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AVALIACAO DE MARGENS CIRURGICAS DE NEOPLASMA DE PELE

QUIMICAMENTE INDUZIDO EM RATOS (Rattus norvegicus albinus wistar)

RESUMO - O carcinoma espinocelular (CEC) é caracterizado pela proliferacao
maligna de queratindcitos epidérmicos. A cirurgia € a principal conduta terapéutica em
lesBes passiveis de ressec¢cdo em cdes e gatos, sendo preconizada a confeccdo de
margens amplas de seguranca. Devido a esse fator, muitas vezes € necessaria a
confeccdo de grandes defeitos cirdrgicos e o emprego de técnicas que aceleram a
reparacao tecidual é sugerida. Dentre estas técnicas, o emprego do plasma rico em
plaguetas (PRP) é bastante aceito com o objetivo de acelerar a reparacao tecidual.
Sugere-se, entretanto, que o estimulo angiogénico em leito cirdrgico de lesdes
neoplasicas pode levar a recidiva local. Assim, observa-se a necessidade de avaliar
outros critérios que acompanham o desenvolvimento tumoral, a fim de desenvolver
uma metodologia mais fidedigna na investigagdo das margens de seguranca. O
presente estudo objetivou avaliar se a aplicacdo de PRP em leito cirdrgico apés a
exérese tumoral de neoplasma quimicamente induzido em ratos pode influenciar a
recidiva neoplasica, formacédo de novos vasos e alteracdo da expressdo de fibras
coldgenas. Concluiu-se que, aos moldes de neoplasmas de pele quimicamente
induzidos, as margens cirtrgicas de 5mm sao insuficientes para evitar a recidiva de
lesGes tumorais, bem como a avaliacdo histologica para visualizacdo de células
tumorais em bordos cirdrgicos € um critério insuficiente para detectar alteracdes
teciduais pré-neoplédsicas e pode acarretar no comprometimento da eficacia
terapéutica. Concluiu-se ainda que a contagem de densidade microvascular (CDMV)
e gradacdo de atipia celular sdo fatores correlatos e podem indicar alteracdes

teciduais que antecedem a formacao neoplasica.

Palavras-chave: angiogénese, carcinoma espinocelular, leito tumoral,
margens de seguranca, oncologia veterinaria, plasma rico em plaguetas



SURGICAL MARGINS EVALUATION OF CHEMICALLY INDUCED SKIN

NEOPLASM IN RATS (Rattus norvegicus albinus wistar)

ABSTRACT - Squamous cell carcinoma (SCC) is characterized by the malignant
proliferation of epidermal keratinocytes. Surgery is the main therapeutic approach in
lesions that can be resected in dogs and cats, and wide safety margins are
recommended. Due to this factor, it is often necessary to make large surgical defects
and the use of techniques that accelerate tissue repair is suggested. Among these
techniques, the use of platelet-rich plasma (PRP) is widely accepted with the aim of
accelerating tissue repair. It is suggested, however, that the angiogenic stimulus in the
surgical bed of neoplastic lesions can lead to local recurrence. Thus, there is a need
to evaluate other criteria that accompany tumor development, in order to develop a
more reliable methodology in the investigation of safety margins. The present study
aimed to evaluate whether the application of PRP in the surgical bed after tumor
excision of chemically induced neoplasm in rats can influence neoplastic recurrence,
formation of new vessels and alteration of collagen fiber expression. It was concluded
that, for chemically induced skin neoplasms, surgical margins of 5mm are insufficient
to prevent recurrence of tumor lesions, as well as histological evaluation for
visualization of tumor cells in surgical edges is an insufficient criterion to detect pre-
neoplastic tissue alterations and may compromise the therapeutic efficacy. It was also
concluded that the microvascular density count (MVDC) and grading of cell atypia are
correlated factors and may indicate tissue alterations that precede neoplastic

formation.

Keywords: angiogenesis, platelet-rich plasma, safety margins, squamous cell
carcinoma, tumor bed, veterinary oncology
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CAPITULO 1. Considerac6es Gerais

1. INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular (CEC) é caracterizado pela proliferacdo maligna de
queratinécitos epidérmicos, podendo ser classificado como in situ ou invasivo de
acordo com a apresentacao clinica (Fernandez-Figueiras et al., 2015; Schmitz et al.,
2019). A cirurgia é a principal conduta terapéutica em leses passiveis de resseccao
em caes e gatos, sendo preconizada a confeccdo de margens amplas de seguranca
devido ao comportamento invasivo do CEC (Kopke et al., 2005, Moncrieff et al., 2015;
Stratigos et al., 2020b).

Devido a necessidade da resseccdo cirargica com margens amplas, muitas
vezes € necessaria a confeccdo de grandes defeitos cirirgicos e associacdo de
técnicas reconstrutivas extensas (Pazzini et al, 2017), que podem gerar grande
morbidade. Dessa forma, o emprego de técnicas que aceleram a reparacéo tecidual
€ bastante discutida. Dentre estas técnicas, o emprego do plasma rico em plaquetas
(PRP) é bastante aceito com o objetivo de acelerar a reparacao tecidual devido ao
efeito de estimulagdo da angiogénese apresentado. Sugere-se, entretanto, que o
estimulo angiogénico em leito cirdrgico de lesdes neoplasicas pode levar a recidiva
local de neoplasmas que n&o foram removidos em sua totalidade (Spartalis, 2017,
Pazzini et al., 2021).

A ressecdo com margens de seguranca incompletas, onde células tumorais
permanecem no paciente, compromete a efetividade terapéutica da cirurgia,
predispondo a recidiva tumoral (Amar et al., 2005; Spyropoulou et al., 2020). Dessa
forma, a avaliacao histol6gica das margens de seguranca, onde procura-se verificar a
presenca de células tumorais em bordos da lesdo, em tumores de carater infiltrativo
como o CEC pode néo ser a técnica mais adequada (Kopke et al., 2005). Assim,
observa-se a necessidade de avaliar outros critérios que acompanham o
desenvolvimento tumoral, como a densidade microvascular e a expressao de fibras

de colageno, fatores bastante difundidos no estudo do comportamento tumoral



(Bedoya et al., 2016; Pazzini et al., 2021), para desenvolver uma metodologia mais
fidedigna na investigacdo das margens de seguranca.

Com isso, o presente estudo objetivou avaliar se a aplicagédo de PRP em leito
cirtrgico apos a exérese tumoral de neoplasma quimicamente induzido em ratos pode
influenciar a recidiva neoplasica, formacéo de novos vasos e alteracao da expressao
de fibras colagenas, em regies de leito tumoral (LT), margem préxima a leséo (MP)

e margem distante da lesdo (MD).



