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1.0 Introdução 

 

1.1 Tumor Venéreo Transmissível Canino 

 

O Tumor Venéreo Transmissível Canino (TVTC) é uma neoplasia 

transmitida entre os cães, durante o coito ou por meio de lambedura, mordedura e 

até via aspiração de células tumorais (1,2). O local de crescimento tumoral mais 

comum é a genitália externa dos caninos (3). Contudo, tumores primários, 

envolvendo olhos, espaço orbital, vias nasais e pele também já foram descritos na 

literatura (4,5). 

O TVTC foi reconhecido como transmissível em 1876, quando o Médico 

Veterinário Novinsky transplantou células do tumor experimentalmente (5). Sticker 

referiu2se ao TVTC como um linfoma contagioso (190521906) e realizou diversos 

trabalhos sobre esse tumor, o qual veio a ser chamado, também, de Sarcoma de 

Sticker (1). 

Embora alterações genéticas, nas células, provocadas por agentes 

virais, estejam associadas a tumores transmissíveis, não foram identificados 

agentes virais no TVTC (5,6). Além disso, o TVTC contém células que são 

geneticamente diferentes do DNA do seu hospedeiro (7,8) e somente células vivas 

de TVTC são transmitidas experimentalmente (5,9). 

Esse tumor possui uma alteração gênica característica que é o 

rearranjo do proto2oncogene c2MYC, resultante da inserção do elemento de 

transposição LINE21, encontrado em amostras coletadas em diferentes países 

(4,10212). 



A análise filogenética realizada por Murgia et al. (11), sugeriu que, o 

TVTC tenha surgido, inicialmente, em um lobo ou cão de raça antiga da Ásia 

Oriental. Murgia et al. (11) mostraram que, provavelmente, tumores coletados de 

cães de diferentes continentes, sejam derivados de um clone neoplásico que se 

dividiu em 2 subclasses. 

Após realizar a análise de divergência de microsatélites, Murgia et al. 

(11) encontraram dados que sugeriram ter o tumor surgido entre 200 a 2.500 anos 

atrás. No entanto, Rebbeck et al (13) não concordaram com essa teoria e 

postulam que o tumor surgiu de um único lobo, entre 7.800 a 78.000 anos atrás. 

 

1.1.1 Aspectos macroscópicos 

O aspecto macroscópico do TVTC é variável. As massas tumorais 

podem ser únicas ou múltiplas, nodulares, pedunculadas, multilobulares, firmes ou 

friáveis (14). Segundo Withrow e Mac2Ewen (15), o diâmetro da massa tumoral do 

TVTC mostra variação entre 0,5 e 10 cm. 

Clinicamente, a massa tumoral apresenta secreção sero2sanguinolenta 

e áreas de necrose são frequentes. Pode haver também infecção bacteriana na 

massa tumoral (15). 

 

1.1.2 Aspectos microscópicos 

O TVTC é descrito, histologicamente, em cortes corados com eosina e 

hematoxilina (HE), como uma neoplasia que apresenta células redondas, ovais ou 

poliédricas. O núcleo é centralizado, grande, oval, contém cromatina, exibindo 

granulação grosseira, além de nucléolo proeminente, localizado excentricamente. 



O citoplasma das células do TVTC é finamente granular, pálido, abundante e, 

quase sempre, contêm vacúolos. Figuras mitóticas também podem ser 

observadas (123). 

As células do TVTC são classificadas por alguns autores, de acordo 

com sua morfologia celular, em tipo linfócitóide, plasmocitóide ou misto (16218). 

São considerados, como do tipo linfocitóide, os tumores nos quais há 

predominância de células típicas de TVTC (morfologia arredondada, citoplasma 

escasso e vacúolos periféricos); e, como do tipo plasmocitóide, quando há 

predomínio de células que apresentem morfologia ovóide, menor relação núcleo2

citoplasma e núcleo localizado excentricamente (19). 

