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CREMASCO, A.C.M. Correlagoes clinico-patolégicas das avaliacdes da proliferacao
celular pelos métodos de AgNORs e expressio de Ki-67, do indice apoptotico pela
expressao de caspase-3 e da expressao da p53 no sarcoide equino. Botucatu, 2011. 74 p.
Dissertagdo de Mestrado, Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia.

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o indice proliferativo das amostras de
sarcoide equino pelo método histoquimico de AgNOR e por método imuno-histoquimico
pela expressdao do Ki-67 (MIB 1); a avaliar o indice apoptdtico pela expressao de caspase-
3; e a expressdao da p53 mutante e “wild type” no sarcoide equino por meio de método
imuno-histoquimico. Além disso, procurou correlacionar esses dados com os tipos clinicos
de sarcoide equino, sendo cada amostra classificada clinicamente, segundo Knottenbelt
(2005), a partir das descri¢cdes recuperadas nos prontuarios de registro dos animais e das
fichas de diagnostico dos casos utilizados neste projeto. As amostras utilizadas foram
recuperadas do material de arquivo, sendo utilizadas também novas amostras
encaminhadas durante o periodo de realizacdo deste projeto. Desta forma, 41 amostras de
sarcoide equino provenientes de 35 equinos. O presente estudo demonstrou que entre os
animais portadores de sarcoide equino, excluindo-se os SRD, predominaram aqueles
pertencentes as racas Quarto de Milha, Puro Sangue Inglés e Mangalarga, preponderando
os machos em relacdo as fémeas, sendo que 83% dos animais possuiam menos de dez anos
de idade. A localizagdo preferencial das neoplasias na nossa casuistica foi na regido da
cabeca, seguida dos membros e da regido peitoral, prevalecendo as lesdes tnicas € maiores
do que quatro centimetros. Dos tipos clinicos de sarcoide equino, o mais frequente entre os
animais incluidos neste estudo foi o fibroblastico, seguido dos tipos verrucoso, nodular e
misto, sendo o tipo oculto pouco frequente. Os resultados ndo mostraram diferenca
significativa quanto a proliferacao celular (AgNOR e Ki-67), e quanto ao tipo de marcagao
da p53 entre os tipos clinicos de sarcoide equino. A expressao da p53 mostrou-se
predominantemente perinuclear, independentemente do tipo clinico de sarcoide. Esta
localizacdo pode indicar a inativacdo funcional desta proteina. A imuno-marcacido pela
caspase-3 mostrou que o indice apoptotico foi mais elevado nos tipos clinicos fibrobléstico
e nodular, e menor no tipo clinico verrucoso. Este dado pode ser utilizado como mais uma
ferramenta para a diferenciacdo microscopica dos tipos clinicos de sarcoide.

Palavras-chave: Oncologia, Patologia, Pele, Sarcoide equino.



CREMASCO, A.CM. Clinical and pathological correlations of cell proliferation
evaluations by AgNORs and Ki-67 expression methods, apoptotic index by caspase-3
and p53 expression in equine sarcoid. Botucatu, 2011. 74 p. Master’s Dissertation —

Universidade Estadual Paulista. School of Veterinary Medicine and Animal Science.

ABSTRACT

This study has been elaborated to evaluate the proliferative index of equine sarcoid
samples by AgNOR methodology and Ki67 immunohistochemical expression; to
also evaluate the apoptotic index by caspase-3 immunohistochemical expression, as well
as the expression of p53 mutant and "wild type" protein. Moreover, we correlate these data
with clinical types of equine sarcoid, according to Knottenbelt (2005), from descriptions
recovered of animals data reports and diagnosis files of case studied in this project. Tissue
samples were obtained from 35 horses who had their masses submitted to the Pathology
Service at Sdo Paulo State University, Botucatu, SP, Brazil, and new clinical cases during
the study. Breeds most affected were Quarter Horse, Thoroughbred and Mangalarga. Males
were more affected and 83% of the animals were less than ten years old. The preferential
location of the tumors in our series was in the head, followed by members and chest area,
prevailing single lesions /arger than four centimeters. As for the clinical types of equine
sarcoid, the most frequent included fibroblast, followed by verrucous, nodular and mixed.
The results showed no significant differences in cell proliferation and the type of p53
expression between the clinical types of equine sarcoid. The expression of p53 has
demonstrated to be predominantly perinuclear, regardless the clinical type of sarcoid. This
location may indicate the functional inactivation of this protein. The expression of caspase-
3 showed that the apoptotic index was higher in fibroblastic and nodular clinical types, and
lower in verrucous clinical type. This data can be used as an additional tool for
microscopic differentiation of clinical types of sarcoid.

Key words: Oncology, Pathology, Skin, Equine Sarcoid.



1. INTRODUCAO

O sarcoide equino € uma neoplasia cutanea, de origem fibroblastica, localmente
invasiva dos equinos que nao metastatiza (RAGLAND, 1970), que apresenta forma
unica ou multipla com tendéncia a recorréncia (RAGLAND, 1970; MARTI et al.,
2003), ndo sendo influenciado pela raca (MARTI et al., 2003; BROSTOM, 1995), nem
pelo sexo e que acomete principalmente animais jovens (GOLDSCHMIDT &
HENDRICK, 2002; SCOTT & MILLER Jr., 2003). Geralmente ocorre em regides do
corpo previamente traumatizadas seja de forma acidental ou por intervencdo cirurgica
(TORRONTEGUI & REID, 1994), assim as localizagdes predominantes incluem a
cabeca, a regido cervical, axilas, abdomen, regido paragenital ¢ membros (SCOTT &
MILLER Jr., 2003). Muitos estudos associaram o sarcoide equino com a infec¢ao pelo
papilomavirus bovino, mais especificamente o PVB-1 e PVB-2 (TEIFKE et al., 1994;
MARTENS et al., 2000; CHAMBERS et al., 2003; WOBESER et al., 2010; YUAN et
al., 2010).

Atualmente sdo reconhecidos seis tipos clinicos da neoplasia, o oculto, o
verrucoso, o nodular, o fibrobléstico, o maligno ¢ o misto (KNOTTENBELT, 2005).
Tem sido descrita a preferéncia de uma determinada forma de apresentagdo clinica por
regides especificas do corpo do animal (KNOTTENBELT, 1995; SCOTT & MILLER
Jr., 2003).

Os mecanismos celulares e moleculares que levam ao desenvolvimento do
sarcoide equino ndo sao conhecidos, porém sabe-se que o cancer tem sua origem na
perturbagdo do controle do ciclo celular (NIXON et al, 2005). A utilizagdo de
marcadores de proliferacdo como Ki-67 e de métodos histoquimicos como AgNOR,
assim como da expressdo das caspases para a determinagdo do indice apoptético e a
expressao de proteinas que controlam o ciclo celular como a p53 tem se mostrado uteis
em estudos sobre o comportamento bioldgico de diversas neoplasias (CROCKER et al.,
1987; ALVES et al., 1999; GRIFEY et al., 1999; ROBERT & FRIEDLANDER, 2003;
SCHMIDT et al.,, 2006). Embora, o componente mesenquimal dos sarcoides nao
apresente altos niveis proliferativos, sdo poucos ainda os estudos que enfocaram este
aspecto (MARTENS et al., 2000; NIXON et al., 2005; KASPEROWICZ et al. (2006;
BOGAERT et al., 2007). Além disso, a localizacdo anormal da p53 no componente
fibroblastico dos sarcoides, que levaria a inativacdo desta proteina ja foi verificada

(BUCHER et al., 1996; JOHNSTON et al., 1996; MARTENS et al., 2000). Por outro



lado, ndo existem dados sobre a determinagdo do indice apoptotico pela expressdao das
caspases no sarcoide equino.

Assim sendo a avaliagdo de marcadores do comportamento bioldgico das
neoplasias nos diferentes tipos clinicos de sarcoides, podem fornecer dados importantes
que auxiliem no diagnostico, no progndstico e no tratamento destes tumores.

Sendo assim, os objetivos do presente trabalho sdo:

v' Avaliar a taxa de proliferagdo dos sarcoides equinos utilizando o método
histoquimico de AgNORs e por método imuno-histoquimico pela expressao do Ki-67
(MIB-1).

v' Avaliar o indice apoptético dos sarcoides equinos utilizando o método
imuno-histoquimico pela expressao da Caspase-3.

v' Avaliar a expressdo da p53 mutante e “wild type” nos sarcoides equinos por
meio de método imuno-histoquimico.

v' Correlacionar os tipos clinicos de sarcoide equino com os indices

proliferativos e apoptdticos, € com a expressao da p53.



2. REVISAO DE LITERATURA

Sarcoide equino ¢ a neoplasia cutdnea mais frequente entre os equideos,
independentemente da raca, sexo ou mesmo caracteristica de pelagem. O aparecimento
deste tipo de les@o ndo sofre influéncia sazonal, tendo sido relatada a sua ocorréncia em
varias regides do mundo (RAGLAND et al, 1970; MARTI et al, 1993;
GOLDSCHMIDT & HENDRICK, 2002; SCOTT & MILLER Jr., 2003; GINN et al.,
2007). Seu comportamento clinico ¢ localmente agressivo devido a capacidade
infiltrativa, além de ser refratario a diferentes formas de terapias (PLUMMER, 2005).

Este processo foi primeiramente caracterizado por Jackson em 1936, na Africa do
Sul, que definiu a lesdo como uma “neoplasia benigna unica da pele, localmente
invasiva, com componente epidérmico variavel e propensdo a recorréncia.” O nome
sarcoide foi sugerido devido a aparéncia sarcomatosa maligna das lesdes
(KNOTTENBELT, 2005) e para distingui-lo de outros tumores cutaneos fibroblasticos
como o fibroma, o fibrossarcoma, ¢ os papilomas (JACKSON, 1936). Apesar da
similaridade na terminologia, ndo apresenta correlagdo com a sarcoidose em seres
humanos (MC GAVIN & ZACHARY, 2007), embora haja relatos desta enfermidade
nos equinos (REIJERKERK et al., 2009). As lesdes neoplésicas ocorrem em qualquer
regido do corpo, porém sdo registradas com maior frequéncia na cabeca, especialmente
no pavilhdo auricular, comissura labial e regido periocular, além da regido cervical,
membros e regido ventral (abdominal e paragenital) do corpo. Segundo Scott & Miller
Jr. (2003), de 14% a 84% das lesdes sao multiplas, podem surgir repentinamente, como
também desaparecer espontaneamente ou perdurar.

A redugdo do valor econdmico dos animais afetados deve-se ao comprometimento
da utilizagdo destes, além do aspecto estético, especialmente quando os tumores se
localizam nos membros posteriores, canto da boca e palpebras (LAZARY et al., 1985;
MEREDITH et al., 1986). A localizagao periocular do sarcoide equino do tipo clinico
fibroblastico representa uma dos maiores desafios encontrados pelos cirurgides, pela
dificuldade de preservacdo do olho (LAVACH et al., 1985; KNOTTENBELT, 2005;
PLUMMER, 2005).

Morfologicamente, o sarcoide equino ¢ uma neoplasia de tecido fibroso, com
origem fibroblastica, ndo metastatizante, que mostra muito frequentemente o
envolvimento da epiderme (KNOTTENBELT, 2005; GIN et al., 2007). As células

neoplésicas sdo fusiformes ou estreladas e, geralmente, mostram hipercromasia e atipia,



com arranjo variando entre fasciculado e a disposicdo em verticilos. O niimero de
mitoses geralmente ¢ baixo, embora variavel. Os limites da neoplasia sdo geralmente
indistintos (SCOTT & MILLER Jr., 2003).

Parece nao haver predilecao por ragas (MARTI et al., 1993; BROSTOM, 1995).
No entanto, alguns autores citam maior suscetibilidade para animais das racas
Appaloosa, Puro Sangue Arabe (ANGELOS, 1998), Quarto-de-Milha (WOBESER et
al.,, 2010; ANGELOS, 1998), e Puro Sangue Inglés (ANGELOS, 1998; PLUMMER,
2005). No Brasil, estudos realizados no Rio Grande do Sul, relatam que a raca Crioula é
a mais comumente acometida (RAMOS et al.,, 2008; BRUM et al., 2010). Em
contrapartida, no noroeste dos EUA, o sarcoide equino ¢ mais frequente nas ragas Paint
Horse, Quarto-de-Milha e Puro Sangue Arabe, sendo o tnico tumor cutineo encontrado
em asininos ¢ muares (VALENTINE, 2006). Deve-se ressaltar que estes dados
provavelmente tém relacdo direta com a composic¢do racial da populagdo equina nas
regides estudadas e com o tipo de utilizacdo dos animais.