2.  REVISAO DE LITERATURA

2.1. Carcinoma espinocelular

O CEC é caracterizado pela proliferacdo maligna de queratindcitos
epidérmicos, podendo ser classificado como in situ ou invasivo de acordo com nivel
de invasdo. Sua origem esta relacionada com lesdes cronicas de displasia epidérmica
e dermatite actinica (Fernandez-Figueiras et al., 2015; Schmitz et al., 2019), mais
comumente causadas por exposi¢cado prolongada a radiacdo ultravioleta e agentes
quimicos carcinogénicos como o alcatrdo (Howell e Ramsey, 2021).

E comum o surgimento de lesdes e alteracbes no tecido que precedem a
malignidade, com a perpetuacao inflamatéria do ambiente lesional, chamadas lesdes
potencialmente malignas caso haja presenca de displasia epitelial (Prado et al., 2010),
as quais podem permanecer estaveis antes de evoluir, ou ndo, para um neoplasma.
Isso se deve a carcinogénese do CEC, que consiste em um processo de multiplas
etapas, no qual as células vao adquirindo gradativamente as caracteristicas de
malignidade, por meio de diversas alteracfes genéticas progressivas e cumulativas,
que distanciam a célula neoplasica de sua matriz saudavel (Tedardi et al., 2016). Ha
estudos que sugerem que o tecido distante do neoplasma também pode sofrer
mutacgdes genéticas e se tornar alvo para recidiva e metéastase (Nylander et al., 2002),
além do possivel comprometimento das margens cirlrgicas em virtude destas
mesmas mutacoes, ainda que nao apresentem no determinado momento da avaliagéao
caracteristicas neoplasicas.

E observado que o CEC tem comportamentos diferentes entre cies e gatos
(Meleo, 1997; Pinello et al, 2022), onde os cées tem maior apresentacdo em regiao
de térax, membros pélvicos e areas nao especificas/extensas, enquanto em gatos a
maior prevaléncia é em regido de face e orelhas, de forma semelhante a como ocorre
em humanos (Stratigos et al,. 2020a).

A conduta cirtrgica é a primeira opcdo terapéutica em neoplasmas de pele
ressecaveis em humanos, seguido da radioterapia como terapia adjuvante ou primaria
em casos selecionados, principalmente em regido de face, de forma a evitar cirurgias

mutilantes (Veness e Howle, 2016). Ha duas técnicas principais de ressec¢ao para 0s



CECs: através da resseccdo com margens amplas ou pela técnica menos invasiva de
Mohs, na qual se busca retirar 0 neoplasma em camadas, avaliando-as por
histopatologia rdpida no tempo transoperatério, retirando uma nova camada caso
ainda haja leséo (Figura 1). Esta técnica eleva consideravelmente o tempo cirargico e
pode ter resultados falso-negativos (Moncrieff et al., 2015; Stratigos et al., 2020b).
Bernstein e colaboradores (2012) relataram a utilizacdo da técnica de Mohs na
exérese de um neoplasma cutdneo em regido de rima palpebral em cao,
reconhecendo e validando a técnica, pontuando, entretanto, as limitacdes existentes
para aplicacdo na veterinaria, principalmente devido a necessidade de anestesia
geral, a longa curva de aprendizado e a necessidade de equipamentos de custo
elevado, tornando-a pouco exequivel na rotina da cirurgia oncoldgica veterinaria.
Ainda assim, apoés a resseccao cirargica, o CEC pode ter recidiva e/ou metastase local

ou a distancia, devido ao seu carater invasivo e metastatico (Kamstock et al., 2020a).
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Figura 1. Imagem representativa da técnica cirlrgica micrografica de Mohs. que

busca a remocao do neoplasma visivel em camadas, avaliando a margem

histologica no transoperatorio. Fonte: National Cancer Institute, 2010.




Dessa forma, a cirurgia com margens de seguranca adequadas é de extrema
importancia para evitar que células neoplasicas permanecam no leito cirtrgico apos a
exérese tumoral, bem como para evitar a submissdo do paciente a uma nova
intervencdo para correcdo das margens comprometidas ou, até mesmo, para a
retirada de nova lesdo, uma vez que células residuais sao potenciais fontes de
crescimento de novos focos tumorais, geralmente de carater mais agressivo que 0

neoplasma original (Amar et al., 2005; Spyropoulou et al., 2020).

2.2. Margens de seguranca

Em oncologia, a margem cirargica macroscépica € caracterizada por uma
porcao de tecido aparentemente normal, definida pelo cirurgido, ao redor das bordas
do neoplasma a ser excisado, sendo normalmente preconizado 3 cm para lesdes
malignas e 1 cm para lesdes benignas (Kamstock et al., 2020). Em neoplasmas cujas
células formam blocos bem definidos, geralmente de caracter expansivo, o limite entre
0 neoplasma e o tecido saudavel pode ser bem delimitado. J4 em casos em que o
neoplasma apresenta arquitetura infiltrativa, suas células se espalham pelo tecido
perilesional de forma difusa, tornando o reconhecimento das bordas bastante dificil
(Kopke et al., 2005). Dessa forma, para delimitar de forma precisa e saber se houve
comprometimento das margens cirdrgicas, € necessario o estudo da margem
microscoépica, definida pelo patologista. Este realizarda a avaliacdo do material
encaminhado por meio de cortes histolégicos para identificacdo de células
neoplasicas entre a area do tecido acometido e o tecido ao redor, tidas como
saudaveis pelo cirurgido, de forma a classificar o comprometimento das margens
microscoépicas (Rapini, 1990).

Em humanos, assim como em gatos, devido a maior incidéncia de CEC ocorrer
em cabeca e pescoco (Meleo, 1997; Stratigos et al., 2021a; Pinello et al, 2022)
procedimentos menos invasivos, ndo mutiladores e com menos alteragoes
cosmeéticas, como a técnica de Mohs, a radioterapia, a criocirurgia, a
eletroquimioterapia ou uma abordagem multimodal séo indicados. Da mesma forma,
estas técnicas sdo recomendadas nos casos de recidiva nos quais uma segunda

resseccdo pode causar grande perda de qualidade de vida (Stratigos et al., 2020a,



Howell e Ramsey, 2021). Em céaes, por outro lado, as regides de maior acometimento
sdo os membros, torax e areas despigmentadas e de pouca incidéncia de pelos, e
devido a menor necessidade de manutencdo estética do paciente, a técnica mais
comumente empregada é a ressec¢do de margens amplas (Meleo, 1997; tojszczyk
et al., 2021; Pinello et al, 2022).

Em CECs in situ, € recomendado pela diretriz da Associacdo Britanica de
Dermatologia, margens de quatro a seis milimetros (Motley et al., 2003), enquanto
para CECs invasivos ainda ndo ha recomendacdes definidas para margens de
seguranca quando a avaliacdo histopatologica transoperatéria ndo esta disponivel
(Stratigos et al., 2020b).

