torno do nucléolo
e do nicleo com o auxilio de mesa digitalizadora’, de modo que foram
determinados: a &rea dos nucléolos (A Nu), a &rea dos nucleos (A N), a relacdo

nucléolo:ndcleo (R Nu:N), o indice de circunferéncia dos nucléolos (IC Nu), o

* LEICA DMLS, CN.

® SONY CCD - IRIS / RGB, Color Video Camera - Japan - Modelo DXC-107A.
® Media Cybernetics. Silver Spring, MD, USA. 1999.

" WizardPen, 5x4, Genius.
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indice de circunferéncia dos nucleos (IC N), o diametro dos nucléolos (D Nu), o
didametro dos nucleos (D N), os eixos maiores dos nucléolos (Ema Nu), os eixos
menores dos nucléolos (Eme Nu), os eixos maiores dos nucleos (Ema N), os eixos

menores dos nucleos (Eme N), o nimero de nucléolos por célula de TVT (N° Nu).

4.5. Propolis e o sistema in vitro

4.5.1. Prépolis

A coleta da prépolis foi realizada no Setor de Apicultura da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Campus de Botucatu,
localizada na Fazenda Experimental Lageado. Foram utilizadas col6nias de
abelhas africanizadas (Apis mellifera, Linneaus, 1758) alojadas em colméias de
madeira modelo Langstroth. Telas propolisadoras foram colocadas sobre o
altimo componente das caixas de madeira e sob a tampa da colméia. Ao final
de um més, as telas foram retiradas, colocadas em freezer e, decorridas 24
horas, foram preparadas (distendidas e friccionadas) para liberacdo da prépolis
(TOTH, 1985).

A prépolis foi triturada e, em seguida, solu¢des de propolis a 30% em
alcool etilico (Synth®) a 70% foram preparadas e deixadas ao abrigo da luz, sob
agitacdo frequente, durante 7 dias. Decorrido este periodo, as solu¢des foram
filtradas e utilizadas para o preparo das concentracdes utilizadas nos ensaios

biologicos (SFORCIN et al., 2000).
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4.5.2. Cultura celular (sistema in vitro)

A concentracdo de proépolis utilizada, o nimero e o tempo de
incubacdo das ceélulas de TVT com propolis foram determinados em
experimentos pilotos realizados no Departamento de Microbiologia e Imunologia
do Instituto de Biociéncias da UNESP - Campus de Botucatu, Sdo Paulo (Anexo
18).

Como a amostra de TVT colhida pela técnica citopatolégica oferecia
material insuficiente para a padronizacdo do teste in vitro, o método de coleta
foi substituido pela retirada de fragmentos do tumor pelo ambulatério de
cirurgia de Pequenos Animais da FMVZ. Sem a prévia classificacdo pelo Giemsa
nos grupos linfocitéide, plasmocitdide e misto, esse material foi imediatamente
transportado para o Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto
de Biociéncias da UNESP, campus de Botucatu, em meio RPMI 1640 completo
(enriquecido com 15% de soro bovino fetal e L-glutamina - 2mM). As células de
TVT foram isoladas por meio de maceracdo com gaze sobre placa de vidro.
Posteriormente, esse material foi lavado com meio RPMI 1640 por centrifugacao
a 1500 rpm/10 minutos e a viabilidade e a concentracdo celular foram
determinadas pelo teste de exclusdo em azul de Tripan. Apés a centrifugacéo,
as células foram ressuspendidas em meio RPMI 1640 enriquecidos com 15% de
soro bovino fetal e L-glutamina (2mM) para ter-se 2x10° células/mL. 100 ul da
suspensdo celular foram distribuidos em cada poco da placa de microtitulacdo
de 96 pocos (fundo chato) e as culturas foram observadas ao microscépio

invertido e depois incubadas a 37°C em ar umidificado com 5% de CO,.
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A propolis, diluida no mesmo meio, foi incluida nas concentragdes de
10, 25, 50 e 100 ug/well, para analisar seu efeito apds 6, 24 e 48 horas,
comparando a viabilidade e a concentracdo das células tratadas com prépolis
com as células controle. A viabilidade e concentracéo celulares foram avaliadas
pelo método de exclusdo em azul de Tripan. Para observar um possivel efeito
do solvente da prépolis, algumas células foram incubadas somente com alcool

etilico 70%. Os experimentos foram todos realizados em duplicatas.

4.6. Analise estatistica

Para avaliar a viabilidade celular, foi utilizado o teste de Friedman
para os periodos de tempo e o teste de Kruskall-Wallis para as concentracdes
de propolis.

Para avaliar a concentracéo celular, foi utilizado o teste de Analise
de Variancia para Experimento em Blocos e, para comparagdo pareada
multipla, utilizou-se o método de Holm-Sidak.

A comparacdo dos valores médios de AgNORs para os diferentes
grupos morfologicos foi realizada utilizando-se a analise de variancia (ANOVA)
com verificacdo de significancia pelo teste de Tukey. Para comparacdo dos
valores médios de AgNORs entre tumores primarios e nao-primarios, utilizou-se
0 teste “t” e, para comparagdo entre as massas genitais e extragenitais,
utilizou-se o teste de Mann-Whitney (p<0,05).

Na avaliacdo dos valores médios obtidos pela técnica de CEC, para os
diferentes grupos morfolégicos, foi realizada a analise de variancia (ANOVA). Na

comparacdo dos valores entre tumores primarios e ndo-primarios e, na
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comparacdo entre 0s tumores genitais e extragenitais, para dados com
distribuicdo normal utilizou-se o teste “t”. Dados que ndo preencheram este
requisito foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney

(p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Observacgoes gerais

Para a melhor compreensdo, optou-se por apresentar os resultados
em etapas assim distribuidas: expressdo clinica do tumor nos cées, avaliacdo
morfoldgica das células de TVT, marcadores do indice de proliferacédo celular, e
influéncia da prépolis nas células do TVT in vitro. Nessas etapas, serdo
apresentados todos os parametros que demonstraram alteracdes significativas

entre os grupos e aqueles biologicamente relevantes.

5.2. Manifestacdao clinica do tumor

As racas dos 77 caes que participaram do trabalho foram distribuidas
das seguintes formas: Sem Raca Definida (60 cées), seguida por Poodle (4 caes),
Boxer e Pastor Aleméo (3 cdes cada), Teckel, Pastor Belga, Weimaraner, Fox
Paulistinha, Cocker, Sheepdog e Pointer (1 cdo cada). Com relacdo ao sexo, 0
namero de machos foi maior (51,94%) do que e o de fémeas (48,06%) (Anexos 3
ab).

Como houve uma grande variacdo na idade (1 a 18 anos), além

daqueles dos quais os proprietarios ndo souberam informar a idade, optou-se
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por agrupar em quatro faixas etarias: a) 0 a 6 anos (51 animais - 66,23%), b) 7 a
12 anos (11 animais - 14,29%), c) 13 a 18 anos (3 animais - 3,90%) e d) animais
com idade desconhecida (12 animais - 15,58%). A localizagéo preferencial do
tumor em todos os animais foi a genitalia (57 animais - 74,03%). O tamanho do
tumor foi uniforme em todos os animais. O tempo de evolugdo do tumor que
prevaleceu foi o antigo (35 animais - 45,45%). O comportamento biolégico
predominante foi o de tumores primarios (58 animais - 75,32%). Embora de
modo ndo-significativo, os animais inclusos na faixa etaria de 0 a 6 anos de
idade apresentaram mais parametros de manifestacdo clinica de TVT do que os

animais de outras faixas etarias (Tabela 1 e Figuras 1 e 2).
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TABELA 1 - Distribuicdo dos cdes que participaram do estudo de acordo com a
manifestacdo clinica: faixa etaria, localizacdo, tamanho, tempo de
evolucdo e comportamento biol6gico do TVT forma natural.

NUMERO DE ANIMAIS = 77

MANIFESTAGAO CLINICA 0-6 7-12 13-18 Desconhecida’

LOCALIZACAO
Genital 34 11 3 9
Extragenital 11 - - 1
Genital e extragenital 6 - - 2
TAMANHO (cm)
P 16 2 2
M 17 6 5
G 14 3 - 3
P+M+G* 4 - - 2
TEMPO DE EVOLUGAO (semanas)
Recente 5 1 1
Estabelecido 14 4 2
Antigo 26 6 - 3
Desconhecido 4 - 1 6
R+E+ A* 2 - - -
COMPORTAMENTO BIOLOGICO
Primario 36 10 3 9
N&o-primaério 8 - - 1
Recorrente 1 1 - -
P + Np*** 6 - - 2

* P=até3cmJ; M=de3a6cmJ; G=acimade6cm J.

** R = até 3 semanas de evolugdo; E = de 3 a 8 semanas de evolucdo; A = superior a 8 semanas de evolugéo.

** P = primario - sitio de implantagdo e/ou transplante inicial; NP = ndo-priméario - sitio de implantagdo e/ou
transplante secundario; R = recorrente - recidiva ap6s tratamento.

Idade desconhecida = proprietario nao soube informar.
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FIGURA 1- Cdo adulto com estdgio avancado de
tumor venéreo transmissivel acometendo
pénis (localizagdo genital) e regido
inguinal  (extragenital). Observar o
aumento de volume e a deformidade da
regido acometida (setas).

FIGURA 2 - Cao adulto com estagio avangado de tumor
venéreo transmissivel acometendo cavidade
oral (localizagdo extragenital). Observar a
deformidade da regido acometida (seta).
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5.3. Padronizacédo morfolégica do TVT

As amostras de células de TVT padronizadas de acordo com a
morfologia celular foram assim distribuidas: a) TVT linfocitéide (Figura 3), 21
amostras, 22,83%; b) TVT plasmocitéide (Figura 4), 41 amostras, 44,57% e c)
TVT misto (Figura 5), 30 amostras, 32,60%. No total, foram 92 amostras, pois 11
dos 77 animais apresentaram acima de um tumor por localizacdo (Figura 6 e

Anexos 3 a b).

FIGURA 3 - Grupo linfocitdide: quando era composto de uma
populacéo de células acima de 60% com aspecto de
linfécito - citoplasma escasso vacuolado e nucleo
central (seta). Giemsa, 640x.
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FIGURA 4 - Grupo plasmocitéide: quando era composto de
populacéo de células acima de 60% com aspecto de
plasmocitode - citoplasma amplo e vacuolado,
nucleo excéntrico (setas). Giemsa, 640x.

FIGURA 5 - Grupo misto: quando era composto de populacdo de
células de aspecto linfocitéide (cabeca de seta) e
plasmocitoide (seta) que ndo ultrapassava de 59%.
Giemsa, 640x.
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FIGURA 6 - C&o adulto com estagio avancado de tumor venéreo
transmissivel acometendo pénis (localizacdo
genital) e pele (extragenital - setas). Observar o
aumento de volume e a deformidade da regido
genital (cabeca de seta).

Quando se compararam os grupos linfocitoide, plasmocitoide e misto
com a faixa etaria dos animais, observou-se que o grupo plasmocitéide estava
presente em todas as faixas etarias, inclusive com predominio para os animais
entre 0 a 6 anos de idade (Tabela 2). Essa mesma comparacao foi observada nos
parametros de tempo de evolucdo e do comportamento bioldgico.

Por outro lado, houve predominio do grupo linfocitoide nesses
parametros nos animais de faixas etarias de 13 a 18 anos e o grupo misto nos de

idade desconhecida.
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TABELA 2 - Distribuicdo das neoplasias nos Grupos Linfocitdide, Plasmocitdide e Misto
e sua correlacdo a faixa etéria, localizacdo, tamanho, tempo de evolucao
e comportamento bioldgico do TVT forma natural.

NEOPLASIAS = 92

MANIFESTACAO 0-6 7-12 13-18 Desconhecida®
CLINICA L P M L P M L P M L P M
LOCALIZACAO

Genital 8 20 13 3 4 4 2 1 - 4 4 3

Extragenital 4 12 6 - - - - - - - - 4
TAMANHO (cm) *

Pequeno 5 8 8 - 1 1 2 - - 1 1 3

Médio 6 9 7 2 1 3 - 1 -

Grande 1 15 4 1 2 - - - - 1 1 1
TEMPO DE EVOLUCAO (semanas) **

Recente - 3 3 - - 1 1 - - 1 - -

Estabelecido 4 8 5 - 3 1 - 1 - - 1 2

Antigo 6 18 11 3 1 2 - - - - 2

Desconhecido 2 3 - - - - 1 - - 2 3 3
COMPORTAMENTO BIOLOGICO ***

Primario 10 18 14 2 4 4 2 1 - 4 4 3

N&o-primario 2 12 5 - - - - - - - - 4

Recorrente - 2 - 1 - - - - - - - -

* P=até3cm J; M=de3a6cmJ; G=acimade6cmJ.

** R = até 3 semanas de evolugéo; E = de 3 a 8 semanas de evolugdo; A = superior a 8 semanas de evolugao.

** P = primario - sitio de implantacdo e/ou transplante inicial; NP = ndo-primario - sitio de implantagdo e/ou
transplante secundario; R = recorrente - recidiva apds tratamento.

. Idade desconhecida = proprietario ndo soube informar.
L = linfocitéide; P = plasmocitéide; M = misto.