Da mesma forma, ndo parece haver diferenca na suscetibilidade entre os sexos,
mas animais castrados mostram acometimento mais frequente (MARTI et al., 1993;
BROSTOM, 1995; ANGELOS, 1998; PLUMMER, 2005).

A faixa etaria dos animais acometidos pelo sarcoide equino encontra-se entre trés
e sete anos de idade (SCOTT & MILLER Jr., 2003, RAMOS et al. 2008), embora
animais com apenas um ano possam apresentar a neoplasia (MARTI et al., 1993;
BROSTOM, 1995). Em areas com alta prevaléncia de sarcoide equino, a ocorréncia do
tumor em cavalos senis nao ¢ incomum (SCOTT & MILLER Jr., 2003).

Existem seis tipos de apresentagdo clinica, reconhecidos (KNOTTENBELT,
2005), que se correlacionam com a caracteristica histologica da lesdo (MARTENS,
2000; SCOTT & MILLER Jr., 2003). O tipo oculto ou superficial ¢ caracterizado por
areas circulares alopécicas e rugosas na pele. O tipo verrucoso, como o proprio nome
indica, tem aparéncia semelhante a uma verruga. O tipo nodular apresenta dois subtipos.
As lesdes unicas ou os agregados lobulados de massas subcutineas esféricas
correspondem ao subtipo A. J4 o subtipo B ¢ representado por nédulos multiplos com
envolvimento cutaneo e ndo aderidos ao tecido subjacente. O sarcoide tipo fibroblastico
possui aparéncia exofitica fibrovascular, frequentemente lembrando tecido de
granulagdo, sendo que o subtipo um apresenta-se pedunculado enquanto que o subtipo
dois apresenta uma base localmente invasiva. O sarcoide do tipo maligno ¢ uma forma

agressiva e localmente invasiva com infiltragdo linfatica, resultando em multiplos



corddes de massas tumorais estendendo-se a pele e ao tecido subcutaneo adjacente.
Também sdo reconhecidos tipos mistos, forma relativamente comum e representam
lesdes que possuem caracteristicas pertencentes a dois ou mais tipos descritos
anteriormente (KNOTTENBELT, 2005).

A frequéncia dos tipos clinicos do sarcoide equino parece mostrar alguma
variacdo geografica. O tipo oculto e o tipo verrucoso sdo particularmente comuns no
Reino Unido, porém ndo sdo frequentes na Africa e na Australia (KNOTTENBELT &
MATHEWS, 2001). Na literatura nacional, sdo poucos os dados sobre a frequéncia dos
tipos clinicos de sarcoide equino.

Virios estudos demonstram a localizagdo preferencial de determinadas formas de
apresentacao clinica em regides especificas do corpo. Assim o sarcoide do tipo oculto
ocorre mais frequentemente na regido cervical, na face, face medial da coxa e regido
escapular. J& o sarcoide do tipo verrucoso, embora também acometa as regides da
cabega e cervical, ¢ o tipo predominante na axila e na virilha. As localiza¢des palpebral,
prepucial ou mesmo na regido da virilha podem mostrar a apresentacdo tipica do
sarcoide do tipo nodular. O sarcoide do tipo fibroblastico além de comprometer a axila,
a virilha, os membros e a regido periocular, ¢ observado naqueles locais previamente
traumatizados ou mesmo quando os traumas ocorrem em locais onde ja havia a presenca
de um sarcoide equino com apresentagdo clinica diferente. Nas regioes da mandibula e
do codilho predomina a forma mais agressiva da neoplasia denominada de sarcoide do
tipo maligno (KNOTTENBELT, 1995; SCOTT & MILLER Jr., 2003).

Algumas tentativas tém sido feitas no sentido de se estabelecer correlagdes entre
as formas clinicas ou tipos de sarcoide equino e as caracteristicas histoldgicas das lesdes
(MARTI et al., 1993; SCOTT & MILLER Jr., 2003). Martens et al. (2000),
considerando cinco tipos clinicos - oculto, verrucoso, nodular, fibroblastico e misto —
relataram que os tipos verrucoso e misto caracterizavam-se por hiperplasia epidérmica e
hiperceratose, além de nitida atividade dermoepidérmica, com formagao de “rete pegs”
e orientacdo perpendicular dos fibroblastos em relagdo a membrana basal ou jungdo
dermoepidérmica (“picket fence”). Relatam também que estas caracteristicas,
frequentemente, estavam ausentes nos sarcoides dos tipos oculto e nodular. Os mesmos
autores verificaram que os sarcoides do tipo fibroblastico apresentavam ulceracdo
associada a infiltrado inflamatorio polimorfonuclear. Segundo Scott & Miller Jr. (2003),
os achados histologicos podem ndo ser definidores de um tipo clinico especifico, porém

podem ser utilizados para a sua exclusdo. Estes mesmos autores ressaltam que a



quantidade de fibras colagenas varia. A proliferagdo dos fibroblastos dérmicos encontra-
se sempre presente (TARWID et al., 1985; SCOTT & MILLER Jr., 2003).

A transmissao entre animais € proposta por contato direto ou indireto. Além disso,
acredita-se que as lesOes iniciais disseminem-se para outras areas no mesmo equino,
havendo inclusive a possibilidade de que haja a transmissdo para outros equinos através
de mordidas, fric¢do, fomites e insetos (MOHAMMED et al., 1992; TORRONTEGUI
& REID, 1994; SCOTT & MILLER Jr., 2003; FINLAY et al., 2009).

O sarcoide equino ndo metastatiza, porém apresenta alto indice de recorréncia e
raramente regride espontaneamente (RAGLAND et al., 1970; KNOTTELBELT, 2005).
A recidiva ocorre em 20-50% dos casos, apds intervencao cirurgica (TARWID et al.,
1985; MARTENS et al., 2001). Assim a apresenta¢do clinica inicial pode se transformar
em outra, ou mesmo tumores uUnicos dar origem a lesdes multiplas. Estas
transformagdes podem ocorrer como consequéncia de traumas, que muitas vezes tém
sua origem nos proprios procedimentos utilizados para o diagnodstico, como as biopsias
incisionais ou excisionais (SCOTT & MILER Jr., 2003; KNOTTENBELT, 2005;
PLUMMER, 2005). Esta caracteristica clinica é observada principalmente nos tipos
nodular e verrucoso, que, no entanto, sem razao aparente, podem transformar-se
dramaticamente em tumores de crescimento rapido e de dificil tratamento, como os
sarcoides do tipo maligno e fibroblastico (BOGAERT et al., 2007). Invasao e infiltragao
locais sd3o comuns em tumores fibroblasticos e os tumores malignos podem mostrar
extensa infiltragdo dos vasos linfaticos (KNOTTENBELT, 2005). Yuan et al. (2010)
confirmaram que o aumento da expressao da atividade das Metaloproteinases em
células do sarcoide equino possibilitam a invasdo das células tumorais nos tecidos
circundantes permitindo a propagacao localizada do DNA viral.

O PVB-1 induz a um estimulo das células inflamatorias, dos inibidores da
apoptose e dos promotores da motilidade celular e a redugdo da efetividade de ambas as
respostas imunes adaptativa e inata (YUAN et al., 2008). A oncoproteina E5 do PVB-1
tem o comportamento semelhante em equinos e bovinos, em relagdo a transformacgao
das células sem imortalizagdo concomitante, e na redu¢do do MHC-1.

Ja ¢ conhecida a expressdo da proteina transformante principal (E5) dos PVBs
tipos 1 e 2 nos sarcoides equinos, porém parece nao ocorrer a infec¢do produtiva
geradora de virions (YUAN et al., 2007). A expressdo desta proteina produzida por
genes virais pode contribuir para a persisténcia do virus, assim como para a patogénese

da doenca por reduzir a expressao de MHC classe I (NASIR et al., 1997, MARCHETTI



et al., 2009). Este poderia ser o mecanismo de evasao utilizado pelo PVB nos casos de
sarcoide equino e que tem sido descrito como responsavel pela progressao maligna
associada a neoplasias relacionadas aos papilomavirus (CHAMBERS et al., 2003).

A invasdo e a migracdo de células tumorais para sitios distantes do tumor
principal pode ser uma das causas da alta recorréncia (RAGLAND et al., 1970) e, a
consequente dificuldade de tratamento do sarcoide equino (KNOTTENBELT, 2005). O
sarcoide equino recorrente exige tratamento complementar, como quimioterapia € a
imunoterapia, apos excisdo cirargica inadequada (MARTENS et al., 2001).

Muitos estudos demonstraram a associagdo com a infeccdo pelo papilomavirus
bovino (PVB) (ANGELOS et al., 1991; CHAMBERS et al., 2003; REID et al., 1994,
NASIR et al., 1997, YUAN et al., 2007). Esta associacdo baseia-se na identificacdo do
DNA de PVB-1 e PVB-2 nos sarcoides equinos (TEIFKE et al., 1994; MARTENS et
al., 2000; CHAMBERS et al., 2003; WOBESER et al., 2010; YUAN et al., 2010).
Além disso, o DNA viral também tem sido encontrado em pele normal de equinos, o
que sugere a existéncia de uma fase de laténcia do processo, assim como explicaria a
alta taxa de recorréncia apds a excisdo cirargica (SCOTT & MILLER Jr., 2003).

Embora haja aspectos hereditdrios que devam ser ressaltados, ¢ importante
caracterizar que a etiologia ¢ provavelmente multifatorial. Assim, esta neoplasia deve
ser considerada como um tumor induzido por virus com uma variedade ampla de
manifestagdes que sdo resultado de interagdes entre o agente etiologico, o ambiente e
genoma do hospedeiro (BROSTOM, 1995).

Os mecanismos celulares e moleculares exatos que levam ao desenvolvimento do
sarcoide equino ndo sdo conhecidos. No entanto, a perturbacdo nos mecanismos de
controle do ciclo celular ¢ uma caracteristica bioldgica comum no cancer humano e,
entretanto, sua ocorréncia na patogénese do sarcoide equino permanece pouco
investigada (NIXON et al., 2005).

O crescimento tumoral ¢ determinado por trés fatores principais: o tempo do ciclo
celular, a porcentagem das células em proliferacdo e o niimero de células perdidas.
Portanto, além dos marcadores de proliferagdo celular, outro indice muito importante
relacionado com o comportamento bioldgico das neoplasias ¢ a apoptose (PHILIPS et
al., 2000).

A proliferacdo celular tem sido amplamente estudada por mostrar uma boa
correlagdo com o comportamento bioldgico dos tumores, permitindo que se obtenham

informagdes que orientem o tratamento e o prognostico entre pacientes oncoldgicos



(NIXON et al., 2005; ROELS et al., 1999). A atividade proliferativa de um tumor ¢ um
indice potencialmente util para a previsdo de seu avango e evolugao.

Existem muitos métodos de avaliagdo da proliferacao celular, entre estes podem
ser citadas técnicas simples como a contagem das figuras de mitose ou métodos mais
sofisticados como a contagem dos AgNORs (4Argyrophil Nucleolar Organizer Regions)
por métodos histoquimicos e a avaliagdo imuno-histoquimica, utilizando-se a marcagao
dos antigenos Ki-67 (MIB-1) e PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) (GRIFEY et
al., 1999).

O antigeno Ki-67 (MIB-1) pode ser detectado em todas as fases do ciclo celular
menos na GO (GERDES et al., 1991), tendo portanto, relacdo direta com a fracdo de
crescimento de uma populagdo celular (GERDES et al., 1991; ALVES et al., 1999). E
considerado como o melhor marcador imuno-histoquimico de proliferacao celular pela
maior consisténcia bioldgica da fragdo de crescimento, relacionado a expansdo e
metastase (ALVES et al., 1999).

A marcag¢do imuno-histoquimica pelo Ki-67 para avaliar o indice proliferativo dos
sarcoides equinos foi utilizada por poucos autores (MARTENS et al., 2000; NIXON et
al., 2005; BOGAERT et al., 2007). Geralmente, a por¢ao mesenquimal das lesdes
relacionadas ao sarcoide equino ndo esta associada a altos niveis proliferativos,
mostrando indices semelhantes aos encontrados na pele normal (NIXON et al., 2005).
Porém, quando avaliadas em separado, as regides mais superficiais dos tipos verrucoso
e fibroblastico mostram atividade proliferativa significativamente mais alta, se
comparadas aos tipos oculto e nodular (MARTENS et al., 2000; BOGAERT et al.,
2007). Estes achados sustentam as observacdes prévias, inclusive clinicas, de que o
sarcoide equino pode permanecer quiescente durante anos (MARTENS et al., 2000;
NIXON et al., 2005).