 

1.1.3 Aspectos ultraestruturais 

Ao exame ultraestrutural, as células viáveis do TVTC apresentam 

núcleo redondo à oval, cromatina dispersa e nucléolo com nucleolema evidente. O 

citoplasma possui mitocôndrias com poucas e irregulares cristas, retículo 

endoplasmático rugoso abundante, poliribossomos, complexo de Golgi e algumas 

gotículas lipídicas. Ocasionalmente, são observadas microvilosidades em áreas 

onde as células estão menos coesas. Células chamadas em “degeneração” têm 

citoplasma mais escuro, mitocôndrias, retículos endoplasmáticos edemaciados e 

espaço perinuclear ampliado (20). 

 

 

 

 



1.1.4 Aspectos imuno!histoquímicos 

Marchal et al (21) e Mozos et al (22) encontraram, no TVTC, marcação 

positiva para os anticorpos vimentina (marcador de células de origem 

mesenquimal), lisozina, ACM1 (marcador de macrófagos) e alfa212antitripsina 

(marcadores para células de origem histiócitária); enquanto as células do TVTC, 

não foram marcados com os anticorpos para queratina, desmina, α actina para 

músculo liso, CD3 (marcador de linfócitos T), IgG e IgM, λ cadeia leve e к cadeia 

leve. 

 

1.1.$ Comportamento 

Experimentalmente, o TVTC cresce com rapidez (3) e pode causar 

metástases, especialmente, em caninos neonatos e imunossuprimidos (5). 

Regressões espontâneas foram relatadas, experimentalmente, em 

TVTCs transplantados. Higgins (23) descreveu a regressão espontânea em 

tumores de ocorrência natural. No entanto, Gaspar (24) relata que seu grupo de 

pesquisadores não identificou casos de regressão espontânea em tumores de 

ocorrência natural, nos pacientes do Hospital Veterinário de Botucatu2UNESP, SP 

e nos, do Hospital da Universidade Federal de Pelotas, RS. 

Segundo Liao et al. (25), o TVTC é um bom modelo para investigação 

da interação entre o sistema imune do hospedeiro e o crescimento tumoral. O 

TVTC não é reconhecido, inicialmente, pelo sistema imunológico do hospedeiro. A 

expressão dos antígenos de histocompatibilidade (MHC) classes I e II aumenta, 



somente, por volta de 12 semanas, após a transplantação das células tumorais 

(26). 

As células do estroma e componentes da matriz extracelular variam nas 

diferentes etapas de crescimento do TVTC, e foi levantada a hipótese de que isso 

possa influenciar a progressão ou regressão do tumor (25,27). 

Tumores em fase regressiva são infiltrados por macrófagos e 

plasmócitos (1,3). Mukaratirwa et al. (28) constataram haver um aumento 

significativo da população de linfócitos, infiltrando o tumor na fase regressiva; 

sabendo2se que a infiltração de linfócitos T citotóxicos pode resultar na morte de 

células tumorais (28,29). 

 

1.1.% &arcadores da 'roli(eração Celular 

Vários métodos foram desenvolvidos, para detectar células em 

proliferação, nas diferentes fases do ciclo celular (30). 

A contagem das mitoses por campo de maior aumento ou o cálculo do 

índice de mitoses são as maneiras mais simples de avaliar a proliferação das 

neoplasias (30). 

O antígeno de proliferação celular (PCNA) é uma proteína nuclear não 

histona, de 36 kDa, presente em todas as fases do ciclo celular das células 

eucarióticas. O PCNA apresenta aumento da concentração durante a fase de 

síntese (fase S) e devido a essa característica, a marcação imuno2histoquímica 

realça núcleos, predominantemente, na fase S (30). 

Chu et al. (4) avaliaram as características proliferativas do TVTC 

transplantado experimentalmente e relataram que, na fase progressiva desse 



tumor, as figuras mitóticas, a taxa de células PCNA positivas e a área foram muito 

superiores as da fase regressiva. 

 

1.1.% Tratamento 

O TVTC responde a diversas formas de terapia (1, 29, 32234, 37, 392

45). A remoção cirúrgica do tumor pode ser curativa, no entanto a recorrência 

desse é relatada em 40% dos casos (1). 

A radioterapia é efetiva e pode ser utilizada como única forma de 

tratamento, ou associada a agentes quimioterápicos (35). Thrall (36) utilizou a 

dose 10 Gy (1000 rad) para o tratamento do TVTC e observou que foram 

necessárias de 1 a 3 doses para indução da remissão completa da massa tumoral. 