A recidiva tumoral estd altamente relacionada a ressecc¢do cirargica com
margens comprometidas, existindo também outros fatores como o tamanho do tumor,
a regido, profundidade da lesdo, nivel de invasdo local, tipo histolégico e
imunossupressdo do paciente (Rowe et al., 1992). Segundo Spyropoulou e
colaboradores (2020), a avaliacdo de amostras de CECs que foram removidos com
comprometimento de margem tiveram menor diferenciagao celular, e Vasconcelos e
colaboradores (2014) reportaram em um estudo retrospectivo com 100 pacientes que
a recidiva de CECs pode ocorrer até 3 anos apos a resseccdo do neoplasma primario.
Como o CEC favorece o desenvolvimento de metastase linfatica proximal assim como
infiltracdo em terminacgdes nervosas locais (Cherpelis et al., 2002; Huang et al., 2004,
Vasconcelos et al., 2014; Spyropoulou et al., 2020), € de suma importancia a
realizacdo de uma avaliacdo precisa das margens microscopicas e o correto manejo
precoce em casos de resseccdo incompleta do neoplasma.

Devido a isso, a avaliacdo histoldgica das margens cirlrgicas através da
pesquisa de células neoplasicas nos bordos da peca cirargica em tumores de carater
infiltrativo como o CEC pode néo ser a técnica mais adequada (Kopke et al., 2005).
Dessa forma, observa-se a necessidade de avaliar outros critérios que permitam
também o estudo do comportamento do tecido adjacente ao tumor, como a avaliagao
da densidade microvascular e da expressao de fibras de colageno, capazes de nos
ajudar a compreender de forma mais eficaz o comportamento tumoral e a real higidez
do tecido perilesional (Bedoya et al., 2016; Pazzini et al., 2021), e assim desenvolver

uma metodologia mais eficaz na investigacdo das margens cirurgicas.



2.3. Plasmarico em plaquetas

O plasma rico em plaguetas um produto obtido do sangue do préprio paciente.
E caracterizado por ser um produto concentrado de plaquetas que leva em sua
composicao fatores de crescimento e citocinas (Vendramin et al., 2010; Pazzini et al.,
2017; Badran et al.,, 2018), com capacidade de auxiliar na reparacédo tecidual e
acelerar o fechamento de feridas cirargicas.

Dentre os diversos mecanismos nos quais a aplicacdo do PRP interfere,
destacam-se a ativacao e liberacéo de alfa-granulos plaquetarios que contém fator de
crescimento plaquetario, fator de crescimento endotelial vascular, fator de crescimento
epidérmico, fator de crescimento transformador beta, interleucina-1 (Kim et al., 2011;
Abuaf et al., 2016; Badran et al., 2018), substancias atuantes no processo de
reparacdo, remodelamento e cicatrizacdo tecidual, capazes de estimular a

angiogénese e colagenizacéo local.

2.4. Avaliacao tecidual e caracterizacdo do comportamento tumoral

Ratos tém sido utilizados como modelo de estudo para carcinogénese de
neoplasmas de pele h4 décadas, através do administracao de carcinogénicos como o
7,12 dimetilbenzantraceno e a exposicdo prolongada a radiacdo ultravioleta B,
permitido a investigacéo de eventos bioldgicos, genéticos e fatores determinantes que
afetam o processo de carcinogénese, assim como a avaliacdo da natureza do cancer,
sua forma progressdo, capacidade metastatica e o papel da inflamacdo e da
angiogénese na perpetuacdo tumoral (Lorie et al., 2018). Para a caraterizacdo de
lesbes e investigacao de recidiva em CECs, os critérios propostos por Banozci et al.
(1976) sao utilizados ha décadas por diversos autores como um método objetivo
(Mainenti e Rosa, 2008; Masa et al., 2013; Pazzini et al., 2021).

A contagem de densidade microvascular (CDMV) tem sido amplamente
utilizada no estudo da progresséo tumoral por diversos autores, uma vez que esta
aparenta estar associada a progressao tumoral devido a intensa angiogénese
estimulada pelo microambiente tumoral, de forma a alcancar os niveis de oxigénio
necessarios para a perpetuacao das células neoplasicas (Kampoli et al., 2022). O uso

de marcadores endoteliais como o CD31 séo utilizados para a marcacdo de vasos



sanguineos e linfaticos no estudo da CDMV (Maeda et al., 1995; Illan e Madri, 2003;
Marinho, 2003; Tedfilo, 2012; Pazzini et al., 2017).

O estudo da expresséo de coldgeno em neoplasmas tem sido estudado como
fator comportamental e preditivo na sobrevida e risco de metastase de diversos tipos
de cancer (Rosen et al., 2020; Garcia et al., 2021; Morkunas et al., 2021). Dentre as
possiveis marcacfes para avaliacdo da expressdo de fibras colagenas e seus
subtipos, a utilizagdo de Picrosirius Vermelho e sua leitura por microscopia de luz
polarizada vem sendo utilizada h&4 décadas como uma metodologia valida, de baixo
custo e facil execucao (Bedoya et al., 2016; Rittie, 2017; Lima et al., 2020; Moreira, et
al., 2020), permitindo a visualizacdo, quantificacdo e estratificacdo entre fibras de tipo
| e Ill. A avaliacdo das fibras colagenas e seu nivel de deposi¢cdo podem ser
relacionados ao comportamento tumoral (Samal et al.,, 2012; Bedoya et al., 2016;
Rosen et al., 2020), uma vez que uma maior deposicao de fibras colagenas tipo | é
observada em tumores malignos, em comparacdo a maior deposicdo de fibras

colagenas tipo Il observada e tumores benignos.



3. OBJETIVOS

O presente estudo objetivou avaliar se a aplicacdo de PRP em leito cirtrgico
apos a exeérese tumoral de neoplasma quimicamente induzido em ratos pode
influenciar a recidiva neoplasica, formacao de novos vasos e alteracdo da expressao
de fibras colagenas, em regides de leito tumoral (LT), margem préxima a leséo (MP)
e margem distante da lesdo (MD), de forma a estabelecer parametros de avaliacao

