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RESUMO

O tumor venéreo transmissivel canino (TVTC) apesar de estar praticamente erradicado nos paises
desenvolvidos, ainda € uma doenca endémica nos paises em desenvolvimento. Alguns estudos recentes
indicam que diferentes padrdes morfolégicos do TVTC se correlacionam com a eficiéncia do tratamento
clinico. O objetivo foi realizar a caracterizacdo citomorfolégica do TVTC e classifica-lo quanto aos
padrdes plamocitoide, linfocitoide e misto, correlacionando com a resposta terapéutica. Para tal, foram
avaliadas 61 amostras com diagndstico citologico de TVTC nos tipos utilizando-se dois diferentes
métodos de avaliacdo morfoldgica. Nao foi observada diferenca estatistica entre os dois métodos nas
leituras de lamina. O TVTC do tipo linfocit6ide foi o mais comumente observado (27/44%), seguido
pelo tipo plasmocitdide (18/30%) e o tipo misto (16/26%). O numero de sessbes quimioterapicas para a
regressao completa do TVTC variou de duas a sete, com média de 4,11 sessdes. A analise de correlacdo
dos trés tipos celulares de TVTC com o nimero de sessdes quimioterapicas necessarias para a regressao
completa do tumor ndo resultou em diferenca estatistica. Entretanto, foi observada correlagdo moderada

positiva entre o infiltrado de plasmacitos e o numero de sessdes de quimioterapia.

PALAVRAS-CHAVE: citologia, tumor, plasmocitoide, linfocitoide, quimioterapia, vincristina.



ABSTRACT

The canine transmissible venereal tumor (CTVT), is practically eradicated in developed countries, but
remains an endemic disease. Some recent researches indicate that different morphological patterns of
CTVT correlate with the efficiency of clinical treatment. The objective was to perform the
cytomorphological characterization of the TVTC and classify it as to the plamocytoid, lymphocytoid
and mixed patterns, correlating with the therapeutic response. For this purpose, 61 samples with
cytological diagnosis of CTVT were classified in the plasmacytoid, lymphocytoid and mixed types using
two different methods of cellular evaluation. No statistical difference was observed between the two
methods in the slide readings. Lymphocyte-type CTVT was the most commonly observed (27/44%),
followed by plasmacytoid type (18/30%) and mixed type (16/26%). The number of chemotherapy
sessions for complete CTVT regression ranged from two to seven, with an average of 4,11 sessions. The
correlation analysis of the three CTVT cell types with the number of chemotherapy sessions required
for complete tumor regression did not result in statistical difference. However, a moderate positive

correlation was observed between the plasma cell infiltrate and the number of chemotherapy sessions.

KEYWORDS: cytology, tumor, plasmacytoid, lymphocytoid, chemotherapy, vincristine.
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1. INTRODUCAO

Frequentemente, o cancer aparece como resultado de mutag6es acumuladas em células ao longo
do tempo de vida de um organismo, sendo atribuido a uma multiplicacdo normalmente clonal
de células transformadas com um gendtipo derivado a partir do préprio hospedeiro (Metzger et
al., 2015). O Tumor Venéreo Transmissivel Canino (TVTC) é uma neoplasia que acomete a
espécie canina, também conhecido como sarcoma venéreo transmissivel e sarcoma de Sticker
(Woods, 2013). Teve sua origem elucidada confome estudos de Murchison et al. (2014) onde
mostra que a 11.000 anos atrds em uma populacdo de cdes isolada geneticamente e com baixa
heterozigose, sob influéncia da radiagcdo ultravioleta deu-se inicio a linhagem celular mais
antiga existente, com aproximadamente 1,9 milhGes de mutac6es genéticas e cariotipo distinto

do cdo.

Os canceres clonais transmissiveis até entdo conhecidos pela literatura séo, o TVTC e o tumor
facial do demdnio-da-tasmania (TFDT). Ambos compartilham uma série de caracteristicas
comuns, se alastrando entre os hospedeiros através da transferéncia fisica das células
cancerigenas (Murchison, 2009). Sdo tumores capazes de disseminar facilmente entre os
individuos e podem permanecer viaveis por longo periodo mesmo apds a morte do hospedeiro
original (Murchison, 2009). Entretanto, o progndstico do TFDT é altamente desfavoravel,
sendo letal para os infectados, resultando em Obito em aproximadamente seis meses pela
obstrucdo da cavidade nasal e/ou oral, diferentemente do progndstico do TVTC, que é

considerado favoravel (Woods, 2013).

Recentemente, foi relatado um surto de leucemia fatal em bivalves marinhos que acarretou em
enorme perda da populacdo. A origem dessa doenca ainda é desconhecida, mas, nos estudos
realizados por Metzger et al. (2015), existem indicios de que o cancer se espalha entre

individuos como uma célula clonal transmissivel derivada de um Gnico molusco original.

O TVTC é um excelente modelo para o estudo da interacdo entre a imunidade do hospedeiro e
0 crescimento tumoral. Além disso, por ser um tumor de facil transplantacdo e crescimento
rapido, propicia a oportunidade da utilizacdo de marcadores de proliferacdo celular e estudo da
cinética tumoral, acrescido de gque sua regressdo espontanea abre uma perspectiva para o estudo

da morte celular por apoptose (Santos et al., 2005).

Mesmo sendo considerada uma neoplasia facilmente contagiosa (Raskin e Meyer, 2011), o

sistema imune competente do hospedeiro podera induzir a regresséo do TVTC
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espontaneamente. Embora doenca metastatica possa ocorrer raramente (Cowell et al., 2009), a
neoplasia pode acometer o espago intra-ocular (Amaral et al., 2012), regido nasal, cavidade oral
(Filgueira et al., 2013) e até 6rgdos internos (Park et al., 2006). Geralmente, o TVTC acomete
principalmente a genitéalia externa de animais de ambos 0s sexos e, caso ocorra metastase, a
morfologia celular encontrada na citologia é semelhante em todos os locais acometidos (Raskin
e Meyer, 2011).

A transmissdo do TVTC esté associada a transplantacdo de células (Raskin e Meyer, 2011) na
mucosa danificada por meio das barreiras do complexo maior de histocompatibilidade (MHC),
por coito, espirro ou lambida (Woods, 2013). A predominancia do TVTC esta relacionada a
idade de maior atividade sexual, principalmente em climas tropicais e em paises onde ndo

ocorre um rigoroso controle da populacao de cées errantes (Costa, 2009; Raskin e Meyer, 2011).

Segundo Cowell et al. (2009) a celula do TVTC e o melhor exemplo do grupo das neoplasias
de células redondas, sendo tipicamente as mais pleomorficas e esse grupo inclui algumas das
neoplasias mais comumente encontradas na rotina da clinica de pequenos animais, por isso 0

reconhecimento especifico torna-se imprescindivel (Cowell et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi relatar as caracteristicas citomorfoldgicas especificas das células
de TVTC e, a partir disso, estabelecer um padrédo de avaliagdo para os diferentes tipos de células
encontradas e confirmar propostas de classificacdo de TVTC ja estabelecidas divididas em dois
padrdes, sendo eles, plasmocitdide, misto e linfocitdide. Visto que, nos estudos de Amaral
(2005) e Gaspar(2005) a apartir da caracterizacdo do padrdo citomorfologico pode-se associar
a uma resposta quimioterapica menos eficaz e até mesmo a resisténcia da neoplasia ao
tratamento. Na sequéncia buscou-se observar a correlacdo dessas células com a resposta
terapéutica dos animais a partir de levantamento de dados em fichas clinicas e tratamentos
realizados nos animais com diagndstico de TVTC e avaliar se os padroes morfologicos
encontrados influenciam no nimero de aplicagdes quimioterapicas necessarias para remissao
completa da neoplasia em cada animal. Essa constatacdo traduz-se em uma importante

caracteristica para auxiliar no progndéstico de tratamento do animal.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
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Avaliar citolégicamente as células do TVTC e caracterizar o padrdo citomorfologico para

correlacdo ao comportamento da resposta ao tratamento quimioterapico.

2.2. Objetivos especificos

« Estabelecer novo padréo detalhado de avaliacdo para as células caracteristicas do TVTC, a
partir da observacdo de laminas citologicas.dos animais que possuam a neoplasia, para
distinguir entre os padrdes de células plasmocitoide e linfocitoide ja existentes em literatura.

* Realizar avaliacdo das laminas citologicas dos animais com TVTC a partir do padrédo
estabelecido pelo Laboratorio de Patologia Clinica de Veterinaria da UFMG (Universidade
Federal de Minas Gerais) caracterizando cada amostra nos padrdes do TVTC plasmocitoide,
TVTC linfocitéide ou TVTC misto.

 Correlacionar o padréo citoldgico encontrado com o nimero de aplicagfes quimioterapicas

necessarias para remissdo completa do tumor.

3. REVISAO DE LITERATURA

O TVTC ja foi encontrado em todos 0s continentes, entretanto, sua prevaléncia é maior nas
areas tropicais e subtropicais, particularmente nas Américas Central e do Sul, sul dos Estados

Unidos, sul da Europa, Japdo, China, Irlanda e em algumas partes da Africa (Woods, 2013).

Séo pouco frequentes na Inglaterra, Dinamarca e Suica (Costa, 2009). Geralmente é detectado
nas areas urbanas onde ha grande quantidade de cées errantes (Cowell et al., 2009). Ja foi

identificado também em outros canideos (Woods, 2013).

O TVTC teve maior destaque na area de pesquisa somente apds a realizacdo do marcante
trabalho realizado por Sticker, em 1905. Nele, o pesquisador se refere ao TVTC como um
sarcoma ou linfossarcoma, que passou a ser chamado, entéo, de tumor de Sticker. Outros nomes
designaram o TVTC ao longo dos anos, dentre eles: condiloma canino, granuloma venéreo,

sarcoma infeccioso e linfossarcoma venéreo (Costa, 2009).
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Em estudos iniciais, cogitava-se a respeito da possivel participacdo de particulas virais na
transmissdo do TVTC e alguns autores chegaram a identifica-las erroneamente por meio da
microscopia eletrénica. Esses experimentos foram contestados por estudiosos que atribuiram
ao achado o aspecto de organelas celulares em degeneracgéo (Costa, 2009).

Em 1963 foi realizada uma pesquisa em que 17 diferentes casos de TVTC foram estudados.
Verificou-se que os TVTCs em estudo eram compostos de modo uniforme por uma célula-
tronco, mas se diferiam dos tecidos caninos normais em relagdo ao nimero de cromossomos

(59 contra 79) e a morfologia apresentada (Costa, 2009).

No estudo realizado por Murchison et al. (2014), a partir do sequenciamento de genoma de
células de TVTC foi demonstrado que esse adquiriu cerca de 1,9 milhGes de mutacbes, com
evidéncias de que, ao longo de sua evolucéo, as células foram expostas a um baixo nivel de luz
ultravioleta. Sugere-se, entéo, que a origem do TVTC se deu a partir de um cancer ocorrido em
lobos ou em ragas antigas de cachorros com baixa heterozigose gendmica, acerca de 10.000 a
15.000 anos atras, provavelmente no periodo em que o animal foi domesticado (Woods, 2013;
Murchinson et al., 2014).