A imunoterapia com interleucinas vem sendo estudada, amplamente, 

como terapia alternativa (29,32234). 

A quimioterapia é outra forma de tratamento. Ela tem a vantagem de 

baixo custo e fácil aplicação, não necessitando de equipamentos sofisticados, 

como no caso da radioterapia. Diversos agentes quimioterápicos podem ser 

empregados no tratamento do TVTC como agentes únicos ou combinados, 

incluindo vincristina, doxorubicina, ciclofosfamida e metotrexate. A maioria dos 

protocolos quimioterápicos resulta entre 90 a 95 % de cura (37239). 

O protocolo quimioterápico mais empregado para o tratamento do 

TVTC é a aplicação do sulfato de vincristina 0,5 mg/m², via endovenosa, 

semanalmente, até remissão clínica completa (1,2,40242). A grande maioria dos 

autores recomenda aplicações semanais até a remissão completa, com doses de 

0,025 mg/Kg (equivalente a aproximadamente 0,5 mg/m²) de sulfato de vincristina 



(1,2, 40242). Calvert et al. (43) utilizaram essa dose em 39 cães com TVTC e a 

remissão completa das massas tumorais ocorreu após a média de 3 doses de 

tratamento. Camacho e Laus (40) trataram 20 cães com sulfato de vincristina 

(0,025 mg/Kg), durante 4 semanas e obtiveram remissão completa da massa 

tumoral em 95% dos casos. 

Marino et al. (44) utilizaram a dose 0,025 mg/Kg de sulfato de vincristina 

em 2 grupos de cães com TVTC. E tanto o grupo tratado semanalmente como o 

grupo tratado quinzenalmente apresentaram remissão completa após média de 

2,2 e 3,6 aplicações, respectivamente. Esses pesquisadores consideram o regime 

quinzenal uma alternativa de tratamento, nos casos em que é impraticável a 

aplicação semanal do quimioterápico. 

Em nossa dissertação de Mestrado, estudamos, prospectivamente, os 

fatores prognósticos e preditivos em 100 cães com TVTC, tratados com vincristina 

(0,025 mg/Kg, semanalmente) (45). Um dos fatores prognósticos relacionado à 

sobrevida do animal, durante ou imediatamente após a terapia, foi o escore que 

avaliou a qualidade de vida por meio da escala Karnofsky, modificada para cães 

(CKS) (anexo 1) (46). Em relação ao tempo necessário para a remissão completa, 

os fatores preditivos independentes foram o tamanho da massa tumoral pré 

tratamento, a idade do canino e a época do ano em que se iniciou o tratamento. A 

resposta terapêutica foi mais demorada quando terapia se iniciou nos meses 

quentes e úmidos (47). 

Gonzalez et al. (48) avaliaram 5 amostras de TVTC pré e pós 1 dose de 

quimioterapia com vincristina (dose 0,7 mg/m²). Eles descreveram que à 

microscopia óptica, as células apresentaram degeneração do citoplasma, 



citoplasma de tamanho maior, vacuolizado e com bordas pouco nítidas entre as 

células. 

As alterações citológicas provocadas pela quimioterapia também foram 

pesquisadas por Nak et al. (42) a partir do “swab” (coloração Hemacolor) de 38 

TVTCs, tratados com vincristina na dose 0,025 mg/Kg (0,05 mg/m²). Após 2 

semanas do tratamento, Nak et al. (42) observaram, nos esfregaços citológicos, 

diminuição do número de células tumorais, aumento de células que apresentam 

núcleos com cromatina agregada e distorcida, células com bordos pouco nítidos, e 

aumento do número de vacúolos citoplasmáticos. 

 

1.1.) Tu*ulina  

O sulfato de vincristina é um dos fármacos anticancerígenos que atua 

nos microtúbulos (49). 

As Tubulinas (α2e β2tubulina) são proteínas globulares que compõem os 

microtúbulos. Os microtúbulos desempenham um papel crucial em um grande 

número de funções das células (50). Eles mantêm a forma celular, sua polaridade 

e motilidade, além de fornecerem suporte ao transporte de proteínas celulares e 

organelas, importantes para a mitose (49). 