gue complementem a avaliacao histoldgica padrao para margens cirargicas de CECs.
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Resumo: O carcinoma espinocelular (CEC) é caracterizado pela proliferacdo maligna
de queratindcitos epidérmicos. A cirurgia € a principal conduta terapéutica em lesdes
passiveis de resseccdo em caes e gatos, sendo preconizada a confeccado de margens
amplas de seguranca. Devido a esse fator, muitas vezes € necessaria a confeccao de
grandes defeitos cirdrgicos e o emprego de técnicas que aceleram a reparacao
tecidual é sugerida. Dentre estas técnicas, o0 emprego do plasma rico em plaquetas
(PRP) é bastante aceito com o objetivo de acelerar a reparac¢ao tecidual. Sugere-se,
entretanto, que o estimulo angiogénico em leito cirtrgico de lesdes neoplasicas pode
levar a recidiva local. Assim, observa-se a necessidade de avaliar outros critérios que
acompanham o desenvolvimento tumoral, a fim de desenvolver uma metodologia mais
fidedigna na investigacdo das margens de seguranca. O presente estudo objetivou
avaliar se a aplicacdo de PRP em leito cirargico ap0s a exérese tumoral de neoplasma
guimicamente induzido em ratos pode influenciar a recidiva neoplasica, formacéo de
novos vasos e alteracdo da expressdo de fibras colagenas. Concluiu-se que, aos
moldes de neoplasmas de pele quimicamente induzidos, as margens cirlrgicas de
5mm séo insuficientes para evitar a recidiva de lesdes tumorais, bem como a avaliagao
histoldgica para visualizagdo de células tumorais em bordos cirdrgicos € um critério
insuficiente para detectar alteracdes teciduais pré-neoplasicas e pode acarretar no
comprometimento da eficacia terapéutica. Concluiu-se ainda que a contagem de
densidade microvascular (CDMV) e gradacado de atipia celular sdo fatores correlatos
e podem indicar alteracdes teciduais que antecedem a formacao neoplasica.

Palavras-chave: angiogénese, carcinoma espinocelular, leito tumoral, margens de

seguranca, oncologia veterinaria, plasma rico em plaquetas
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1. INTRODUCAO

O céancer de pele cades e gatos, a casuistica de CEC representa cerca de 5%
de todos os tumores de pele (Lojszczyk et al., 2021). Este é caracterizado pela
proliferacdo maligna de queratindcitos epidérmicos. Sua origem esta relacionada a
lesbes de displasia epidérmica e dermatite actinica (Fernandez-Figueiras et al., 2015;
Schmitz et al., 2019), causadas geralmente por exposi¢cdo prolongada a radiacao
ultravioleta, agentes carcinogénicos como o alcatrdo (Howell e Ramsey, 2021) e
perpetuacdo da resposta inflamatdéria local a diversos estimulos (Prado et al., 2010).

De acordo com a apresentacdo e comportamento clinico, pode ser classificado
como in situ ou invasivo. A principal conduta terapéutica em cées e gatos é a exérese
de lesdes passiveis de ressec¢cdo com margens cirargicas amplas, porém devido a
maior ocorréncia de lesdes, principalmente em gatos, em regiao de cabeca e pescoco,
0 comprometimento das margens de seguranca ocorre na tentativa de manter uma
boa qualidade de vida para o animal (Meleo, 1997; Pinello et al., 2022).

A ressecdo com margens de seguranca comprometidas, onde células tumorais
permanecem no paciente, interfere na efetividade terapéutica da cirurgia, predispondo
a recidiva tumoral (Amar et al., 2005; Spyropoulou et al., 2020). Dessa forma, a
avaliacao histologica das margens de seguranca, onde procura-se verificar a presenca
de células tumorais em bordos da lesdo, em tumores de carater infiltrativo como o
CEC pode nao ser a técnica mais adequada (Kopke et al., 2005). Assim, observa-se
a necessidade de avaliar outros critérios que acompanham o desenvolvimento
tumoral, como a densidade microvascular e a expressao de fibras de colageno, fatores
de avaliacdo capazes de predizer o comportamento tumoral (Maeda et al., 1995;
Bedoya et al., 2016; Pazzini et al., 2021).

Quando é possivel a ressecc¢dao cirdrgica com margens amplas, a confeccao de
grandes defeitos leva a necessidade de técnicas reconstrutivas extensas, e o emprego
de substéancias que auxiliam na reparacédo tecidual como o PRP (Vendramin, 2014;
Pazzini et al.,, 2017). Sugere-se, entretanto, que o estimulo angiogénico em leito
cirirgico de lesbes neoplasicas pode levar a recidiva local de neoplasmas que nao

foram removidos em sua totalidade (Spartalis, 2017; Pazzini et al., 2021).
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Com isso, 0 presente estudo objetivou avaliar se a aplicacdo de PRP em leito
cirdrgico apos a exérese tumoral de neoplasma quimicamente induzido em ratos pode
influenciar a recidiva neoplasica, formacao de novos vasos e alteracado da expressao
de fibras colagenas, em regides de leito tumoral (LT), margem préxima a leséo (MP)

e margem distante da lesdo (MD).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencédo do material

A inducao da carcinogénese, o procedimento cirdrgico, bem como as analises
de recidiva sdo parte integrante da proposta inicial da pesquisa experimental do
projeto de pdés-doutorado (protocolo CEUA N° 008102/17 / N° Processo FAPESP
2016/24658-3), no qual o objetivo do estudo foi avaliar se o uso de Plasma Rico em
Plaguetas (PRP) no local do enxerto apés a resseccdo de um neoplasma
guimicamente induzido pode influenciar uma recidiva devido as propriedades do PRP
em estimular a angiogénese, mitogénese e quimiotaxia.

Foi realizada a inducéo da carcinogénese na pele da regido dorsal do torax, 3
cm no sentido caudal a primeira vértebra cervical, por meio da aplicacao intradérmica
de DMBA (7,12-dimetilbenzantraceno, Merck KGaA - Darmstadt - Alemanha) a 0,5%
diluido em acetona, conforme descrito por Oliveira e colaboradores (2015). Os ratos
foram avaliados diariamente por um periodo de 24 semanas.

Ao final da 242 semana, todos os animais apresentaram lesdo macroscoépica
em regido de aplicacdo do DMBA e fez-se a ressecc¢do cirargica do neoplasma
seguindo 5mm de margem ao redor da lesdo macroscopica. Os animais entdo foram
separados em dois grupos, com 15 animais cada, sendo que no primeiro grupo
(Controle - GC), nao foi aplicado o PRP, apenas confeccionado o enxerto cutaneo em
malha, enquanto no segundo grupo (Tratamento - GT) apds a ressec¢ao tumoral foi
aplicado PRP no leito receptor do enxerto cutaneo em malha e procedeu-se a sintese
da ferida cirurgica.
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Ao final da 482 semana, os animais foram submetidos a eutanasia para colheita
de material para avaliagdo microscopica. Foram coletadas trés amostras por punch
de biopsia de 6 mm, na linha dorsal do animal: uma no leito tumoral (LT), a segunda
em margem proxima ao local da lesdo (MP) em &rea macroscopicamente saudavel e
a terceira em margem distante, em sentido caudal, a 10 cm da area de leséao primaria
(MD) (Figuras 1 e 2). O material foi congelado em nitrogénio liquido e armazenado a
-196°C em botijao. Para a confec¢éo das laminas para processamento histoquimico e
imuno-histoquimico, onde foram seccionadas em cortes de 4 pm estendidos em
laminas de vidro previamente limpas e desengorduradas, silanizadas com adesivo

comercial (3-aminopropiltrietoxisilano, Merck KGaA - Darmstadt, Alemanha).