Além de sofrer diversas mutacdes ao longo dos anos, o cancer gerado se disseminou e
sobreviveu em varios continentes, demonstrando a robustez das células sométicas do cdo
(Murchinson et al., 2014). Além disso, amostras de TVTC, coletadas em diferentes regides
geograficas, apresentavam células com relevante estabilidade e cariétipos similares; ademais,
estudos de genética molecular fornecem evidéncias de que essas células tém origem no mesmo
ancestral (Woods, 2013).

Em geral, as células cancerigenas ndo sdo contagiosas ou transmitidas a outros individuos e,
caso entrem em contato com o hospedeiro, serdo reconhecidas imunologicamente com a
consequente rejeicdo dessas pelo organismo, a partir de proteinas de superficie celular
apresentadoras de antigenos polimorficas, particularmente o complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) em vertebrados (Mertzger et al., 2015). Entretanto, divergindo do
encontrado usualmente, as células do TVTC foram utilizadas em um experimento realizado por
Novinsky em 1876 que, com sucesso, transplantou o tumor em trés cadelas, empregando
técnicas de incisdo e sutura, realizando o primeiro transplante de células cancerigenas bem-
sucedido na area (Costa, 2009; Woods, 2013).

O método mais aceito de transmissdo natural do TVTC é por meio da implantacdo de células

viaveis em tecido escarificado. A transmissdo experimental de TVTC por extrato livre de
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celulas foi realizada por muitas vezes. Na literatura, hd pesquisadores que obtiveram sucesso e

outros que falharam em suas tentativas (Costa, 2009).

A transmissao do tumor pode ocorrer da forma mais usual, pelo coito, mas, também, transmite-
se por outras maneiras em decorréncia de habitos como lamber, cheirar e morder. O TVTC
pode ser encontrado nas cavidades oral e nasal e é possivel o seu transplante a qualquer espécie
susceptivel, dentre essas, os lobos (Canis lupus) e os coiotes (Canis latrans) (Cowell et al., 2009;
Woods, 2013; Murchinson et al., 2014).

O TVTC no hospedeiro higido passa pelas fases de progressao e a regressao tumoral. Na fase
de progressdo, as células tumorais ndo expressam MHC (I e Il) e os linfécitos estdo presentes
em numero reduzido devido a secrecédo de citocina que inibe sua infiltracdo. Na fase regressiva
jaocorre aexpressdo de MHC (I e 11) por inducgéo de citocinas e interleucinas, ocorrendo, assim,
um aumento consideravel de linfécitos infiltrantes (Murchinson, 2009). Assim, provavelmente,

quanto maior a infiltracdo leucocitaria no TVTC melhor o prognéstico (Costa, 2009).

A infiltracdo de leucocitos no TVTC foi descrita pela primeira vez em 1908 e, desde entéo,
muitos relatos seguiram, sugerindo que a infiltracdo de leucdcitos e macréfagos no TVTC seja
uma reacdo de rejeicdo do hospedeiro ao tumor e, provavelmente, a acdo de células
inflamatdrias induza a apoptose das células tumorais (Costa, 2009), atividade importante nesse
processo e pouco estudada com relacdo ao TVTC (Santos et al., 2005). No estudo realizado por
Mozos et al. (1996) foi demonstrada que a utilizacdo de anti-soro CD3 pode ser util para
demonstrar e quantificar os linfocitos T em estudos sobre as fases de progressdo ou regressao
do TVTC.

Além das caracteristicas degenerativas na fase de regressdo, também se observa que as células
tumorais sofrem alteracdes de formato, chegando a assumir um aspecto de fibroblastos (Costa,
2009). O periodo de ocorréncia da fase progressiva varia de trés a seis meses, na maioria dos
cachorros, com excecdo de animais que estejam sob condicBes gerais ruins, ou

imunologicamente comprometidos (Woods, 2013).

Além da imunidade celular mediada, o TVTC estimula uma resposta imune humoral
demonstrada por anticorpos contra os antigenos do TVTC. Em alguns estudos realizados
existem sugestdes da interferéncia do sistema imune desempenhando uma atividade de inibicéo

do crescimento tumoral ou no aparecimento de metastases (Woods, 2013).

Em relacéo a regressdao espontanea do tumor, os relatos na literatura do tumor de ocorréncia

natural apds a instalagdo no hospedeiro sdo escassos, entretanto, hd inameros relatos de
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regressdo espontanea de tumores transplantados (Costa, 2009). O tempo de redugéo do tumor
geralmente ocorre em trés meses ap0s a implantacdo e raramente ird ocorrer depois de nove

meses do tumor ja instalado (Woods, 2013).

O aspecto macroscopico do tumor é de aparéncia nodular, com formacéo de um ou mais nédulos
de formato irregular, fridveis e avermelhados, podendo apresentar ulceragdes, com aspecto
vegetativo ou pedunculado (Costa, 2009). O crescimento do tumor geralmente aparece de 2 a 6
meses do contato venéreo e pode crescer vagarosamente, inaparente e de forma ndo previsivel
por anos, ou crescer invasivamente e eventualmente se tornar maligno, formando metastases
(Costa, 2009; Woods, 2013).

Mucosas e 0rgdos genitais de canideos sdo 0s sitios mais comuns, sendo visto com mais
frequéncia em pénis e prepucio dos machos e na vulva e vagina das fémeas (Costa, 2009).
Também j& foram relatados tumores localizados em regido nasal, cavidade oral, terceira
palpebra (Filgueira et al., 2013) e intraocular, sem um foco de tumor simultaneo, detectavel em
localizagdo genital, assumindo-se, portanto, tumor primario extragenital (Pereira et al., 2000;
Amaral et al., 2012). Normalmente, o tumor pode estar acompanhado de drenagem de secre¢ao
serossanguinolenta, deformidades e odor intenso, algumas vezes com necrose e ulceracdo,

chegando a haver exposic¢éo do tecido anormal (Costa, 2009).

No caso relatado por Filgueira (2010), o diagnostico do tumor em cavidade oral caracterizou o
quadro como uma forma extragenital e primaria, com ulceracdo e hemorragia, além da perda
de dentes. Nesse caso, foi cogitada a possibilidade do contéagio natural do TVTC oral estar
relacionado com o contato da mucosa bucal com a area perivulvar de uma cadela portadora da
neoplasia, possivelmente durante o acasalamento, favorecendo a implantacdo de células do
TVTC. Como relatado por Woods (2013), que alguns casos podem ter sido diagnosticados
equivocadamente como metastase, ja que outras areas podem ser acometidas diretamente por
lambedura, aspiracdo ou mordida, principalmente as cavidades nasal e oral, tecido subcutaneo

e olhos.

O TVTC se apresenta frequentemente de forma localizada, mas metastases pode ocorrer com
uma frequéncia de 5 a 17 %, podendo ocorrer nos linfonodos regionais e tonsilas, e também
para tecido subcutaneo, pele, olhos, mucosa oral, figado, baco, periténio, hipéfise, cérebro e
medula 6ssea (Woods, 2013)

Desde 1989, com o objetivo de se esclarecer principalmente a histogénese do TVTC, emprega-

se a imuno-histoquimica (Costa, 2009). Ha algum tempo, ja sdo utilizadas as proteinas lisozima
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e alfa-1-antitripsina em amostras de TVTC e suas expressdes sugerem a hipotese de que as

células sdo de origem histiocitica (Mozos et al., 1996; Woods, 2013).

O estudo realizado por Mozos et al. (1996) confirma que as amostras de tecidos de TVTC
rotineiramente processadas tém demonstrado um quadro varidvel de imunocoloracdo para
lisozima e alfa-1-antitripsina. Dentre 25 amostras de TVTC utilizadas, a imunorreatividade da
lisozima foi detectada apenas em 10, e a alfa-1-antitripsina (AAT) em 14. Sendo assim, deve-
se atentar para o fato de que esses marcadores ndo sdo confidveis para o diagnostico de TVTC.

A citoqueratina é outra proteina tambem utilizada nos testes em células de TVTC. O resultado
é sempre negativo, certificando que o TVTC ndo tem origem epitelial. Outra evidéncia que
exclui uma origem epitelial para o TVTC foi a auséncia do antigeno carcinoembrionario (CEA,
carcinoembryonicantigen), um marcador de células de origem epitelial (Costa, 2009).

A vimentina e a proteina S-100 também foram alvo de muitas pesquisas. Elas se mostraram
reativas neste tipo de tumor, apontando para uma origem mesenquimal do TVTC (Costa, 2009)
falar da vimentina e citoqueratina antes de alfa-1antitripsina e lisozima. O estudo realizado por
Park et al. (2006) corrobora o encontrado na literatura, ja& que, por coloracdo imuno-
histoquimica, as células neoplasicas do TVTC foram positivas para a lisozima e vimentina, mas

foram negativas para citoqueratina.

A expressao de lisozima e alfa-1-antitripsina pode ser Gtil na diferenciacao de alguns tumores
de ceélulas redondas em cées, ja que, quando é expressa, exclui linfomas, melanomas
amelanoticos, carcinomas e mastocitomas pobremente diferenciados, podendo, entdo, ser

empregadas no diagnostico diferencial de TVTC (Costa, 2009).

O exame fisico minucioso do animal é essencial para determinar possiveis locais de
envolvimento, por exemplo, pele, subcuténeo, cavidades nasal e oral, olho e linfonodos
regionais. O diagndstico por imagem é normalmente desnecessario, exceto em casos de tumores
invasivos, com destaque para a cavidade nasal. O perfil bioquimico e o exame de urina ndo

revelam alterag6es relacionadas (Woods, 2013).

Embora o TVTC seja altamente contagioso entre os cdes em geral, sua presenca no hospedeiro
ndo acarreta grandes danos a satde desses animais. Sendo assim, o perfil hematoldgico de cées
com TVTC transplantado ou de ocorréncia natural ndo exibe alteracbes graves na maioria das
vezes (Costa, 2009). Entretanto, alguns dos possiveis fatores atribuidos as alteracGes nos
parametros sanguineos de cdes com TVTC se deve a negligéncia dos proprietarios nos cuidados

higiénico sanitarios dos cdes e a localizacdo anatdmica dos tumores, que favorecem
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traumatismos, contaminacdo bacteriana, perda crbnica de sangue. Ha alguns casos de

associacdo com infestacGes parasitarias e a ma nutricao desses cées (Costa, 2009).

Uma das formas utilizadas de diagndstico do tumor aparente no hospedeiro é a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), para diferenciar dos tumores de células redondas, principalmente em
casos com metastases em multiplos 6rgdos, como no encontrado por Park et al.(2006). Esta

técnica pode ser aplicada em estudos retrospectivos, bem como prospectivos.