O indice de proliferagdo pode ser determinado também por meio de métodos
histoquimicos, utilizando-se a contagem das AgNORs. As NORs sdo estruturas
presentes nos nucleos celulares, relacionadas com a sintese de proteinas nas células em
proliferacdo. O grande niimero de NORs reflete um alto indice de proliferacdo e a
intensidade da marcagao indica a velocidade do ciclo. As NORs podem ser detectadas
por métodos que utilizam a impregnacao pela prata (CROCKER et al., 1987).

A marcacdo pela prata das NORs pode ser demonstrada em cortes de tecido
devido a afinidade das histonas pela prata coloidal, estes produtos representam a reagdo

corada AgNOR. Segundo Derenzini & Ploton (1991), quanto maior o nimero de NORs,



menor ¢ a duragdo do ciclo celular e maior ¢ a velocidade de proliferagdo celular. Essa
relagdo faz da andlise quantitativa das NORs um excelente indicador da atividade de
proliferacao das células e uma valiosa ferramenta de diagnéstico, pois permite a
diferenciagdo entre tumores benignos e malignos, podendo ser utilizado no prognostico
dos diferentes tipos de cancer.

Este método histoquimico ¢ muito utilizado na Medicina Veterindria, pois além do
baixo custo, da boa relagdo com o grau da neoplasia € com o prognostico, permite
determinar a velocidade do processo proliferativo (DERENZINI & PLOTON, 1991;
KIUPEL et al., 1999). Existe apenas uma citacdo sobre a utilizacdo deste método
histoquimico na avaliacdo da proliferacdo no sarcoide equino por Kasperowicz et al.
(2006). Atualmente, a utilizagdo na espécie equina ainda € bastante restrita, ficando
limitada a estudos genéticos (SLOTA et al., 2007).

Acredita-se que com a associacdo do método histoquimico de AgNOR e a
deteccdo imuno-histoquimica da expressdo de Ki-67 pode-se obter uma visdo mais
precisa do processo proliferativo e potencial maligno do sarcoide equino.

Além dos marcadores de proliferagdo celular, outro indice muito importante
relacionado com o comportamento biologico das neoplasias ¢ a apoptose (PHILIPS et
al., 2000). O fendmeno apoptdtico tem relagdo com a progressao tumoral.

Um dos métodos de quantificar a frequéncia de células tumorais que estdo em
apoptose ¢ avaliar a expressdo de algumas enzimas relacionadas diretamente com este
evento, as chamadas caspases. As caspases estdo presentes no citoplasma da maioria das
células, nas suas formas inativas como uma cadeia unica de polipeptideos, sendo
ativadas quando esta cadeia ¢ quebrada (ROBERT & FRIEDLANDER, 2003).

Mais de dez tipos de caspases ja foram descritos nos mamiferos, sendo a caspase-
3, a mais estudada. Estudos sugerem que tanto o nivel da expressao da caspase-3, como
a sua forma de marcagdo intracitoplasmatica, tem relagdo com a progressao tumoral
(DONOGHUE et al., 1999; DUKERS et al., 2002).

Ainda sdo poucos os dados na literatura veterindria sobre a utilizagdo da marcagao
pela caspase-3 para a determinac¢do do indice apoptotico, principalmente na espécie
equina. Além disso, ndo existem dados na literatura consultada sobre a determinagao
imuno-histoquimica da expressdao de caspase-3 no sarcoide equino. Ja que estas lesdes
parecem nao estar associadas a altos indices proliferativos, € natural que se suspeite que
o acumulo de células tumorais seja consequéncia também de alteragdes nos mecanismos

de apoptose.
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A apoptose ¢ um mecanismo de morte celular de vérias etapas e finamente
ajustado, podendo ser acionado pelas vias extrinseca (dependente de receptor de morte)
ou intrinseca (via mitocondrial) (CHEN & WONG, 2008). A apoptose, assim como a
senescéncia e o sequestro da célula do ciclo celular, ¢ dependente da ativacdo do gene
p53, sendo a escolha do destino da célula o resultado do tipo de sinal recebido e do
contexto no qual a célula se encontra (HAUPT et al., 2003). O gene p53 estimula uma
ampla rede de sinais que induzem a apoptose tanto pela via extrinseca quanto pela via
intrinseca (HOFSETH et al., 2004). E um gene supressor tumoral que age como
regulador da multiplicacdo celular, além de desempenhar papel fundamental no reparo
do dano ao DNA. A sua perda de funcdo leva a vantagem seletiva das células
transformadas. A proteina codificada pelo gene p53 ¢ labil e raramente pode ser
detectada por métodos imuno-histoquimicos em cortes histologicos. Porém, nas células
neoplésicas, a mutagdo do gene leva ao acimulo de proteina ndo—funcional detectavel
por métodos imuno-histoquimicos (SCHMIDT et al., 2006). A fung¢ao do tipo selvagem
da p53 pode ser inativada por uma série de mecanismos, incluindo a formagao de
complexos com produtos de oncogenes virais, proteinas celulares e mutacdo. Mutagdes
somaticas no gene p53 sdo as alteracdes genéticas mais comuns nos tumores humanos,
frequentemente compreendendo os exons 5-8 (LEVINE et al., 1994; SOUSSI et al.,
1994). A perda de propriedades supressoras tumorais normais da proteina p53 tem sido
relatada em alguns tumores dos animais domésticos (NIXON et al., 2005). Parece
provavel que alguns tumores de pele de equinos sejam influenciados pela exposicao a
raios ultravioletas que causa a mutagao do gene p53 (MUNDAY & KIUPEL, 2010).

Alguns investigadores tém avaliado a participacdo do gene p53 no sarcoide
equino. Bucher et al. (1996) ndo conseguiu detectar mutagdes no gene p53 nestas lesdes
tumorais, sugerindo que este gene ndo teria papel importante na patogénese do sarcoide
equino. Este achado foi corroborado por investigagdes posteriores em asininos (NASIR
et al., 1999). Entretanto, foi demonstrado que 44% das lesdes de sarcoide em equinos
mostravam localizacdo aberrante perinuclear da proteina p53, sugerindo que a sua
inativagdo ndo teria origem mutacional, mas a perda da func¢do ocorreria provavelmente
devido a localizagao anormal da proteina (BUCHER et al., 1996; JOHNSTON et al.,
1996, MARTENS et al., 2000), resultando na perturbacdo do ciclo celular e no
equilibrio entre a proliferacdo e morte celular, devido a anormalidades nas vias de

apoptose (NIXON et al., 2005). O papilomavirus codifica trés oncoproteinas (ES, E6 e
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E7) que interferem com a funcao de proteinas celulares envolvidas no controle do ciclo
celular, tais como a p53 (CAMPO, 2003).

Pelo que foi aqui exposto, nota-se que muitos avancos foram obtidos na
compreensdo desta neoplasia, porém muito ainda precisa ser elucidado. A avalia¢ao dos
indices proliferativos e a comparag@o destes com os indices apoptéticos podem fornecer
dados mais fidedignos sobre o comportamento da populacdo de células neoplasicas nos
diferentes tipos de apresentacdo clinica do sarcoide equino. Embora a analise do
compartimento proliferativo deste tipo de neoplasia, pela expressao da proteina Ki-67,
ndo tenha demonstrado resultados animadores, acreditamos que a utilizagdo da técnica
de AgNOR possa contribuir de forma mais consistente para este tipo de analise. No que
diz respeito ao indice apoptotico, sao poucos os dados encontrados sobre o estudo deste
parametro nos sarcoides equinos. Parece-nos, que a pesquisa sobre a fun¢do da proteina
p53 acompanhada da detec¢do da expressdo da caspase-3 pelas células tumorais, podera

aprofundar mais os conhecimentos sobre o papel da apoptose nos sarcoides equinos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Procedéncia dos animais e material de arquivo
3.1.1. Estudo retrospectivo e prospectivo

Nesta pesquisa, foi realizado o estudo retrospectivo de todos os casos de afeccdes
cutaneas de equinos diagnosticados, no Servigo de Patologia do Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP, Campus de Botucatu — SP,
no periodo de 1967 a 2010. Este material foi originado de biopsias ou intervengdes
cirargicas encaminhadas como pegas cirurgicas enviadas ao Servigo para diagnostico
por servicos do proprio Hospital da unidade ou por hospitais e clinicas particulares, e
também provenientes de profissionais autonomos da regido que utilizam o Servigo de
Patologia para diagnostico histopatologico. Desta forma, foram incluidos tanto os casos
que constavam no arquivo do servigo, quanto os casos diagnosticados durante o periodo
de desenvolvimento deste projeto.

O levantamento dos dados iniciou-se pelo arquivo de fichas de registro de
diagnostico e, posteriormente, os blocos e as laminas correspondentes a cada caso,
foram recuperados dos arquivos de Servico de Patologia. Dos prontuarios de registro
referentes as fichas de diagnostico foram obtidas informacdes sobre a raca, sexo, idade,
pelagem, localiza¢do, o tamanho da neoplasia e a multiplicidade de lesdes, descri¢ao
dos dados clinico-cirargicos de cada animal, assim como a descri¢do macroscopica das
lesdes colhidas, na data de sua apresentacgao clinica.

Embora tenham sido considerados os diagndsticos morfologicos que constavam
das fichas originais, todos os 96 casos obtidos neste levantamento foram reavaliados do
ponto de vista histopatologico, sendo estabelecidos os diagnosticos. Entre estes se
incluiam processos neopldsicos e nao-neoplasicos, processos bacterianos, fungicos e
parasitarios. A partir do nosso levantamento foram utilizadas 36 amostras de sarcoide
equino, que foram considerados adequados e apropriados para a realizagdo deste
projeto. Destes foram confeccionadas novas laminas para descricdo morfoldgica, para a
analise imuno-histoquimica e histoquimica.

Dos novos casos encaminhados ao Servico de Patologia Veterinaria do Hospital
Veterinario da FMVZ-UNESP, campus de Botucatu, cinco amostras foram utilizadas,
sendo também registrados os dados referentes a raca, sexo, idade, pelagem, localiza¢do
e descri¢do dos dados clinico-cirurgicos, assim como a descricdo macroscopica das

lesdes. Estes casos também foram utilizados para a andlise imuno-histoquimica e
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histoquimica, incluidas no projeto, totalizando 41 amostras, provenientes de 35 casos,

durante o periodo de 24 meses (Margo de 2009 a Fevereiro de 2011).

3.2. Tipos clinicos de sarcoide equino

Os dados clinicos recolhidos dos prontudrios de registro foram utilizados para a
observacao do histdrico clinico e para a classificacdo clinica por meio de sua forma de
apresentacao baseado na descrigdo de clinicos e cirurgides. A classificagdo dos tipos

clinicos foi realizada de acordo com Knottenbelt (2005).

As caracteristicas de cada um dos tipos clinicos sdo apresentadas no Quadro 1.

QUADRO 1. Caracteristicas dos tipos clinicos de sarcoide equino (KNOTTENBELT,
2005).

Tipo Clinico Caracteristica
Tipo Oculto ou Superficial | Areas circulares alopécicas e rugosas na pele.
Tipo Verrucoso Aparéncia semelhante a uma verruga.
Tipo Nodular apresenta 2 | A - Lesdes Uinicas ou agregados lobulados de massas subcutaneas esféricas.
subtipos B — ¢ representado por nédulos multiplos com envolvimento cutaneo, ndo
(AeB) ocorrendo aderéncia aos tecidos subjacentes.
Tipo Fibroblastico Aparéncia exofitica fibrovascular, frequentemente lembrando tecido de

granulacdo, sendo que o subtipo um apresenta-se pedunculado enquanto
que o subtipo dois mostra caracteristica invasiva na sua base.

Tipo Maligno Forma agressiva e localmente invasiva com infiltragdo linfatica, resultando
em multiplos corddes de massas tumorais que se estendem a pele e
ao tecido subcutaneo adjacente.

Tipos Mistos Lesdes que possuem caracteristicas pertencentes a dois ou mais tipos.