5.4. Marcadores do indice de proliferacdo celular

5.4.1. AgNOR

As 70 amostras dos 77 animais utilizadas para medir o indice de

proliferacdo celular pelo AgNOR (Figura 7) foram distribuidas da seguinte
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forma: Grupo linfocitéide, 20 amostras, 28,57%, Grupo plasmocitoide, 28
amostras, 40%, Grupo misto, 22 amostras, 31,43% (Anexos 8 a 13).

Independente da faixa etaria, a positividade do AgNOR no grupo
plasmocitoide foi observada em todos os animais. Porém, essa positividade é
mais pronunciada na faixa etaria de 0 a 6 anos, e, dentro desta faixa, essa
positividade de AgNOR é também relevante na localizacdo, tamanho, tempo de
evolucédo e comportamento bioldgico do TVT, quando se compara com 0s outros

animais e seus respectivos parametros avaliados (Tabela 3).

TABELA 3 - Frequiéncia de amostras de acordo com a manifestacdo clinica (idade,
localizacdo, tamanho, tempo de evolucdo e comportamento biolégico) nos
grupos morfolégicos, no indice de proliferacao celular pelo AgNOR.

NEOPLASIAS = 70

MANIFESTACAO 0-6 7-12 13-18 Desconhecida*

SRl L P M L P M L P M L P M
LOCALIZACAO
Genital 8 12 8 3 2 2 1 - - 4 3 3
Extragenital 4 11 5 - - - - - - - - 4
TAMANHO (cm) *
Pequeno 5 5 3 - 1 - 1 - - 1 1 3
Médio 6 6 6 2 - 2 - - - 2 1 3
Grande 1 12 4 1 1 - - - - 1 1 1
TEMPO DE EVOLUCAO (semanas) **
Recente - 3 - - - - - - - 1 - -
Estabelecido 4 6 2 - 2 1 - - - - - 2
Antigo 6 11 11 3 - 1 - - - - 2
Desconhecido 2 3 - - - - 1 - - 2 3 3
COMPORTAMENTO BIOLOGICO ***
Primario 10 10 9 2 2 2 1 - - 4 3 3
Né&o-primario 2 11 4 - - - - - - - - 4
Recorrente - 2 - 1 - - - - - - - -

* P=até3cm J;M=de3a6cmJ; G=acimade6cmd

** R = até 3 semanas de evolugéo; E = de 3 a 8 semanas de evolugdo; A = superior a 8 semanas de evolugao

** P = primario - sitio de implantacdo e/ou transplante inicial; NP = ndo-primario - sitio de implantagdo e/ou
transplante secundario; R = recorrente - recidiva apds tratamento

. Idade desconhecida = proprietario ndo soube informar
L = linfocitéide; P = plasmocitéide; M = misto
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FIGURA 7 - Nucleo de células de TVT: identificacdo e
quantificacdo das regiBes organizadoras para
avaliar a proliferacdo celular. Observar os pontos
de AgNOR dispersos no nucleo (cabecas de seta) e
no nucléolo (seta). AgNOR, 1000x.

Os valores das AgNORs dos diferentes grupos morfoldgicos estdo
listados na Tabela 4. Comparando-se o0s valores entre 0s grupos, houve
diferenca significativa apenas no valor de ndmero de NORs por nucléolo,
guando comparado o grupo linfocitéide com o grupo plasmocitéide. Por outro
lado, isto ndo foi observado entre os grupos linfocitéide e misto, nem tampouco
entre o grupo misto com o grupo plasmocitoide.

Embora ndo tenha havido diferenca significativa nos demais valores
estudados, vale a pena ressaltar que no grupo plasmocitéide os valores de area

média de pontos no nucléolo, area média de pontos por célula, area meédia das
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AgNORs por nucléolo e area média das AgNORs por célula foram maiores do que

os outros dois grupos (linfocitéide e plasmocitoide).

TABELA 4 - Distribuicdo das medidas do indice de proliferacdo celular pelo AQNOR nos
Grupos Linfocitoide, Misto e Plasmocitéide do TVT, forma natural.

MORFOLOGIA
Linfocitéide (n=20) Misto (n=22) Plasmocitéide (n=28)
AREAS (um?)
A Pt Nu 1,20 + 0,82 1,42 + 1,05 1,66 + 0,98
APtN 0,24 +0,10 0,20 + 0,06 0,23 £0,13
APtC 0,54+ 0,23 0,55 0,16 0,67 £ 0,43
A X Nu 1,83 £1,31 1,88 + 1,06 2,20+ 1,14
AXN 1,39 £ 1,11 0,86 + 0,74 0,97 £0,79
AXC 3,40 + 1,80 2,91 + 1,06 3,38+ 1,80
NUMERO DE PONTOS
N X Pt Nu 1,77 £ 0,64" 1,53 + 0,39"° 1,43 £ 0,248
N X Pt N 5,01 + 3,86 4,06 + 3,43 4,33 +2,78
N X PtC 6,95 + 3,75 5,81 + 3,36 5,87 + 2,69

Resultados expressos em média e desvio padréo de 70 laminas.

Letras mailGsculas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos.

A Pt Nu = Area média dos pontos no nucléolo; A Pt N = Area média dos pontos no nicleo; A Pt C = Area média dos
pontos por célula; A X Nu = Area média das AgNORs por nucléolo; A X N = Area média das AgNORs por nicleo; A X C =
Area média das AgNORs por célula; N X Pt Nu = Nimero médio de pontos de NORs por nucléolo; N X Pt N = Namero
médio de pontos de NORs por nicleo; N X Pt C = Nimero médio de pontos de NORs por célula.

Estudando o comportamento bioldgico dos tumores, primarios e nao-
primérios, houve diferenga significativa apenas na area média dos pontos no
nacleo, sendo que os tumores primarios apresentaram valores maiores (Tabela

5).
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TABELA 5 - Distribuicdo dos valores médios do indice de proliferacdo celular pelo
AgNOR e sua correlagdo com o comportamento bioldgico, primario e ndo-
priméario, no TVT na forma natural.

COMPORTAMENTO BIOLOGICO

Primarios (n=46) Nao-primarios (n=46)

AREAS (um?)

A Pt Nu 1,32 +0,91 1,70 £ 1,04

APtN 0,24 +0,12" 0,19 + 0,06®

APtC 0,61+ 0,36 0,56 + 0,19

A X Nu 1,87 £1,06 2,23+£1,18

AXxN 1,05 £ 0,97 1,05+£0,76

AxC 3,17 £ 1,77 3,37 £1,68
NUMERO DE PONTOS

N X Pt Nu 1,62 £ 0,51 1,44 £ 0,27

N XPtN 4,27 + 3,45 4,81 + 3,03

NXPtC 6,09 + 3,38 6,29 £ 2,95

Resultados expressos em média e desvio padréo de 70 laminas.
Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos.

A Pt Nu = Area média dos pontos no nucléolo; A Pt N = Area média dos pontos no nicleo; A Pt C = Area média dos
pontos por célula; A X Nu = Area média das AgNORs por nucléolo; A X N = Area média das AgNORs por nicleo; A X C =
Area média das AgNORs por célula; N X Pt Nu = Nimero médio de pontos de NORs por nucléolo; N X Pt N = Namero
médio de pontos de NORs por nicleo; N X Pt C = Nimero médio de pontos de NORs por célula.

Quando comparado a

localizagdo dos tumores

(genitais

e

extragenitais), houve diferenca significativa apenas na area média de pontos de

NORs por nucleo, sendo maior nos tumores genitais (Tabela 6).
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TABELA 6 - Distribuicdo da mediana do indice de proliferacdo celular pelo AgNOR e
sua correlacdo com a localizacéo, genital e extragenital, no TVT na forma

natural.
LOCALIZACAO
Genitais (n=47) Extragenitais (n=45)

AREAS (um?)

A Pt Nu 1,27 1,08

APtN 0,21* 0,19°

APtC 0,52 0,50

A X Nu 1,74 1,40

AXN 0,90 0,73

AxC 3,33 3,04
NUMERO DE PONTOS

N X Pt Nu 1,47 1,43

N X PtN 4,60 4,16

NXPtC 6,33 5,93

Resultados expressos em média e desvio padréo de 70 laminas.

Letras mailGsculas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos.

A Pt Nu = Area média dos pontos no nucléolo; A Pt N = Area média dos pontos no ntcleo; A Pt C = Area média dos
pontos por célula; A X Nu = Area média das AgNORs por nucléolo; A X N = Area média das AgNORs por nicleo; A X C =
Area média das AgNORs por célula; N X Pt Nu = Nimero médio de pontos de NORs por nucléolo; N X Pt N = Namero
médio de pontos de NORs por nicleo; N X Pt C = Nimero médio de pontos de NORs por célula.

5.4.2. CEC

Para o indice de proliferacdo celular pelo CEC (Figura 08), foram
utilizadas 80 amostras dos 77 animais. As amostras foram obtidas e agrupadas
de acordo com as caracteristicas celulares em: 20 casos no Grupo linfocitdide -
25%, 35 casos (43,75%) no Grupo plasmocitéide e 25 casos (31,25%) no Grupo
misto; 56 casos foram primarios (70%) e 57 (71,25%) foram de localizacdo

genital (Anexos 14 a 17).
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7

FIGURA 8 - Nucleo de células de TVT: identificacdo
e quantificacdo dos nucléolos para
avaliar a proliferagdo celular. Observar
a atipia no nucléolo (seta) CEC, 1400x.

O grupo plasmocitéide se manifestou em todas as faixas etarias e
predominou nas de 0 a 6 anos. Nessa faixa etaria, a localizacdo, tamanho e
tempo de evolugdo o grupo plasmocitdéide também apresentou predominio
quando se compara com as outras faixas etarias. Por outro lado, nesses mesmos
parametros avaliados, o grupo linfocitoide predominou nas faixas etarias de 13

a 18 anos e o grupo misto no de idade desconhecida (Tabela 7).
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TABELA 7 - Freqiiéncia de amostras de acordo com a manifestacdo clinica (idade,
localizacdo, tamanho, tempo de evolugdo e comportamento bioldgico) nos
grupos morfoldgicos, no indice de proliferacado celular pelo CEC.

NEOPLASIAS = 80

MANIFESTACAO 0-6 7-12 13-18 Desconhecida®

LN L P M L P M L P M L P M
LOCALIZAGCAO
Genital 7 18 9 3 3 3 1 - - 4 4 3
Extragenital 4 12 5 - - - - - - - - 4
TAMANHO (cm) *
Pequeno 5 7 3 - 1 - 1 - -
Médio 5 10 7 2 1 3 - - -
Grande 1 13 4 1 1 - - - - 1 1 1
TEMPO DE EVOLUGAO (semanas) **
Recente - 3 - - - 1 - - - 1 - -
Estabelecido 4 8 3 - 3 1 - - - - 1 2
Antigo 5 16 11 3 - 1 - - - - 2
Desconhecido 2 3 - - - - 1 - - 2 3 3
COMPORTAMENTO BIOLOGICO ***
Primario 9 16 10 2 3 3 1 - - 4 4 3
N&o-primario 2 12 4 - - - - - - - - 4
Recorrente - 2 - 1 - - - - - - - -

* P=até3cmJ; M=de3a6cmJJ; G=acimade6cmJ

** R = até 3 semanas de evolugdo; E = de 3 a 8 semanas de evolugédo; A = superior a 8 semanas de evolugdo

** P = primario - sitio de implantagdo e/ou transplante inicial; NP = ndo-priméario - sitio de implantagdo e/ou
transplante secundario; R = recorrente - recidiva apés tratamento

¢ ldade desconhecida = proprietario ndo soube informar
L = linfocitéide; P = plasmocit6ide; M = misto

Das medidas realizadas, ndo houve diferenca significativa quando
comparadas entre os diferentes grupos morfoloégicos. Porém, no grupo
plasmocitoide, os valores de &rea dos nucléolos, indice de circunferéncia dos
nucléolos, didmetro dos nucléolos, eixos maiores dos nucléolos, eixos menores
dos nucléolos, nimero de nucléolos e diametro dos nucleos séo maiores do que
os dos grupos linfocitéide e grupo misto. Os valores médios para cada medida

de cada grupo estédo apresentados na Tabela 8.



BASSANI-SILVA, S.

Resultado
s 68

TABELA 8 - Distribuicdo dos valores médios do indice de proliferacéo celular pelo CEC
e sua correlacdo com os Grupos linfocitdide, plasmocitéide e misto no TVT
na forma natural.

MORFOLOGIA
Linfocitdide Misto Plasmocitéide
(n=20) (n=25) (n=35)

AREAS (um?)

Area dos nucléolos 3,90+1,11 4,21 +1,92 4,36 +1,81

Area dos nucleos 65,61+18,89 73,36+16,22 71,97+16,72
INDICES DE CIRCUNFERENCIA

indice de circunferéncia dos nucléolos 0,92 + 0,02 0,92 + 0,01 0,93 + 0,02

indice de circunferéncia dos nucleos 0,97 £ 0,01 0,97 £ 0,01 0,97 £ 0,01
DIAMETROS (um)

Diametro dos nucléolos 2,15+ 0,29 2,17 +£0,41 2,37 +£0,57

Diametro dos nucleos 9,13+0,81 9,41 £ 0,90 9,50 £ 1,10
EIXOS MAIORES (um)

Eixos maiores dos nucléolos 2,78 £ 0,35 2,87 +£0,60 3,01+0,70

Eixos maiores dos nicleos 10,11+0,81 10,36+1,13 10,4+1,15
EIXOS MENORES (um)

Eixos menores dos nucléolos 2,06 + 0,44 2,09 + 0,52 2,15+ 0,52

Eixos menores dos nuicleos 8,61+0,71 8,87 +£1,02 8,88 £ 1,01
NUMERO DE NUCLEOLOS

Numero de nucléolos 1,08 £ 0,13 1,06+0,11 1,10+ 0,21
RELACAO NUCLEOLO: NUCLEO

Relagdo nucléolo: nicleo 0,05+ 0,01 0,06 + 0,01 0,06 + 0,02

Resultados expressos em média e desvio padrédo de 80 laminas.