Tanto a PCR quanto as técnicas moleculares para analisar a sequéncia do elemento nuclear
intercalar longo (LINE) podem ser utilizadas para identificar células tumorais (Raskin e Meyer,
2011). Entretanto, quando em localizacdo genital ou extragenital, o diagndstico preciso de
TVTC priméario ou metastatico s6 pode ser firmado com auxilio de exame citoldgico ou
histopatoldgico (Costa, 2009).

Dessa forma, a avaliagdo através de microscopia éptica de amostras citologicas, se tornou
primordial para a confirmacao do diagnostico e, consequente definicédo da terapia a ser utilizada.
Sem a correta definicdo do tipo celular neoplasico presente, o tratamento utilizado podera ser
voltado para outra afeccdo ndo neoplasica, induzindo o uso um medicamento, por vezes,

desnecessario e dispendioso (Simermann, 2009).

Em comparacdo as analises de citologia e histopatologia constatou-se, no estudo realizado por
Lima et al. (2013a), que as amostras citologicas permitiram melhor caracterizacdo do tipo
celular, avaliacdo dos critérios de malignidade e menor distor¢cdo da imagem, sugerindo a

escolha por andlise citopatoldgica para a classificacdo do TVTC.

O TVTC apresenta uma natureza friavel, com auséncia de aderéncia entre as células e a matriz
de tecido conjuntivo. Sendo assim, a massa esfolia facilmente com a impressao tecidual, e 0s
preparados citologicos costumam evidenciar grande quantidade de células neoplasicas (Cowell
et al., 2009; Raskin e Meyer, 2011).

O exame citologico, entdo, evidencia uma populacdo monomorfica de células grandes e
redondas, variando de 12 a 24 micrometros de diametro (Cowell et al., 2009), individualizadas,
com nucleo redondo, apresentando cromatina grosseira e um a dois nucléolos proeminentes e
com citoplasma abundante, levemente basofilico contendo numerosos e distintos vacuolos
(Raskin e Meyer, 2011). Considera-se a presenca de vacuolos citoplasmaticos a caracteristica
mais marcante para diferenciagdo das células de TVTC em relacdo a outras células redondas

(Cowell et al., 2009). Além dessas caracteristicas, 0s nicleos podem aparecer excéntricos ou
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centrais (Cowell et al., 2009) e as células podem ter alta relacdo nucleo:citoplasma (Costa,
2009).

As mitoses aparecem frequentemente e as formas anormais podem estar presentes, ndo sendo
um pardmetro Util para prever o comportamento bioldgico do tumor. Pequenos linfocitos
normais, poucos plasmdcitos bem diferenciados e raramente histidcitos/macréfagos podem
estar presentes, e eles tendem a aumentar em concentragdo durante a regressao espontanea do
tumor, sendo a resposta imune localizada responsavel pelo seu desaparecimento (Cowell et al.,
2009) e, muitas vezes, a presenca de células inflamatdrias associadas ao tumor evidenciam

contaminagdo bacteriana secundaria (Raskin e Meyer, 2011).

A partir da observagéo das distintas caracteristicas celulares do TVTC, foram realizados estudos
acerca da possivel distincdo de grupos dentro da neoplasia ja definida. Esses grupos foram
definidos principalmente como padréo plasmocitoide e padrao linfocitoide (Amaral, 2005). O
padrdo plasmocitdide se caracteriza por mais de 60% das células presentes apresentando
morfologia ovoide, citoplasma abundante e nucleo com localizagdo excéntrica; o padrdo
linfocitoide, com mais de 60% das células apresentando morfologia arredondada, citoplasma
escasso, a vacuolos acompanhando a periferia da célula, ndcleo redondo com cromatina

grosseira e presenca de nucléolos (Amaral, 2005; Gaspar,2005).

Existem diversas opcdes de tratamento parao TVTC (Costa, 2009), dentre essas, pode-se incluir
a quimioterapia, utilizando principalmente a vincristina, a radioterapia e a excisao cirurgica
(Raskin e Meyer, 2011).

Em razdo de recidivas, a cirurgia € raramente utilizada e elegida como método de tratamento; a
radioterapia é considerada eficiente, mas acaba necessitando de instalacdes, técnicos e
aparelhagem especifica, apresentando uso restrito. A imunoterapia, radiofrequéncia, entre
outras, sdo consideradas terapias alternativas com resultados muitas vezes promissores. Mas a

quimioterapia, sem associacdes, tem-se apresentado mais efetiva (Costa, 2009).

Simermann (2009) realizou um estudo avaliando semanalmente a condicdo clinica dos
pacientes tratados com o quimioterdpico Vincristina e relatou que 94,4% dos animais
apresentaram linfopenia e 22,2% dos cdes apresentaram anemia, sendo ela explicada, também,
pela natureza friavel e altamente irrigada da neoplasia e atribuida a continua secrecdo

serosanguinolenta do tumor.

No estudo realizado por Gaspar (2005), considerou-se que os animais com TVTC padréo

plasmocitdide apresentavam resisténcia ao tratamento com vincristina e ,com 0 mesmo método
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de avaliacdo, percebeu-se que as massas que nao fossem primarias também poderiam expressar

um potencial para resisténcia a quimioterapia.

Em um experimento, portadores de TVTC tratados com soro de cées imunes evidenciaram
imunidade passiva. A presenca da atividade do sistema imune tornou-se mais evidente quando
outros cées receberam simultaneamente células tumorais por via subcuténea associado ao soro
imune por via intravenosa e acabaram nao desenvolvendo o tumor palpavel no sitio da
inoculagéo (Costa, 2009). Em outra avaliagdo experimental similar, cdes imunocomprometidos
com progresséao continua de TVTC e doenca metastatica ndo demonstraram regressao do tumor.
Por outro lado, os cdes que haviam se recuperado do TVTC possuiam imunidade soro-
transferivel para a reinfecgdo. Também foi visto que filhotes nascidos de cadelas expostas ao
TVTC sdo menos suscetiveis a doenca (Woods, 2013).

Para o tratamento quimioterapico do TVTC, de acordo com Silva et al. (2007), o sulfato de
vincristina é a droga de escolha e demonstra ser efetivo na reducéo e cura, com reduzido efeito
supressivo e taxas de recidiva. Alguns autores propdem a dose de 0,5 mg/ m? de superficie
corporal, a cada sete dias, resultando em remissdo completa do TVTC entre quatro e seis
semanas de tratamento (Costa, 2009). Outros indicam a dose de 0,75 mg/m?, sendo também
efetiva para o tratamento do TVTC na maioria dos animais, apresentando uma baixa taxa

(16,7%) de recidiva em estudo realizado por Brandao et al. (2002).

De acordo com Costa (2009) alguns casos de resisténcia ao tratamento quimioterapico com
vincristina no TVTC foram estudados e essa condicdo foi atribuida a superexpressdo da
glicoproteina-p, presente na superficie celular responsavel por promover a expulsdo do
quimioterapico de dentro da célula. Entretanto, o resultado demonstrou ndo haver diferenca de
expressao das glicoproteinas entre TVTC natural e o resistente a quimioterapia (Costa, 2009).
Contudo, a continuidade do estudo da expressdo da glicoproteina-p é importante para agregar
beneficios ao animal em tratamento, aumentar a compreensdo do mecanismo de resisténcia do

tumor e possiveis modulacGes de sua resposta (Floréz et al., 2014).

Caso seja necessaria quimioterapia, a resposta é favoravel a remissdo do tumor e uma pequena
porcentagem de animais € resistente ao tratamento (Costa, 2009). Portanto, o progndstico geral
de TVTC é usualmente favoravel (Woods, 2013).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Selecdo amostral

A selecdo das amostras foi realizada no setor de Patologia Clinica da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais- UFMG. Foram selecionados 61 casos de cées atendidos
no Hospital Veterinario da UFMG com diagndstico citoldgico de tumor venéreo transmissivel
canino (TVTC), entre os anos de 2014 e 2018.

Para esses animais foi realizada a coleta de dados no sistema integrado de tecnologia de
informacdo do Hospital Veterinario da UFMG, a partir das fichas de prontuério de onde foram
obtidas informacdes referentes a caracterizacdo dos tumores, tratamento realizado, raga, sexo,

idade e exames complementares.

4.2. Analise citologica

As amostras citologicas de rotina, utilizadas para realizar o diagnostico de TVTC dos animais
selecionados, foram reavaliadas por microscopia Optica. Estas amostras foram obtidas por meio
da técnica de imprint ou de puncdo aspirativa por agulha fina e coradas por coloracdo de
Romanovsky, do tipo rapido (LaborclinR). Foi selecionada uma lamina de cada animal que
continha areas adequadas de distribuicéo celular e coloracdo (controle de qualidade) por meio
da varredura detalhada, com as objetivas de aumento de 10x, 40x e 100x, em uma ocular de

10x, para posterior analise (Fig.1).



23

Fig.1: Exemplo de Iamina ndo utilizada (Fig.1A) e Iamina analisada durante o estudo (Fig.1B) em
aumento de 1.000x. Na Fig.1B destaca-se a melhor distribuicdo celular e qualidade para avalia¢do
morfoldgica de cada célula, incluindo a definicdo da borda citoplasmatica. Coloragdo do tipo
Romanovsky rapida.

4.2.1. Sele¢do do tipo citomorfoldgico

Para cada lamina selecionada foi determinada a distingdo entre os tipos celulares encontrados
nas células do TVTC utilizando dois métodos. O primeiro método para a avalicdo celular,
doravante identificado como Método 1, foi proposto por Amaral (2005) e Gaspar (2005). O
segundo método estabelecido para a avaliacdo, doravante identificado como Método 2,
constituiu uma modificacdo dessa metodologia elaborada pelos autores anteriormente citados.
Os dois sistemas de classificacdo foram executados por dois observadores cada, com as

discordancias eliminadas por consenso entre os citologistas.

4.2.1.1. Método 1:

As células foram classificadas como linfocitoides ao apresentar morfologia arredondada,
citoplasma escasso e finamente granular, com vacuolos que acompanharam a periferia da
célula, nucleo redondo e central com cromatina grosseira e um ou dois nucléolos proeminentes.
As células foram classificadas como plasmocitéides ao apresentar morfologia ovdide,
citoplasma mais abundante (menor relagdo nucleo:citoplasma), com nucleo localizado

excentricamente.
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4.2.1.2. Método 2:

A classificagdo das células como linfocitdide se deu quando foi visualizada toda a borda
citoplasmatica ao redor do nucleo, com o nucleo em posicdo central (concéntrico em relacdo a
membrana) (Fig.2).

Fig. 2: Fotografia de uma célula do tipo linfocitoide
com ndcleo em posicdo central. (aumento de
1.000x)

As células classificadas como plasmocit6ide foram encontradas em duas situacdes. Na variacdo
1 o ndcleo celular é excéntrico de modo que no minimo 1/3 do seu perimetro toque na periferia
da membrana citoplasmatica (posicionado de forma tangente a membrana) (Fig 3).