3.3. Processamento histopatologico do material

O material de arquivo e o proveniente da rotina de diagnostico do Servigo de
Patologia, que foi recebido durante o periodo de desenvolvimento do projeto foram
submetidos aos procedimentos de rotina para inclusdo em parafina e cortados em
microtomo rotativo. Algumas amostras recuperadas do arquivo precisaram ser
reemblocadas. Os cortes corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (LUNA et al.,
1986) foram utilizados para a descricdo dos achados histopatologicos, segundo os
critérios estabelecidos por Martens et al. (2000). Cortes das mesmas amostras foram

submetidos as técnicas de imuno-histoquimica e ao método de AgNORs.
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3.3.1. Avaliagao histopatologica
3.3.1.1. Descri¢do morfologica

Para cada caso, utilizou-se os critérios histopatologicos utilizados por Martens et
al. (2000), sendo considerados em relacdo a sua auséncia ou presenga. Eles sdo

apresentados no Quadro 2.

QUADRO 2. Critérios morfologicos utilizados na anélise histopatologica de sarcoide

equino, de acordo com Martens et al. (2000).

Epiderme Derme
Hiperceratose Densidade dos fibroblastos
Atrofia da epiderme Arranjo dos fibroblastos
Hiperplasia Cistos foliculares

Rete pegs (atividade dermo-epidérmica)

Picket fence (posicionamento perpendicular dos
fibroblastos em relagdo a jungdo dermo-epidérmica)
Ulcera parcial

3.4. Técnica histoquimica
3.4.1. AgNOR (A4rgyrophil Nucleolar Organizer Regions)

A utilizacdo desta técnica, descrita por Ploton et al. (1986), segue o protocolo
contido no roteiro da apostila de técnicas de coloragdes especificas do Laboratorio de

Pesquisa do Servigo de Patologia Veterinaria da FMVZ — UNESP.

Conforme a padronizacdao da técnica, amostras de tecido cutdneo equino com
diagnostico de sarcoide equino e de carcinoma de células escamosas foram utilizadas,
além de uma amostra de linfoma canino, todos incluidos em parafina. A amostra de
carcinoma foi utilizada para que tivéssemos um controle da reacdo em tecido equino
constituido por células com alto indice proliferativo e que possuem caracteristicas que
facilitam a visualizacdo dos NORs, que se apresentam, geralmente, Unicos, grandes e
centrais. Por sua vez, a amostra de linfoma canino foi utilizada por ser um material que
jé foi padronizado para esta técnica no Laboratério de Pesquisa do Servico de Patologia
Veterindria. As amostras citadas foram processadas simultaneamente.

De cada uma das 41 amostras de sarcoide equino incluida em parafina foram
obtidos cortes com quatro micrometros de espessura. As laminas com os cortes

permaneceram em estufa a 56°C por 12 horas, sendo posicionadas em berco de
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coloracdo e submetidas ao processo de desparafinizacdo e hidratagdo. Para tanto, foram
imersas em trés solucdes de xilol a temperatura ambiente por cinco minutos cada,
seguidas de passagens sequenciais, em trés solugdes de alcool a 70%, 80% e 95%, por
um minuto, € passagem em alcool absoluto. Entdo, foram imersas em agua destilada e

deionizada (quatro repetigdes).

Na técnica empregada, foram utilizadas as solugdes A e B (solucdo de uso). A
solug@o A, ¢ constituida por uma mistura de 2% de gelatina incolor (1g) para laboratorio
dissolvida em 50 mL de 4gua deionizada aquecida, sendo adicionado 1 mL de 4cido
formico. A solucdo B ¢ constituida por nitrato de prata (30g) em 100 mL de agua
deionizada. A mistura é na propor¢dao de uma parte da solugdo A para duas partes da

solucdo B. A técnica consiste no preparo da solu¢ao no momento do uso.

Os cortes ficaram submersos na solugao de uso em cuba de vidro vertical, com a
finalidade de se evitar a formagao de precipitado da prata inespecifico, ao abrigo da luz
em camara Umida, em estufa a 56°C durante 22 minutos. Apés esta etapa, seguiram-se
trés lavagens em agua deionizada aquecida. Em seguida, os cortes foram recobertos com
tiossulfato de sodio a 5%, durante trés minutos, lavados em quatro passagens de agua
destilada; receberam banhos em alcool 95%; e foram contra-corados com verde luz a
1% por um minuto e meio, para melhor visualizagdo do coldgeno. Posteriormente,
foram submetidos a lavagem em agua destilada; passagens em dalcool 95% e alcool
absoluto por dois minutos e banhos de xilol por cinco minutos, em cuba de vidro

vertical.
3.4.1.1. Avaliacao quantitativa de AgNORs

As laminas coradas pelo método de AgNORs foram utilizadas para a avaliacdo do
nimero de NORs por nucleo celular por meio da contagem direta em 100 células da
porcao epitelial de cada amostra de sarcoide equino analisada, quanto 100 células da
por¢ao dérmica do tumor. Foi avaliada também a média da relacao entre a area dos
NORs (um?) e a area do niicleo celular (um?) de cada amostra de sarcoide equino,
novamente, em 100 células da por¢do epitelial e em 100 células da por¢do dérmica do

tumor, utilizando-se de microscopia optica.



16

3.5. Técnicas imuno-histoquimicas

A padronizag¢do da técnica imuno-histoquimica foi realizada no Laboratorio de
Pesquisa do Servigo de Patologia da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da

UNESP.
Os anticorpos primadrios utilizados neste trabalho foram:

. p53 (NCL-p53-CM1) (Novocastra) - Anticorpo policlonal produzido em
coelho contra a proteina de origem humana codificada pelo gene p53. Reconhece as

formas, o tipo selvagem e mutante da proteina;

. Ki-67 (c6d. 7240, clone MIB-1) (DakoCytomation Denmark S/A) -
Anticorpo monoclonal produzido em camundongo contra a proteina nuclear Ki-67 de

origem humana;

. Cleaved Caspase-3 (Asp 175) (c6d. 9661) (Cell Signaling Technology, Inc.)
- Anticorpo policlonal produzido em coelho destinado a detec¢ao dos niveis endogenos

dos fragmentos (17/19 kDa) da enzima caspase-3 ativa de origem humana;

O Quadro 3 mostra as diluigdes em albumina sérica bovina a 1% de cada

anticorpo utilizado.

QUADRO 3. Anticorpos primarios e suas respectivas dilui¢des para marcacao imuno-

histoquimica nas amostras de sarcoide equino.

ANTICORPO DILUICAO
p53 1:1600
Ki-67 1:100
Caspase-3 1:600

Durante a padronizacdo da técnica, foi utilizada como controle positivo uma
amostra de carcinoma de células escamosas na espécie equina, além de amostra de
linfoma canino de alto grau para os anticorpos pesquisados neste projeto p53, Ki-67 e
caspase-3 em cada bateria. A amostra de carcinoma foi utilizada para que tivéssemos

um controle da reagdo em tecido equino.
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Os cortes histologicos com trés micrometros de espessura realizados em
micrétomo rotativo foram posicionados sobre laminas eletrostaticas (ImmunoSlide,
EasyPath®), que conferiram uma melhor fixagdo deste material nas laminas e mantidos

em estufa a 56°C por 16 horas.

Posteriormente, as laminas foram submetidas a desparafinizacdo em trés
passagens, cada uma de cinco minutos, em xilol a temperatura ambiente, hidratagdo em
solucdes de alcool a 95%, a 80% e absoluto, por dois minutos e trés lavagens em agua

destilada por cinco minutos.

Seguiu-se o bloqueio da peroxidase endogena utilizando-se de solucdo de
peroxido de hidrogénio (Merck®) a 30%, diluido em metanol na proporcao 1:9, por dez
minutos. Apds este procedimento, para a remog¢do do peroxido do tecido, as laminas

foram submetidas a trés lavagens de cinco minutos em agua destilada.

A recuperagdo antigénica foi executada utilizando calor umido sob pressio em
camara Pascal (DakoCytomation Denmark S/A) empregando-se solucdo de acido citrico
a 10 mM, ph 6,0, a 127°C durante trinta segundos. As amostras fixadas em formalina
requerem recuperagdo antigénica para os epitopos a serem pesquisados. A utiliza¢do
deste fixador ¢ prejudicial por originar ligagdes entre as cadeias proteicas ao redor dos
sitios antigénicos, produzindo assim o mascaramento dos antigenos e interferindo na
ligacdo com os anticorpos. Em seguida, o material foi submetido a resfriamento por
vinte minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, as ldminas foram lavadas em

agua destilada de cinco minutos e trés repetigdes.

Com a finalidade de evitar reagdes inespecificas com proteinas teciduais, logo
apo6s a etapa do desmascaramento, os cortes foram imersos em solucao de leite em po
desnatado (Molico, Nestlé®) a 3% diluido em solugdo tampao TRIZMA base (D5637,
Sigma Chemical CO, St. Louis, EUA, peso molecular 121.14), tris - pH 7,5, para o
bloqueio da proteina inespecifica, permanecendo por uma hora em temperatura

ambiente.

A incubag¢do com os anticorpos primarios por 18 horas a 4°C, conforme as
dilui¢des descritas no Quadro 3, foi efetuada apds os cortes serem delimitados com
caneta hidrofobica (Dako Pen, S2002, Dako) em bandeja com tampa e lacrada com fita
adesiva, precedida da remogdo do excesso de leite das laminas. Seguiram-se trés

lavagens com tris pH 7,5 por cinco minutos nos cortes.
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Para a detec¢do da reagdo imuno-histoquimica foi empregado o sistema NovoLink
Max Polymer (RE7260-K, Novocastra) para os anticorpos primarios. Os sistemas
NovoLink Polymer Detetion Systems utilizam uma tecnologia nova de polimerizagao
controlada, evitando o problema da coloracdo nao especifica. Permite a identificagdao

qualitativa de antigenos por microscopia Optica.

O procedimento foi realizado conforme instru¢des do fabricante, que consistiu na
incubacgdo da primeira solugdo (Post Primary Block) por trinta minutos em temperatura
ambiente. Seguido de trés lavagens com tris pH 7,5 por cinco minutos e incubag¢ao com
a segunda solugdo (Polymer) por 30 minutos. Seguiram-se trés lavagens com tris pH 7,5
por cinco minutos.

Para visualizacdo da reagdo, as laminas foram tratadas com a solugdao de 3,3"
diaminobenzidina (K3466, Liquid DAB, DakoCytomation Denmark S/A), durante sete
minutos a temperatura ambiente. Seguindo-se lavagem com tris pH 7,5 e dgua destilada
(trés repeticdes de cinco minutos). Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de
Harris, por 15 segundos. Sucederam-se lavagem em agua corrente por cinco minutos,
desidratacdo em alcool, diafanizagdo em xilol e montagem em solucgao de balsamo.

Em cada bateria de reacdo, foram acrescentados controles positivos e negativos. O
controle negativo consistiu na omissdo do anticorpo primdrio no corte de carcinoma de

células escamosas e um corte de sarcoide equino, sendo incubado somente o diluente.

3.5.1. Avaliagdao imuno-histoquimica dos indices de proliferagao celular pelo Ki-67 e do
indice apoptoético pela Caspase-3

A avaliacdo da imuno-reatividade anti-Ki-67 e anti-caspase-3, foi realizada
conforme a marcacdo positiva. Foi realizada considerando-se os tipos celulares
positivos entre cinco campos aleatorios de 100 células tanto da porc¢ao epidérmica
quanto dérmica do tumor utilizando-se de microscopia Optica. Para a expressao da
caspase-3 foi considerada também a forma de marcagdo intra-citoplasmatica, difusa e
puntiforme.

Estes valores foram transformados em percentual de células positivas e

submetidos a analise estatistica.
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3.5.1.2. Avaliag@o imuno-histoquimica pela expressdo da p53
A avaliacdo descritiva para a imuno-reatividade anti-p53 foi realizada
considerando-se os tipos celulares positivos conforme a marcagdo positiva e a

localizagdao da marcagdo nos fibroblastos dérmicos utilizando-se de microscopia dptica.

3.5.1.3 Avaliagdo histoquimica e imuno-histoquimica

A avaliacdo histoquimica e imuno-histoquimica foram realizadas por meio de
microscopia Optica modelo Axio Imager Al (Carl Zeiss, Alemanha), camera digital
modelo Axiocam MRC (Zeiss Vision, Alemanha) acoplada a um microcomputador. As
imagens foram processadas pelo programa computacional Axiovision Software Rel.
Versao 4.6.1 (Zeiss Vision, Alemanha), do Servico de Patologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP. A objetiva utilizada foi a de 40x.

3.6. Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo Departamento de Bioestatistica do Instituto de
Biociéncias da UNESP — Campus de Botucatu — Sao Paulo.