Estudando o comportamento biolégico dos tumores, primarios e nao-
primarios, houve diferenca significativa nas medidas de éarea de nucléolo,
relacdo nucléolo:nucleo, e eixo menor do nucléolo. Os valores para essas

medidas foram maiores nos tumores primarios (Tabela 9).
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TABELA 9 - Distribuicdo das medianas do indice de proliferacéo celular pelo CEC e sua
correlacdo com o comportamento biolégico, primério e ndo-primario, no
TVT na forma natural.

COMPORTAMENTO BIOLOGICO

Primarios (n=56) N&o-primarios (n=24)

AREAS (um?)

Area dos nucléolos 3,94% 3,34°

Area dos nucleos 69,60 63,93
INDICES DE CIRCUNFERENCIA

indice de circunferéncia dos nucléolos 0,92 0,93

indice de circunferéncia dos nucleos 0,97 0,98
DIAMETROS (um)

Didmetro dos nucléolos 2,19 2,05

Diametro dos nucleos 9,22 8,98
EIXOS MAIORES (um)

Eixos maiores dos nucléolos 2,79 2,66

Eixos maiores dos nucleos 10,17 9,93
EIXOS MENORES (um)

Eixos menores dos nucléolos 1,99% 1,85°

Eixos menores dos nucleos 8,68 8,46
NUMERO DE NUCLEOLOS

Numero de nucléolos 1,00 1,00
RELACAO NUCLEOLO: NUCLEO

Relacdo nucléolo: nicleo 0,06" 0,05®

Resultados expressos em mediana de 80 laminas.
Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos.

Quando se compara a localizacdo dos tumores houve apenas
diferenca significativa na &rea de nucléolo, relacdo nucléolo:nacleo, eixo
menor do nucléolo e diametro do nucléolo, sendo que as medianas para 0s

tumores genitais foram maiores (Tabela 10).
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TABELA 10 - Distribuicdo das medianas do indice de proliferacdo celular pelo CEC e
sua correlacdo com a localizacdo, genital e extragenital no TVT forma

natural.
LOCALIZACAO
Genital (n=57) Extragenital (n=23)

AREAS (um?)

Area dos nucléolos 3,914 3,388

Area dos nucleos 70,12 65,36
INDICES DE CIRCUNFERENCIA

indice de circunferéncia dos nucléolos 0,92 0,93

indice de circunferéncia dos nucleos 0,97 0,98
DIAMETROS (um)

Diametro dos nucléolos 2,18" 2,058

Didmetro dos nucleos 9,48 9,19
EIXOS MAIORES (um)

Eixos maiores dos nucléolos 2,79 2,69

Eixos maiores dos nicleos 10,16 10,01
EIXOS MENORES (um)

Eixos menores dos nucléolos 2,004 1,85°

Eixos menores dos nicleos 8,69 8,53
NUMERO DE NUCLEOLOS

Numero de nucléolos 1,00 1,00
RELACAO NUCLEOLO: NUCLEO

Relacdo nucléolo: nicleo 0,06 0,058

Resultados expressos em mediana de 80 laminas.
Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos.

5.5. Cultura celular e proépolis

Comparando as células tratadas com propolis com as células
controle, obtiveram-se os resultados expostos nas Tabelas 11 e 12, Figuras 9 e

10 e Anexos 1 e 2.
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TABELA 11 - Viabilidade celular (%) do tumor venéreo transmissivel apds 6, 24 e 48
horas de incubacdo, com diferentes concentrag6es de propolis.

GRUPO TEMPO (h)
0 6 24 48
Controle 52,07 81,41 76,12 60,83
P’ (10 pg) 52,072 44,38 9,391Ea 1,4753c
P’ (25 ug) 52,072 31,56 1,00"82b 0,008ab¢
P (50 pg) 52,07* 0,413 0,00 0,00%
P (100 ng) 52,07* 0,00%® 0,00 0,00%
Alcool (20 pl) 51,30 41,60"® 41,63 40,98"

Para cada grupo, letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas entre os periodos de tempo, com
a=0,05.

Para cada periodo de tempo, letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos, com
0=0,05.

P * - Diferentes concentracgdes de prépolis (animais tratados).

Tempo (h)

———_Controle —#—P (10ug) —&—P (25ug)
==P (50 ug) P (100 ug) —@— Alcool

FIGURA 9 - Viabilidade celular (%) do tumor venéreo transmissivel apés incubacéo por
6, 24 e 48 horas, com diferentes concentragbes de propolis (P).
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TABELA 12 - Concentracdo celular (x 10° céls./ml) do tumor venéreo transmissivel
apés 6, 24 e 48 horas de incubacdo com diferentes concentracdes de

propolis.
GRUPO TEMPO (h)
0 6 24 48
Controle 2,00 + 0,00 2,52% + 0,31 1,70" £ 0,42 1,15% + 0,27
P (10 ng) 2,00 +0,00 1,28 +1,25 0,28%° + 0,30 0,085 + 0,13
P (25 ug) 2,00%* + 0,00 0,96°"° + 0,95 0,08 + 0,11 0,02°* + 0,03
P (50 ng) 2,00*° + 0,00 0,31%° + 0,63 0,03%° + 0,04 0,01%° + 0,01
P (100 pg) 2,00*" + 0,00 0,02%° + 0,04 0,01%° + 0,02 0,00%° + 0,00
Alcool (20 pl) 2,00%" + 0,00 0,95%°° + 1,04 0,84 + 0,86 0,77%%+ 0,54

Para cada grupo, entre os periodos de tempo, e para cada momento, entre os grupos, letras minldsculas diferentes
indicam diferencas significativas, pela Andlise de Variancia para Experimento em blocos, com a=0,05 e p<0,02.
P * - Diferentes concentragdes de prépolis (animais tratados).

células x 10° /ml

Tempo (h)
—&e—Controle —#—P (10 ug) P (25 ug)
P (50 ug) P (100 ug) —e— Alcool

FIGURA 10 - Concentracdo celular (x 10° céls./ml) do tumor venéreo transmissivel
apos 6, 24 e 48 horas de incubacdo com diferentes concentracdes de
prépolis (P).
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As células tratadas somente com &lcool etilico 70% apresentaram
valores similares ao das células controle, o que indicou a auséncia de efeito do
veiculo em que a propolis se encontrava.

A propolis apresentou atividade tempo-dose dependente sobre as
células de TVT. ApoOs 48 horas e na concentracdo de 100 ug, a atividade
antitumoral foi efetiva sobre as células de TVT, incluindo as de morfologia
plasmocitoide, que sO tiveram total efeito da prépolis com a maior

concentracdo da prépolis, bem como no maior tempo de exposi¢do (Anexos 1 e

2).
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6. DISCUSSAQ

Estudos sobre o TVT de ocorréncia natural sdo extremamente
controversos no que diz respeito a sexo, raca e idade. DAS & DAS (2000)
relataram que cdes de qualquer idade, raca e sexo sdo suscetiveis ao
desenvolvimento do TVT. A maior frequéncia é de cdes com 2 a 5 anos de
idade, porém, quando em &reas endémicas, cdes acima de um ano de idade
podem desenvolver o TVT. Esse trabalho foi realizado em area endémica e a
idade dos animais variou de 1 a 18 anos com predominio de 3 a 6 anos. Esse
resultado esta de acordo com os encontrado por DAS & DAS (2000) e SOUSA et
al. (2000). COHEN (1985) e ROGERS et al. (1998) relatam que a ocorréncia do
TVT é maior em animais adultos, principalmente durante a fase reprodutiva.
TINUCCI-COSTA (1994) e SOBRAL et al. (1998) reportam que a ocorréncia
prevalece em fémeas, pelo fato do nimero de parceiros durante o periodo de
cio, enquanto PAPAZOGLOU et al. (2001) e BRANDAO et al. (2002) relatam
maior incidéncia em machos.

O diagno6stico do tumor venéreo transmissivel (TVT) é de
fundamental importéncia pelo fato dessas células se assemelharem com as de

outras neoplasias como linfoma, plasmocitoma, mastocitoma e histiocitoma,
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principalmente se os TVTs forem de localizacdo extragenital (CANGUL, 2001;
MacLACHLAN & KENEDDY, 2002).

O motivo de esse trabalho abranger mais a manifestacdo clinica do
TVT do que o encontrado na literatura deve-se ao fato de que na rotina de
atendimento do Hospital Veterinario da UNESP, campus de Botucatu, Sao Paulo,
0 nimero de cdes com diagnostico de tumor venéreo Transmissivel (TVT) vem
aumentando progressivamente, representando o segundo mais frequente, sendo
superado apenas pelo tumor de mama (HATAKA, 2003; AMARAL, 2005).

Em vista disso, 77 cdes com diagnéstico de TVT pelo exame
citopatoldgico, que mostrou ser uma excelente ferramenta no diagnostico dessa
neoplasia, de acordo com DALECK et al. (1987), COWEL & TYLER (1989), ROCHA
(1998ab), McKEE et al. (2001) e PAPAZOGLOU et al. (2001), foram submetidos a
técnica de citologia aspirativa por agulha fina, ndo havendo complicagfes
decorrentes do procedimento e foram possiveis todos os diagnosticos.

A localizacdo do TVT é classificada pelos autores em genital e
extragenital, com predilecdo para a genitalia externa, independente do sexo
(FENTON & YANG 1988; ROGERS 1997; ALBANESE et al. 2002). Os resultados
deste trabalho concordam com os mencionados. Verificou-se que, dos 77 caes
machos e fémeas participantes do estudo, 57 (74,03%) apresentaram o TVT na
localizacéo genital.

Sao ausentes os trabalhos que comentam sobre o tamanho do TVT
distribuindo-o em categorias. Apesar da distribuicdo uniforme do tamanho do
tumor, houve maior nimero de animais com tumor classificado como grande

(acima de 6 cm de ). O tempo de evolugcdo predominante foi o antigo, com
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mais de 8 semanas (35 animais - 45,45%). Esses dados sdo condizentes com 0s
de SOUSA et al. (2000) e MacLACHLAN & KENEDDY (2002).

Nao é possivel definir uma célula tumoral em termos absolutos. As
células neoplasicas sdo normalmente conhecidas por apresentarem crescimento
anormal pelos varios fatores envolvidos nesse processo. Mesmo assim, a busca
de indicadores citomorfoldgicos, principalmente aqueles que auxiliam no indice
proliferativo de tumores sdo incansaveis (QUINN & WRIGHT, 1990; PRESTON-
MARTIN et al., 1990; CARVALHO,1993).

S0 escassas ou ausentes as pesquisas que investigam por meio de
exame citopatologico, utilizando os marcadores de proliferacdo celular, para
melhor compreensdo do comportamento biolégico do TVT. Tampouco
investigacbes que particularizem critérios citomorfolégico ou ainda sua
correlacdo com a terapia indicada e seus efeitos colaterais, no sentido
minimiza-los.

O comportamento biolégico do TVT definido como primério, nao-
primario e recorrente, foi incluido nesse trabalho com o objetivo de
correlacionar o local com a agressividade do tumor. Essa denominacédo €
pioneira no Hospital Veterinario da FMVZ - UNESP, campus de Botucatu
(BRANDAO et al. 2002). O nimero de animais com tumores primarios foi de 58
(75,32%).

A coloragéo de Giemsa triou os casos de TVT e permitiu a separagao
do tumor nos trés diferentes grupos morfolégicos (linfocitéide, plasmocitéide e

misto).
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Das 66 neoplasias obtidas de tumores de localizacdo genital, houve
predominio da morfologia plasmocitoide (43,94%), seguida da morfologia mista
(30,30%). Os tumores extragenitais apresentaram a mesma tendéncia de
prevaléncia da morfologia plasmocitéide onde, das 26 amostras, 46,15%
possuiam esta morfologia.

Neste estudo, houve trés casos primarios com localiza¢édo ocular, oral
e nasal, ou seja, o sitio primario de implantacao foi esses locais, ndo havendo
comprometimento genital. Destes trés casos, 2 apresentaram morfologia
linfocitéide e 1 apresentou morfologia mista. Nos casos primarios, 40,91%
apresentaram a morfologia plasmocitéide e 31,82% eram de morfologia mista.
No nosso estudo, apenas 2 animais (2,60%) apresentaram recorréncia, porém,
um deles teve recorréncia duas vezes ap6s o tratamento. BRANDAO et al.
(2002) verificaram uma taxa de recidiva de 16,7% nos animais tratados por
sulfato de vincristina, dois a trés meses apés o término do tratamento. Com
relacdo ao tempo de evolucédo, houve prevaléncia de tumores antigos, com mais
de oito semanas (47,82% dos casos). Pode-se inferir que esses tumores nao
apresentariam mais a regressao espontanea relatada por COHEN (1985) e por
HARMELIN et al. (2002). Dentre os tumores antigos, a prevaléncia foi da
morfologia plasmocitéide (48,91%).