24 SEMANAS

| e

Figura 1. Representacdo grafica da metodologia de inducdo tumoral e separagédo

dos animais em grupos controle (GC) e tratamento (GT). LT = leito tumoral,
MP = margem préxima, MD = margem distante, PRP = plasma rico em
plaguetas. Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias FCAV/UNESP
Jaboticabal/SP, 2018.
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Figura 2. Imagem fotografica ilustrando a orientacdo das amostras colhidas de ratos,
nos quais foi induzido quimicamente lesdo neoplasica de pele. LT = leito
tumoral, MP = margem proxima, MD = margem distante. Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias FCAV/UNESP Jaboticabal/SP, 2018.

2.2. Avaliacao histologica e gradacéao de atipia celular

As laminas foram avaliadas por coloracéo de rotina hematoxilina-eosina para
visualizacdo de morfologia celular e gradagéo histoldgica da atipia celular e de
alteracdes morfolégicas, seguindo os critérios propostos por Banozci et al. (1976),
como pleomorfismo celular e nuclear, perda da estratificagdo epitelial,
hipercromatismo nuclear, aumento do tamanho do nudcleo, nucléolos aumentados,
duplicacdo da camada basal, queratinizacédo individual ou grupo de células, figuras
mitéticas na porcdo mediana do epitélio, mitoses atipicas, aumento de figuras
mitéticas, perda da arquitetura celular e formacao de pérolas cérneas. De acordo com
0 numero de critérios de atipia epitelial encontrados, a gradagéo foi classificada em:
a) leve: até dois critérios; b) moderada: de trés a quatro critérios; c) intensa: cinco ou
mais critérios de atipia epitelial presentes.
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2.3. Expresséo de fibras colagenas por picrosirius vermelho

A coloragdo histoquimica de picrosirius vermelho foi realizada seguindo
instrucdes do kit comercial Picrosirius Histokit® da EasyPath Diagndsticos, sendo
entdo realizada a avaliacdo com utilizagcdo de microscopio Optico de luz polarizada
Nikon® ECLIPSE E200 acoplado a camera Tucsen® HD Lite e software Tucsen®
TCapture 5.1.1. Foram obtidas fotomicrografias de 7 campos aleatérios em aumento
de 20X.

A mensuracao da area de colageno tipo | e colageno tipo Il foi feita com o
software ImageJ® utilizando o plugin Threshold Color, conforme sugerido por Bedoya
e colaboradores (2016), com base em faixas de cor padronizadas. Para o verde
(colageno tipo Ill), parametro Cor 45-120; para o vermelho (colageno I), parametro
Cor 0-40 e 190-255. O parametro de Saturacao foi mantido 0-255 e o parametro Brilho

foi estabelecido automaticamente pelo software.

2.4. Contagem de densidade microvascular por CD31

Para o estudo imuno-histoquimico, os cortes foram espalhados em laminas de
vidro previamente limpas e desengorduradas, com adesivo comercial (3-
aminopropiltrietoxisilano, Merck KDa - Darmstadt, Alemanha).

Os cortes obtidos foram submetidos a coloragdo imuno-histoquimica para
marcacdo de CD31 pelo método de peroxidase e 3,3’-diaminobenzidina
tetrahidrocloreto (DAB). As laminas foram descongeladas em temperatura ambiente
por 10 minutos, fixadas em acetona 100% por 10 minutos e lavadas com solugéo
tampéo TBS. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado incubando as laminas
com solucdo comercial (solucdo de bloqueio de peroxidase, Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EUA) por 10 minutos, lavadas com solu¢édo tampéo TBS e incubadas
a 4°C por 16 horas com anticorpo primario policlonal anti-coelho Anti-CD31 ab28364
(Abcam, Cambridge, Reino Unido) na diluigdo 1:50. Entdo, foram incubadas em
temperatura ambiente por 45 minutos com anticorpo secundario biotinilado cabra anti-
coelho IgG Dako® (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) e lavadas com
solucéo tampao TBS. Apas, foi seguido protocolo de imunorreagcéo com kit comercial
Vectastain® ABC Original (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) seguindo
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recomendacdes do fabricante. A marcacdo foi entdo realizada utilizando kit
Cromogénio e Substrato DAB Novocastra® (Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL,
EUA) e contra-coloracdo com hematoxilina de Harris por 2 minutos e lavagem agua
corrente por 5 minutos, seguido de protocolo de rotina para diafanizagéo do tecido.

O indice angiogénico para CD31 foi determinado pela técnica de CDMV
conforme preconizado por Maeda e colaboradores (1995). Foram analisadas as areas
com maior numero de vasos na profundidade da lesdo. Grupos celulares endoteliais,
corados positivamente e separados de vasos adjacentes, assim como vasos contendo
ltmen foram contados.

A contagem dos vasos foi realizada em cinco campos, no aumento de 40X,
utilizando microscopio 6ptico Nikon® ECLIPSE E200 acoplado a camera Tucsen® HD
Lite e software Tucsen® TCapture 5.1.1, ao qual foi adaptado um reticulo para
estereologia, objetivando evitar a recontagem de estruturas.

A CDMV foi determinada duas vezes por um Unico avaliador, em dois
momentos diferentes e foi expresso como nimero médio de vasos em cada regido

estudada.

2.5. Andlise estatistica

Os resultados do projeto foram confirmados por meio dos achados
microscépicos utilizando analises histoquimicas e imuno-histoquimicas, e
comprovados estatisticamente. Através do teste de Shapiro-Wilk, foram analisadas
que as distribuicdes das variaveis Grau de Atipia Celular, Expressdo de Fibras de
Colageno Tipo | e de Colageno Tipo Ill seguem uma distribuicdo ndo-paramétrica,
portanto para realizar as analises comparativas dessas amostras foram utilizados os
testes de Kruskal-Wallis e Dunn, ao nivel de significancia de 95% (p<0,05). Para a
variavel Contagem de Densidade Microvascular, que segue uma distribuicdo
paramétrica, foram utilizados os testes de analise de variancia (ANOVA) e Tukey, ao
nivel de significancia de 95% (p<0,05). Para estas analises foi utilizado o software R
4.1.2 (Bird Hippie).
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliacao histologica e gradacgao de atipia celular

Os achados de grau de atipia celular sdo demonstrados nas Figuras 3 e 4. A
avaliacdo quantitativa do grau de atipia celular & analise de variancia de Kruskal-Wallis
demonstrou significancia (p<0,05) sendo verificado pelo teste post-hoc de Dunn as
diferencas entre as regides MD e LT e MD e MP. A significancia prevaleceu também

entre as regides nos grupos controle e tratado (Figura 5).