1/3 diametro
nuclear

Fig. 3: Diagrama esquematico de uma célula do tipo plasmocitdide com nucleo excéntrico —
variacdo 1 (Fig. 3A) e célula plasmocitdide com auséncia de citoplasma entre ntcleo e periferia
e 1/3 do seu perimetro contiguo & periferia da membrana citoplasmatica (Fig. 3B). (aumento de
1.000x)
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Na variac&o 2 o nucleo é excéntrico, com no minimo 1/3 do seu perimetro proximo & membrana.
A faixa de citoplasma de maior dimensdo, dada pelo deslocamento do nucleo, deve ser no

minimo, trés vezes maior do que a da faixa menor, formada no sentido oposto (Fig 4).

e

1/3 digmetro
nuclear

A

4

& B

Fig. 4: Diagrama esquematico de uma célula do tipo plasmocitdide com ndcleo excéntrico —
variagdo 2 (Fig.4A). Célula plasmocitéide com formato redondo (Fig. 4B). Célula
plasmocitéide de formato eliptico (Fig.4C)

C

Para a identificacdo de cada tipo celular foram avaliados no minimo dez campos aleatérios e
ndo sobrepostos em ambos 0s métodos. Em relacdo ao aumento microscopico, a analise de
acordo com o Método 1 foi realizada em 400x, em concordancia com o proposto por Amaral
(2005) e Gaspar (2005) e, no Método 2 em 1.000x (objetiva de imerséo). Foram analisadas no

total 100 células de cada amostra citoldgica para a classificacdo do tipo celular predominante.

Na categorizacdo preliminar do tipo celular predominante, foi empregado o pardmetro de corte
de 60%, utilizado no Método 1. Neste parametro, apos a contagem das 100 células, se 60 ou
mais forem caracteristicas do tipo linfocitoide, seria formado o Grupo Linfocitdide, chamado
também de TVT "linfocitdide” e, o mesmo para as células com caracteristicas do tipo
plasmocitoide, formando o Grupo Plasmocitdide ou TVT "plasmocitoide”. Caso a somatoria da
contagem de cada tipo celular ndo ultrapassasse 59%, seria categorizado como Grupo Misto ou
TVT "misto", onde ficou considerado que existe uma celularidade mista entre os tipos celulares

linfocitdide e plasmocitoide.

Adicionalmente, foram estabelecidos grupos com predominio >51% para ambos os tipos

celulares, assim como, grupos com predominio >70% para ambos 0s tipos.
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4.2.2. Determinacdo de caracteristicas citomorfoldgicas e infiltrado

inflamatorio.

Definido o aspecto de cada célula pelo Método 2 foram identificadas as caracteristicas celulares
associadas/relacionadas as células de TVT, como citoplasma, vactolos e nucléolos. O
citoplasma foi categorizado em escasso ou moderado ou abundante (Fig 5 e 6). A vacuolizacéo
foi caracterizada em ausente ou discreta ou intensa, sendo considerada intensa a célula que
possuia acima de cinco vacuolos (Fig 7 e 8). Por ultimo, os nucléolos, classificados em ausente
ou Unico ou multiplo, complementando a abrangéncia das caracteristicas citomorfologicas (Fig
9).

Além disso, nos campos avaliados, foram contabilizadas presenca de mitoses, linfécitos,
plasmaécitos, binucleacbes, célula girino, contaminacdo bacteriana (bactéria intracelular) e

infiltrado inflamatério neutrofilico.

Fig.5: Células de aspecto plasmocitéide do Método 2: A: Citoplasma escasso (seta)e citoplasma
moderado, ao lado (Fig.5A). B: Citoplasma abundante(Fig.5B).

Fig. 6: Células de aspecto linfocitoide do Método 2: Citoplasma escasso (Fig.6A). Citoplasma moderado
(Fig.6B). Citoplasma abundante (Fig.6C).
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Fig. 7: Células de aspecto linfocitoide do Método 2: A: Vacuolizagdo ausente (seta) (Fig.7A). B:
Vacuolizagdo discreta (seta) (Fig.7B). C: Vacuolizagéo intensa (seta) (Fig.7C).

Fig. 8: Células de aspecto plasmocitdide do Método 2: A: Vacuolizagdo ausente (seta) (Fig.8A). B:
Vacuolizacao discreta (seta) (Fig.8B). C: Vacuolizagdo intensa (seta) (Fig.8C).

Fig.9. Exemplo de uma célula linfocitéide
apresentando um nucléolo Unico apontado pela seta.

4.3. Resposta clinica a quimioterapia

Dentre os animais selecionados pelo estudo (n=61), 40 passaram por tratamento completo,

sendo possivel acompanhar o protocolo terapéutico e a resposta clinica pelo prontuério.

Em todos os casos o protocolo terapéutico constava de infusdo semanal de sulfato de vincristina
intravenosa, na dose de 0,75mg/m? de superficie corporal, até a completa remissdo do tumor.
A excec¢do ocorreu para dois animais, onde houve mudanca de protocolo terapéutico apos a

sexta sessdo, sendo a sequéncia com vimblastina ou citostal. Também, outros cinco animais
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realizaram apds, a0 menos quatro sessdes com vincristina, a cirurgia para retirada do restante

do tumor.

Foram avaliadas as quantidades de sessdes de quimioterapia necessarias para a reducdo
completa do tumor e os animais foram separados em dois grupos: aqueles que passaram por
quatro ou menos sessdes de quimioterapia e, dos animais com mais de quatro sessdes de
quimioterapia. Essa separacdo foi proposta para possibilitar a investigacdo da eficiéncia da
resposta clinica e sua relacdo com o tipo citomorfoldgico (linfocitdide, plasmocitoide e misto)
do animal encontrado nos diferentes métodos de avaliagéo.

4.4. Analise estatistica

Inicialmente foi realizada uma estatistica descritiva (frequéncias, medias e desvios-padrdes)
dos dados, relacionando-os com a descri¢cdo morfologica do TVTC. A estatistica inferencial foi
realizada no software GraphPadPrism versdo 6.02. Foram consideradas significativas as
diferencas com p < 0,05. O teste de Pearson foi utilizado para avaliar a correlacdo entre as
variaveis estudadas. Para identificar se a correlacdo € positiva ou negativa e a intensidade da
correlacdo, considerou-se o valor de rP, sendo fraca, moderada ou forte (rP < 0,3 como fraca;

rP entre 0,3 e 0,7 como moderada e rP > 0,7 como forte).

Adicionalmente foi realizado o teste de Kruskall-wallis para comparar a mediana do nimero de
sessOes de quimioterapia em trés grupos (linfocitdide, plasmocitoide e misto) e o teste de Mann-
Whitney para dois grupos (linfocitdide, plasmocitdide). Para a avaliacdo dos grupos (<4 e >4)
e (<3 e >3) foi realizada curva ROC e analise de regressdo linear univariada. Foi realizado um
teste de comparacdo de medianas de nimero de sessdes entre plasmocitdide e linfocitdide com

esquemas e porcentagens de predominio celular.

Na andlise dos hemogramas foi realizada a comparacdo das médias com ANOVA e Fischer,
quando paramétrica/normal e medianas, utilizando Kruskall-wallis € Dunns, quando ndo

paramétrica/ndo normal.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Dados amostrais

Na pesquisa apresentada, 33 animais possuiam a idade determinada na ficha de prontuério,
sendo que a idade de acometimento do TVTC variou entre seis meses e 15 anos (media de 5
anos e meio e desvio padréo 5,5 + ou - x). Nos estudos de Brand&o et al. (2002), Amaral et al.
(2004), Amaral (2005), Simermann (2009) a faixa etaria de maior concentracdo ocorreu entre
3 a5 anos, dentro de uma escala de ocorréncias de 8 meses a 15 anos. Esse resultado demonstra

a ampla faixa etaria de animais com a capacidade de contrair o tumor.

Dentre os 61 animais avaliados, 59% eram fémeas e 41% machos. Apesar de alguns
pesquisadores ndo terem observado predominancia de um determinado sexo na incidéncia do
TVT entre a populacdo canina acometida, alguns autores relatam maior incidéncia em fémeas
e outros, em machos (Costa, 2009). Apesar disso, em todos os trabalhos os valores absolutos
dos grupos de machos e de fémeas s@o proximos demonstrando que ambos sexos tém igual
susceptibilidade do TVT (Woods, 2013). Dentre os estudos consultados, os que apresentaram
predominio da incidéncia em fémeas foram, Amaral (2005) e Silva et al. (2007) enguanto nos

trabalhos de Brandéo et al. (2002) e Amaral et al. (2004) houve predominio de machos.

Em relacdo a raca, os caes sem raca definida (SRD) foram os mais acometidos (80%). Dentre
racas definidas (20%): quatro eram Pinscher, dois Poodles, um boxer, um Golden Retriever,
um Labrador, um Pointer, um Shih-tzu e um Yorkshire. De acordo com Costa (2009), ndo ha
predisposicdo racial na ocorréncia do TVT, embora alguns trabalhos realizados no Brasil citem
0 cdo sem raca definida (SRD) como o mais acometido. Nos achados de Brandao et al. (2002),
Amaral (2005), Silva et al. (2007), Simermann (2009) e Lima et al., (2013b), prevaleceram os

animais sem raca definida; ratificando o resultado constatado no presente trabalho.

Os tumores variaram entre 0,5 a 6,5 centimetros (cm), com média de 3,6 cm, encontrando-se
dentro da faixa de variacdo observada na literatura, que podem apresentar tamanhos pequenos,

de 1 a 3 mm, até maiores, de 10 a 15 cm de diametro (Woods, 2013).

Todos os tumores desse estudo apresentavam superficie irregular, sendo alguns descritos com

0 aspecto de “couve-flor”, semelhante ao encontrado na literatura, que descreve o TVTC
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inicialmente como papulas hiperémicas pequenas, que progridem formando nddulos papilares

multilobulados como “couve-flor” ou uma proliferagcdo de massas pedunculares (Woods, 2013).

A descricdo da localizagdo do tumor nas fichas foi relatada em 52 animais. Dentre esses, 79%
apresentaram o tumor na regido genital, 17% em regido extragenital e 4% em ambas regides,
extragenital e genital, ou seja, multifocal. Dentre esses 52 animais, em dois animais foi
constatada presenca de metastase por diagnéstico citolégico de linfonodo, um com massa em
localizacdo extragenital e o outro multifocal. A lesdo normalmente se apresenta na genitéalia
externa, mas pode ser encontrada em outras areas (Cowell, 2009). Nesse estudo, o predominio
da ocorréncia foi na regido genital, tanto de machos quanto de fémeas, confirmando a forma de
transmisséo prevalente por contato sexual, como apresentado na literatura (Brandao et al., 2002;
Amaral et al., 2004; Amaral, 2005; Amaral et al., 2007; Silva et al., 2007 e Raskin e Meyer,
2011).

Mesmo que seja principalmente relacionado ao sistema genital externo, o aparecimento de
massas similares unicamente extragenitais deve ser investigado com mais cautela. Devido a
semelhanca com outras afeccdes, o diagnostico pode ser tardio, levando ao progndstico
reservado do animal (Filgueira, 2013). Por isso, torna-se fundamental a inclusdo do TVTC
como diagndstico diferencial nas neoplasias, semelhante ao realizado na maioria dos casos

desse estudo.