Diferencas podem existir na linhagem celular do TVT quanto a
caracteristica morfologica, influenciando o comportamento biolégico (ROGERS
et al., 1998).

As diferencas morfoldgicas observadas por MOHANTY & RAJYA (1977),

ROGERS et al. (1998) e VARASCHIN et al. (2001) também foram verificadas nos
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animais com diagnostico de TVT no Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ -
UNESP, campus de Botucatu. Apesar de haverem observacbes das diferencas
morfoldgicas nos TVTs, nenhum autor os classificou em diferentes grupos
morfoldgicos, criando nova nomenclatura para cada morfologia. Deste modo,
este trabalho implantou uma nova nomenclatura para o TVT e, de acordo com a
com as caracteristicas do tipo celular predominante, foram denominados TVT
“linfocitoide”, TVT “plasmocitoide” e TVT “misto”, sendo entdo uma inovacao
ndo encontrada na literatura.

Através da separacdo das amostras nesses grupos, observou-se um
predominio da morfologia do TVT plasmocitéide (41 casos - 44,57%). Dados do
Hospital Veterinario da FMVZ-UNESP, Campus de Botucatu, sugerem que 0S
TVTs com essa morfologia necessitam de um maior numero de aplicagbes de
vincristina para a regressao (dados nao publicados). Considerando os relatos de
TINUCCI-COSTA (1999a) e BRANDAO et al. (2002), quanto aos casos de
resisténcia a quimioterapia, pode-se acreditar que a morfologia nestes animais
é diferente.

Esses dados do Hospital Veterinario da FMVZ-UNESP, Campus de
Botucatu, que sugerem que os TVTs com essa morfologia necessitam de um
maior namero de aplicacBes de vincristina para a regressdo (dados nao
publicados), juntamente com os achados por AMARAL (2005) e por GASPAR
(2005), onde os TVTs com morfologia plasmocitéide apresentaram maior
frequéncia de anormalidades nucleares, juntamente com a maior expressao de

glicoproteina-P e maior indice de metéstases levaram-nos a crer que os TVTs
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com morfologia plasmocitéide sdo mais agressivos que os com morfologia
linfocitéide ou mista.

Nos trabalhos cientificos, especializados no assunto, ndo se tem
conhecimento da aplicacdo da técnica de AgNOR em citologia do TVT. Em
patologia veterinaria, as referéncias sdo escassas e a utilizacdo desta técnica
ainda é inexpressiva. HARMELIN et al. (1995) e SANTOS et al. (1998) utilizaram
AgNORs para avaliar prognéstico e localizacdo dos TVTs, porém utilizou-se de
cortes histologicos. O emprego dessa coloracdo em citologia advém de estudos
realizados na citologia no homem (QUINN & Wright, 1990; VAIL et al., 1996).

Comparando-se as medidas das AgNORs nos trés diferentes grupos
morfoldgicos, obtivemos diferenca estatistica apenas no valor de nimeros de
NORs por nucléolo. Porém, ao observarmos os valores de area média de pontos
no nucléolo e por célula, a area média dos AgNORs por nucléolo e por célula,
pode-se dizer que nos animais com morfologia plasmocitoide esses valores sdo
superiores aos dos outros grupos.

SANTOS et al. (1998) encontraram, nos cortes histologicos, valores
médios e maximos de AgNOR para tumores de localizacdo genital menores que
os de localizacéo extragenital. No nosso estudo, o oposto foi observado, apesar
de nédo ter havido diferenca significativa entre eles, apenas na area média de
pontos por ndcleo.

Quando comparamos 0s tumores primarios com 0S hao-primarios, a
area média dos pontos de AgNOR no nucléolo foi a Unica medida

estatisticamente significativa.
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HARMELIN et al. (1995) relatam que, nos grupos de animais com
comportamento maligno, os valores médios de numero de AgNOR por nucleo e a
area de AgNOR por nucleo eram maiores. SANTOS et al. (1998) salientam que as
neoplasias malignas tendem a apresentar AQNORs menores, mais difusas e mais
numerosas que as benignas. Neste estudo, as neoplasias de morfologia
linfocitdide, as primarias e as genitais (consideradas de menor malignidade)
apresentaram os valores maiores, o que condiz com o relatado por SANTOS et
al. (1998).

Nesse trabalho, imagens nucleolares bem contrastadas foram obtidas
com a coloracao de CEC, favorecendo a analise do material.

N&do ha dados ainda na literatura sobre morfometria e coloracdo por
CEC com relagdo ao TVT, comparando-se os diferentes tipos morfolégicos.
Estudos realizados por GREATTI et al. (2004) com a coloracdo de CEC em
células de TVT mostraram diferenca estatistica significativa quando
comparando &rea nucleolar dos tumores antes da quimioterapia e apés a
primeira aplicacdo do quimioterapico, sugerindo que a quimioterapia induziu a
diminuicdo da atividade nucleolar e, consequentemente, da taxa de
proliferacdo celular. Nesse estudo, nas medidas realizadas no nucléolo e
nacleo, comparando-se os trés grupos morfologicos, podemos observar que, nos
tumores com morfologia plasmocitéide, as medidas sdo maiores em todas as
medidas realizadas - excetuando-se &rea nuclear, relagdo nucléolo:nucleo e
indice de circunferéncia do nucleo, sugerindo uma maior atividade nucleolar e,
consequentemente, uma maior taxa de proliferacdo celular nesse grupo. Na

comparacdo dos tumores genitais com os extragenitais e dos primarios com 0s
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nao-primarios, todas as medidas (excetuando-se as de indice de circunferéncia)
foram maiores nos genitais e nos primarios. Houve diferenca significativa
quanto a area de nucléolo, relagdo nucléolo:ndcleo e eixo menor de nucléolo
em ambas as comparagcées. THOMSON (1990) afirmou que tumores malignos se
caracterizam por maior relacdo nucléolo:nucleo; o nosso estudo ndo condiz com
o citado. Essa diferenca deve-se, provavelmente, pela diferente técnica
utilizada.

PAPAZOGLOU et al. (2001) citam que o comportamento bioldgico e a
patogénese das formas extragenitais do TVT ainda ndo estdo bem
estabelecidas. ROGER et al. (1998) ndo puderam determinar se o
comportamento biolégico dos tumores extragenitais € diferente dos genitais.
Pela técnica de AgNOR e CEC, quando comparados os tumores genitais com 0s
extragenitais, houve diferenca quanto ao numero de pontos de AgNOR por
nucléolo, na area de nucléolo, na relacdo nucléolo:nucleo e no eixo menor do
nucléolo, podendo pressupor um comportamento biolégico diferente entre
esses tumores, assim como comparando 0s primarios com os nao-primarios.

Os resultados morfométricos obtidos neste estudo possibilitaram
distinguir o TVT de localizacdo genital dos extragenitais, bem como o0s
primarios dos ndo-primarios.

Comparando-se as duas técnicas de marcadores de proliferacdo
celular, podemos dizer que a técnica de coloracdo pelo CEC se mostrou mais
econdmica, mais simples no momento da coloracdo dos preparados citoldgicos,

bem como mais facil de se analisar.
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Mesmo a andlise digitalizada das imagens, considerada um método
sofisticado, rapido e relativamente seguro, apresenta algumas limitacfes. Das
quais se destacam: a dificuldade na padronizacdo da densidade Optica das
AgNORs para a sua binarizagéo; variagcbes na intensidade das coloracdes nas
técnicas de AgNOR e CEC; dificuldades nos contornos manuais para o CEC,
mesmo com o auxilio da mesa digitalizadora.

O procedimento quimioterapico continua sendo o tratamento de
eleicdo para os pacientes com TVT, porém, em grande parte dos animais, ha
efeitos colaterais toxicos graves causados por essa conduta terapéutica,
necessitando a interrupcdo do tratamento (OGILVIE, 1996). Além disso, as
constatacbes feitas por TINUCCI-COSTA (1999a) e BRANDAO et al. (2002)
relatam a resisténcia de alguns TVTs a quimioterapia.

Baseado nas informacgdes que podem existir diferengas na linhagem
celular do TVT influenciando seu comportamento biolégico (MOHANTY & RAJYA,
1977; ROGERS et al., 1998 e VARASCHIN et al., 2001), nos dados do Hospital
Veterinario da FMVZ-UNESP, Campus de Botucatu, que os TVTs com a
morfologia plasmocitoide necessitam de um maior nimero de aplicacdes de
vincristina para a regressdo (dados ndo publicados), nos dados achados por
AMARAL (2005) e por GASPAR (2005), onde os TVTs com morfologia
plasmocitdide apresentaram maior frequéncia de anormalidades nucleares,
juntamente com a maior expressao de glicoproteina-P e maior indice de
metéastases, na observacdo que os valores de area média de pontos no nucléolo
e por célula, a &rea média dos AgNORs por nucléolo e por célula sdo superiores,

nos animais com morfologia plasmocitoéide e na observacdo que nos tumores
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com morfologia plasmocitéide as medidas nucleolares sdo maiores sugerindo
uma maior atividade nucleolar e, consequentemente, uma maior taxa de
proliferacéo celular nesse grupo, acreditamos que os TVTs com morfologia
plasmocitdide sdo mais agressivos que os com morfologia linfocitoide ou mista.

Deste modo, na tentativa de reduzir os efeitos colaterais dos
quimioterapicos, principalmente nos casos de TVT com morfologia
plasmocitoide, que necessita de maior numero de aplicacdes de vincristina e,
considerando que a propolis possui atividade antitumoral, antimetastatica e
imunomoduladora, novos estudos sobre sua introducdo como procedimento
terapéutico poderiam trazer uma grande contribuicdo quanto ao curso clinico
do TVT.

Véarios autores estudaram a atividade antitumoral da prépolis
(MATSUNO et al., 1997; BANSKOTA et al., 2001; CHEN et al., 2004), porém,
nenhum estudo associou a propolis com o tumor venéreo transmissivel, o que
demonstra o ineditismo de nosso trabalho e a grande contribuicdo para futuro
procedimento terapéutico.

Para a realizacdo da cultura celular, foi necessario realizar biopsias,
pois o numero de células necessarias ndo era suficiente através da citologia,
salvo se varias puncdes fossem realizadas.

Neste trabalho, pudemos observar que as células de TVT séo sensiveis
a proépolis in vitro, pois houve diminuigcdo na viabilidade e concentracao celular
tanto ao longo do tempo (0 a 48 h), bem como apés incubacdo com
concentracdes progressivas de prépolis (10 a 100 ng), quando comparado com

as células controle.
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Nas células tratadas somente com alcool etilico 70%, verificou-se a
auséncia de efeito do veiculo em que a propolis se encontrava, sugerindo que
os resultados obtidos foram exclusivamente devidos aos componentes da
propolis.

A propolis apresentou atividade tempo-dose dependente sobre as
células de TVT. ApoOs 48 horas e na concentracdo de 100 ug, a atividade
antitumoral foi efetiva sobre as células de TVT, incluindo as de morfologia
plasmocitdide (consideradas mais agressivas), que s6 tiveram total efeito da
propolis com a maior concentracdo desta, bem como no maior tempo de
exposicao.

Uma vez que ha supressdo da resposta imune durante a fase P, que o
tumor metastatiza em animais imunossuprimidos e que a propolis apresenta
atividade imunomoduladora, além da antitumoral, podemos aventar a hipdtese
de que a propolis, administrada por via oral, possa apresentar efeito
antitumoral e imunoestimulante, sendo atil para o tratamento do TVT e até

mesmo de outras neoplasias.
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7. CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu as seguintes conclusdes:

- A propolis apresenta efeito citotéxico sobre as células de TVT in
vitro, de forma tempo-dose dependentes, nos trés grupos morfoldgicos;

- Os marcadores de proliferacdo celular (AgNOR e CEC) mostram-se
eficientes para monitorar a evolucdo do TVT e diferenciar a morfologia,
localizagdo e comportamento bioldgico;

- A avaliacdo clinica, morfologica e o estudo in vitro auxiliam no

diagnostico, na conduta terapéutica e na monitoracdo do TVT.
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Anexo 1 - Viabilidade celular (%) do tumor venéreo transmissivel apds
incubacdo por 6, 24 e 48 horas, com diferentes concentracoes de propolis (P)

em cinco casos diferentes.