Foram analisadas as estatisticas descritivas de frequéncia e a porcentagem das
variaveis qualitativas, as quais incluiram as informagdes sobre a raga, o sexo, a idade ¢ a
pelagem dos animais acometidos, a localizacdo das lesdes de sarcoide equino, o
tamanho das neoplasias, a multiplicidade das lesdes e os tipos clinicos de sarcoide
equino.

Para as variaveis quantitativas, foi feita analise de variancia, sendo necessario
utilizar transformagdes. Para as analises de numero médio de NORs na derme segundo
o tipo clinico, pelo método de andlise de variancia para a transformacdo raiz quadrada
do nimero médio e para a variavel relacdo Nors/Nucleo na derme e na epiderme,
segundo o tipo clinico, pelo método de analise de variancia. Para a varidvel quantitativa,
proliferacao celular pelo Ki-67 na derme e na epiderme, € a apoptose pela imuno-
marcagao pela caspase-3, segundo o tipo clinico, foi utilizada a andlise de variancia para
a transformacao arco seno da raiz quadrada.

Para a variavel, de localizacdo da expressao da p53 no sarcoide equino e a
localizagao da p53 segundo a recidiva, sendo estas variaveis binarias, utilizou-se o
método de regressao logistica.

Quando detectadas diferencas significativas, foi realizado o teste de Tukey para

comparagao de pares de tipos clinicos de sarcoide equino, grau de significancia p<0,05.
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Para a correlagdo de todas as varidveis realizadas neste projeto, foi feito o estudo
de correlagdo linear entre pares de variaveis. Foi calculado o coeficiente de correlagcdo
de Pearson.

Para os célculos, foi usado o programa SAS e R.
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4. RESULTADOS

4.1 Dados clinicos dos animais

Das 41 amostras utilizadas no presente estudo, 40 casos foram possiveis de se
obter informagdes sobre a raga sendo, nove animais da raga Quarto-de-Milha, seis
animais Puro Sangue Inglés, seis animais da raca Mangalarga, trés animais da raga
Arabe, dois animais da raga Trakehner, dois eram Mini-horse, um American Trotter, um
animal da raca Anglo Arabe, um Brasileiro de Hipismo, um animal da raga Campolina e
oito animais sem raga definida (SRD) (Tabela 1).

Em relacdo ao sexo, entre as 41 amostras de sarcoide equino, 27 eram machos e
14 eram fémeas (Tabela 2).

A 1dade dos animais variou de meses a 15 anos, sendo que 12 animais possuiam
até dois anos. Dez animais tinham idade entre dois anos e cinco anos, 12 animais entre
cinco e dez anos e quatro animais com mais de dez anos (Tabela 3). De trés animais
nao foi possivel obter dados sobre a idade.

A pelagem pode ser determinada em 22 equinos, sendo dez animais castanhos,
cinco animais tordilhos, quatro animais alazdes e trés animais de pelagem pampa
(Tabela 4).

A localizagdo mais frequente foi a regido da cabe¢a em 17 casos seguida dos
membros em oito animais, na regido cervical/escapular em trés animais, no peito/axilas
em seis animais, € em cinco animais na regido paragenital. Um animal ndo teve a
localizagdo informada (Tabela 5). Destas localizagdes, trés animais apresentavam
lesdes em mais de um local entre estes acima citados, representado como multifocais
(Tabela 5). Das 41 amostras, 35 (85.37%) casos apresentaram lesdes unicas e seis
(14.63%) casos apresentaram lesdes multiplas de sarcoide equino.

Quanto ao tamanho das tumoragdes cutaneas nos animais portadores de sarcoide
equino, 20 animais apresentavam neoplasia medindo mais do que dez centimetros, 18
animais mostraram a neoplasia medindo menos do que dois centimetros e trés animais
com o tamanho variando entre dois e quatro centimetros (Tabela 6). Deve-se ressaltar
que os animais mais jovens, ou seja, com idade inferior a 10 anos, mostraram tumores
com dimensdes maiores.

Considerando-se a classificac¢do clinica do sarcoide equino, 16 amostras eram do

tipo clinico fibroblastico (Figura 1), nove do tipo clinico verrucoso (Figura 2), oito do
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tipo clinico nodular, sete do tipo clinico misto e um animal apresentou sarcoide equino

do tipo clinico oculto (Tabela 7).

TABELA 1. Distribuicdo por raga dos animais com sarcoide equino.

Raca Numero de casos %
Mangalarga 6 15,00
Mini-horse 2 5,00
Puro-Sangue-Inglés 6 15,00
Quarto-de-Milha 9 22,50
Sem Raga Definida 8 20,00
Trakehner 2 5,00
Arabe 3 7,50
Outras 4 10,00
Total 40 100,00
TABELA 2. Sexo dos animais portadores de sarcoide equino.
Sexo Numero de casos %
Fémea 14 34,15
Macho 27 65,85
Total 41 100,00
TABELA 3. Faixas etarias dos animais portadores de sarcoide equino.
Idade (anos) Numero de casos %
0-2 12 31,58
2,1-5 10 26,32
5,1-10 12 31,58
>10 4 10,53
Total 38 100,00
TABELA 4. Pelagem dos animais portadores de sarcoide equino.
Pelagem Numero de casos %
Alaza 4 18,18
Castanha 10 45,45
Pampa 1 4,55
Pampa-appaloosa 2 9,09
Tordilho 5 22,73

Total 22 100,00
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TABELA 5. Localiza¢dao anatomica das amostras de sarcoide sarcoide.

Localizagao Numero de casos %

Cabega 17 42,50
Membros 8 20,00

Cervical/Escapular 2 5,00

Toracico 1 2,50

Abdomen 3 7,50
Peito/Axilas 4 10,00

Paragenital 2 5,00

Multifocais 3 7,50
Total 40 100,00

TABELA 6. Tamanho das tumoragdes cutdneas nos animais portadores de sarcoide

equino.
Tamanho (cm) Numero de casos %
<=2 18 43,90
2-4 3 7,32
>4 20 48,78
Total 41 100

TABELA 7. Numero de amostras dos tipos clinicos de sarcoide equino.

Tipo Clinico Numero de casos %
Fibroblastico 16 39,03
Misto 7 17,07
Nodular 8 19,51
Oculto 1 2,44
Verrucoso 9 21,95

Total 40 100,00
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Figura 1. Equino, Puro Sangue Inglés, Macho, 5 anos. Pele. Sarcoide equino
fibroblastico na face lateral do ter¢o médio da regido metatarsica (seta a), e sarcoide

equino verrucoso em face dorsal da por¢do distal da regido metatarsica (seta b).
T

ALEENERRA R

Figura 2. Sarcoide equino verrucoso caracterizado por massa de tecido esbranquicada
de contornos irregulares.
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4.2. Morfologia microscopica

Todos as amostras foram analisadas para a presenga ou auséncia de figuras
histoldgicas tipicas as quais incluiram hiperplasia da epiderme e hiperceratose, atrofia
da epiderme, formagdo de rete peg (Figura 3) e de picket fence (Figura 4), ulceracao
parcial (Tabelas 8 e 9) e, para os critérios da por¢do dérmica, como a presenca ou
auséncia de proliferacdo dos fibroblastos dérmicos, arranjo tipico fasciculado e/ou em
verticilos (Figuras S e 6) e presenca de cisto folicular (Tabelas 8 e 9).

O componente epidérmico estava ausente em trés sarcoide equino fibroblastico e
um verrucoso mostrando-se macroscopicamente como nao-epitelizados. Quase todos
os tipos clinicos, verrucoso, misto e nodular apresentaram as alteragdes tipicas em seus
componentes epidérmicos e dérmicos. A formacao de rete peg estava frequentemente
associada a hiperplasia do epitélio. Os tipos clinicos fibroblastico, geralmente,
apresentavam ulcera associada a infiltragdo de polimorfonucleares. A atrofia da
epiderme foi frequentemente observada no tipo clinico nodular com auséncia de
foliculos pilosos e de glandulas sudoriparas, assim como o ‘“amoldamento” da
epiderme e dos foliculos pilosos (Figuras 7 e 8). Na tnica amostra do tipo clinico
oculto, ndo foi observada a formacado de refe peg. A celularidade pela proliferacao dos
fibroblastos dérmicos estava presente em todos os casos de sarcoide equino, € por
vezes mostrava-se densa (Figura 6). Houve a observacdo de fibroblastos com o
citoplasma mais “alongado” no tipo clinico verrucoso (Figura 9). A presenga de
células multinucleadas estava em dois sarcoides do tipo fibroblastico. Houve a
associacdo com habronemose apenas em um tipo clinico fibroblastico (Figura 10).
Ectasia linfatica foi observada em trés casos sendo um caso do tipo clinico verrucoso,
um do misto e um de fibrobléastico. Observou-se a formacdo de pseudo-capsula
(Figura 11) em uma amostra do tipo clinico nodular e uma do misto. Nos tipos
clinicos fibroblastico (Figuras 12) e verrucoso (Figuras 13) foram observadas a
proliferagdo homogénea de vasos sanguineos na por¢ao dérmica das projecdes
exofiticas do tumor. Nas proximidades de focos inflamatdrios, ulceragdes ou tecido de
granulagdo, a por¢cdo mesenquimal do tumor adquire arranjo mixoide (Figura 14). No
tipo clinico verrucoso a epiderme mostrava alternadamente areas de atrofia e
hiperplasia (Figura 15) e hiperplasia quando presente mostrava-se regular (Figura
16). Em quatro casos mistos, quatro nodulares e um verrucoso foram observados a

formacao de cistos foliculares, ou plugs cérneos (Figura 17). O sarcoide equino por
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vezes mostra-se infiltrativo para musculatura (Figura 18) e com a celularidade

dérmica com arranjo em verticilos (Figura 19).

TABELA 8. Alteracdes morfologicas na epiderme do sarcoide equino, entre os

diferentes tipos, segundo critérios de Martens et al. (2000).

Alteracdes na Fibroblastico = Misto Nodular Oculto Verrucoso
epiderme n=12%* n=7 n=8§ n=1 n=7%

Hiperceratose 9 7 8 1 6
Atrofia 3 1 5 - 5
Hiperplasia 9 6 6 - 7
Rete peg 10 7 8 - 6
Picket fence 7 6 8 1 5
Ulcera parcial 7 8 7 1 9

*Somente em sarcoide equino com a presenga da superficie epidérmica

TABELA 9. Alteragdes morfologicas na parte dérmica entre os diferentes tipos de

sarcoide equino, de acordo com os critérios utilizados por Martens et al. (2000).

Alteracoes Fibroblastico Misto Nodular Oculto Verrucoso
na derme n=16 n=7 n=§ n=1 n=9

Densidade dos 16 7 8 1 9
fibroblastos

Arranjo tipico 14 7 7 1 9

Cisto folicular - 4 4 - 1
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Figura 3. Fotomicrografia mostrando a formacgdo de refe peg (setas). Hematoxilina e
Eosina.

Figura 4. Fotomicrografia mostrando o posicionamento perpendicular dos
fibroblastos em relacdo a epiderme, picket fence (seta), Hematoxilina e Eosina.
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Figura 5. Fotomicrografia mostrando o tipo clinico verrucoso com arranjo em

Figura 6. Fotomicrografia mostrando a proliferacdo dos fibroblastos dérmicos com
alta celularidade e arranjo fasciculado (setas), Hematoxilina e Eosina.
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Figura 7. Fotomicrografia mostrando a atrofia da epiderme e a auséncia de foliculos
pilosos e de glandulas sudoriparas no tipo clinico nodular (setas), Hematoxilina e
Eosina.

Figura 8. Fotomicrografia mostrando o “amoldamento” dos foliculos pilosos em
relacdo a derme no sarcoide equino nodular (setas). Hematoxilina ¢ Eosina.



30

Figura 9. Fotomicrografia mostrando os fibroblastos com citoplasma mais

“alongado” no t1po clinico verrucoso (seta), Hematoxilina e Eosma
Ly L e - . i |
‘ * - o IF‘ ~ M

Figura 10. Fotomlcrograﬁa mostrando sarcmde equmo assoc1ado a processo
inflamatorio relacionado a habronemose (setas), Hematoxilina e Eosina.
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Figura 11. Fotomicrografia mostrando a formagdo de pseudo-capsula (seta) em
sarcoide equino do tipo clinico nodular, Hematoxilina e Eosina.

Figura 12. Fotomicrografia mostrando a proliferacio homogénea de vasos
sanguineos nas projecdes exofiticas do tipo clinico fibroblastico, Hematoxilina e
Eosina.
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Figura 13. Fotomicrografia detalhando a proliferacdo homogénea de vasos
sanguineos na projecao exofitica do tipo clinico verrucoso, Hematoxilina e Eosina.