A praticidade e a eficacia da utilizacdo da puncdo aspirativa por agulha fina ou por “imprint”,
e a citologia como método de diagnostico do tumor venéreo transmissivel, foram comprovados
no momento da visualiza¢do das laminas em estudo. Simermann (2009) relatou que o uso da
citologia aspirativa por agulha fina, aliado as caracteristicas citomorfologicas proprias do TVT,

excluiram a ocorréncia de dificuldades no diagnostico desta neoplasia.

5.2. Classificacéo citomorfoldgica

A leitura das laminas, a partir das analises citologicas com confirmacdo dos casos de TVTC,
resultou na identificagdo dos tipos celulares presentes e a consequente classificagdo do TVTC
em plasmocitdide, linfocitdide e misto, segundo critérios anteriormente estabelecidos e

apresentados no topico “Material e métodos”. A classificacdo esta apresentada na Tabela O1.
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Tabela 01. NUmero de amostras e respectivo percentual dos tipos citomorfolégicos do TVTC
estudados, a partir da leitura pelos métodos 1 e 2* e predominio de células em diferentes pontos
de corte (51%, 60% e 70%). *Método 1: padrdo de leitura proposto por Amaral (2005) e Gaspar
(2005) e Método 2: padrdo de leitura proposto por Amaral (2005) e Gaspar (2005) modificado.

PREDOMINIO CELULAR
51% 60% 70%

Tipo Mét.1 Mét.2 Mét.1 Mét.2 Mét.1 Mét.2

Plasmocitoide |29 [48% |32 |52% |18 [30% |20 (33% |9 [15% |11 |18%
Linfocitéide |32 [52% |29 |48% |27 (44% |21 |34% |13 [21% |14 |23%

Misto 0 |0% 0 |0% 16 |26% |20 |33% |39 |64% |36 |59%

Total 61 |100% |61 |100% |61 |100% |61 |100% |61 |100% |61 |100%

5.2.1. Analise dos predominios celulares propostos

A comparacdo da leitura entre os tipos indicou comportamento de variacao diversa para cada
predominio celular. No predominio celular a 51%, a leitura pelo Método 1 indicou maior
quantidade de amostras tipo linfocitdide, enquanto que, de modo inverso, no Método 2 indicou
maior quantidade de amostras tipo plasmocitdide, ambas com variacdo de apenas trés amostras
entre os tipos. Nesse estudo ndo houve amostra com a condicdo de 50% para cada tipo celular,

por isso a auséncia de amostras do tipo misto.

No corte de 60% ambos os métodos obtiveram predominio do tipo linfocitdide, devido a
transferéncia de amostras plasmocitoide para o tipo Misto. Porém, com esse corte, a variagdo
da quantidade de amostras entre tipo linfocitéide e plasmocitéide foi maior no Método 1 com
diferenca de nove amostras € menor no Método 2 com apenas uma amostra. Com isso infere-
se gue, as nove amostras tipo plasmocitdide do Método 1 estavam com uma proporcdo de
células plasmocitdides menor que 60% que implicaram na sua migracdo. Esta observacao indica
que o Método 2 tendeu a selecionar mais células plasmocitdide quando comparado ao Método
1.
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No predominio celular de 70% tém-se predominio do tipo misto na leitura pelos dois métodos,
em proporcdo inversa a dos outros tipos, sendo maior no Método 1. Comparando o tipo
plasmocitdide com o linfocitoide ainda se observa presenca de mais amostras tipo linfocitdide.

Um estudo realizado por Amaral et al. (2004) sugeriu o predominio celular & 70% como ponto
de corte para definicdo do padréo e, em sequéncia, no estudo realizado por Amaral (2005)
sugeriu 0 ponto de corte de 60%, mas ainda assim, segundo o autor, a definicdo da linha de
corte do nimero de células para inclusdo nos grupos foi relativamente arbitraria. O ponto de
corte de 51%, entdo, foi proposto com o objetivo de apurar se, em diferentes proporcoes,
poderia ser encontrada alguma relagdo estatistica entre tratamento e os tipos de tumor.

5.2.2. Analise do tipo citomorfolégico

O tipo linfocitdide foi 0 mais comum (27/44%), seguido pelos tipos plasmocitoide (18/30%) e
misto (16/26%) indicando que os resultados do presente estudo ndo coincidiram com o
pesquisado na literatura. Segundo estudos realizados na cidade de Botucatu (SP), foram
avaliadas, no minimo, 40 amostras, e evidenciou-se predominio do tipo plasmocitoide, variando
de 50 a 53%, seguido do tipo misto com 28 a 32% de variacdo e por ultimo, o tipo linfocitoide
variando de 18 a 20% (Gaspar et al., 2010; Amaral et al., 2007; Amaral, 2005; Gaspar, 2005).
No estado de Goidas e na regido de Bandeirantes (PR) avaliando 20 e 16 animais
respectivamente, encontraram predominio do tipo plasmocitéide variando de 43 a 45%, seguido
de linfocitoide 30 a 38% e tipo misto 18 a 25% (Lima et al., 2013a; Filho et al, 2011).

Ainda no presente estudo, é possivel avaliar na Tabela 01 que o tipo plasmocitdide apresenta-
se em maior propor¢do no Método 2 quando comparado ao Método 1, para qualquer
porcentagem do predominio celular. Esse dado reforca a possibilidade do Método 2 selecionar
uma quantidade maior de células plasmocitoides. O tipo linfocitdide permanece em maior
proporcdo no Método 1 nos predominios celulares de 51% e 60%, com inversdo no de 70%. E
esperado o0 aumento progressivo da quantidade de amostras do tipo misto presente nos cortes
de 60% e 70%, visto que, elevando a porcentagem do predominio celular selecionam-se
amostras com predominio evidente de apenas um tipo celular. Entdo, nas amostras do tipo
plasmocitoide e linfocitdide, a medida que se eleva essa porcentagem, vdo sendo reduzidas,
sendo que no tipo plasmocitoide a redugdo € mais evidente quando comparada a redugdo das

amostras do tipo linfocitoide.
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Os tipos linfocitoide e plasmocitdide foram os que evidenciaram maiores variagcdes de
resultado, com no minimo 10 % de diferenca, entre as diferentes regifes identificadas. Essa
diferenca pode estar relacionada a fatores epidemiolédgicos, abordados de forma abrangente no
estudo de Amaral (2005) e/ou da hip6tese levantada por Filho et al. (2011) em que possa existir

uma determinada linhagem de maior frequéncia em um local mais do que em outro.

5.2.3. Andlise dos métodos de leitura e predominios celulares propostos

Entre as porcentagens no Método 1, foi demonstrada correlagdo positiva fraca entre 51% e 60%

e positiva moderada entre 60% e 70% e ndo houve correlagdo entre 51% e 70%

Entre as porcentagens no Método 2, foi demonstrada correlagdo positiva moderada entre 51%
e 60% e entre 60% e 70%, mas também ndo houve correlagéo entre 51% e 70%.

Assim observou-se que, independente do método para o predominio celular de 51% os
resultados serdo similares aos de 60%. Além da proximidade de resultado, a probabilidade de
obter amostras do tipo misto é de 1%. Especificando o diagnostico citologico entre padrédo

plasmocitoide ou linfocitdide.

Em contrapartida, na utilizacdo do predominio celular de 70%, ocorreram mais amostras do
tipo misto, ainda com resultados proximos aos do corte de 60%. Amostras tipo plasmocitdide
ou linfocitdéide foram caracterizadas com uma quantidade superior de células do tipo

morfologico predominante.

A comparacdo entre o0 Método 2 com corte de 51% e Método 1 com corte de 60% mostrou ter
uma correlacdo positiva fraca, sendo assim, sem prejuizo da leitura citologica, é possivel

abordar o corte de 51% em qualquer um dos dois métodos no lugar do corte 60%.

Uma vez que as correlagdes encontradas entre o0 Método 2 com corte de 51% e o0 Método 1 com
corte de 51%; e entre 0 Método 2 com corte de 51% e o Método 2 com corte de 60%
demonstraram correlacdo positiva, ficou demonstrada a possibilidade de utilizacdo de qualquer
um dos métodos ou niveis de predominio celular a 51% e 60% sem que haja prejuizo da

definicdo do diagndstico.

Para comparacao entre os Métodos 1 e 2 de leitura, a partir dos trés niveis estabelecidos: 51%,
60% e 70%, foi realizada analise estatistica onde as correlagdes resultantes foram positivas e

moderadas e ocorreu apenas uma correlagdo com tendéncia a significAncia, no predominio
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celular de 60%. A analise realizada demonstra que os dois métodos de avaliacdo empregados

neste estudo, para identificacdo do tipo celular, chegaram a resultados similares.

5.3. Caracteristicas citomorfolégicas

A partir da definicdo do tipo celular em plasmocitoide ou linfocitdide pelo Método 2, em
microscopia Optica, aumento de 1000x, caracterizou-se a quantidade de citoplasma como
escasso ou moderado ou abundante; vacuolizacdo perinuclear em ausente ou discreta (<5
vacuolos) ou intensa (> 5 vacuolos) e nucléolos ausentes ou unicos ou multiplos, em cada tipo

celular.

Em relacéo a forma apresentada pela célula do TVTC, Amaral (2005), Gaspar (2005) e Rocha
et al., (2014) consideraram a célula linfocitoide de morfologia redonda, ja Simermann (2009)
encontrou formas variando de arredondada a ovoide. Nas células do tipo plasmocitoide, os
trabalhos anteriormente citados foram unanimes em relacdo a morfologia ovoide da célula.
Nesse estudo foram visualizadas tanto células linfocitdides quanto plasmocitoides com forma
redonda ou ovoide, mas ndo foi realizada a distincdo de propor¢des encontradas nesse

parametro para os tipos celulares.

5.3.1. Citoplasma

A quantidade de citoplasma nas células do TVTC descrito nas literaturas varia de abundante
(Raskin e Meyer, 2011) a moderada, com limites citoplasmaticos bem definidos (Cowell,
2009).

Na avaliacdo desse estudo, as células plasmocitoide e linfocitoide apresentaram citoplasma
moderado em maior proporcao, 97% e 84% respectivamente, seguido de citoplasma abundante
e pequena proporcdo de citoplasma escasso. Nas células linfocitdides a quantidade de
citoplasma abundante foi maior do que o encontrado nas células plasmocitoides, 10% e 2%
respectivamente. O resultado encontrado é condizente ao descrito na literatura, mesmo com a
pequena proporcdo de citoplasma abundante. J& os estudos de Amaral (2005), Gaspar (2005) e
Rocha et al. (2014) observaram citoplasma escasso nas células linfocitdide e nas células

plasmocitdides citoplasma abundante.
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A observagdo da anisocariose remete, consequentemente, a uma avaliacdo subjetiva da
quantidade de variagdo no citoplasma apresentado na amostra. Cowell (2009) descreveu, de
forma geral, o TVT, apresentando anisocariose moderada a acentuada/intensa e, no estudo
realizado por Lima et al. (2013a), a anisocariose foi um achado presente em 100% dos casos
analisados, na maioria, em escala moderada. Esses indicios sugerem que as células do TVTC

podem apresentar variacdes evidentes de concentracdes citoplasmaticas.