Periodo )
0h 6h 24 h 48 h PO | pnimal
morfologico
Tratamento
72,82 84,91 76,12 52,01 Linfocitoide 11
50,52 58,42 78,95 78,29 Misto 27
Controle 44,74 83,81 89,40 81,48 Linfocitdide 28
52,07 81,41 73,47 44,33 Plasmocitdide 23
59,05 74,58 70,14 60,83 Plasmocitbide 29
72,82 76,77 18,06 1,47 Linfocitdide 11
50,52 0 0 0 Misto 27
10 ug 44,74 0 0 0 Linfocitdide 28
52,07 75,15 9,39 9,45 Plasmocitdide 23
59,05 44,38 32,36 4,41 Plasmocitdide 29
72,82 52,24 1 0 Linfocitéide 11
50,52 0 0 0 Misto 27
25 ug 44,74 0 0 0 Linfocitdide 28
52,07 65,80 8,27 1,50 Plasmocitide 23
59,05 31,56 6,70 2,46 Plasmocitdide 29
72,82 0,41 0 0 Linfocitéide 11
50,52 0 0 0 Misto 27
50 ug 44,74 0 0 0 Linfocitdide 28
52,07 45,54 2,25 0,82 Plasmocitdide 23
59,05 3,69 2,59 1,43 Plasmocitdide 29
72,82 0 0 - Linfocitdide 11
50,52 0 0 0 Misto 27
100 pg 44,74 0 0 0 Linfocitéide 28
52,07 2,70 0 0 Plasmocitdide 23
59,05 1,19 1,66 0 Plasmocitdide 29
- - - - Linfocitdide 11
, 50,52 2,79 714 24,47 Misto 27
':El‘::)' 44,74° 0,89° 6,21° 12,21° | lnfocitoide | 28
52,07 85,17 79,91 57,49 Plasmocitdide 23
59,05 80,41 76,12 67,31 Plasmocitdide 29

“ Nesses ensaios, 20 pl de dicool efilico 70°G foram adicionados diretamente a cultura, sem prévia
diluicdo no meio de cultura.
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Anexo 2 - Concentracdo celular (x 10° céls./mL) do tumor venéreo
transmissivel apds 6, 24 e 48 horas de incubacdo com diferentes

concentracdes de propolis (P) em cinco casos diferentes.

Periodo i
Oh 6h 24 h 48 h Tlp,o . Animal
morfologico
Tratamento

2,00 2,46 1,70 0,72 Linfocitéide 11

2,00 2,07 1,80 1,23 Misto 27

Controle 2,00 2,47 1,35 1,06 Linfocitéide 28

2,00 2,92 2,33 1,38 Plasmocitéide 23

2,00 2,68 1,30 1,37 Plasmocitéide 29

2,00 2,50 0.48 0,04 Linfocitéide 11

2,00 0 0 0 Misto 27

10 ug 2,00 0 0 0 Linfocitéide 28

2,00 2,48 0,27 0,30 Plasmocitéide 23

2,00 1,42 0,67 0,08 Plasmocitéide 29

2,00 1,96 0,025 0 Linfocitéide 11

2,00 0 0 0 Misto 27

25 ug 2,00 0 0 0 Linfocitéide 28

2,00 1,85 0,23 0,05 Plasmocitéide 23

2,00 0,99 0,17 0,07 Plasmocitéide 29

2,00 0,01 0 0 Linfocitéide 11

2,00 0 0 0 Misto 27

50 pug 2,00 0 0 0 Linfocitéide 28

2,00 1,43 0,06 0,02 Plasmocitéide 23

2,00 0,10 0,07 0,03 Plasmocitéide 29

2,00 0 0 0 Linfocitéide 11

2,00 0 0 0 Misto 27

100 ng 2,00 0 0 0 Linfocitéide 28

2,00 0,09 0 0 Plasmocitéide 23

2,00 0,03 0,05 0 Plasmocitéide 29

- - - Linfocitéide 11

, 2,007 0,087 0,15 0,46" Misto 27

Alcool . o

otilico 2,00 0,02 0,10 0,217 Linfocitide 28

2,00 1,95 1,83 1,42 Plasmocitéide 23

2,00 1,74 1,29 0,98 Plasmocitéide 29

T Nesses ensaios, 20 ul de dicool efilico 70°G foram adicionados diretamente a cultura, sem prévia
diluicdo no meio de cultura.
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Anexo 3 - Dados dos casos de TVT colhidos (continua).

AMOSTRA NOM. RACA SEXO IDADE PADRAO TEMPO! LOCALIZ. COMPORT. | TAM. | MATERIAL
1S 1 SRD M 6a 3m | Plasmocitéide 2 Genital Primdrio M 30x7
25 2 SRD M 4a Misto 1 Genital Primario p 13.5x4;
30x7
45 3 SRD M 50 Plasmocitdide 2 Genital Primdrio M 30x7
5S 4 SRD F 10a Plasmocitoide 3 Genital Primario (€] 30x7
6S 5 Poodle F 6a Misto 2 Genital Primdrio P 30x7
75-80 Plasmocitoide 3 Genital Primario M 30x7
[ Boxer F 5a
80A Misto 3 Extragenital | N&o-primdrio G 25x7
8S-78N 7 SRD M 4a Plasmocitdide 3 Genital Primdrio P 30x7
9S-76N 8 Boxer F 2a5m Misto 2 Genital Primdrio P 30x7
10S-83 9 SRD F 60 Linfocitéide 3 Genital Primario M Escova
118-82 10 SRD M - Linfocitéide 3 Genital Primdrio M 30x7
125-84 11 SRD M %a Misto 3 Genital Primario M 30x7
135-85 12 SRD F 10a Misto 1 Genital Primdrio M 30x7
145-86 13 SRD F 14a Linfocitéide 1 Genital Primdrio P 25x7
156S-87 14 SRD M 6a Plasmocitdide 3 Genital Primdrio G 25x7
16S 15 SRD F 2a Linfocitéide 2 Genital Primario P Escova
175-89 Misto 1 Genital Primario P 26x7
16 SRD M 1a
89A Misto 1 Extragenital | N&o-primdrio P 25x7
18S-81N 17 SRD M 6a Plasmocitdide 3 Genital Primdrio G 30x7
19S-90 18 P.A. F 3a 6m | Plasmocitéide 3 Genital Primario M 25x7
20S-91 19 SRD F 3a Plasmocitdide 2 Genital Primdrio P 25x7
215-98 20 SRD M 1a Misto 2 Genital Primario G 25x7
225 21 SRD M 2a Misto 2 Genital Primario M Escova
235-99 22 Dasch. M 4a Plasmocitéide 3 Extragenital | N&o-primdrio P Biopsia
24S-100 23 SRD M 3a Misto 3 Genital Primario M Biopsia
255-101 24 SRD M - Plasmocitéide 2 Genital Primario M Biopsia
26S-102 25 SRD F 18a Plasmocitdide 2 Genital Primdrio M Biopsia
27S 26 SRD F 2a Misto 3 Genital Primario M Biopsia
28S 27 SRD F 6a Linfocitéide 3 Genital Primario M Biopsia
29S 28 SRD F 4a Plasmocitdide 3 Genital Primdrio G Biopsia
308 29 SRD M 3a Misto 3 Genital Primdrio M Biopsia
01 30 SRD M 10a Linfocitéide 3 Genital Primdrio G 25x7

1 - tumores recentes (com até rés semanas de evolugdo), 2 - estabelecidos (com trés a oito semanas de
evolucdo), 3 - antigos (com mais de oito semanas).
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Anexo 4 - Continuagdo dos dados dos casos de TVT colhidos.

AMOSTRA | NUM. RACA SEXO | IDADE PADRAO TEMPO? LOCALIZ. COMPORT. | TAM. | MATERIAL
07 31 SRD F 13a Linfocitéide Genital Primario P 25x7
18 32 SRD F 2a Linfocitéide Genital Primario P 25x7
20 33 SRD M 5a Plasmocitdide 2 Genital Primario G 25x7
21 34 SRD M 1a Linfocitéide 3 Extragenital Primario M 25x7

23A 35 P. Belga F 4a Plasmocitdide 3 Extragenital | N&o-primdrio G 25x7
26 36 SRD M 6a Linfocitéide 2 Genital Primario M 25x7
30 Misto 3 Genital Primario M 25x7
37 SRD F 3a
30A Plasmocitdide 3 Extragenital | Nao-primario M 25x7
31 38 SRD M 2a Linfocitéide 2 Genital Primario M 25x7
32A 39 SRD M 5a Plasmocitdide - Extragenital | N&o-primdrio M 25x7
33A 40 P.A. M 5a Misto 3 Extragenital | N&o-primdrio P 25x7
35B Plasmocitéide 3 Extragenital | N&o-primdrio G 25x7
41 SRD F 6a
35C Plasmocitéide 3 Extragenital | N&o-primdrio P 25x7
39 42 SRD F %a Misto 2 Genital Primario M 25x7
42B 43 SRD F la Plasmocitdide 2 Extragenital | Nao-primario M 25x7
45 44 SRD F 6a Linfocitéide - Genital Primario G 25x7
47 45 SRD M 2a Plasmocitdide 1 Genital Primario G 25x7
49 46 Weimar. M 4a Plasmocitdide 2 Genital Primario M 25x7
50 47 SRD F 6a Misto 3 Genital Primario G 25x7
51 48 SRD F 2a Misto 3 Genital Primario P 25x7
53 49 SRD M 7a Plasmocitdide 2 Genital Primario G 25x7
54 50 SRD M 2a Plasmocitdide 2 Genital Primario M 25x7
55 51 SRD M 5a Misto 3 Extragenital Primario P 25x7
56 52 Fox Paul. M 10a Linfocitéide 3 Genital Primario M 25x7
57 53 SRD M 10a Linfocitéide 3 Genital Recorente M 25x7
62 54 Poodle F 4a Linfocitéide 2 Genital Primario M 25x7
64 85 Cocker M 4a Linfocitéide 3 Extragenital Primdrio P 25x7
65 56 SRD M - Linfocitéide Genital Primario G 25x7
68 57 Poodle M 20 Plasmocitoide 1 Genital Primario P 25x7
75 58 SRD F 70 Misto 3 Genital Primario P 25x7
88 59 P.A. F 3a Plasmocitdide 3 Genital Primario G 25x7
92 60 SRD M 11a Plasmocitdide 2 Genital Primario P 25x7

1 - tumores recentes (com até trés semanas de evolugdo), 2 - estabelecidos (com trés a oito semanas de
evolucdo), 3 - antigos (com mais de oito semanas).
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Anexo 5 - Continuagdo dos dados dos casos de TVT colhidos.

AMOSTRA | NUM. RACA SEXO IDADE PADRAO TEMPO?® LOCALIZ. COMPORT. | TAM. | MATERIAL
93 Misto 2 Genital Primario M 25x7
61 SRD M -
93C Misto 2 Extragenital | N&o-primdrio P 25x7
94 62 Sheepd. F - Linfocitdide 1 Genital Primdrio P 25x7
95A 63 SRD M - Misto - Extragenital | N&o-primdrio G 25x7
96A Linfocitdide 3 Extragenital | N&o-primdrio P 25x7
64 Boxer F 4a
96B Linfocitéide 3 Extragenital | Nao-primdrio P 25x7
103 65 SRD M 4a Plasmocitdide 3 Genital Primario G 25x7
104 Plasmocitdide 3 Genital Primadrio G 25x7
104A Plasmocitdide 3 Extragenital | Nao-primdario M 25x7
66 SRD M 4a
1048 Plasmocitdide 2 Extragenital | N&o-primdrio P 25x7
104C Plasmocitdide 2 Extragenital | N&o-primdrio P 25x7
105 Misto 3 Genital Primario M 25x7
105A 67 SRD F 2a Misto 2 Extragenital | N&o-primdrio M 25x7
1058 Misto 3 Extragenital | Nao-primdrio G 25x7
106 Plasmocitdide 3 Genital Recorrente G 25x7
68 SRD F 4a
106R Plasmocitdide 3 Genital Recorrente G 25x7
107 69 SRD F - Plasmocitdide Genital Primario M 25x7
108 70 Pointer F 3a Plasmocitdide 3 Genital Primdrio P 25x7
109 Linfocitdide - Genital Primdrio M 25x7
109A 71 SRD F - Misto - Extragenital | N&o-primdrio P 25x7
1098 Misto - Extragenital | N&o-primdrio P 25x7
110 Plasmocitdide - Genital Primadrio 25x7
72 SRD F 1a
110A Plasmocitdide - Extragenital | Nao-primdario 25x7
112 73 SRD F - Misto 3 Genital Primario MM 25x7
113 74 SRD M - Misto 3 Genital Primdrio M 25x7
114 75 Poodle M - Plasmocitdide Genital Primdrio P 25x7
117A 76 SRD M 6a Plasmocitdide 1 Extragenital | N&o-primdrio 25x7
119 77 SRD F - Plasmocitdide Genital Primdrio 25x7

1 - tumores recentes (com até rés semanas de evolugdo), 2 - estabelecidos (com trés a oito semanas de
evolucdo), 3 - antigos (com mais de oito semanas).
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Anexo 6 - Técnica de coloracdo pela prata para NOR (AGNOR)

Preparo das solucdes:

- Solugdo A:

1g de gelatina incolor em 50 mL de adgua deionizada

0.5 mL de dcido formico para corecdo

- Solugdo B:

50g nitrato de prata em 100 mL de dgua deionizada

- Solucdo de uso: Duas partes da solucé&o B para uma parte de solugdo A (s& misturar
na hora do uso).

- Triton X 0,5%:

0,5 mL de Triton-X 100 em 99,5 mL de PBS

Procedimento:

- Retirar as Il@minas de citologia do dlcool 95°GL

- Deixar as ldminas imersas em dlcool 70°GL por 10 minutos

- Desprezar o dicool 70°GL e imergir as ldminas em dlcool 50°GL por 10 minutos

- Desprezar o dlcool 50°GL e deixar as lGminas imersas em agua deionizada por 15
minutos

- Desprezar a agua e imergir as Idminas na solucdo de Triton-X 100 por 15 minutos

- Lavar em dgua corrente por cinco minutos e hidratar em dgua deionizada por 5
minutos

- Colocar a soluc@o de uso (mistura das solucdes A e B) na bandeja de polipropileno e
colocar as I&dminas por cima com a face virada para baixo, em contato com a
solucdo

- Leva-las para a estufa a 37°C por 15 minutos ao abrigo da luz, até que a solucdo se

revele e forne-se marrom escura
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- Reftirar rapidamente as IGminas da estufa e lavar em agua corrente para interromper
a reagdo, esperar secar ao ar € montar com resina e laminula.