O equilíbrio contínuo entre montagem (crescimento) e desmontagem 

(encurtamento) dos dímeros dessas proteínas dos microtúbulos, também, 

desempenha papel importante nas células (50). Sabe2se que os agentes 

quimioterápicos que inibem a proliferação celular desorganizam os microtúbulos 

do aparelho mitótico resultando em dispersão dos cromossomos e formação de 

agrupamentos incomuns no citoplasma. Outras funções celulares como a 



fagocitose e o transporte axonal de organelas subcelulares, também, podem ser 

atingidas e comprometidas (37239, 51). 

Segundo Molinnedo e Gajate (50), a resposta apoptótica induzida pelos 

agentes que interferem nos microtúbulos parece estar vinculada à modificação das 

vias de sinalização e às mudanças no suporte fornecido pelos microtúbulos. Como 

os microtúbulos servem de suporte às moléculas sinalizadoras que regulam a 

apoptose (“Bim” e Survivina), a liberação dessas, a partir dos microtúbulos, afeta 

suas atividades reguladoras. Além disso, a inibição da dinâmica dos microtúbulos 

induz a modificações nas vias de sinalização de controle da ativação do fuso 

mitótico, da fosforilação do Bcl22 e da ativação da proteína quinase alfa e gama, 

ativadora de stress, conhecida, como c2Jun NH22terminal quinase. Tais 

modificações culminam na apoptose das células por meio do acúmulo de sinais 

para atingir o limiar do acontecimento da apoptose ou mesmo na diminuição deste 

limiar na célula, o que leva à morte celular (50). 

 

1.2 An+lise de Ima,ens 

 

Devido à subjetividade na interpretação das características das 

imagens de equivalência, são relatados altos graus de discordância entre os 

laudos diagnósticos dos especialistas em patologia (52255). 

Os seres humanos são aptos a identificar objetos conforme a sua 

forma. No entanto, a análise de imagem computacional pode quantificar a forma, 

utilizando a geometria euclidiana; fornecendo dados precisos da medida da área, 

do diâmetro, do perímetro, do fator de forma, entre outros (56). Esses sistemas 



especializados quantitativos têm sido utilizados com o propósito de tornar 

objetivas tais interpretações da imagem. 

Com o auxílio desses equipamentos, podemos atribuir valores 

numéricos quanto à morfologia das células e ou de seus componentes (45, 57260). 

Podemos, também, quantificar os arranjos arquiteturais das células nos tecidos 

(61266). 

 

1.2.1 Características das ima,ens ! Te-tura 

A textura é uma das características da imagem, constituindo2se um 

elemento importante para a visão humana porque fornece pistas da profundidade 

da cena e orientação da superfície. 

Ela é, intuitivamente, descrita conforme as suas propriedades de 

suavidade, aspereza e regularidade (67); porém não há um consenso quanto ao 

seu conceito (68270). 

Os pesquisadores, no entanto, concordam que não existe 

homogeneidade quando há variação significante entre os níveis de intensidade 

dos pigmentos na imagem (71). E que a textura é uma propriedade homogênea, 

em alguma escala espacial maior que a resolução de dada imagem (71).  

 

1.2.2 &atri. de co!ocorr/ncia 

A matriz de co2ocorrência é um método estatístico capaz de descrever 

a textura. Após a transformação de dada imagem em níveis de cinza, a matriz de 

co2ocorrência pode ser usada para análise da textura. 



Ela se baseia na idéia de que a textura pode ser caracterizada pelo 

padrão da distribuição de “pixels” de níveis de cinza da imagem (71,72). 

O principal elemento da matriz de co2ocorrência são pares de “pixels” 

vizinhos (Figura 1). Cada elemento na posição ”x y“ indica o número de vezes que 

um “pixel” com nível de cinza “x” tem, como vizinho, um pixel com nível de cinza 

“y” (Figuras 1 e 2). 

A matriz de co2ocorrência é simétrica em relação a sua diagonal 

principal. Imagens suaves, com textura suave e mudanças sutis de luminância, 

geram matrizes de co2ocorrência onde os dados se concentram em torno da 

diagonal principal. Por outro lado, imagens com alto contraste, equivalentes a 

contornos nítidos, distanciam os valores da diagonal principal (72). 

 

 

0i,uras 1 e 2  – Exemplo de imagem e seus “pixels” transformados em 

7 níveis de cinza (1) e matriz de co2ocorrência construída (2) (72). 