Figura 14. Fotomicrografia mostrando o arranjo mixoide que os fibroblastos do
sarcoide equino adquirem nas proximidades de focos inflamatérios (setas),
Hematoxilina e Eosina.
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Figura 15. Fotomicrografia mostrando as areas alternadas de epitélio acantotico
(seta a) e atrofico (seta b) nas projecdes exofiticas do tipo clinico verrucoso,
Hematoxilina e Eosina.

Figura 16. Fotomicrografia mostrando as areas de hiperplasia regular no epitélio
acantotico e atrofico (setas) das projegdes exofiticas do tipo clinico verrucoso,
Hematoxilina e Eosina.
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h
Figura 17. Fotomicrografia mostrando sarcoide equino verrucoso frequentemente
associado a plugs corneos (seta), Hematoxilina e Eosina.

Figura 18. Fotomicrografia mostrando a capacidade invasiva dos fibroblastos
neoplasicos do sarcoide equino infiltrando a musculatura adjacente, Hematoxilina e
Eosina.
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4.3. Tipo clinico

Quando consideramos a raga, predominantemente, nos diferentes tipos clinicos
vemos que o tipo clinico fibroblastico apresentou maior frequéncia de acometimento na
raca Quarto-de-Milha com cinco casos, seguida de cinco animais sem raca definida no
tipo misto e trés animais Puro Sangue Inglés com o tipo nodular (Tabela 10). Em
relagdo ao sexo, 11 animais machos apresentavam o tipo fibroblastico e 12 animais
machos apresentavam seis o tipo clinico misto e seis, o tipo verrucoso. Quanto as
fémeas, houve o predominio de cinco animais com o tipo fibroblastico, seguidas de
quatro éguas com o tipo nodular (Tabela 10). Os animais até dois anos de idade foram
predominantes no tipo clinico fibrobléastico com sete casos, seguidos de quatro animais
com mais de cinco e menos de 10 anos (Tabela 10). Houve o predominio de animais de
pelagem castanha, com seis animais do tipo clinico fibroblastico e quatro animais do
tipo fibroblastico de pelagem tordilho. A multiplicidade de lesdes foi predominante no
tipo verrucoso e no tipo fibroblastico predominaram lesdes unicas no corpo dos animais

(Tabela 10).
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Em relacdo ao tamanho das amostras de acordo com o tipo clinico de sarcoide
equino, as amostras com menos de dois centimetros e acima de quatro centimetros
foram predominantes no tipo clinico fibroblastico, com sete casos em cada. Em seguida,
quatro amostras com menos de quatro centimetros no tipo nodular e quatro amostras no
tipo verrucoso, assim como também quatro amostras acima de quatro centimetros nos

tipos clinicos, misto e verrucoso (Tabela 11) (Figura 19).

TABELA 11. Numero (n) e percentual (%) do tamanho das amostras de acordo com o

tipo clinico de sarcoide equino.

Caracteristica Tipo Clinico
Fibroblastico Misto Nodular Oculto Verrucoso Total
Tamanho n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
<2 cm 7 (17,07) 3(7,32) 4 (9,76) - 4 (9,76) 18 (43,90)
2-4 cm 2 (4,88) - - - 1(2,44) 3(7,32)
>4 cm 7 (17,07) 4 (9,76) 4 (9,76) 1(2,44) 4 (9,76) 20 (48,78)
Total 16 (39,02) 7 (17,07) 8 (19,51) 1(2,44) 9 (21,95) 41 (100,00)

Em relagdo a localizagao das lesdes por tipo clinico, o tipo clinico fibroblastico

localizou-se preferencialmente na cabega em sete casos do total de 17 casos, seguida
dos membros com quatro casos. Os tipos clinicos misto, nodular e verrucoso também se
apresentaram tendo a cabega como a localizacdo mais frequente, com trés casos, trés
casos e quatro casos, respectivamente. Nos membros, houve o predominio do tipo
clinico fibroblastico com quatro casos e verrucoso com dois casos. Em um dos casos

nao foi informada a localiza¢do da lesdo (Tabela 12).

TABELA 12. Localizagao das amostras de sarcoide equino, segundo o tipo clinico.

Tipo Clinico
Localizacao Fibroblastico Misto Nodular Oculto Verrucoso Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Cabeca 7 (17,50) 3(7,50) 3(7,50) - 4 (10,00) 17 (42,50)
Membros 4 (10,00) 2 (5,00) - - 2 (5,00) 8 (20,00)
Cervical/Escapular - - 1(2,50) - 1(2,50) 2 (5,00)
Toracico 1(2,50) - - - - 1(2,50)
Abdomen 1(2,50) 1(2,50) 1(2,50) - - 3(7,50)
Peito/Axilas 1(2,50) 1(2,50) 2 (5,00) - - 4 (10,00)
Genital 1(2,50) - 1(2,50) - - 2 (5,00)
Multifocais 2 (5,00) - - 1(2,50) 1(2,50) 4 (10,00)
Total 15 (41,50) 7 (17,50) 8 (19,00) 1(2,50) 7 (17,50) 41 (100,00)
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Figura 19. Tamanho das tumoracgdes cutaneas nos animais portadores de sarcoide
equino, segundo o tipo clinico, sendo FB fibroblastico, M Misto, N Nodular, O Oculto e
V Verrucoso.
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4.3.1. Indice de proliferagdo celular pelo método de AgNORs

A contagem de AgNOR foi realizada em todas as 41 amostras de sarcoide equino.
No presente estudo os AgNORs estavam presentes na grande maioria das células da
por¢dao dérmica do tumor, mostrando-se como pontos escuros solitdrios ou multiplos
dispersos aleatoriamente no interior do nucleo (Figura 20), e na por¢do epidérmica do
tumor, predominantemente como pontos solitarios e centrais. Assim sendo, obtivemos
uma média de nimero de pontos de NORs por nucleo de células neoplésicas, assim
como a média da drea medida dos pontos de NORs e a média da 4rea do nucleo em um?,
tanto da porcdo epidérmica quanto da por¢do dérmica do tumor (Tabela 13). Foi
excluido desta avaliagdo o tipo clinico oculto por ser representado por apenas um caso.

Entre os diferentes tipos de sarcoide equino, embora ndo tenha sido observada
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05), a média da area de NORs por ntcleos
na derme foi maior no tipo clinico fibroblastico (2,28), seguido pelo tipo clinico nodular
(2,09), misto (1,83) e pelo tipo clinico verrucoso (1,55) (Tabela 13). Em relagdo a
epiderme, a média da area de NORs por nucleos foi maior no tipo clinico misto (4,45),
seguido do tipo clinico fibroblastico (4,05), nodular (3,21) e pelo tipo clinico verrucoso
(2,94) (Tabela 13). Quanto ao nimero de NORs, a maior média encontrada na derme
foi no tipo misto (2,44), seguida dos tipos clinicos, nodular (2,32) e verrucoso (2,21). O
tipo fibroblastico apresentou a menor média de NORs por células na derme (2,10). Em
relacdo a epiderme, o tipo clinico misto teve a maior média de nimero de NORs (2,07),
seguida do tipo clinico fibroblastico (1,90), e média semelhante entre o tipo clinico
nodular (1,86) e verrucoso (1,84). A média da relacao entre a area do NOR ¢ a area do
nucleo foi igual entre os tipos clinicos fibroblastico, misto e nodular com 0,04 e a menor
média no tipo clinico verrucoso (0,03), na derme do sarcoide equino. Na epiderme, a
média de relacdo foi maior nos tipos fibroblastico e misto com 0,07, seguida do tipo

nodular com 0,06 e verrucoso com média de 0,05 (Figuras 21, 22 e 23).
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TABELA 13. Numero de casos (N), média (X) e desvio padrdo (DP) do nimero de

AgNORs e da relagdo da area dos NORs com a area do nticleo das células, entre os tipos

clinicos de sarcoide equino.

AgNOR N

Fibroblastico 16

Misto 7

Nodular 8

Verrucoso 9
AgNOR N

Fibroblastico 8

Misto 4
Nodular 6
Verrucoso 6

Area do Nicleo
na derme (um?)

X (DP)
52,27a' (15,71)

43,60 a (15,39)
53,36 a (20,00)
49.20a (10,21)
Area do Nucleo
na epiderme
(um?)
53,30a (13,60)
56,08a (5,23)
49,61 a (7,90)

50,61a  (8,84)

Area do Nor
na derme
(um?)

X (DP)
2,28 a (0,96)

1,90a (0,70)

2,09a (0,55)
1,60a (0,60)
Area do Nor
na epiderme
(um?’)
4,05a (1,70)
445a (1,12)
321a (0,72)

2,94a (0,74)

Numero do Nor
por célula na

derme
X (DP)
2,10a (0,23)
2,44 a (1,07)
2,32a (0,70)
221 a (0,86)

Numero de Nor
por célula na

epiderme
1,90 a (0,20)
2,07 a (0,08)
1,86 a (0,26)
1,84 a (0,16)

Relagdo
Nor/Nucleo na
derme
X (DP)
0,04a (0,01)
0,04a (0,02)
0,04a (0,01)
0,03a (0,01)
Relagdo
Nor/Nucleo na
derme
0,07a (0,01)
0,07a (0,01)
0,06a (0,01)
0,05a (0,01)

1 s . ., ~ . .. .
Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem significativamente a 5% de

probabilidade.
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multiplos no interior do nucleo (setas). AgNOR, contra-coloracao: verde luz.
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Figura 21. Nimero de Nors nas células e a area média do nucleo celular (um®) na
derme, segundo o tipo clinico de sarcoide equino, sendo FB fibrobléastico, M Misto, N
Nodular, O Oculto € V Verrucoso.
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Figura 22. Numero de Nors nas células e a area média o nucleo celular (um?) na
epiderme, segundo o tipo clinico de sarcoide equino, sendo FB fibroblastico, M Misto,
N Nodular, O Oculto e V Verrucoso.



44

Mediana I
Primeiro e terceiro quartil
Valores Plausiveis
Valor extremo

0.10
|

0.08
1
%
0.09
|

0.08
|

0.06
|

0.07
|

nor/nuc na derme

nor/nuc na epiderme

0.04
|

0.06
|

%
0.05

0.02
|
} -

o
0.04
|

FB M N o \% FB M N \

Tipo Clinico Tipo Clinico

Figura 23. A média da relagao de Nors nas células pela area média dos ntcleos celulares
(um?) na derme, segundo o tipo clinico de sarcoide equino, sendo FB fibroblastico, M
Misto, N Nodular, O Oculto e V Verrucoso.
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4.3.2. Indice de proliferacio celular pelo método de Ki-67 (MIB-1)

Quando analisada a taxa de proliferacdo celular, pode ser observado que embora
ndo tenha significado estatistico, na derme, o tipo clinico nodular apresenta a maior
média com 0,20 seguida do tipo clinico fibroblastico com média de 0,16, em seguida, o
tipo clinico verrucoso com 0,15 e o tipo clinico misto com 0,14 (Tabela 14). Na
epiderme, o tipo clinico misto apresenta a maior média com 0,22 seguida do tipo clinico
fibroblastico com média de 0,18, em seguida, o tipo clinico verrucoso com 0,15 ¢ o tipo
clinico nodular com 0,13 (Figura 26). A figura 24 mostra a imuno-marcag¢ao positiva
do Ki-67 nos fibroblastos do sarcoide equino. Foi excluido desta avaliagdo o tipo clinico

oculto por ser representado por apenas um caso.

TABELA 14. Numero de casos (N), média (X) e desvio padrdo (DP) do indice de
proliferacdo celular utilizando o anticorpo anti-Ki-67 (MIB 1), segundo o tipo clinico de

sarcoide equino.

Ki-67 N Derme N Epiderme
X DP X DP
Fibroblastico 16 0,16 a' (1,59) 9 0,18 a (0,16)
Misto 7 0,14 a (0,10) 4 0,22 a (0,16)
Nodular 8 0,20 a 0,11) 7 0,13 a (0,09)
Verrucoso 9 0,15a (0,16) 5 0,15a (0,17)

! Meédias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade.
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Figura 24. Fotomicrografia mostrando a imuno-marcacdo para Ki-67. Positividade
em fibroblastos em proliferagdo. Imuno-histoquimica, Ki-67, 1:100, Novolink,
contra-colora¢ao: Hematoxilina de Harris.
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4.3.3. Indice de apoptose pelo método da caspase-3

Em relacdo a expressdo de caspase-3, notou-se que entre os diferentes tipos
clinicos na derme, o indice apoptético foi maior para o sarcoide fibroblastico com 0,19,
seguido do tipo nodular com 0,12, do tipo misto com 0,03 e do tipo verrucoso com 0,01.
A diferenca entre o tipo fibroblastico e os tipos misto e verrucoso foi estatisticamente
significativa, assim como a diferenca entre o nodular e verrucoso (Tabela 15). Na
epiderme, ndo foi detectada diferenca estatistica significativa das médias entre os tipos
clinicos fibroblastico, nodular e verrucoso (Figura 26). A figura 25 mostra a forma de
marcacdo difusa e puntiforme nos fibroblastos do sarcoide equino. Foi excluido desta

avaliagdo o tipo clinico oculto por ser representado por apenas um caso.