Anexo 7 - Técnica de coloracdo pelo azul de toluidina para CEC

Preparo das solucdes:

- Solucdo de Cloreto de Magneésio a 0,05M:

5,08g de CIMg em 500 mL de dgua destilada

0.5 mL de dcido formico para corecdo

- Solugdo de azul de foluidina 0,025%:

25mg de azul de toluidina em 100 mL de tampdo Mclivane

- Tampd&o Mclivane a pH 4,0:

Misturar 38,5 mL da solugdo fosfato (0,2M) com 61,5 mL da solucdo de dcido citrico
(0,1TM).

Procedimento:

- Retirar as l@minas de citologia do dlcool metilico (metanol)

- Lavar as Iéminas em agua destilada

- Deixar as ldminas imersas em agua destilada por 10 minutos

- Desprezar a agua e imergir as 1dminas na solucdo de azul de toluidina por 25-30
minutos

- Lavar em agua corrente e imergir as Idminas na solucdo de Cloreto de Magnésio por
5 a 15 minutos

- Lavar as Idminas em agua corrente para interromper a reagcdo

- Esperar secar ao ar e montar com resina e laminula.

OBS: Caso a coloracdo tenha ficado pdlida (sem contraste do nucléolo), desmontar

as ldminas em xilol e proceder novamente os passos acima, porém, aumentando o
tempo de imersdo no corante e diminuindo o tempo na solucdo de Cloreto.
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Anexo 8 — Dados das medidas realizadas pela tecnica de AQNOR nos TVIs do Grupo | (linfocitdide) (continua)

CASO 21 | 26 | 31 [ 64 | 65 | 109 | 57 | S16 | S28 | 1 7 18

Area média dos pontos (nucléolo) 0341 1,17 | 0,42 | 0,61 | 1,27 | 3,88 | 239 [ 1,75 | 1,42 | 0,68 | 0,64 | 1,64

Area média dos pontos (nucleo) 0,151 032 | 000|019 | 021 | 0,19 ] 0,26 | 0,29 | 0,28 | 0,26 | 0,28 | 0,29

Area média dos pontos (total) 0331043 0421033 ]0781|125]051 (076|039 | 0521 0,45 | 0,51
Area média AgNOR / nucléolo 1,18 | 1,41 | 0,73 |1 1,07 | 1,53 | 440 | 3,09 | 508 | 2,13 | 1,01 | 1,81 | 2,01
Area média AgNOR / nlcleo 0,03 ]281 | 000]|086|029]054 (293|178 (421|199 ]088 ]| 233

Area média AgNOR / nicleo+nucléolo | 1,21 | 4,29 [ 0,73 | 1,93 | 2,32 | 494 | 6,44 | 6,86 | 6,34 | 3,50 | 2,87 | 5,00

N° médio pontos / nucléolo 350 | 1,27 (172 11,77 | 1,20 | 1,13 | 1,29 | 2,90 | 1,60 | 1,52 | 2,76 | 1,23
N° médio pontos / nucleo 0,20 | 880|000 | 457|137 | 283 11,17 613 [14,83| 7,57 | 3,20 | 8,13
n°® médio pontos / célula 3,70 [10,06| 2,23 | 6,33 | 2,96 | 3,96 | 12,63 | 9,03 [16,33| 9.80 | 6,33 | 9.77

Localizagéo P P P P P P P P P P P P

P = primdrio
NP = metdstase ou recorrente



BASSANI-SILVA, S.
Anexos

Anexo 9 — Dados das medidas realizadas pela técnica de AQNOR nos TVTs do Grupo | (linfocitdide) (continuacdo)

CASO 45 56 62 82 83 94 96A | 96B | Média| DP

Area média dos pontos (nucléolo) 1,11 0,56 0,61 0,84 1,43 1,41 0,72 0,91 1,19 0,82

Area média dos pontos (nucleo) 0,30 0,20 0,32 0,00 0,35 0,39 0,19 0,25 0,24 0,10

Area média dos pontos (total) 0,54 0,33 0,39 0,84 0,62 0,66 0,37 0,38 0,54 0,23

Area média AgNOR / nucléolo 1,90 1,06 1,18 1,25 1,60 1,74 1,39 | 1,953 1,87 1,14

Area média AgNOR / nlcleo 1,38 0,68 1,76 0,00 1,20 1,36 0,66 2,04 1,39 1,11

Area média AgNOR / nicleo+nucléolo | 3,60 1,74 2,94 1,25 2,82 3,10 2,05 3.99 3,40 1,80

N° médio pontos / nucléolo 1,71 1,90 1,93 1,48 1,21 1,23 1,90 2,13 1,76 0,64

N° médio pontos / nucleo 4,63 3.40 5,563 0,00 3.44 3.47 3.53 8,30 5,06 3.85

n° médio pontos / célula 6,63 5,30 7.47 1,48 4,58 4,70 5,43 10,43 6,96 3,75
Localizagcéo P P P P P P NP NP

P = primdrio
NP = metdstase ou recorrente
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Anexo 10 - Dados das medidas realizadas pela técnica de AQNOR nos TVTs do Grupo Il (plasmocitdide) (continua)

CASO S29 (20 | 23A | 30A | 32A | 35B | 35C | 42B | 47 (49 (53 | 54 | 68 | 88 | 92 | 103

Area média dos pontos (nucléolo) 1,46 (1,52| 0,74 | 0,88 | 1,57 [ 1,60 | 1.08 | 0,86 | 1,11 |1,40|1,75] 2,42 |1,11]0,63]0,48| 5,21

Area média dos pontos (nlcleo) 0,15 (0,21 0,23 | 0,21 [ 0,30 | 0,24 | 0,16 | 0,15 | 0,31 |0,16|0,21| 0,28 (0,18(0,18|0,22| 0,19

Area média dos pontos (total) 1,05 [0,67| 0,35 | 0,54 | 0,60 | 0,44 | 0,37 | 0,49 | 0,40 |0,55]0,62] 0,45 |0,47(0,60(0,47( 1,18
Area média AgNOR / nucléolo 2,97 (1,87] 1,09 | 1,26 [ 1,83 | 1,86 | 1,48 | 1,23 | 1,456 12,00|2,11| 2,42 [1,63]|1,08(0,90| 5,73
Area média AgNOR / ntcleo 0.15 |0,48]| 1,18 | 043 | 1,89 | 1,70 | 0,72 | 0,23 | 3.01 |0,51|0,68( 3.08 |0,59|0,02(0,01( 1,19

Area média AgNOR /

- 2 3.42 12,35 2,27 | 2,19 | 3,72 | 3,56 | 2,20 | 1,46 | 4,46 |2,51(2,79] 5,50 |12,22(1,24|0,91| 9.32
nucleo+nucleolo

n° médio pontos / nucléolo 2,03 |1,23| 1,52 | 1,43 | 1,20 | 1,17 1,37 | 1,43 | 1,30 [1,43]|1,20| 1,00 |1,47|1,72(1,88( 1,56

N° médio pontos / nucleo 1,08 |12,27| 507 | 203 | 623 | 700 | 457 | 1,57 | 9,80 [3,10(3,27|11,10]3,20|0,10(0,06| 6,34

N° médio pontos / célula 3.27 (3,50 6,53 | 403 | 7,43 | 817 | 593 | 3,00 |11,10]4,53|4,47(12,10(4,67(2,06|1,94| 7.90
Localizacdo P P NP NP NP NP NP NP P P P P P P P P
P = primdrio

NP = metdstase ou recorrente
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Anexo 11 - Dados das medidas realizadas pela técnica de AQNOR nos TVIs do Grupo Il (plasmocitdide) (continuacdo)

CASO 104A | 104B [104C| 106 |106R| 107 | 108 | 110 [110A| 114 [117A| 119 | Média | DP

Area média dos pontos (nucléolo) | 2,93 | 2,91 2,86 | 2,21 072 | 1,39 | 243 | 1,73 | 1,48 | 1,60 | 1,17 1,26 1,66 [0,98

Area média dos pontos (nlcleo) 0,21 0,21 0,21 0,19 | 0,19 | 0,18 [ 0,21 0,19 | 0,19 | 0,29 | 0,14 | 0,20 0,28 10,40

Area média dos pontos (total) 0,71 1,28 | 0,56 | 0,60 | 0,47 | 0,61 0,68 | 053 | 0,52 | 0,58 | 0,47 0,52 0,69 0,56

Area média AgNOR / nucléolo 4,20 4,19 3,24 2,90 1,21 1,21 3,52 2,49 2,55 1,86 1,40 1,80 2,20 1,14

Area média AgNOR / nucleo 1,35 0,46 1,57 0,96 0,28 0,28 1,19 0,96 0,96 1,45 0,34 1,49 0,97 0,79

Area média AGNOR / 555 | 465 | 481 | 386 | 1,49 | 1,49 | 483 | 345 | 356 | 3,74 | 1,75 | 532 | 3.38 |[1.80

nucleo+nucléolo

n° médio pontos / nucléolo 1,43 1,44 1,13 1,34 1,72 1,72 1,45 1,44 1,73 1,16 1,20 1,42 1,43 0,24

n° médio pontos / nicleo 6,33 2,18 7,40 5,10 1,48 1,48 5,57 5,06 5,08 5,03 2,50 7,27 4,33 2,78

n° médio pontos / célula 7.77 3,62 8,53 6,45 3.21 3.21 7,07 6,50 6,84 6,47 3.70 | 10,30 5,87 2,69
Localizagcdo NP NP NP P NP P P P NP P NP P

P = primdrio
NP = metdastase ou recorrente




BASSANI-SILVA, S.

Anexos
Anexo 12 - Dados das medidas realizadas pela técnica de AQNOR nos TVIs do Grupo Il (misto) (continua)
CASO 100 105 | 105A | 105B | 109A | 109B | 112 113 $27 S$30 30
Area média dos pontos (nucléolo) 1,06 0,94 1,44 2,64 3,84 4,01 1,78 2,21 0,77 2,61 0,88
Area média dos pontos (ntcleo) 0,22 0,30 0,18 0,21 0,19 0,23 0,22 0,21 0,18 0,23 0,21
Area média dos pontos (total) 0,45 0,92 0,40 0,69 0,60 0,75 0,41 0,76 0,55 0,48 0,54
Area média AgNOR / nucléolo 1,67 1,59 2,19 4,05 3.92 4,09 2,08 2,32 1,11 3.21 1,29
Area média AgNOR / nucleo 0,90 0,01 1,31 1,48 1,57 1,43 1,82 0,87 0,22 2,30 0,43
BRSSO 257 | 267 | 349 | 553 | 548 | 552 | 38 | 40a | 173 | 551 | 219
nucleo+nucléolo
n° médio pontos / nucléolo 1,57 2,83 1,52 1,53 1,02 1,02 1,17 1,07 1,40 1,23 1,36
n° médio pontos / nlcleo 4,17 0,07 7.18 717 8,18 6.26 8,43 4,23 1,20 10,17 2,03
n° médio pontos / célula 9,06 1,74 8,70 8,70 9,20 7,28 9,60 5,70 3.17 11,40 4,03
Localizagdo P P NP NP NP NP P P P P P
P = primdrio

NP = metdstase ou recorrente
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Anexo 13 - Dados das medidas realizadas pela técnica de AGQNOR nos TVTs do Grupo Il (misto) (continuacéo)

Anexos

CASO 33A | 39 50 51 55 80A | 84 93 | 93C | 95A | 98 | Média DP

Area média dos pontos (nucléolo) 1,87 0,63 0,70 | 0,74 1,41 0,74 | 0,69 | 0,63 0,49 | 0,68 | 0,37 1,41 1,05

Area média dos pontos (nucleo) 0,25 | 0,17 0,20 | 0,21 0,22 | 0,00 | 0,27 0,26 | 0,10 | 0,12 0,21 0,20 0,06

Area média dos pontos (total) 050 | 050 | 0,48 | 0,30 | 0,54 | 0,74 | 0,61 0,51 0,48 | 0,66 | 0,25 0,55 0,16

Area média AgNOR / nucléolo 228 | 1,23 | 1,24 | 1,32 | 204 | 1,24 | 1,09 | 0,89 | 0,77 | 1,04 | 0,66 1,88 1,06

Area média AgNOR / nicleo 1,76 | 0,15 [ 0,46 | 1,81 | 0,88 | 0,00 | 0,04 [ 0,18 | 0,00 | 0,01 1,23 0,86 0,74

et SO 419 | 1,57 | 240 | 311 | 298 | 124 | 113 | 107 | 078 | 1,07 | 189 | 291 | 1.60

nucleo+nucléolo

n° médio pontos / nucléolo 1,26 1,97 1,84 1,80 1,45 1,67 1,58 1,40 1,58 1,54 1,77 1,53 0,39

n° médio pontos / nucleo 710 | 117 | 2,27 | 880 | 400 | 0,00 [ 0,26 | 0,70 | 0,02 | 0,05 | 593 4,06 3,43

n°® médio pontos / célula 840 | 3,13 | 503 [ 1060 | 550 | 1,67 | 1,84 | 2,10 | 1,60 | 1,62 | 7,70 5,81 3,35
Localizagdo NP P P P P NP P P NP NP P

P = primdrio
NP = metdstase ou recorrente




BASSANI-SILVA, S.