5.3.2. Vacuolos

As células de TVTC possuem, como caracteristica marcante, varios vacuolos citoplasmaticos
bem evidentes, importantes na diferenciacdo entre as células dos outros tumores de células
redondas (Raskin e Meyer, 2011). A quantidade de vacuolos varia de pequena a moderada, com
tamanhos similares. Esses estdo dispostos de forma linear ao longo da superficie interna da
membrana celular (Cowell et al., 2009). Sendo considerada por Lapa et al. (2012) como um

critério de malignidade das celulas de TVTC.

Lima et al. (2013a), em 20 amostras, encontrou vacuolizacdo em 90%, sendo discreta e
moderada em 75% e intensa em 15%, em apenas dois animais (10%) foi observada auséncia de

vacuolizacao.

Amaral (2005) supBe que os vacuolos sejam goticulas lipidicas em avaliagdo feita por
microscopia eletronica. Em avaliacdo em microscopia éptica foram encontradas duas amostras
gue ndo apresentavam vacuolos citoplasmaticos e, de 158, amostras foi resultante uma mediana
geral de 85% de vacUolos perinucleares. No estudo, a vacuolizacdo foi uma caracteristica
encontrada em 63% das células do TVTC. Dessas, 34% de forma discreta e 29% de forma

intensa.

A partir da caracterizacdo do tipo citomorfoldgico, foram encontradas diferencas com relacéo
a vacuolizacdo nesse estudo. Nas células plasmocit6ide, os vacuolos foram ausentes em sua
maioria (49% e 33% das células apresentavam vacuolizacdo discreta e 18% intensa). As células
linfocitdides apresentaram vacuolos em proporc¢des similares, tanto de forma discreta (34%)
quanto intensa (39%). Mas ainda assim é possivel identificar uma quantidade consideravel de

células linfocitoides com auséncia de vacuolos (27%).
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Simermann (2009), Amaral et al. (2012) e Rocha et al. (2014) descreveram vacuolos nas células
de padrdo plasmocitoide, enquanto Amaral (2005) e Gaspar (2005) ndo descreveram esse
achado. No padrdo linfocitéide, todos observaram vacuolos no citoplasma, no entanto, apenas
Rocha et al. (2014) graduou como poucos, apresentados na regido periférica.

5.3.3. Nucléolos

De forma geral, a literatura classifica que 0s nucléolos sdo evidentes e, por vezes, sao
constatados um a dois proeminentes (Cowell et al., 2009; Raskin e Meyer, 2011. O padrédo
linfocitoide foi citado como o uUnico a apresentar nucléolo (Amaral, 2005; Gaspar, 2005;
Simermann, 2009, Rocha et al., 2014). A observacao de nucléolos nas celulas desse estudo foi
identificada para os tipos celulares linfocitoide e plasmocitoide, com predominio de uUnico

nucléolo evidente.

No presente trabalho, a identificacdo do tipo celular em plasmocitdide ou linfocitoide, com as
definigcBes das caracteristicas de citoplasma, presenca de vacuolos e nucléolos evidenciaram
uma correlagcdo estatistica. As correlacbes realizadas pelo método de Pearson foram
significativas, demonstrando a propensdo da célula linfocitoide a possuir mais citoplasma,
vacuolo e nucléolo e da célula plasmocitoide a apresentar menor quantidade de citoplasma,

vacuolos e nucléolos.

De uma forma geral, a estatistica demonstrou que, possivelmente, se uma célula apresentar mais
citoplasma, ela vai apresentar mais vacuolos e mais nucléolo. Esses dados sdo diferentes dos
apresentados no estudo de Amaral (2005) que, avaliando o percentual de células vacuolizadas
presentes ndo encontrou diferencas significativas entre os grupos plasmocitoide, linfocitdide e

misto.

Gaspar et al. (2010) considera que conforme a avaliacdo da auséncia ou presenca de vacuolos
citoplasmaticos, tamanho e forma celular e a relacdo nucleo: citoplasma, as células do TVTC
podem ser classificadas em linfocit6ide e plasmocitoide e levarem a consequente definicdo do
padrdo celular predominante. Entretanto, as caracteristicas das células de TVTC se sobrepdem
em relacdo ao tipo citomorfoldgico, ou seja, tanto as células plasmocitdides quanto as células

linfocitoides podem apresentar caracteristicas de citoplasma, vacuolizac¢do e nucléolos.
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5.4. Avaliagéo do infiltrado inflamatorio

A presenca de infiltrado inflamatério foi observado em 57% dos 61 animais nesse estudo. O
infiltrado inflamatorio neutrofilico foi predominante em tumores com contaminagdo bacteriana
evidente (Simermann, 2009), assim como o encontrado em 20 dos 35 animais nesse estudo.
Lapa et al. (2012) observa no achado histopatoldgico de suas amostras além de neutréfilos, a

presenca de linfocitos em prevaléncia nos infiltrados inflamatorios.

Em um relato caso de um cdo com metéstase em varios 6rgdos, foi relatado em anélise
histoldgica que as massas neoplasicas genital e extragenital apresentaram concentracdo minima
a moderada de infiltrado perivascular de linfocitos, plasmacitos e raros macrdéfagos (Park et al.,
2006).

Nove dos animais em que foram encontrados infiltrado inflamatorio, a variagdo de tamanho foi
de 0,5 cm a 6,0 cm, com média de 3,3 cm, entretanto, ndo foi observada qualquer relacéo
significativa com a presenca de infiltrado inflamatorio na amostra, observaveis pela analise

citologica, assim como encontrado por Amaral (2005).

O infiltrado infamatdrio predominante nesse trabalho foi o neutrofilico, provavelmente
associado as ulceracdes de superficie, ja que a maioria da localizacéo foi principalmente genital
(78%), também foi observado infiltrado de plasmocitos e linfocitos, assim como encontrado por
Amaral et al. (2004).

Foi encontrada presenca de plasmocitos em 17 amostras das 61 analisadas, sendo a maioria de
origem genital (88%). Dentre esses, dez animais apresentavam tratamento completo com
Vincristina, e ao relacionar esse achado ao tratamento, foi visto que, foram necessarias mais de
quatro sessGes em cinco desses animais e quatro ou menos sessées nos outros cinco animais.
Estatisticamente, houve uma correlacdo entre a quantidade de plasmdcitos e a quantidade de
sessOes de Vincristina. Esse achado vai contra ao encontrado na literatura que relata que o
infiltrado celular principalmente de linfocitos e plasmécitos pode estar associada a regressao

espontanea, junto com processos de necrose e apoptose (Filgueira et al., 2013)

Em 44 amostras foi visualizado infiltrado de linfocitos, sendo que desses, 15 amostras
continham infiltrado de linfocitos e plasmécitos. A localizacdo genital foi a de maior
predominio dentre essas amostras (78%), sendo que nove animais passaram por tratamento com
vincristina. Dessses, cinco precisaram de menos ou quatro sessdes e quatro mais de quatro

sessoes.
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Sete animais apresentaram associado infiltrado polimorfonucleares e mononucleares (linfocito
e plasmadcito). Dentre esses, cinco sdo linfocitdides e dois plasmocitdides e cinco possuem
massa genital, corroborando o achado por Amaral (2005) que descreve que a presenca desse
tipo de infiltrado inflamatério foi significativo nas massas primarias, genitais e do padrao
linfocitoide, sugerindo um melhor progndstico. Entretanto, cinco desses animais possuiam
informacGes sobre o tratamento e necessitaram de mais de quatro sessdes de quimioterapia para
regressdo completa do tumor. Sendo assim, sdo animais que podem ser considerados com baixa

capacidade de resposta ao tratamento.

Amaral (2005) descreve alguns critérios para avaliagdo e caracterizacdo de possivel
malignidade da amostra, dentre eles, se encontram alteracdes citoplasmaticos e nucleares. Com
iSs0, é possivel obter maiores informac6es com relacdo ao tipo de TVTC que se relaciona com
maior ou menor grau de malignidade. Dentre essas caracteristicas, foi possivel observar nas
amostras nesse estudo a presenca de células “em girino”, binucleagido, e mitose, em adicional

foram relatados processos de infiltrados inflamatorios presentes.

Amaral (2005) descreve que algumas caracteristicas de malignidade apresentadas pela célula
do TVTC ocorrem independente do padrdo citomorfoldgico. Com excecdo das celulas em
girino, que foram observadas com maior frequéncia relacionadas ao tipo linfocitoide, enquanto

nesse estudo, essas foram encontradas em um tipo plasmocitdide e um misto.

Lima et al. (2013a) relatou presenca de células girino em 40% dos tumores no estudo, uma
porcentagem alta quando comparado ao desse estudo, onde apenas trés animais apresentaram
célula “girino”.

As células “girino” sdo consideradas critério de malignidade nas amostras de TVTC e podem
estar associadas a pressdo entre células do préprio tumor (Gaspar et al., 2010). No presente
estudo, apenas dois animais apresentaram célula girino na avaliacdo citologica e o tamanho
tumoral maior que cinco centimetros. Esse achado pode ser associado a quantidade de células

presente em um tumor de tamanho evidente (Gaspar et al., 2010).

Foram encontradas binuclea¢es em cinco amostras dentro dos 61 casos avaliados, diferente do
encontrado por Lima et al. (2013a) e Amaral (2005), onde a binucleacdo foi o critério mais

frequente nas amostras analisadas.

Amaral (2005) relata que tumores de tamanho maior apresentaram maior frequéncia de células
com binucleagdo, o que ndo foi visto nesse estudo. Dois animais que continham maiores

proporg¢des de binucleagbes possuiam, também, o tumor em localizacdo extragenital.
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Todos os tumores que apresentarm binucleacdo foram do tipo linfocitdide. Gaspar et al. (2005),
entretanto, observa que essa caracteristica é encontrada em todos os tipos citomorfologico.
Estatisticamente, houve uma correlagdo positiva com a quantidade de binucleagdes encontrada
nos cinco animais e a quantidade de células linfocitoides classificadas na amostra. 1sso indica
que quanto mais células linfocitdides forem encontradas na amostra, possivelmente, mais

binucleacOes serdo encontradas.

Apesar da mitose ndo ser considerada como forte indicador de malignidade para o TVT, ja que
a maioria é tipica, Lima et al. (2013a) considerou a avaliagdo da caracteristica tendo em vista
que as células malignas se replicam com maior velocidade. No estudo de Lima et al. (2013a)
foram observadas mitoses em 25% das amostras, sendo essas do tipo linfocitoide e do tipo
plasmocitoide. No presente estudo foram encontradas mitoses tipicas em 51% das amostras,
sendo dez do tipo plasmocitoide, 16 linfocitdide e nove tipos misto. Da mesma forma, Amaral
et al. (2004) observou figuras de mitose em todos os grupos de tumores, geralmente entre uma
e trés por campo de maior aumento (400x). Mitoses tipicas, em tumores do tipo plasmocitoide
foram encontradas em um relato de caso de TVTC intraocular descrito por Amaral et al. (2012)

da mesma forma encontrada no presente trabalho.