Figura 3. Fotomicrografias de neoplasma de pele induzido quimicamente em ratos.

Demonstragao de critérios de atipia celular, segundo Banozci et al. (1976).
A) (GC) Displasia anexial. Foliculos pilosos de diferentes tamanhos
(setas). Observe o foliculo aberrante, a direita. HE. 10x. B) Ampliacdo de
40x da Imagem A. Notar anisocitose, anisocariose e pleomorfismo celular
intrafolicular (estrelas). Nucléolos evidentes (seta). Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia FMVZ/UNESP Botucatu/SP, 2022.
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Figura 4. Fotomicrografias de neoplasma de pele induzido quimicamente em ratos.
Demonstragao de critérios de atipia celular, segundo Banozci et al. (1976).
A) (GC) Visualizagao geral de pele e anexos. Presenca de artefatos em
conjunto a tecido adiposo ndo corado. Notar displasia anexial com
aumento do numero de foliculos com diferentes tamanhos destes.
Espessamento epidérmico. HE, 4x. B) (GT) Espessamento epidérmico.
Perda de estratificacdo parietal. Anisocitose e anisocariose (estrelas).
Hipercromatismo nuclear em diferentes camadas (setas). HE, 40x. C) (GC)
Espessamento epidérmico focal, com desorganizacdo das camadas e
formacao de pérola cérnea primitiva (seta). HE, 40x. D) (GT) Notar crosta
hemética com infiltrado inflamatério neutrofilico, hora hipersegmentados,
hora degenerados. Presenca de hiperqueratinizacdo (estrela), pérolas
corneas primitivas (setas), anisocariose, anisocitose e nucléolos evidentes
(cruzes). HE, 40x. Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia
FMVZ/UNESP Botucatu/SP, 2022.
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Figura 5. Representacédo grafica da andalise quantitativa do grau de atipia celular nas
regides avaliadas. A) Avaliacdo geral. B) Avaliacdo no GT. C) Avaliacao
no GC. * Diferenca estatistica (p<0,05) entre a regido MD e as regiées MP
e LT. Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias FCAV/UNESP
Jaboticabal/SP, 2021.

3.2. Contagem microvascular

Na figura 6 é apresentado a avaliacdo quantitativa de microvasos pela
imunomarcacdo de CD31. A andlise de variancia (ANOVA) demonstrou significancia
(p<0,05) sendo verificado pelo teste de Tukey as diferencas entre as regiées MD e LT
e MD e MP. A significancia prevaleceu apenas na comparac¢ao das regides do grupo
tratado (Figura 7), sendo também observada uma tendéncia, ainda que sem
significancia (p>0,05) no GC.

De acordo com o teste de correlacdo de Pearson (p<0,05), houve uma
correlacao diretamente proporcional entre 0 nimero médio de vasos contados e 0
grau de atipia celular avaliado. Essa correlacao prevaleceu tanto no GT quanto no GC
(Figura 8).
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Figura 6. Fotomicrografias de neoplasma de pele induzido quimicamente em ratos.
Imunomarcagdo com CD31 e contra-coloragdo com hematoxilina para
contagem de densidade microvascular (CDMV). Aumento de 40x. A)
Regido com baixa densidade microvascular. B) Regido com alta densidade
microvascular. Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
FCAV/UNESP Jaboticabal/SP, 2021.
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Figura 7. Representacdo grafica da andlise quantitativa do nimero médio de vasos
nas regibes avaliadas. A) Avaliacdo geral. B) Avaliagdo no GT. C)
Avaliacao no GC. * Diferenca estatistica (p<0,05) entre a regido MD e as
regibes MP e LT. Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
FCAV/UNESP Jaboticabal/SP, 2021.
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Figura 8. Representacdo grafica da correlagdo observada (p<0,05) entre 0 nUmero
meédio de vasos contados e o grau de atipia celular nos grupos Tratado (T)
e Controle (C). Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
FCAV/UNESP Jaboticabal/SP, 2021.

3.3. Expresséo de colagenos tipo | e tipo

A expressao colageno tipo | e Il pela coloragdo de picrosirius vermelho, ndo
houve diferenca (p>0,05) entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis (Figuras 9 e
10). Ainda assim, observou-se tendéncia no GT a uma maior expressao de colageno

tipo | em relacdo ao GC (Figura 11).
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Figura 9. Representacdo grafica da expressdo de colageno tipo | nas regides
avaliadas. A) Avaliacao geral. B) Avaliacdo no GT. C) Avaliacdo no GC.
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias FCAV/UNESP
Jaboticabal/SP, 2021.
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Figura 10. Representacdo grafica da expressdo de colageno

tipo Il nas regides

avaliadas. A) Avaliagédo geral. B) Avaliagdo no GT. C) Avaliacdo no GC.

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias FCAV/UNESP
Jaboticabal/SP, 2021.
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4. DISCUSSAO

4.1. Avaliacéo histoldgica e gradacéo de atipia celular

O grau de atipia elevado em regido de LT em relacdo a MD e MP em relacao a
MD (p<0,05) é compativel com os achados de Masa e colaboradores (2013), que
observaram intenso grau de atipia celular em regido de aplicacdo de DMBA. A atipia
celular observada, ainda que néao correspondente a lesdes de CEC, é compativel com
lesbes de ceratose actinica, comprovando a eficacia do DMBA na inducdo da
carcinogénese por mutacao da sintese do DNA.

A exérese das lesdes neoplasicas apos as primeiras 24 semanas foi realizada
com margens amplas, de forma a avaliar a influéncia do PRP na recidiva tumoral. Foi
observada uma tendéncia, porém néo significativa (p>0,05), de maior grau de atipia
celular nos animais do GT (observar linha mediana da regido LT na comparacéo dos
grupos da Figura 4). Esse achado pode estar relacionado ao uso de PRP no leito
tumoral, uma vez que os fatores de crescimento e citocinas podem servir como
agentes da perpetuacdo dos mecanismos oncogénicos.

Pazzini e colaboradores (2021) investigaram pela primeira vez o uso de PRP
em leito cirdrgico de lesdes neoplasicas, com o objetivo de verificar se a aplicacao de
fatores que estimulam a proliferacdo vascular pode causar a recidiva local. O PRP é
um importante indutor de crescimento vascular devido as concentracdes elevadas de
estimuladores de crescimento e citocinas pro-inflamatorias (Kim et al., 2011; Spartalis
et al., 2014; Abuaf et al., 2016; Badran et al., 2018; Luzo et al., 2020). Dessa forma, o
estimulo angiogénico causado pelo PRP no sitio tumoral, ainda que nao significante
em relacdo ao GC, pode ser observado em uma maior tendéncia de grau intenso de
atipia em LT de GT em relacdo a GC. Estes achados sdo corroborados pelas
conclusdes de Spartalis et al. (2014), Spartalis et al. (2017) e Luzo et al. (2020) onde,
ainda que ndo comprovada a interacdo do PRP com células cancerigenas, este nao
deve ser utilizado em leitos tumorais até que mais estudos da interacdo do PRP com
o leito tumoral sejam realizados.