Anexos
Anexo 14 - Dados das medidas realizadas pela técnica de CEC nos TVTs do Grupo | (linfocitéide)
Linfocitdide
Caso Areg Areo Relagdo IngCirC Ind(;irc Diém’e‘rro Dié’me’rro Eixo moior EixoM,enor Eixc?l\/loior Eiquenor nmlédio
Nucléolo Nucleo Nu:N Nucleo | Nucleolo | Nucléeolo | Nucleo | Nucleolo Nucleolo Nucleo Nucleo nucléolos
S10 |5,8910891| 76,9703 |0,075966(0,961089| 0,9201 3.087129 | 2,39802 10,1505 8,70495 1
S11 5,7524752174,28713|0,009703 [0,962475] 0,93901 2,982178 | 2,44158 9,87525 8,635644 1
S16 |5,2574257| 81,0495 |0,066005 [0,965149 | 0,93564 2,946535 2,3604 10,4218 9,025743 1
$28 |5,4579592|83,77469|0,066282|0,96469410,92653 [ 2,61102 | 10,2696 | 3,232653 | 2,32796 11,2665 9,672041 1
1 4,4616 82,332 | 0,06449 | 0,9762 (0,87774| 2,571 (10,2164 3,424 2,2338 11,1756 9,6746 1,24
7 5,010769279,31923| 0,06249 [0,971538|0,89865 [ 2,47404 |1 10,0067 | 3,178846 | 2,19635 11,0587 9.,407115 1
18 3.1476923 |1 64,78462(0,049075]0,974808 | 0,90154 | 2,2125 | 9,05404 | 2,904615 | 1,93962 9,9925 8,5625962 1,25
21 3,9288 66,7632 | 0,05975 | 0,9736 | 0,9024 | 2,2082 | 9,1864 2,801 1,9916 10,174 8,6362 1
26 3,9862295| 70,12 0,05579 [0,974098|0,92016 | 2,2323 | 9,41754 | 2,504754 | 3,42738 10,3792 8,884098 1
31 2,92 53,6014 |0,054949(0,97824610,92281 [ 2,01965 | 8,2386 | 2,574035| 1,80368 9,12193 7,762807 | 1,12281
45 4,4103704| 90,94 ]0,048902(0,972222]0,91323 [2,51019 10,6861 | 3,193704 | 2,26481 11,8856 9,967778 |1,14815
56 2,602222210,877037(0,0512670,977963 | 0,9313 | 1,83963 | 8,05241 | 2,401852 | 1,569333 8.96463 7,673333 | 1,03704
57 3.3082353 | 60,19765 [ 0,056096 | 0,999804 | 0,90464 | 2,35451 | 8,80529 | 3,075098 | 2,09039 9,72314 8,274706 | 1,35294
62 2,92 55,2984 | 0,04566 | 0,9756 | 0,9206 1,782 | 8,3762 2,3034 1,579 9,265 7,908 1
64 3.0885714155,46642 | 0,05959 |0,980189|0,89696 | 1,96268 | 8,3683 | 2,64125 1,76821 9.24 7,867547 1,0566
65 2,3205634 155,73098 [ 0,05887110,974314(0,91761 | 1,67408 | 8,37667 | 2,181549 | 1,45239 9,34863 7,818431 1,39216
94 3,3176 59,676 10,055824( 0,973 0,948 | 2,0378 | 8,6802 2,5364 1,8048 9,7122 8,0448 1
96a ([2,6128302|56,46566(0,047088|0,981698(0,91415(1,81283|8,45472(2,331509 | 1,60038 9,3434 7,936981 1
96b |[3,6945455|72,42231(0,054765| 0,9775 |0,93164 (2,12436| 9,52 2,704545 | 1,89436 10,5842 8,904615 | 1,05769
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109 3,908 72,04 |0,053345( 0,9726 | 0,9382 | 2,1938 | 9,5236 2,7352 1,9876 10,4488 2,0088 1
3.89984893 | 65,60582 | 0,054295 | 0,974339 |0,918045|2,154152(9,131341| 2,7820127 | 2,057783 |[10,106575| 8,6117076 |[1,082869
Anexo 15 — Dados das medidas realizadas pela técnica de CEC nos TVTs do Grupo Il (plasmocitdide) (continua)
Plasmocitdide
C aso Are,o Alreo Relacdo Inq Circ Ind Qiro Diém’e’rro Dié}me’rro Eixo rrjoior Eixo Menor Eixq Maior Eixo, Menor | n mc?dio
Nucleolo | Nucleo Nu:N Nucleo Nucleolo | Nucleolo [ Nucleo Nucleolo Nucleolo Nucleo Nucleo nucleolos
SO1 5,81967 | 71,7213 | 0,08163 | 0,94868 | 0,92678 3,662295 3,036066 |9,977049 | 8,196721 1,44262
S04 4,58651 | 66,7168510,070427 (0,954831 |0,938644 3,207416 2,425618 | 9,92618 8,18427 1,34831
S07 4,4064 | 67,7104 |0,065582 | 0,9686 0,9164 | 2,3466 | 9,253 3,0086 2,0432 10,2352 8,7126 1
$20 3,88118 | 70,7920 | 0,05521 | 0,96752 | 0,94524 2,479208 1,974257 | 9,70297 8,613861 1
$23 9,921451 127,477 | 0,08203 | 0,97236 | 0,88833 |3,82454 (12,6318 4,85 3,483273 | 13,85618 11,89655 | 1,30909
$25 9,16603 | 103,929 | 0,08907 | 0,96830 | 0,91603 |3,37132 (11,4439 | 4,136792 3,063774 |12,67321 10,80264 1
$29 8,64627 | 98,8666 | 0,08861 | 0,97058 | 0,94313 |3,29058 11,1868 | 3,987843 3,008235 | 12,29059 | 10,51431 1
20 3,96 73,8596 | 0,0537 | 0,97549 | 0,93254 |2,22156(9,67196| 2,813333 1,946078 | 10,66941 9,127843 1
23a 2,63294 | 48,4102 | 0,05499 | 0,97725 | 0,96686 | 1,86941 | 7,82647 | 2,398824 1,668235 |8,730392 | 7,242157 1,05882
30a 3,636 | 60,9344 | 0,06029 0,971 0,21063 | 2,3508 | 8,7724 3,0402 2,0866 9,854 8,1668 1,26
32a 2,64 65,3688 | 0,04107 | 0,97236 | 0,9438 1,8256 | 9,0894 2,2762 1,6502 10,0914 8,563 1
35b 3,38296| 72,4118 | 0,04668 0,975 0,92388 | 2,05574 | 9,56666| 2,58537 1,85 10,61722 9,00037 1
35¢c 3,19384 | 57,6492 | 0,05392 | 0,97269 | 0,89288 | 1,97134|8,563846| 2,559423 1,728077 | 9.534615 | 8,023077 1
42b 2,96313 | 59,6109 | 0,05074 | 0,97666 | 0,93705 [1,93117|8,67980| 2,420784 1,722549 | 9,5697451 8,171961 1
47 3,736 73,092 | 0,05120 | 0,9734 0,94 2,1504 | 9,618 2,6636 1,9528 10,6612 8,9778 1
49 3,395638 | 55,1430 | 0,06358 | 0,97615 | 0,92557 | 2,05730| 8,3275 | 2,587115 1,849423 9,2075 7,805577 1
53 4,05960 | 67,4925 | 0,06019 | 0,97803 | 0,90509 |2,23333 [9,22156| 2,836078 2,006882 [ 10,15922 | 8,697647 1
54 3,51372| 71,4925 | 0,04922 | 0,97882 | 0,95058 |2,10254 | 9,52196| 2,602549 1,908627 | 10,32275 | 9,102549 1
68 4,72290| 56,2189 | 0,08307 | 0,97945 | 0,89418 | 2,42236 | 8,41581 3,158 2,140545 | 9,385455 7,868 1,01818
88 3,23918 | 59,7232 | 0,05469 | 0,97632 | 0,92873 |2,25918|8,68734| 2,904898 1,960204 | 9,590612 | 8,201837 1,28571
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| 92 [3,66196] 79,2752 | 0,04681 | 0,97156 | 0,92431 [2,13529] 10 | 2665686 | 1,948235 | 11,02392| 9411373 | 1
(Continuq)
Anexo 16 — Dados das medidas realizadas pela técnica de CEC nos TVTs do Grupo Il (plasmocitdide) (continuacdo)
Plasmocitdide
CGSO Argo Areo Relacdo Inq Circ | Ind C;irc Diém’efro Diéllme‘rro Eixo Moior Eixo Menor Eixq Maior Eixo,Menor nmédio
Nucleolo | Nucleo Nu:N Nucleo | Nucleolo | Nucleolo | Nucleo Nucleolo Nucleolo Nucleo Nucleo nucleolos
103 4,24627 [88,100|0,04819 | 0,97254 | 0,92605 [ 2,67627 [ 10,5617 [ 3,38902 | 2,376078 [ 11,63216| 9,933137 [1,392157
104 3,2448 159,828 [0,05528 [ 0,979 [ 0,9144 | 2,0024 | 8,6718 2,5674 1,7644 9,6694 8,0528 ]
104a 3,6909 |65,358|0,05700 [ 0,98196 | 0,92666 [ 2,16019 | 9,09254 | 2,737843 | 1,958431 [ 10,00824 | 8,52902 |[1,019608
104b | 4,44642 | 76,345|0,05720 | 0,97607 | 0,91892 [ 2,32446 | 9,8175 | 2,932857 | 2,080714 [ 10,84589 | 9,191071 ]
104c | 594588 | 98,282 | 0,06063 | 0,96862 | 0,93862 [ 2,72176 | 11,1343 | 3,386863 | 2,423922 | 12,34176| 10,44196 ]
106 3,3728 | 73,48 |10,04620| 0,9648 | 0,9326 | 2,0564 | 9.6454 2,5986 1,8498 10,6596 9,0894 ]
106R [ 3,30666 | 62,285]0,05384 | 0,98037 [ 0,94444 | 2,05388 | 8,87388 | 2,624444 | 1,828333 | 9,782963 | 8,380556 [1,018519
107 3,852 [61,780]0,06293 | 0,9762 |0,91339| 2,318 | 8,8498 2,9994 2,0222 9,8254 8,2924 1.12
108 3,56754 | 55,984 [ 0,06527 [ 0,97717 [ 0,91547 | 2,11377 | 8,38792 | 2,716792 | 1,878679 | 9,312075| 7,889623 ]
110 3,1024 |66,29910,04757 | 0,9762 | 0,935 [ 1,9768 [ 9,155 2,4806 1,744 10,01 8,6788 ]
110a | 3,44235 | 62,507 | 0,05437 | 0,97843 | 0,90882 [ 2,05235 [ 8,85176 | 2,692549 | 1,780588 | 9,725882 | 8,342941 ]
114 2,8616 | 61,067 (0,04204 | 0,974 [0,91719| 2,0178 | 8,7778 2,5362 1,846 9,8042 8,2012 1.14
117a | 4,92074 | 78,026 | 0,06707 | 0,97777 | 0,966 [ 2,6526 10,6766 | 3,3996 2,373 11,7974 9,9796 1,08
119 7,43214 1101,85]0,12051 | 0,96875|0,91469 | 4,28107 | 11,2682 | 5,503036 | 3,792679 | 12,51518 [ 10,55357 |2,053571
4,35993 [71,974]10,06117 | 0,97305 | 0,92637 [ 2,37033 [ 9,51465 [ 3,011698 | 2,147734 [ 10,45248 | 8,881058 |[1,101332
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Anexo 17 - Dados das medidas realizadas pela técnica de CEC nos TVTs do Grupo Il (misto)
Caso Are/o Areo Relacdo Inc/l Circ | Ind Qirc Diém{efro Di@meTro Eixo Moior Eixo Menor Eixq Maior Eixo/l\/lenor nm,édio
Nucléolo | Nucleo Nu:N Nucleo | Nucléolo | Nucleolo | Nucleo Nucleolo Nucleolo Nucleo Nucleo nucléeolos
S12 4,31683 | 69,0693 | 0,06345|0,95436| 0,9198 2,65149 2,08713 9,73069 8,33663 1
$13 5,96296 | 99,6234 1 0,08259 | 0,9539 | 0,91241 3.25926 2,47593 11,3455 9,93247 1,4026
S21 8,26733 | 107,277 | 0,07843 | 0,96911 | 0,93436 3,59208 2,86337 11,7584 10,4218 1
§22 7,56571 |98,5675|0,08702|0,96104 | 0,90464 | 2,94089 | 11,0927 | 3,66482 2,69911 12,1623 10,5158 1,16667
S$24 10,284 | 113,283 |0,09163 | 0,9694 | 0,9146 3.58 11,9576 4,44 3.2118 13,1286 11,2696 1
§27 3.60542 | 75,0785 | 0,0542 |0,97712| 0,92 2,09508 | 9,74288 | 2,66288 1,87847 10,6 9,31135 1,13462
S30 3,9488 | 83,524 |0,04742| 0,9728 | 0,9218 | 2,2212 | 10,2884 2,7868 2,0072 11,4138 9,6484 1
30 2,52067 | 67,728 | 0,0529 | 0,9798 [0,91317 | 1,77367 | 8,5452 2,284 1,6785 9,4572 8,015 1,2
33a 2,84706 | 62,0149 |0,04629|0,97941|0,91373 | 1,89569 | 8,86451 | 4,563333 3,65137 7,60627 6,42373 1
39 3,448 | 55,888 |0,06211| 0,9812 | 0,9302 | 2,0796 | 8,3934 2,6408 1,8306 9,219 7,9778 1
50 2,72308 | 61,2784 |0,05698 |0,97765|0,92138 | 1,834 | 8,80843 | 2,33308 1,64031 9,7351 8.29667 1,27451
51 4,28462 | 71,5292 10,06003 |0,97635| 0,94308 | 2,31192 | 9,56125 2,88615 2,06481 10,3979 9,035 1
55 3,64941 | 66,9012 |0,056468|0,97922 | 0,92608 | 2,1351 | 9,20627 | 2,69118 1,89667 10,0722 8,6751 1
75 3.0064 |58,0984 | 0,0522 | 0,9772 | 0,9452 | 1,9406 | 8,5804 2,4392 1,733 9,465 8,1152 1
80a 3.13434 | 60,3532 | 0,05295|0,97472| 0,90415 | 1,98358 | 8,73453 | 2,564472 1,80226 9,77151 8.18604 1
93 4,66308 | 67,6654 |0,06877|0,97423 | 0,9225 | 2,40212 | 9,21481 3,015 2,14327 10,2313 8,65404 1
93c 2,49585 | 53,7494 |0,04665|0,98019 | 0,90906 | 1,77226 | 8,25302 | 2,30396 1,67925 9,12321 7,73811 1
95a 2,63529 1 568,6149|0,04537 | 0,9749 | 0,93725 | 1,81706 | 8,60667 | 2,28059 1,64431 9.47255 8,16333 1
105 3,34036 | 74,3775(0,04511|0,97691 | 0,89327 | 2,03418 | 9,67691 | 2,64927 1,81073 10,6444 9,07127 1
105a |2,97333 |75,8902|0,03919| 0,9749 | 0,93059 | 1,93294 | 9,81314 | 2,45412 1,69941 10,8102 9,22451 1
105b 3.7851 |83,3365|0,04523 |0,97686|0,91059 | 2,17235 | 10,2651 | 2,74373 1,93784 11,2357 9,75275 1
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109a | 4,3128 [72,5136|0,05956| 0,971 | 0,9414 2,322 9,5756 2,8546 2,111 10,5798 8,9384 1