Nas amostras avaliadas por Amaral (2005), as mitoses tipicas foram um achado mais frequente
do que as mitoses atipicas, mas no estudo realizado por Lapa et al. (2012), mitoses anormais
foram observadas apenas nas primeiras avaliac@es citoldgicas, quando a quimioterapia estava

comecando a exercer seu efeito.

5.5. Resposta clinica a quimioterapia

Tumores que apresentam elevado grau de agressividade e variacdo na resposta a quimioterapia
tém surgido nos ultimos anos (Floréz et al., 2014), por isso é importante o diagndstico de TVTC
associado a classificacdo imediata do padrdo favorecendo o inicio imediato da terapia

antineoplasica, evitando retardo no tratamento e possiveis complicacfes (Amaral et al., 2012).

Com a classificacdo citomorfoldgica realizada dos 61 animais com diagnostico TVTC deste
estudo, apenas 40 (66%) foram submetidos ao tratamento quimioterapico por oncologistas, o
que mostra que 33% dos animais ndo foram submetidos a quimioterapia ou ndo concluiram
devidamente o protocolo indicado pelo clinico. Branddo et al. (2002) relatou dificuldades com

casos que iniciavam o tratamento e desistiam ou ndo o retomaram apds o diagndstico e Lima et
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al. (2013a) relatou as dificuldades em relacdo ao abandono do tratamento descrito em cinco
casos, 0 que interfere na determinagdo da relacdo entre o padrdo morfoldgico do TVTC e
resultado terapéutico. Dentre os animais tratados, 33 foram submetidos ao protocolo sequencial
de Vincristina até completa regressédo do tumor.

Os 33 animais citados anteriormente foram separados em grupos de classificacdo pelo tipo
morfoldgico de predominio celular empregando o Método 1 e 0 Método 2 e com porcentagens
determinadas (51%, 60% e 70%). O predominio celular de 51%, tanto pelo Método 1 ou 2, ndo
apresentou animais do tipo misto, sendo, entéo, para este caso, realizado o teste de Mann-
Whitney e, para os demais utilizado o método Kruskall-wallis.

Os testes estatisticos foram utilizados para comparacdo da quantidade de sessbes necessarias
para regressdo tumoral entre os grupos. Como resultado nenhum valor de p foi <0,05, ou seja,
ndo houve diferenca entre os grupos estabelecidos no estudo e a resposta ao tratamento de
completa regressdo tumoral, mesmo resultado obtido nos estudos realizados por Lima et al.
(2013a) e Simermann (2009).

No que se refere ao protocolo de tratamento com quimioterapico Sulfato de Vincristina, em
estudo realizado por pesquisadores da Universidade Federal de Goias, 18 animais agrupados de
acordo com a classificacdo citologica de TVTC (seis animais em cada) foram comparados 0s
grupos com a quantidade de sessGes de Vincristina necessarias para regressdao completa do
tumor. Nesse estudo, no Grupo Linfocitdide cinco de seis animais (83%) tiveram regressao
completa do tumor antes de seis sessdes de Vincristina, do Grupo Misto quatro animais (67%)
tiveram regressdo completa do tumor antes de seis sessdes e do Grupo Plasmocitoide, apenas
um animal (17%) teve o tratamento completo antes da sexta sessdo. Assim, o autor concluiu
que os animais do tipo plasmocitdide necessitam de um protocolo de no minimo seis sessdes
de Vincristina, embora tenha sido relatado que ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os tipos citomorfolégicos e o protocolo de tratamento (Simermann, 2009).

Contudo, no presente trabalho, dentre o Grupo Plasmocitdide, de dez animais, oito
apresentaram regressdo completa do tumor antes da sexta sessdo de Vincristina (80%), no
Grupo Linfocitdide, 14 de 16 animais (84%) apresentaram regressdo completa do tumor antes
da sexta sessdo e, no Grupo Misto, seis de sete animais (86%) tiveram o tratamento completo

antes da sexta sesséo (Tabela 02).
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Tabela 02. Animais tratados com Vincristina e respectivo percentual dos tipos citomorfol6gicos do
tumor venéreo transmissivel estudados em relacdo aos nlimeros de sessGes necessarias para
completa regressdo do tumor, de acordo com a classificacdo citolégica proposta por Gaspar,

2005 (n=33).
NUmero de sessBes
Tipo 2 3 4 5 6 Total
n % n % n % n % n % n %
Plasmocitdide 0 0% 2 20% 5 50% 1 10% 2 20% 10 100%
Linfocitéide 2 13% 2 13% 10 63% 0 0% 2 13% 16 100%
Misto 0 0% 5 71% 0 0% 1 14% 1 14% 7 100%

Os animais do Grupo Linfocitoide desse estudo e no realizado por Simermann (2009)
apresentaram uma taxa similar de regressdo tumoral anterior a seis sessdes (84% e 83%
respectivamente). J& no Grupo Plasmocitdide do presente estudo 80% dos animais
apresentaram regressao completa em até seis sessdes enquanto o estudo de Simermann (2009)
indicou uma taxa de apenas 17% de regressdo completa no grupo. Dentre os estudos avaliados,
os resultados do tratamento dos animais do tipo linfocitoide apresentaram taxas semelhantes de
resposta a terapéutica. Os resultados apresentados pelos animais com padréo plasmocitoide
evidenciaram divergéncia entre os estudos, mesmo gque ambos ndo tenham encontrado diferenca

estatistica entre padrdes citomorfoldgicos e tratamento.

Com o objetivo de ampliar as alternativas de relacdo entre tratamento e o0s tipos
citomorfolégicos, foi realizada outra proposta nova divisdo entre os animais que realizaram
tratamento onde foram incluidos os oito animais que passaram por, no minimo, quatro sessées

de Vincristina e que tiveram o protocolo terapéutico alterado por motivos diversos.

Os animais foram divididos em dois grupos, um grupo em que realizaram trés sess6es ou menos
de quimioterapia com Vincristina (n=11) e outro em que realizaram mais de trés sessdes (n=29)

para o tratamento do tumor (Tabela 03).

Tabela 03. Animais que realizaram trés ou menos (<3) sessGes quimioterapicas com
Vincristina ou mais de trés sessdes (>3) para regressao completa do TVTC e respectivo
percentual dos tipos citomorfoldgicos do tumor venéreo transmissivel estudados, de
acordo com a classificacéo citologica (Gaspar, 2005) (n=40).

Tipo <3 % >3 % Total
Plasmocitoide 2 14% 12 86% 14
Linfocitoide 4 24% 13 76% 17
Misto 5 56% 4 44% 9
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Foi demonstrado na Tabela 03 que a minoria dos animais (14%) classificados com tipo
plasmocitdide obteve resposta com trés sessdes ou menos de Vincristina, mesma resposta
encontrada no tipo linfocitoide, onde poucos animais (24%) precisaram de menos de trés
sessOes para regressdo completa do tumor. No tipo misto a maioria dos animais teve resolugéo
do tumor com menos de trés sessdes. Segundo Withrow et al. (2013) o TVTC requer no minimo
trés sessdes de tratamento com Vincristina, com resposta completa em 90% dos cdes tratados.
Entretanto, o grupo definido para trés ou menos sessdes demonstrou que a maioria dos animais
desse estudo ultrapassou as trés sessGes necessarias para eliminacdo do tumor. Apesar da
diferenca demonstrada na tabela, a estatistica para comparacdo dos grupos frente aos tipos

citomorfolégicos ndo apresentou significancia.

Outros dois grupos montados separando animais que realizaram quatro sessées ou menos de
quimioterapia (n=26), dos animais que realizaram mais de quatro sessbes (n=14) para o
tratamento do TVTC (Tabela 04).

Tabela 04. Animais que realizaram quatro ou menos (<4) sessdes quimioterapicas com
Vincristina ou mais de quatro sessGes (>4) para regressdo completa do TVTC e
respectivo percentual dos tipos citomorfolégicos do tumor venéreo transmissivel
estudados, de acordo com a classificacéo citoldgica (Gaspar, 2005) e predominio celular
60% (n=40).

Tipo <4 % >4 % Total
Plasmocitoide 7 50% 7 50% 14
Linfocitéide 14 82% 3 18% 17
Misto 5 56% 4 44% 9

Nessa divisdo proposta ficou demonstrado que o grupo de animais classificados no tipo
plasmocitdide obteve resposta com Vincristina, tanto com menos quanto com mais de quatro
sessOes, em proporcdes iguais. Provavelmente, o nimero de animais que realizaram mais de
quatro sessdes se manteve elevado devido a inclusdo dos que realizaram outros procedimentos
apos as aplicacdes do quimioterapico. No tipo linfocitoide a maioria dos animais (82%) integrou
0 grupo onde o protocolo de até quatro sessdes foi o ideal para regressdo completa do TVTC.

No tipo Misto o resultado permaneceu inalterado com a divisdo de trés ou quatro sessdes.
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Nos dois grupos selecionados nesse estudo, um de trés sessdes (<3 ou >3) e outro de quatro
sessdes (<4 ou >4), ndo houve diferenga estatistica entre os tipos citomorfologicos e os grupos

de tratamento.

Esses resultados obtidos diferem do encontrado por Gaspar (2005) onde 17 dos 22 animais do
grupo plasmocitdide (77%) precisaram de mais de quatro sesses para regressdo completa do
tumor, sendo essa resposta considerada como parcial pelos autores, enquanto que um nimero
menor de animais nesse tipo (23%) respondeu bem a quatro sessdes ou menos. Tanto no tipo
linfocitoide, quanto no misto, o predominio de animais foi observado no grupo onde o
tratamento foi efetivo em até quatro sessdes, sendo 58% no tipo linfocitdide e 67% no misto.
Sendo assim, eles concluiram por meio de avaliacdo estatistica significativa que o tipo
plasmocitoide é mais sensivel a quimioterapia com Vincristina quando comparado aos outros

tipos.

O mesmo resultado foi apresentado por Gaspar et al. (2010), onde dos 21 animais tipo
plasmocitoide, 17 (81%) precisaram de mais de quatro sessbes para regressdo completa do
tumor e 4 (19%) precisaram de quatro sessdes ou menos de quimioterapia com Vincristina. Os
tipos linfocitoides e misto apresentaram resultados similares, com predominio de animais no
grupo com menos tratamentos, 7/64% e 7/70% respectivamente e menos de animais no grupo
que precisou de mais de quatro sessoes, 4/36% e 3/30%. Demonstrando maior quantidade de

sessOes para o tipo plasmocitdide.