 

Diversos parâmetros descritivos da textura são obtidos da matriz de co2

ocorrência. Tais parâmetros também são chamados por alguns autores de 

características de Markov e foram, originalmente, criados por Haralick (69). Esses 



parâmetros da textura descrevem, objetivamente, a homogeneidade dos níveis de 

cinza na imagem (Homogeneidade e Segundo Momento Angular), a quantidade 

de variação local dos níveis de cinza (Contraste), o grau de dispersão das 

ocorrências entre os níveis de cinza (Entropia) e a concentração das ocorrências 

de níveis de cinza quanto à distância desses da diagonal da matriz de co2

ocorrência (Momento Inverso da Diferença) (71) entre outras características das 

imagens. 

Essas características tornam possível a avaliação do padrão da 

cromatina ou das áreas citoplasmáticas selecionadas e fornecem informações 

quantitativas úteis para o diagnóstico ou prognóstico (58,59, 73282). 

 

1.2.3 1eometria 0ractal 

Um fractal é um objeto geométrico que pode ser subdividido em partes, 

as quais se assemelham ao todo em alguma escala (Figura 3) (74). Para Losa 

(74), a maioria das estruturas biológicas exibe características fractais. 

Recentemente, a fractalidade da cromatina de diversos tumores 

demonstrou ser fator prognóstico da sobrevida (45,58,59,82,83). 

Quando temos uma estrutura que não pode ser descrita, 

adequadamente, pela Geometria Euclidiana, podemos estimá2la por meio da 

determinação de sua dimensão fractal (80,81,82). 

A dimensão fractal representa o nível de irregularidade de um fractal; 

assim quanto maior a irregularidade de forma, maior é a dimensão fractal (83). 



Outro parâmetro da dimensão fractal, o “goodness of fit” ou R² vem 

sendo utilizado para avaliar a cromatina nuclear e tem demonstrando utilidade 

prognóstica e diagnóstica entre tumores (45,58,59,82,83). 

Para o cálculo do “goodness of fit”, a área fractal é estimada pelo 

volume/2e (“e” = o raio, variando entre 1 e 30 “pixels” do elemento de 

estruturação, não plana, em forma de uma bola; em seguida, é calculada a 

regressão linear em um gráfico log2log da área fractal contra “e”, com cada parcela 

experimental de 30 pontos. O ponto de distribuição é rotacionado de modo que o 

declive seja de 45 graus. Então, o coeficiente da regressão entre os valores reais 

e os valores estimados é calculado (82). Este valor de R2 (“goodness of fit”) 

caracteriza o ajuste da linha de regressão e é, portanto, uma estimativa da 

qualidade da fractalidade. Um fractal ideal tem um R2 = 1. Os fractais reais têm 

valores de R2 < 1 (82). 

 

1.2.4 An+lise 2int+tica 3strutural 

A Análise Sintática Estrutural, também chamada “Sociologia Celular”, 

quantifica, de modo objetivo, a organização das células e das demais estruturas 

no tecido (61,62,89,90) 

Três modelos geométricos são utilizados, para realizar a medição e 

avaliar a distribuição espacial, o Diagrama de Voronoi, o Diagrama de Delaunay e 

o “Minimum Spanning Tree” (MST) (64,65). 

 



 

0i,ura 3 – Exemplo de fractal (88). 

 

O diagrama de Voronoi (Figura 4) é composto por um mosaico de 

polígonos. Quando a distribuição dos elementos é regular, as áreas dos polígonos 

não variam muito; mas, quando há formação de grupos variações grandes são 

encontradas entre os tamanhos dos polígonos (64,91).

 

 

0i,ura 4 – Exemplo da construção de polígonos de Voronoi a partir de 

pontos selecionados (91). 



A triangulação de Delaunay e o “Minimun Spanning Tree” são derivados 

do diagrama de Voronoi (90). A triangulação de Delaunay é obtida, formando2se 

triângulos entre os vizinhos mais próximos; sendo que os vértices dos triângulos 

são os pontos e, nenhum outro ponto deve estar contido no círculo traçado entre 

os três vértices de cada triângulo (Figura 5) (92). 