109b | 4,44627 | 74,2973 |0,05888|0,97059 | 0,95196 | 2,3349 | 9,65608 | 2,84118 2,14353 10,6324 | 9,09078 1
112 2,94717 | 64,2554 |0,04769|0,97981 | 0,92887 | 1,92868 | 9,01269 | 2,46434 1,71 10,0067 8,43442 1,01923
113 3,95172 | 69,0698 | 0,06387 |0,97843 | 0,93103 | 2,16328 | 9,30471 | 2,70483 1,94914 10,322 8,68569 1,13725
4,20462 | 73,3594 | 0,05853 | 0,97364 | 0,92324 | 2,16687 | 9,41389 2,86886 2,08596 10,3569 8,87656 1,05339
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Anexo 18 - Detalhamento dos procedimentos realizados até a

padronizacdo da cultura células de TVI com propolis.

Para a cultura celular, foram utilizadas células de TVI colhidas da
mesma maneira que para preparacdes citoldgicas. As agulhas foram
"lavadas” em 1T mL de meio de cultura RPMI 1640 completo (meio RPMI
acrescido de 5 % de soro bovino fetal e 2mM de glutamina) com DMSO
previomente distribuidos em criofubos, e congeladas imediatamente em
freezer -80°C. Apds 12-24 h, o material congelado foi transferido para
armazenamento em botijdo de nitfrogénio liquido até seu processamento para
culfura.

As primeiras 15 amostras foram congeladas em meio RPMI 1640
completo com 20% de DMSO. Visto que a viabilidade celular de 7 amostras
descongeladas, avaliada pelo método de exclusdo em azul de Tripan, estava
baixa apds o descongelamento (variando de 42,16% a 66,67%), outras 5
amostras foram congeladas somente com 10% de DMSO, para verificar a
viabilidade celular apds o descongelamento. A porcentagem de ceélulas
vidveis aumentou para 68,19% a 90%.

No inicio da padronizagdo da cultura celular, utilizando-se amostra
descongelada (Caso 4), fentou-se a separacdo das celulas tumorais com
Ficoll® para eliminar as células contaminantes. Porém, apds o processamento,
verificou-se auséncia de células. Isso se deu provavelmente devido d
densidade do Ficoll® ndo ser a ideal ou por md coleta das células entre o
Ficoll® e o0 meio de cultura, uma vez que esse anel celular ndo estava visivel.

Descongelou-se, entdo, outra amostra (Caso 1), procedeu-se a
lavagem celular (em tubo Falcon®) para refirada do meio de congelamento
(meio RPMI com DMSQO) e realizou-se a contagem e a viabilidade celular da
mesma. A viabilidade celular foi de 58,82% e havia 2,4x10° células em 1,2 mL.
Mesmo com a viabilidade baixa, foi realizada a cultura celular, com todo o
conteldo aspirado pela citologia (sem separar as células fumorais). As celulas
tumorais foram colocadas em meio completo e foram distribuidos 100 pl

confendo 2x10° células em cada poco da placa de microcultura, seguido de
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incubacdo a 37°C com 5% de CO, verficando-se a viobiidade e
concentracdo celular apods 24, 48 e 72 h de incubacdo.

Apds 24 h, a viabilidade foi de 80,73% e havia 1,98x10° células/mL.
Com 48 h, os resultados foram de 73,29% de viabilidade e 1,47x10° células/mL.
Ja com 72 h, notou-se diminuicdo da viabilidade celular, pois os resulfados
foram de 66,58% e 1,13x10° células/mL. Analisando esses dados preliminares
de padronizacdo, foi suposto que esse “sofrimento” celular seria devido a falta
de nutrientes e, deste modo, adicionaram-se 100 ul de meio completo a cada
poco restante para verificar a viabilidade e a concentracdo celular. Apds 96 h
de incubacdo (e 24 h apds suplementacdo), verificou-se 56,40% de
viabilidade. Foi avaliada a hipdtese de que as células provavelmente ndo
cresceram devido ao consumo rdpido de nutrientes nas primeiras 24 h,
faltando, consequentemente, nutrientes nas horas seguintes.

Dando continuidade, nova amostra foi frabalhada (Caso 5) e a
lavagem das células foi realizada em tubo de vidro. A viabilidade celular foi de
66,67%, porém, a concentracdo celular obfida foi muito baixa, conseguindo-
se apenas células para rés pocos (2x10° células/poco). A placa de cultura foi
incubada a 37°C e redlizou-se contagem e viabilidade celular apds 24 h. Os
resultados foram de 69,45% de viabilidade e 7,34x10* células/pogo.

A amostra do caso 7 foi também descongelada e processada da
mesma maneira que a do caso 5. Novamente verificou-se baixa
concentragcdo celular e a viabilidade celular foi de 60%. A placa foi incubada
e a viabiidade verificada em trés momentos apds incubacdo: 4, 8 e 24 h.
Descartou-se esse material, pois havia apenas células invidveis nos 1rés
momentos consecutivos.

Atribuiu-se a baixa celularidade dos casos 5 e 7 provavelmente ao
processamento dessas amostras em tubo de vidro, ao inves de tubo de
pldstico (fubo Falcon®).

Uma nova amostra foi descongelada (Caso 9) e retomou-se d
utilizac@o de tubo pldstico (tubo Falcon®) para evitar aderéncia das células no
vidro durante processo de lavagem das mesmas. A viabilidade celular foi de

57,59% e a concentragdo celular foi de 3,1x10° células/mL. Tentou-se entdo
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expandir as células em garrafas para cultura de 200 ml. As células tumorais
foram acrescidos 15 mL de meio de cultura completo, para que as células
tfumorais Nndo mMmorressem por falta de nutrientes, 0s quais foram transferidos
para a garrafa de cultura. A garrafa foi incubada em estufa de cultura celular e
redlizou-se contagem celular e viabilidade apds 24 e 48 h. Com 24 h ndo foi
possivel realizar a contagem celular nem a viabilidade celular devido a
auséncia de células; o meio de cultura foi frocado e incubou-se novamente.
Apds 48 h da primeira incubacdo, verificou-se que a viabilidade celular havia
diminuido (50%). Decidiu-se entdo eliminar a amostra para ndo gastar material
com célulos que estavam perdendo a viobilidode, quando deveriom
aumentar, ou pelo menos manterem-se estaveis.

Outra amostra (Caso 16) foi entdo processada para nova tentativa
de expansdo celular. A viabilidade foi de 68,19% e a concentracdo de
3,06x10° células/ml. As células foram suspensas novamente em um total de 15
mL, que foram transferidos para a garrafa de cultura celular e incubados a
37°C. Apds 24 h, a viabilidade foi de 94,29% e a concentracdo de 4,95x10°
células/mL. Observando a garafa de cultura no microscopio invertido,
verificava-se grande quantidade de células que ndo haviom se desprendido
da parede, o0 que nos levou a acreditar que o nimero de células seria maior
que o da contagem inicial. Trocou-se 0 meio de cultura e retornou-se a garrafa
a estufa. Apds 48 h, a viabiidaode celular era proxima de 100% e a
concentracdo de 3,6x10° células/mL. Observou-se entdo uma ligeira queda na
concentracdo celular, mas falvez devido a aderéncia das células na parede
da garrafa. Com 72 h, redlizou-se lavagem da parede da garrafa com tripsing,
para desprender as celulas da parede. A viabilidade e a concentracdo celular,
apds a lavagem com fripsina (téxica para células), foi de 96,44% e 1,63x10°
células/mL, respectivamente (mesmo com a tentativa de desprendimento das
células o numero das mesmas reduziu). Novo meio de cultura foi adicionado
para observagcdo apds 26 horas de incubacdo. A viabilidade celular elevou-se
novamente (97,98%), porém, o nimero celular foi de 0,97x10° células/mL. Em
vez de 15 mL de meio de cultura com 10% de soro bovino fetal foram

colocados 20 mL de meio de cultura com 15% de soro bovino fetal a fim de
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que as células pudessem retomar seu crescimento. Apds 168 h de incubacdo,
a viabilidade celular foi de 99%, porem, a concentracdo celular diminuiu para
7,4x10° células/mL. Descartou-se a amostra, apesar da boa viabilidade, devido
A queda continua da concentracdo celular,

Novas amostras foram descongeladas (Caso 12 e caso 18). No caso
18 havia mais células invidveis do que vidveis e o material foi descartado. J&
no caso 12, havia 3,6x10° células/mL, com 85,72% de viabilidade. Com essa
concentragdo celular, conseguimos entdo trabalhar com 18 pog¢os contendo
2x10° células.

Contfinuando o processo de padronizacdo, decidimos incluir a
propolis, nas concentracdes de 25, 50 e 100 pg/poco, para analisar seu efeito
apds 24 e 48 h, comparando com as células controle.

Apbs 24 horas de incubacdo, obtivemos os resultados expressos na

Tabela 1 do Anexo.

TABELA 1 DO ANEXO - Viabilidade e concentracdo celular do Caso 12
com 24 e 48 h de leiturq, frente a agdo de 25, 50 e 100 pg da proépolis.

25 nug 50 pug 100 png Controle
Caso 12
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
Viabilidade (%) 8,67 18,42 10,06 3,71 5,83 2,31 89 75,37
Concentragdo ;105 356105 0,92x10° 0,5x10°  0,5x10°  0,5x10°  1x10°  4,75x10°
celular (/ml)

Estes dados permitiram observar o efeito da propolis nessa amostra
(Caso 12). Para confirmar o efeito e padronizar os tempos de leitura, bem
como a concentracdo da propolis a ser utilizada, novos ensaios foram
realizados (Casos: 2 - base e cabeca de pénis; 6; 7; 17 - pénis e inguinal; 20).

Neste periodo, o Departamento de Microbiologia e Imunologia,
onde estavam sendo readlizadas as culturas, comecou a ser reformado,
havendo confaminacdo de fodas as culturas sendo, portanto, necessario
descartar essas sete Ultimas amostras citadas anteriormente. Apds o termino da
reforma, a concentracdo de propolis utiizada, o nimero de células, bem

como o tempo de incubacdo do TVT com a propolis foram determinados em
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experimentos pilotos realizados no Departamento de Microbiologia e
Imunologia, do 1B, UNESP - Campus de Botucatu.

Os tempos de leitura foram padronizados em 6, 24 e 48 h, @
concentracdo da prépolis utiizada foi de 10, 25, 50 e 100 pg, com 2x10°

célulos.



	Capa
	Folha de rosto
	Ficha catalográfica
	Dedicatória
	Agradecimentos
	Epígrafe
	Sumário
	Lista de Tabelas
	Resumo
	Abstract
	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO DE LITERATURA
	3. OBJETIVOS
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	5. RESULTADOS
	6. DISCUSSÃO
	7. CONCLUSÕES
	8. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICASζ
	ANEXOS