Os resultados deste estudo ainda expbe a interacdo do DMBA e sua
capacidade pro-neoplasica em regido de LT e MP, demonstrando que, apesar de a



28

avaliacao histolégica de margens de seguranca da exérese tumoral estar livre de
comprometimento, a necessidade de novas técnicas de avaliacdo das margens de
seguranca se mostram necessérias para um melhor entendimento da capacidade de
recidiva do tumor, buscando marcadores capazes de detectar o risco de recidiva
prévio as alteracdes de morfologia celular, uma vez que a exérese neoplasica onde
ha comprometimento das margens cirargicas eleva o risco de recidiva local e aumento
do grau de agressividade tumoral quando hé recidiva, conforme apontam os estudos
de Spyropoulou e colaboradores (2019), Girardi e colaboradores (2020) e Svenson e
Paoli (2020).

4.2. Contagem microvascular

A molécula de adesao celular endotelial plaquetaria (PECAM-1 / CD31) é uma
glicoproteina da superfamilia de moléculas de adesdo musculares, expressada
exclusivamente por células do sistema vascular (plaguetas, mondcitos, neutrofilos,
células T e células endoteliais). No desenvolvimento do organismo, a CD31 é
altamente expressada em células endoteliais de vasos existentes e novos vasos
sanguineos e linfaticos formados, sendo muito utilizada como marcador de células
endoteliais para contagem vascular (llan e Madri, 2003).

O uso da imunomarcacao por CD31 para estudo de angiogénese tumoral é
bastante encontrado na literatura, sendo esta considerada uma ferramenta de anélise
do comportamento tumoral, uma vez que se observa uma correlagéo positiva entre o
aumento do numero de vasos com a progressao tumoral (Kampoli et al., 2022). Logo,
0 uso de imuno-histoquimica também tem sido uma boa ferramenta para avaliacdo da
angiogénese na qual obtém-se a contagem de densidade microvascular (CDMV)
expressada pelo imunomarcador de CD31, técnica utilizada na literatura para
contagem de vasos (Maeda et al., 1995; Tedfilo, 2012; Pazzini et al., 2017).

O aumento do numero médio de vasos contados em regides de LT e MP em
relacdo a MD pode ter relacéo ao efeito de angiogénese que neoplasmas como o CEC
podem apresentar, também observado por Teofilo (2012). Em seu estudo, Teofilo
descreve o0 achado de diversos pesquisadores onde a progressdo da malignidade da

lesdo acompanha o aumento do numero médio de vasos. Da mesma forma,
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Shivamallappa e colaboradores (2011) observaram que o aumento do numero meédio
de vasos € observado em lesdes de CEC oral, enquanto lesdes de displasia epitelial
ndo apresentaram diferenca no nimero médio de vasos em relacdo ao epitélio
saudavel. Esse resultado esta de acordo com o fator de inducdo de angiogénese que
neoplasmas com maior nivel de malignidade apresentam localmente.

Os valores tendem a um aumento no GT em relacdo ao GC, apesar de nao
apresentar resultados significativos (p>0,05), pode-se inferir a influéncia do uso de
PRP, que possui fatores que estimulam a angiogénese, sendo os resultados obtidos
nesse estudo semelhantes ao de Pazzini e colaboradores (2017), que observou
aumento significativo da densidade microvascular em lesfes cutaneas de coelhos

onde foi aplicado PRP.

4.3. Expresséao de colagenos tipo | e tipo Il

O principal uso da coloracdo de picrosirius vermelho € na coloracdo e
diferenciacéo dos tipos de colageno (Weatherford, 1972), porém ela também tem sido
utilizada para o diagnéstico diferencial de neoplasmas fibrocisticos (Koren et al.,
2001). A coloracéo de picrosirius vermelho € uma das técnicas histoquimicas mais
bem entendidas e estudadas, pois se baseia nas propriedades naturais de
birrefringéncia das fibras colagenas (Figura 12), tornando essa coloracdo mais
especifica que técnicas como Tricbmico de Masson e Van Gieson (Rittie, 2017).

Ademais, a expressao de fibras de colageno tipos | e Il através de coloracéo
histoquimica Picrosirius Vermelho, também é um método de analise para avaliar e
guantificar a porcentagem expressa de fibras colagenas em lesdes. Essa
quantificacdo tem sido utilizada por diversos autores como método de avaliacdo
prognostico e comportamental para lesées metastaticas e recidivantes, predicdo de
sobrevida e risco de metastase em diversos tipos de neoplasmas (Rosen et al., 2020;
Garcia et al., 2021; Morkunas et al., 2021).
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Figura 12. Fotomicrografias de neoplasma de pele induzido quimicamente em ratos.

Luz polarizada, colorag&o histoquimica de picrosirius vermelho. A) Regido
com alta expressao de fibras colagenas tipo Il (verde). B) Regido alta
expressado de fibras colagenas tipo | (vermelho). Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias FCAV/UNESP Jaboticabal/SP, 2021.

Na pele normal, os colagenos tipo | e Ill representam predominancia de
expressdo, com 87% e 10% respectivamente (Miller et al., 2013). Neste estudo, o
colageno tipo | foi predominante em relagéo ao tipo Ill.

Logo, é importante citar os achados de Cardona e colaboradores (2013), que
encontraram maior expressao de colageno tipo | em CCEs de bovinos e auséncia de
expressao de colageno tipo lll. Estes autores inferem que este achado demonstra a
baixa capacidade de reposta regenerativa que 0 organismo possui frente ao processo
de carcinogénese, uma vez que as fibras colagenas tipo Il sdo observada enquanto
ha a reparacéao tecidual e, uma vez que processo tenha ocorrido, héa a substituicdo do
colageno tipo Il em tipo |.

Ainda é importante citar que, embora néo significante, no presente estudo , foi
observada uma maior tendéncia de expressao do colageno de tipo | nos animais do
GT. Este achado é compativel com o de Pazzini e colaboradores (2018) que
observaram diferenca significativa de expresséo de colageno tipo | no leito cicatricial
de coelhos que receberam tratamento com PRP em relacdo ao grupo controle.

Elghblawi (2017) e Badran e Nabili (2018) apontaram em seus estudos o papel bem
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definido e comprovado do PRP na sintese e maturacdo do colageno, seus fatores
angiogénicos e indutores de reparacéo tecidual, o que leva a uma cicatrizacdo mais
rapida, manutencdo do arcabouco normal da derme e adequada reposicédo da matriz
tecidual densa, caracteristicas associadas a maior expressdo de colageno tipo |,
conforme apontado por Lima e colaboradores (2020).