TABELA 15. Numero de casos (N), média (X) e desvio padrio (DP) do indice

apoptotico utilizando o anticorpo anti-caspase-3, segundo o tipo clinico de sarcoide

equino.
Caspase-3 N Derme N Epiderme
X DP X DP
Fibroblastico 14 0,19a"  (0,17) 10 0,01 a (0,01)
Misto 7 0,03 b,c (0,01) 4 0,00 a (0,00)
Nodular 7 0,12 a,b (0,07) 6 0,01 a (0,01)
Verrucoso 9 0,01 c (0,19) 6 0,01 a (0,02)

! Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade.
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Figura 25. Fotomicrografia mostrando a imuno-marcacdo para caspase-3.
Positividade em fibroblastos de forma difusa (seta a) e puntiforme (seta b). Imuno-
histoquimica, Caspase-3, 1:600, Novolink, contra-coloracao: Hematoxilina de Harris.
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Figura 26. A imuno-marcacdo da porcdo proliferativa pelo Ki-67 na derme e na
epiderme, segundo o tipo clinico de sarcoide equino. A imuno-marcagdo da apoptose
pela caspase-3 na derme e na epiderme, segundo o tipo clinico de sarcoide equino,
sendo FB fibroblastico, M Misto, N Nodular, O Oculto e V Verrucoso.
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4.3.4. Expressao da p53

Foram analisadas 41 amostras de sarcoide equino com marcagdo em 40 casos,
destas 36 apresentaram expressao da proteina p53. A expressdao nuclear da proteina p53
localizou-se nos nucleos das células em 31 casos de sarcoide equino, a expressao
perinuclear esteve presente em 34 casos de sarcoide equino e a expressao citoplasmatica
da p53 esteve presente em oito casos de sarcoide equino (Tabela 16).

Entre os diferentes tipos de sarcoide equino, houve a marcacdo em 40 casos
analisados, sendo consideradas a presenga ou auséncia de marcacdo (Tabela 17).
Embora ndo tenham sido considerados estatisticamente significativos, houve a maior
expressdo pelo tipo clinico fibroblastico em 12 casos e pelo tipo verrucoso em sete
casos. Em relagdo a localizagcdo da p53 e o fator de recorréncia, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os diferentes tipos clinicos de sarcoide equino.

A marcagdo mais encontrada foi a expressdo perinuclear. A Figura 27 mostra a

expressao da p53 no sarcoide equino.

TABELA 16. Numero de casos e porcentagem da localizagdo da expressdao da p53 no

sarcoide equino.

pS3 Numero de casos %
Auséncia 4 10,00
Presenca 36 90,0
Total 40 100,00
Loc p53 nuclear Numero de casos %
Auséncia 9 22,50
Presenga 31 77,50
Total 40 100,00
Loc p53 perinuclear Numero de casos %
Auséncia 6 15,00
Presenca 34 85,00
Total 40 100,00
Loc p33 citoplasmdtico Numero de casos %
Auséncia 32 80,00
Presenga 8 20,00
Total 40 100,00




51

TABELA 17. Nimero de casos e porcentagem da localiza¢do da expressao da p53 entre

os diferentes tipos de sarcoide equino.

pS3 nuclear Auséncia (%) Presenca (%) Total (%)
Fibroblastico 3(7,50) 12 (30,00) 15 (37,50)
Misto 2 (5,00) 5(12,00) 7 (12,50)
Nodular 2 (5,00) 6 (15,00) 8 (20,00)
Oculto - 1(2,50) 1(2,50)
Verrucoso 2 (5,00) 7 (17,50) 9 (22,50)
Total 9 (22,50) 31(77,50) 40 (100,00)
p53 perinuclear Auséncia Presenca Total
Fibroblastico 3(7,50) 12 (30,00) 15 (37,50)
Misto 2 (5,00) 5(12,50) 7 (17,50)
Nodular 2 (5,00) 6 (15,00) 8 (20,00)
Oculto - 1(2,50) 1(2,50)
Verrucoso 2 (5,00) 7 (17,50) 9 (22,50)
Total 9 (22,50) 31 (77,50) 40 (100,00)
p53 citoplasmatica Auséncia Presenca Total
Fibroblastico 12 (30,00) 3(7,50) 15 (37,50)
Misto 4 (10,00) 3 (7,50) 7 (17,50)
Nodular 8 (20,00) - 8 (20,00)
Oculto - 1(2,50) 1(2,50)
Verrucoso 8 (20,00) 1(2,50) 9 (22,50)
Total 32(80,00) 8 (20,00) 40 (100,00)

4.3.4.1. Indice de fator recorréncia pela expressdo da p53 no sarcoide equino

Para a varidavel de localizagdo da p53 segundo a recidiva, pelo método de
regressao logistica, a localizagao nuclear da p53, p=0,003 ¢ p=0,861, para a localizagao
perinuclear da p53, com p=0,00 e p=0,99, e a localizag¢do citoplasmatica da expressao
da p53 no sarcoide equino, sendo p=0,00 e p=0,89, ndo se encontrou efeito de fator de

recorréncia ou recidiva em nenhum dos trés casos.
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Figura 27. Fotomicrografia mostrando a expressao da p53 perinuclear pelas células
neoplasicas do sarcoide equino. Imuno-histoquimica, p53, 1:1600, Novolink,
contra-colora¢cdo: Hematoxilina de Harris.
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4.4. Correlacao de todas as variaveis estudadas neste projeto

Quanto ao numero de observagdes encontradas, encontrou-se correlagdo positiva
entre a idade e o tamanho do sarcoide equino (p=0,516), entre a média da area do
nucleo da derme com o niumero de Nors na derme (p=0,420) e entre o nimero de Nors
na derme e o nimero de Nors na epiderme (p=0,415), e foi constatado a correlagao
negativa entre o tamanho das amostras de sarcoide equino e o nimero de Nors na
epiderme do sarcoide equino (p= 0,549), e, entre a média das areas da relagdo

Nors/Nucleo na derme.
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5. DISCUSSAO

O sarcoide equino ¢ reconhecido como uma identidade clinica e descrito
historicamente desde 1936 (JACKSON, 1936). Embora haja pesquisas abundantes em
varias regides do mundo, no Brasil poucos sdo os trabalhos de levantamento
relacionados a esta neoplasia (RAMOS et al., 2008; BRUM et al., 2010). Neste estudo,
as 41 amostras de sarcoide equino foram revisadas do ponto de vista epidemiologico,
classificadas clinicamente e descritas morfologicamente. As avaliagdes microscopicas
incluiram a determinacdo dos achados histologicos, a determinagdo do indice
proliferativo pelos métodos histoquimico (AgNOR) e imuno-histoquimico (expressao
de Ki-67), o indice apoptdtico das células tumorais pela expressao imuno-histoquimica
da caspase-3 e a expressao da p53 em cada tipo clinico do sarcoide equino, procurando
sempre correlacionar estes dados com os tipos clinicos encontrados.

A maior parte das amostras de sarcoide equino utilizadas neste projeto foram
recuperadas dos arquivos do Servico de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Unesp — Campus de Botucatu. O niimero total de casos que ocorreram
no periodo de 1967 a 2010 foi superior a 41 amostras, porém de muitos dos casos nao se
conseguiu obter todos os dados necessarios para o estudo proposto. A falta de
informacdes sobre a identificagdo do animal, anamnese ¢ outros dados clinicos, assim
como problemas na quantidade e qualidade do material emblocado em parafina, foram
as principais dificuldades encontradas. Por causa disto o nimero de amostras teve de ser
reduzido aquelas com as quais teriamos a condi¢ao adequada de trabalho. Desta forma,
as amostras utilizadas englobaram apenas o periodo entre 1987 ¢ 2010.

O presente estudo demonstrou que entre os animais portadores de sarcoide equino,
excluindo-se os SRD, predominaram aqueles pertencentes as ragas Quarto de Milha,
Puro Sangue Inglés e Mangalarga. A prevaléncia da raga nos equinos portadores deste
tipo de neoplasia ¢ um assunto polémico, ja que as informagdes existentes na literatura
sdo discrepantes e, muitas vezes conflitantes. Parece ndo haver predile¢do por raca
segundo alguns autores (MARTI et al., 1993; BROSTOM, 1995). Porém as racas
apontadas como mais prevalentes pelos nossos dados coincidem com os resultados de
outros autores (ANGELOS, 1998; PLUMMER, 2005; VALENTINE, 2006; WOBESER
et al., 2010). Nenhum animal da raca Crioula estava entre os equinos utilizados no

nosso projeto. Esta raga ¢ apontada como a mais prevalente por dois estudos realizados
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no Brasil (RAMOS et al., 2008; BRUM et al., 2010). Na Europa, ¢ relatado o maior
acometimento nos animais da raga Wielkopolska (KASPEROWICZ et al., 2006) Deve-
se ressaltar que estes resultados, provavelmente, t€ém relagdo direta com a composig¢ao
racial da populacdo equina nas regides estudadas. Parece que estas discrepancias quanto
a incidéncia do sarcoide equino estariam relacionadas as condigdes presentes nos
diferentes continentes (BROSTOM, 1995). Outro dado importante que deve ser
considerado ¢ o tipo de utilizagdo dos animais. O aparecimento de sarcoides
fibroblasticos em locais previamente traumatizados ¢ frequente (KNOTTENBELT,
1995; SCOTT & MILLER Jr., 2003). Assim sendo, equinos mais expostos a lesdo
mecanica da pele, utilizados em praticas esportivas e na lida, como os das ragas Quarto
de Milha, Puro Sangue Inglés e Mangalarga, podem ser mais susceptiveis a este tipo
clinico de sarcoide equino, que coincidentemente foi o mais frequente na nossa
casuistica.

No que diz respeito ao sexo dos animais, 0s nossos resultados mostraram que
houve predominio dos machos em relacao as fémeas, o que corrobora os resultados de
outros autores (MOHAMMED et al., 1992; TORRONTEGUI & REID, 1994). Neste
aspecto os dados constantes da literatura consultada sdo também discrepantes. Ja foi
sugerido que a maior frequéncia se da em fémeas (KASPEROWICZ et al., 2006,
BRUM et al., 2010), ou mesmo em animais castrados (MARTI et al., 1993;
BROSTOM, 1995; ANGELOS, 1998; PLUMMER, 2005). H4 ainda os que acreditam
nao haver predisposicao por sexo (KNOTTENBELT, 2005).

Os equinos portadores de sarcoide equino utilizados no presente estudo
apresentaram faixa etaria ampla indo de animais muito jovens, com menos de um ano,
até animais com 15 anos. No entanto, 83% dos animais possuiam menos de dez anos de
idade. Na literatura as faixas etarias citadas como as de maior ocorréncia desta neoplasia
variam um pouco. Assim para a idade sdo citadas as faixas entre trés a sete anos
(SCOTT & MILLER lJr., 2003, RAMOS et al. 2008), um a seis anos (KNOTTENBELT,
2009) ou um a cinco anos (BRUM et al., 2010). Deve-se ressaltar que animais com
apenas um ano de idade podem apresentar a neoplasia (MARTI et al., 1993;
BROSTOM, 1995). Além disso, em areas de alta prevaléncia do sarcoide equino, a
ocorréncia do tumor em cavalos senis nao ¢ incomum (SCOTT & MILLER Jr., 2003).
No entanto, pode-se afirmar que o sarcoide equino ¢ uma neoplasia que acomete
predominantemente animais em uma faixa etaria mais ativa, sendo menos frequente em

animais senis.
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No nosso estudo a pelagem predominante foi a castanha, resultado semelhante ao
encontrado por Brostom (1995). Porém diferente dos achados de Kasperowicz et al.
(2006), que apontou a pelagem baia como mais frequente em sua casuistica. Acredita-se
que a ocorréncia de um niumero maior de equinos com uma pelagem especifica pode se
dever aos genes dominantes que determinam a coloracdo dos pelos dos equinos em cada
raca (KASPEROWICZ et al., 2006). Porém, esta assertiva carece de comprovacao.