Ao longo das avaliac6es de tratamento com diferentes predominios celulares (Tabela 05 e 06)
e metodos de avaliacdo (Método 1 ou Método 2) percebe-se que os animais do tipo linfocitoide
apresentam uma constancia em relacdo a quantidade de sessdes para regressao completa do
tumor. Assim, 0s animais do tipo linfocitdide demonstraram uma manutencdo de resposta
completa até quatro sessdes enquanto que os resultados do grupo plasmocitoide ndo seguiram
um padrdo regular de resposta ao tratamento nessa pesquisa. Essa condicdo indica que mais
estudos devem ser conduzidos para melhor compreensdo do comportamento do padrédo do tipo

celular plasmocitoide.

Em acréscimo, Amaral et. al., 2007 pesquisou os tipos citomorfoldégicos em associacdo a
caracteristicas de localizacdo e massas primarias e nao primarias, indicando que tumores de
localizacdo genital possuem predominio de células linfocitoides e massas ndo primarias,
predominio de células plasmocitdides. Sendo assim, é recomendavel que estes parametros

sejam associados as metodologias empregadas para a classificacdes do tumor.
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Tabela 05. Animais que realizaram quatro ou menos (<4) sessGes quimioterdpicas com
Vincristina ou mais de quatro sessbes (>4) para regressdo completa do TVTC e
respectivo percentual dos tipos citomorfoldgicos do tumor venéreo transmissivel
estudados, de acordo com a classificacdo citolégica (Gaspar, 2005) e predominio celular

51% (n=40).

Tipo 4 % >4 % Total
Plasmocitoide 11  55% 9 45% 20
Linfocitoide 15 75% 5 25% 20
Misto 0 0% 0 0% 0

Tabela 06. Animais que realizaram quatro ou menos (<4) sessGes quimioterapicas com

Vincristina ou mais de quatro sessbes (>4) para regressdo completa do TVTC e
respectivo percentual dos tipos citomorfologicos do tumor venéreo transmissivel
estudados, de acordo com a classificacdo citolégica (Gaspar, 2005) e predominio celular

70% (n=40).

Tipo 4 % >4 % Total
Plasmocitoide 3 43% 4 57% 7
Linfocitoide 3 75% 1 25% 4
Misto 20 69% 9 31% 29

Dois animais nesse estudo ndo apresentaram resposta esperada com tratamento somente a base

de Sulfato de Vincristina indo de forma contraria ao encontrado por Simermann (2009), onde

todos os animais de seu estudo obtiveram resposta satisfatoria ao tratamento quimioterapico.

Deve-se levar em consideracao que os animais no estudo de Simermann (2009) ndo possuiam

tumores extragenitais e no caso em estudo, apenas um possuia massa genital e o outro multifocal

(genital e extragenital) com metastase em linfonodo.

O animal com metéastase em linfonodo apresentou uma proporc¢éo de 60 células tipo linfocitoide

e 40 células tipo plasmocitoide (leitura realizada da massa extragenital) e o animal com massa

apenas genital apresentou uma proporcdo de 39 células tipo linfocitdide e 61 plasmocitoide

(ambas leituras pelo Método.1). Esses achados divergem do concluido por Amaral (2007)

apesar de, em sua analise descritiva, serem relatados dois animais com massa extragenital,

metastatica, mas do tipo linfocitdide.
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A quantidade méaxima de sessdes de Vincristina para regressdo completa do tumor realizada
pelo grupo deste estudo foi de seis aplicacdes e, no minimo, de duas sessGes para seu
desaparecimento completo. Sendo assim, a variagdo da utilizacdo do tratamento quimioterapico
ficou entre duas e seis sessdes, enquanto outros estudos apresentaram variagdes de quatro a oito
sessbes (Amaral, 2005), quatro a seis sessdes (Huppes et al., 2014), no minimo de cinco
aplicagdes em 80 casos, encontrado por Silva et al. (2007) e até casos extremos como 0
encontrado por Brand&o et al. (2002) onde dez animais chegaram a completar de oito a doze
aplicacOes para regressdo do tumor. Esses dados demonstram que, com excec¢do dos animais
que utilizaram outro protocolo de tratamento, os animais desse estudo, de uma forma geral e

independente do padrdo classificado, apresentaram resposta de cura satisfatoria.

Para os 33 animais, desse estudo, que completaram o protocolo quimioterapico com Vincristina
foi realizada uma analise estatistica com objetivo de correlacionar a quantidade de sessdes do
quimioterapico a quantidade de células plasmocitoide ou linfocitdide encontradas em cada
amostra, independentemente do método empregado na sua leitura, Método 1 ou Método 2. A
analise estatistica ndo demonstrou correlacdo. Assim, ficou demonstrada a possibilidade de que
a presenca de um tipo celular, em grande ou pouca quantidade, ndo tem relacdo com a

quantidade de sessdes realizadas.

5.6. Hemograma

O sulfato de vincristina na dose de 0,75 mg/m2 de superficie corporal é a droga de preferéncia
para o tratamento, aplicado a cada sete dias por via intravenosa obrigatoria (Brandao et al.,
2002; Amaral, 2005).

Silva et al. (2007) demonstrou ser efetiva a utilizacdo da vincristina na reducgéo e curado TVTC,
sem causar efeito supressivo e sem recidiva quando administrado num minimo de cinco
aplicaces. O mesmo resultado foi encontrado nesse estudo onde foi aplicado o quimioterapico

Vincristina em dose de 0,75 mg/m2 em sessdes realizadas a cada sete dias.

Com o objetivo da recuperacdo do tecido saudavel entre um tratamento e outro, Withrow et al.
(2013) recomendam que a administracdo dos farmacos citotoxicos seja realizada intercalando

tempo entre as aplicagdes.
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A avaliagdo dos efeitos do farmaco estabelece um critério para decisdo da frequéncia da
aplicacdo. O nadir (tempo onde ocorre a menor contagem de células do sangue durante a
aplicacdo da quimioterapia) de cada quimioterapico, para a maioria dos farmacos é especifico
e coincide com o valor maximo de mielossupressdo, momento que ocorre entre sete a dez dias
apés a administragdo. No entanto, € ideal que o intervalo entre aplicacGes seja 0 minimo
possivel, ndo permitindo a expansao da populacdo tumoral (Villalobos & Kaplan, 2007; Morris
& Dobson, 2001).

Os animais desse estudo retornavam para casa apds cada sessdo de tratamento, contribuindo
para a redugdo do estresse, similar ao relatado por Simermann (2009), que sugeriu que a
permanéncia dos animais em ambiente domestico, com pequena modificagdo em sua rotina,
contribuiu para que estes fossem submetidos ao minimo estresse possivel. Os animais foram
avaliados quanto a condicdo clinica e avaliacdo hematoldgica antes de cada sessdo. Foram
observados casos onde o proprietario ndo conseguiu descrever o historico clinico correto do seu
animal, possivelmente devido ao fato de que boa parte dos animais foi adotada, mesma condicéo
encontrada por Amaral (2005), que também cita a inabilidade do proprietario em precisar a

evolucao ou estabilidade da massa neoplasica.

Dentre os 40 animais avaliados que realizaram tratamento, 55% (n=22) possuiam hemograma
sequenciados relativos as sessdes de quimioterapia. Com esses dados foi possivel avaliar as
condicdes clinicas dos animais ao longo dos efeitos do Sulfato de Vincristina. A anemia foi
observada em 50% (n=11) dos animais, desses, 45% (n=5) animais permaneceram com anemia
durante todo o tratamento e 55% (n=6) apresentaram anemia em momentos variados ao longo

do tratamento.

Em trés animais (50%) a anemia foi evidenciada nos primeiros hemogramas, sob efeito das
primeiras aplica¢bes do quimioterapico e dois animais (33%) desenvolveram anemia apds o
inicio da quimioterapia, porém recuperaram a sua condicdo clinica ainda em tratamento. Todos
as anemias se apresentaram com classificacdo normocitica normocrémica, demonstrando que
no momento do exame a medula 6ssea ndo apresentava recuperacao dessa anemia. A analise

estatistica a respeito do volume globular (VG) ndo obteve nenhuma significancia.

Segundo Rodaski & De Nardi (2006) a mielossupresséo sob efeito do uso de vincristina implica
em algumas alteragGes no hemograma que, raramente representam um problema, contradizendo

0 encontrado no presente estudo.
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No entanto (Simermann, 2009) obteve menor quantidade de animais com anemia (22,2%),
sendo atribuida essa caracteristica a fragilidade tumoral e facilidade de sangramento na regido
devido sua alta irrigacdo sanguinea. Assim como Tinucci-Costa (1999) que caracteriza a
presenca da anemia ao proprio tumor e ao animal ja que sdo cdes predispostos por condicbes
precérias de vida, por exemplo nutricdo, contato com parasitas e maior possibilidade de

contagio com outros animais.

Com o uso da Vincristina, quando se inicia um quadro de mielossupressdao podem estar
presentes, além do quadro de anemia, uma discreta leucopenia e trombocitopenia (Rodaski &
De Nardi, 2006).

No estudo de Simermann (2009) também foi encontrado linfopenia em 94,4% (n=17) dos
animais durante avaliacdo seriada, principalmente entre a terceira e sexta semana de tratamento.
Foi encontrado no presente estudo apenas dois animais com linfopenia (10%), sendo que um
apresentou essa condicdo ao longo de todo tratamento e o outro a partir dos primeiros efeitos

do quimioterapico.

Também foi encontrado que 72,7% (n=16) dos animais desenvolveram neutropenia em
momentos diferentes do tratamento com quimioterapico, apenas um animal desenvolveu
neutrofilia apos a primeira sessdo com o quimioterapico, sendo que, em seguida desenvolveu a
neutropenia. 38% (n=6) dos animais com neutropenia mantiveram essa condi¢do durante todo
0 tratamento e 13% (n=2) dos animais apresentaram a neutropenia apenas apds a primeira

sessdo do quimioterapico, retornando ao normal antes do término do protocolo de tratamento.

A trombocitopenia foi um achado em 22,7% (n=5) dos animais, diferente do observado nos 18

animais no estudo de Simermann (2009) gque nédo obteve esse achado.

A analise estatistica dos hemogramas dos animais, no presente estudo, ao longo do tratamento
ndo evidenciou relacdes significativas, diferencas significativas, nas méedias e medianas assim,
pode-se inferir que a condicdo dos animais ao longo das sessdes de quimioterapia se manteve
estavel. Hantrakul et al. (2014) descreve que o Sulfato de Vincristina possui rapida eliminagéao
e logo, pouco acimulo, resultando em bons efeitos clinicos se utilizado a cada sete dias. Esse
resultado pode ser o motivo da auséncia de relacdo estatistica nos hemogramas sob efeito do

quimioterapico.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente experimento, pode-se concluir que na analise
citolégica de casos de TVTC de cées atendidos no Hospital Veterinario da UFMG em Belo
Horizonte/MG

e Dentre os tipos citomorfolégicos propostos por Amaral (2005) e Gaspar (2005),
predomina o tipo linfocitéide.

e Estatisticamente, ndo ha associacdo entre os tipos plasmocitéide, linfocitide e misto
com a quantidade de sessdes de quimioterapia.

e O infiltrado plasmocitario esta associado a um maior nimero de sessdes quimioterapica

para a remissé@o completa do TVTC.
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