 

 

0i,ura $ 2 Diagrama de Voronoi (linha tracejada) sobreposto à triangulação de 

Delaunay (linha cheia). (93) 

 

E o “Minimum Spanning Tree” (MST), árvore geradora mínima (Figura 

6), conecta todos os objetos (pontos) de forma que a soma do comprimento de 

todas as linhas seja a menor possível (94,95). 

 

 

0i,ura % – Demonstração do “MST” de um conjunto de pontos (92) 



Para a aplicação desses 3 métodos, as imagens do tecido tumoral são 

sobrepostas por figuras gráficas; tendo, como base, a prévia marcação do 

posicionamento dos diferentes tipos celulares, dos núcleos e ou das estruturas. A 

medição com o auxílio dessa sobreposição é que fornece os dados sobre os 

padrões de distribuição celular e são ferramentas importantes para o diagnóstico e 

a observação do comportamento biológico do tumor (61,63,91). 

 

1.3 0erramentas &or(ométricas na 'atolo,ia 

 

A tecnologia de imagem digital tornou2se fundamental para o estudo 

das patologias (96). A aquisição de imagens de alta qualidade, obtidas com o uso 

da câmera digital acoplada aos microscópios, e a posterior análise dessas 

imagens, com a ajuda de programas computacionais, otimiza a padronização e 

minimiza a perda de informações contidas nas células e tecidos (78,92, 97299). 

O papel diagnóstico e prognóstico da morfometria tem sido investigado, 

principalmente, no que diz respeito à sua aplicação em imagens citológicas e 

histológicas (19,55,57,58,72,75,76,77,80,100,101). 

Na nossa investigação anterior, com o auxílio de programas 

computacionais, parâmetros da textura da cromatina mostraram prever, 

independentemente, o tempo de tratamento com sulfato de vincristina necessário 

para a remissão completa do TVTC (45). Na dissertação de Scarpelli (64), a 

variável “menor ângulo”, obtida a partir do cálculo da triangulação de Delaunay 

também foi significante em prever o tempo de cura do TVTC. 





























4.0 Resultados 

 

4.1 Alterações Nucleares 

  

4.1.1 Citologia 

A análise morfométrica foi realizada a partir de 62 pares de casos 

de TVTC pré (Figura 7) e pós tratamento (Figura 8) que apresentaram bons 

esfregaços. A média de cada variável nuclear foi obtida por meio de cálculo 

computacional dos valores de 100 núcleos segmentados (Figura 9) de cada um 

dos 62 pares (total: 12.400 núcleos). 

 

 

Figuras 7 e 8 – Citologia, HE, TVTC pré tratamento (à esquerda) e 

TVTC pós quimioterapia (à direita), 1000 X. 

 

 

 

Figura 9 – Núcleos de diferentes casos do TVTC segmentados. 



As médias das variáveis que foram significantes após o cálculo da 

distribuição Kolmogorov5Smirnov e teste T dependente estão dispostas na 

tabela 1. 

 

Tabela 1: Citologia nuclear – Teste T dependente, variáveis significantes 

com distribuição normal. 

 
Variável 

Morfométrica 

 

p 

 
 

Média A 

 
 

Média B 

 
Diferença entre 

A e B 

 

Área nuclear (8m²) 

Perímetro 4 (8m²) 

Maior Corda (8m) 

Média do Diâmetro 

Transverso (8m) 

Tonalidade dos 

Agrupamentos 

 

p<0,001 

p<0,001 

p<0,001 

p<0,001 

 

p<0,001 

 

 

43,93 

2,08 

0,54 

0,36 

 

51216,14 

 

 

39,70 

1,96 

0,51 

0,34 

 

5355,27 

 

 

4,23 

0,12 

0,03 

0,02 

 

5 860,87 

 

 

Densidade Óptica 

Integrada 

 

0,0015 

 

6568,77 

 

5959,68 

 

609,09 

 

DiâmetroTransverso 

Máximo 

(8m) 

 

0,0052 

 

43,41 

 

39,49 

 

3,92 

 

“Goodness5of5fit” 

 

0,0032 

 

0,99985 

 

0,99986 

 

50,00001 

 
  

A análise estatística demonstrou que as médias das variáveis que 

representam tamanho (área, perímetro, maior corda) e forma do núcleo (maior 

corda, diâmetro médio transverso e diâmetro máximo transverso) diminuíram 

após a primeira dose de tratamento e são estatisticamente diferentes para as 

condições pré e pós a terapia com sulfato de vincristina (Tabela 1). 