A localizacdo preferencial das neoplasias na nossa casuistica foi na regido da
cabeca, seguida dos membros e da regido peitoral, como relatado por outros autores
(KASPEROWICZ et al, 2006). Estudo realizado na Europa cita, além das regides da
cabeca e dos membros, as localizagdes, abdominal e cervical (BROSTOM, 1995). Os
resultados do nosso estudo também sao semelhantes aos relatados para a América do
Norte, Australia e Africa do Sul (RAGLAND et al., 1970). Dados de levantamento
realizado no Brasil indicam a regido dos membros como a mais acometida (BRUM et
al., 2010). Com relagdo aos diferentes tipos clinicos de sarcoide equino, o tipo
fibroblastico foi mais frequente na regido da cabeca, seguida da regido dos membros. Os
tipos clinicos misto, nodular e verrucoso também se apresentaram tendo a cabeca como
a localizagao predominante. Nos membros, houve o predominio do tipo clinico
fibroblastico e verrucoso. Estes dados estdo de acordo com os citados por outros autores
(KNOTTEBELT, 1995; SCOTT & MILLER Jr., 2003). Assim sendo, as areas do corpo
mais expostas aos traumas, inclusive aqueles relacionados ao uso dos arreios, sdo
aquelas em que a frequéncia do sarcoide equino ¢ mais expressiva.

Em relagdo ao tamanho das tumoragdes, houve o predominio de amostras maiores
de quatro centimetros e de lesdes unicas. Na literatura consultada, os tumores unicos de
tamanho pequeno ou médio sdo citados como prevalecentes (KASPEROWICZ et al.,
2006). No entanto, outros trabalhos indicam uma frequéncia maior para as lesdes
multiplas (TORRONTEGUI & REID, 1994; BRUM et al., 2010). Nossos dados
mostram que os tumores multiplos foram mais frequentes no tipo clinico fibroblastico,
ndo sendo encontrado nas formas mista e nodular, o que demonstra o comportamento
mais agressivo de determinados tipos clinicos do sarcoide equino. No nosso estudo, foi
constatada a correlacdo positiva entre o tamanho das neoplasias e a idade dos animais,
revelando que os animais mais jovens mostravam geralmente tumores de dimensodes
maiores.

Dos tipos clinicos de sarcoide equino, o mais frequente entre os animais incluidos

neste estudo foi o fibroblastico, que correspondeu a 39,03% das amostras. Os tipos
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verrucoso, nodular e misto também estiveram presentes de forma expressiva. Ja o tipo
oculto foi pouco frequente e apenas o tipo maligno ndo foi encontrado em nossa
casuistica. Nossos dados estdo de acordo com as observacdes de diversos autores
(SCOTT & MILLER Jr., 2003; BRUM et al., 2010; WOEBSER et al., 2010). Em
estudo realizado no Brasil, a forma clinica mais observada foi a fibroblastica, que
ocorreu em 42,2% dos tumores diagnosticados, sendo seguido do misto com 31,2%, do
verrucoso 17,2%, da forma oculta com 7,8% e da nodular com 1,6% (BRUM et al.,
2010). No Brasil, ndo existe relato sobre a ocorréncia da forma clinica maligna. Esta ¢
uma forma clinica que foi descrita ha algum tempo (KNOTTENBELT, 1995), e embora
tenha sido incluida e considerada por noés entre os tipos clinicos de sarcoide equino,
pode nao ter recebido a mesma atencao de outros autores nacionais. No Canada o tipo
clinico encontrado com maior frequéncia foi o fibroblastico em 31% dos casos, seguido
do nodular com 22%, sendo que os tipos oculto, verrucoso e misto mostraram cada um
frequéncia proxima de 15%. J& foi sugerido que inicialmente o sarcoide equino se
apresenta como um tipo clinico menos agressivo, seja o tipo clinico oculto ou verrucoso
e, entdo, posteriormente transforma-se em uma forma mais agressiva, como a
fibroblastica (MARTI et al., 1993; BROSTOM et al., 1995). Da confrontagao destes
dados pode-se depreender que o tipo clinico fibroblastico ¢ o mais comumente
encontrado e que os outros tipos clinicos podem mostrar certa variabilidade. Esta pode
ser atribuida a influéncia exercida por fatores predominantes nas diferentes regides
geograficas (KNOTTENBELT & MATHEWS, 2001). Além disso, deve-se levar em
conta que o sarcoide equino € uma neoplasia que mostra evolugdo de um determinado
tipo clinico para outro, sendo varidvel o estdgio em que a neoplasia se encontra no
momento do diagnostico, representando uma neoplasia com comportamento
progressivo. No nosso trabalho, ndo pode ser estabelecida qualquer relacdo entre a
presenca de processos inflamatérios e o aparecimento do tumor, embora a habronemose
tenha sido diagnosticada em amostras de sarcoide equino da nossa casuistica.

Os critérios morfologicos microscopicos considerados no sarcoide equino sio
descritos por diversos autores (MARTENS et al., 2000; SCOTT & MILLER JR., 2003;
KASPEROWICZ et al., 2006). Nossos achados na por¢ao dérmica do tumor
corroboram os relatos destes autores. Assim sendo, embora a microscopia nao seja
definidora de um tipo clinico de sarcoide equino, pode ser considerada para a exclusdo
de alguns destes tipos. A morfologia da epiderme talvez possa ser utilizada para a

diferenciagdo entre os tipos clinicos fibroblastico e nodular, e fibroblastico e verrucoso.
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Kasperowicz et al., (2006) utilizaram o método de AgNOR para avaliagdo do
indice proliferativo no sarcoide equino e constataram que os tipos clinicos fibroblasticos
mostraram nimero de AgNORs por nucleo superior aos tipos oculto e misto. Nossos
resultados ndo mostraram diferenga significativa no que diz respeito a este parametro e
também no que diz respeito a area de NORs entre os tipos clinicos. No entanto, foi
encontrada correlagdo positiva entre o numero de NORs na derme e o nimero de NORs
na epiderme, demonstrando que os componentes epidérmicos e dérmicos da neoplasia
proliferam simultaneamente.

A marcagdo imuno-histoquimica pelo Ki-67 para avaliar o indice proliferativo dos
sarcoides equinos foi utilizada por poucos autores (MARTENS et al., 2000; NIXON et
al., 2005; BOGAERT et al., 2007). Quando avaliadas em separado, as regides mais
superficiais dos tipos verrucoso e fibroblastico mostram atividade proliferativa
significativamente mais alta, se comparadas aos tipos oculto e nodular (MARTENS et
al., 2000, BOGAERT et al., 2007). No nosso trabalho, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa quanto a este parametro, porém a marcagao coincide com
os tipos clinicos mais proliferativos, o nodular e fibroblastico mais proliferativo na
derme, e o fibroblastico e misto na epiderme. Geralmente, a por¢do mesenquimal das
lesdes relacionadas ao sarcoide equino nao esta associada a altos niveis proliferativos,
mostrando indices semelhantes aos encontrados na pele normal (NIXON et al., 2005).
Estes achados sustentam as observagdes prévias, inclusive clinicas, de que o sarcoide
equino pode permanecer quiescente durante anos (MARTENS et al., 2000; NIXON et
al., 2005).

Além dos marcadores de proliferacdo celular, outro indice relacionado com o
comportamento biologico das neoplasias ¢ a apoptose (PHILIPS et al., 2000). Ainda s3o
poucos os dados na literatura veterindria sobre a utilizacdo da marcacao pela caspase-3
para a determinagdo do indice apoptotico, principalmente na espécie equina. Além
disso, nao existem dados sobre a determina¢ao imuno-histoquimica da expressdo de
caspase-3 no sarcoide equino. Ja que estas lesdes parecem nao estar associadas a altos
indices proliferativos, ¢ natural que se suspeite que o acimulo de células tumorais seja
consequéncia também de alteragdes nos mecanismos de apoptose. No nosso trabalho, o
maior indice apoptotico do componente dérmico do tumor foi encontrado nos sarcoides
do tipo clinico fibrobléstico, seguidos dos nodulares, dos mistos e dos verrucosos. Foi
constatada a diferenca estatisticamente significativa quanto a este pardmetro entre o tipo

clinico fibroblastico e os tipos clinicos, misto e verrucoso. Da mesma forma, o tipo
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clinico nodular mostrou também indices apoptoticos superiores ao tipo verrucoso. No
que diz respeito a epiderme ndo houve diferenca entre os tipos clinicos. Estes dados
podem ser utilizados como mais uma ferramenta para a diferenciagdo microscopica dos
tipos clinicos de sarcoide, porém o seu significado como fator de progndstico da
neoplasia necessita de estudos mais aprofundados.

As mutagdes no gene p53 ndo tém papel importante na patogénese do sarcoide
equino (BUCHER et al.,, 1996). Este achado foi corroborado por investigacdes
posteriores em asininos (NASIR et al., 1999). Entretanto, foi demonstrado que 44% das
lesdes de sarcoide em equinos mostravam localizag@o aberrante perinuclear da proteina
p53, sugerindo que a sua inativagdo ndo teria origem mutacional, mas a perda da fun¢do
ocorreria provavelmente devido a localizagdo anormal da proteina (BUCHER et al.,
1996; JOHNSTON et al., 1996; MARTENS et al., 2000), resultando na perturbacao do
ciclo celular e do equilibrio entre a proliferagdo e morte celular, devido a anormalidades
das vias de apoptose (NIXON et al., 2005). Neste trabalho, a maior frequéncia de
imuno-marcag¢do para p53 apresentou-se na forma perinuclear corroborando os achados
de trabalhos anteriores (MARTENS et al., 2000; NIXON et al., 2005).

O sequestro citoplasmatico da proteina p5S3 como um mecanismo alternativo de
inativacao funcional foi primeiramente descrito por Moll et al. (1992), em uma variante
do carcinoma da mama, e os autores propuseram a inativagdo da fun¢do do p53 pela
exclusdo nuclear. O acimulo da proteina p53 e sua compartimentalizagdo ja foram
descritos em numerosos tumores, incluindo os neuroblastomas indiferenciados (MOLL
et al., 1995), carcinomas colorectorais (BASARI et al., 1995) e carcinoma do ovario
(RUNNEBAUM et al., 1996), e é frequentemente associada com a presenca da p53 do
tipo selvagem (MOLL et al., 1992, 1995; BASARI et al., 1995). As investigagdes
preliminares do acumulo perinuclear da p53 selvagem em sarcoides equinos
(JOHNSTON et al., 1996; NASIR et al., 1999), implicam na exclusao nuclear.

O status de outros genes supressores tumorais no sarcoide equino precisa ser
estabelecido. No entanto, ja se tem conhecimento de que os genes indutores de apoptose
tém sua fungdo reduzida nas linhagens celulares e nas células tumorais do sarcoide
equino (YUAN et al., 2008). O marcador p53 pode ser um importante parametro a ser
usado com bons resultados como fator prognostico (KASPEROWICZ et al., 2006), no
que diz respeito a resposta a terapia (MARTENS et al., 2000) e na investigacdo da
correlacdo da marcagdo positiva em cavalos acometidos pelo sarcoide equino e com

predisposicao a recorréncia (KASPEROWICZ et al., 2006). No presente trabalho, nao



60

pudemos associar a expressao da p53 com a recidiva, devido ao pequeno nimero de
amostras de casos recorrentes.

O presente trabalho teve como um dos objetivos comparar as caracteristica dos
diferentes tipos clinicos de sarcoide equino, com o intuito de estabelecer os achados
predominantes em cada um deles. Estes dados obtidos podem ser correlacionados nado
s6 com as caracteristicas morfoldgicas, mas também fornecer informagdes e sobre o

comportamento bioldgico da neoplasia.
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6. CONCLUSOES

Nao ha diferenca na taxa de proliferacao celular epidérmica ou dérmica entre os

diferentes tipos clinicos de sarcoide equino.

O indice apoptdtico ¢ mais elevado nos tipos clinicos fibroblastico e nodular, e
menor no tipo clinico verrucoso. Este dado pode ser utilizado como mais uma

ferramenta para a diferenciacdo microscopica dos tipos clinicos de sarcoide.

A expressio da p53 mostrou-se  predominantemente  perinuclear,
independentemente do tipo clinico de sarcoide. Esta localizagdo pode indicar a

inativacao funcional desta proteina.
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