Ainda assim, uma maior expressao de colageno tipo | foi observada por Cheng
e Leung (2011) em tumores soélidos e com alta capacidade invasiva e metastatica,
assim como Samal e colaboradores (2012) observaram em seu estudo que CCEs de
glandula salivar apresentaram predominancia de expressao de fibras colagenas tipo |
em relacéo a tumores benignos de glandula salivar, que apresentaram predominancia
de expresséao de colageno tipo lll.

Dessa forma, a maior expressao de colageno tipo | pode estar relacionada tanto
a uma resposta bem definida de reparacao tecidual quanto em lesdes neoplasicas de
alto carater de malignidade. Sugere-se entdo que a avaliacdo da expressao de fibras
coldgenas deve estar acompanhada de outros fatores como a avaliagdo histolégica
para presenca de células neoplésicas e o0 método de gradacao de atipia celular, pois
como Unico fator de avaliacdo ndo € possivel inferir se a expressdo de fibras

colagenas de tipo | esta ou néo relacionada a recidiva tumoral.

5. CONCLUSAO

Dado o exposto, € possivel concluir gue aos moldes de neoplasmas de pele
guimicamente induzidos, as margens cirdrgicas de 5mm sao insuficientes para evitar
a recidiva de lesdes tumorais, bem como a avaliacao histologica para visualizacao de
células tumorais em bordos cirdrgicos é um critério insuficiente para detectar
alteracdes teciduais pré-neoplasicas e pode acarretar no comprometimento da
eficacia terapéutica. Conclui-se ainda que a CDMV e gradacado de atipia celular séo
fatores correlatos e podem indicar alteracdes teciduais que antecedem a formacgao

neoplasica.
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APENDICE A

Tabela suplementar 1: Escore de atipia celular, expressédo de CD31 e Colagenos tipo
I e lll por coloragdo de picrosirius vermelho nas diferentes
regides avaliadas de ratos ap0s exérese de neoplasma de pele
guimicamente induzido.

Animal Reqi3 Escore Expressdo Expresséo Explr,esséo
nima Grupo €gtao Atipia CD31 Colageno | Co allﬁeno
MD moderada 3,2 13,84 82,58
1 C LT moderada 3,8 7,94 90,74
MP intensa 5,4 1,59 97,82
MD leve 3,2 4,67 93,96
2 C LT intensa 3,8 16,92 79,83
MP leve 4,6 35,53 55,58
MD leve 2,4 46,60 51,17
3 T LT moderada 5,6 22,66 74,98
MP moderada 5 41,71 50,94
MD leve 3 36,83 56,38
4 C LT moderada 3,8 55,36 40,42
MP intensa 5,4 27,63 61,25
MD leve 2,4 1,34 99,48
5 T LT leve 5,4 20,47 77,63
MP moderada 3,6 22,04 83,71
MD leve 3,8 9,94 92,96
6 T LT leve 6,8 23,38 79,03
MP moderada 3,2 21,45 82,07
MD ausente 3,2 1,25 99,39
7 C LT ausente 6 10,35 92,21
MP intensa 3,6 18,31 87,49
MD ausente 4,2 6,98 95,32
8 T LT leve 5,8 13,12 88,04
MP leve 5,6 4,52 97,31
MD leve 4 0,98 99,42
9 C LT leve 3 32,47 71,29
MP leve 5,4 29,90 74,95
MD ausente 4.4 33,76 71,32
10 T LT intensa 6,4 3,43 97,13
MP intensa 3,8 5,43 95,78
MD leve 2,6 4,92 96,83
11 T LT leve 3,8 8,92 93,17
MP intensa 4,2 8,16 94,96
MD moderada 4.4 43,90 60,67
12 C LT intensa 5,4 4,61 97,15
MP intensa 4,2 1,80 99,03
MD leve 3,8 36,77 66,48
13 C LT intensa 5,6 17,41 86,00
MP intensa 5 23,13 84,17
MD leve 3,2 28,43 77,62
14 T LT moderada 4.4 50,57 47,43
MP intensa 7,2 46,21 61,58
MD moderada 3,6 12,81 89,53
15 T LT intensa 3,6 24,69 81,28

MP intensa 4.6 7,16 95,68




Tabela suplementar 1: Escore de atipia celular, expressédo de CD31 e Colagenos tipo
I e lll por coloragdo de picrosirius vermelho nas diferentes
regides avaliadas de ratos ap0s exérese de neoplasma de pele
quimicamente induzido (continuacéo).

. x Escore Expressdo Expresséo Expr,esséo
Animal Grupo Regiéo Atipia CD31 Colageno | Colallﬁeno
MD leve 3,4 16,56 86,70
16 T LT leve 4.4 9,53 91,67
MP intensa 6,2 13,24 90,86
MD ausente 3,8 8,53 94,80
17 T LT leve 5,6 5,32 96,44
MP moderada 4,6 3,28 98,28
MD leve 6,6 18,10 83,65
18 C LT intensa 4 4,61 96,51
MP moderada 4 2,93 98,50
MD leve 4.4 12,31 89,21
19 T LT intensa 3,6 12,99 89,11
MP intensa 5 9,16 92,33
MD moderada 6,6 15,31 87,17
20 C LT moderada 4.8 23,20 77,85
MP moderada 4.6 16,47 85,67
MD leve 4,2 11,16 91,10
21 C LT moderada 3,6 5,01 95,56
MP moderada 4 5,38 96,45
MD intensa 5,8 22,35 81,83
22 T LT moderada 5 10,85 91,35
MP intensa 5,4 20,14 83,54
MD moderada 3,4 28,25 70,34
23 C LT moderada 5,8 37,05 62,85
MP moderada 4.8 24,85 78,65
MD moderada 5,4 24,23 78,10
24 C LT leve 6,4 30,86 71,11
MP moderada 8 5,46 96,31
MD leve 3,4 19,14 85,17
25 T LT leve 4.4 11,57 90,74
MP moderada 44 8,65 94,45
MD leve 4.2 16,71 85,80
26 C LT leve 3,6 8,95 93,58
MP leve 3,4 11,56 91,24
MD leve 3,4 23,37 81,58
27 C LT moderada 4.6 31,85 69,74
MP moderada 6 27,34 75,46
MD leve 4.2 16,32 88,58
28 T LT moderada 5,8 17,48 85,92
MP intensa 4.8 11,07 91,20
MD leve 6,2 22,50 80,93
29 C LT intensa 7.4 21,01 82,06
MP moderada 4.6 19,84 84,18
MD moderada 4.6 3,88 97,17
30 T LT moderada 4.2 7,54 94,53

MP intensa 3,6 7,46 93,72