Quando analisamos as médias das variáveis significantes da 

textura nuclear, obtivemos que a variável da matriz de co5ocorrência, chamada 

tonalidade dos agrupamentos (“cluster shade”), aumentou entre a coleta A e B 

(levando em conta que esta é uma variável negativa). Outra variável da textura 

nuclear, a densidade óptica integrada, diminuiu. A variável “goodness of fit,” 

obtida com o método de cálculo descrito por Sarkar, aumentou entre as coletas 

A e B (Tabela 1). 

 

4.1.2 Ultraestrutura 

Ao exame ultraestrutural, observamos que as células do TVTC têm 

o núcleo de arredondado a ovalado e nucléolo evidente. As células do TVTC 

observadas possuíam quantidade variável de mitocôndrias dispersas no 

citoplasma. Observamos também grande quantidade de retículo 

endoplasmático rugoso (Figuras 10 a 14). 

Em 25 casos do TVTC, os cortes obtidos na coleta pré 

quimioterapia (coleta A) apresentaram células tumorais para a aquisição de 

imagem (Figura 13). Na coleta pós quimioterapia (coleta B), somente 7 casos 

apresentaram células tumorais nos cortes preparados para a microscopia 

eletrônica (Figura 14). 

Quando comparamos as médias das variáveis morfométricas 

calculadas a partir da área nuclear entre os 7 pares de amostras pré (coleta A) 

e pós tratamento (coleta B), dimensão fractal, energia e segundo momento 

diagonal da imagem nuclear apresentaram p < 0,10 (Tabela 2).  

 

 



Tabela 2 – Ultraestrutura nuclear – Teste T dependente, variáveis significantes com 

distribuição normal. 

 

Variável 

Morfométrica 

 

p 

 

Média de A 

 

Média de B 

Diferença entre 

A e B 

 

Dimensão Fractal 

 

0,10 

 

2,43 

 

2,45 

 

0,02 

Energia 0,09 2,54 e+5 2,83 e+5 0,31 e+5 

Segundo Momento 

Diagonal 

0,07 7,01 7,59 50,58 

 

 

 

Figura 10 – Tumor Venéreo Transmissível Canino, ultraestrutura de 

transmissão, 3.000 X. 



 

Figura 11 – Tumor Venéreo Transmissível Canino, ultraestrutura de transmissão, 7.000 X, 

N=núcleo, Nn=nucléolo, Ca=carioteca, C=citoplasma, MP=membrana plasmática, 

M=mitocôndria. 

 

 

Figura 12 5 Área nuclear selecionada. 
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Figuras 13 e 14 – TVTC pré quimioterapia (à esquerda) e TVTC pós quimioterapia (à direita), 

ultraestrutura de transmissão, 7000 X. 

  

4.1.3 Antígeno de Proliferação Nuclear 

As células do TVTC mostraram marcação de intensidade moderada 

pelo Antígeno de Proliferação Nuclear (PCNA) (Figura 15). Realizamos a 

contagem visual das células marcadas positivamente em 70 casos pré 

quimioterapia e em 21 casos pós quimioterapia. 

A média da porcentagem de células positivas pré tratamento foi de 

70% e a média da porcentagem de células positivas pós tratamento foi de 83%. 

Na análise estatística (teste T dependente), foram avaliados 21 pares e não 

encontramos diferença significante entre a marcação do PCNA pré e pós 

quimioterapia (p = 0,69). 

 

4.1.4 Contagem de figuras mitóticas 

A contagem de figuras mitóticas foi realizada nas lâminas 

histológicas coradas em HE pré e pós quimioterapia (Figura 16). A média da 

porcentagem de mitoses em relação às todas as células no tecido aumentou de 



0,5% para 1,1% pós tratamento, porém não houve diferença significante após o 

teste Wilcoxon (p=0,09). 

 

 

Figura 15 – Imuno5histoquímica, TVTC, anticorpo anti 5 PCNA, 1000 X, 

P=marcação positiva, N=marcação negativa. 

 

 

 

Figura 16: Figura Mitótica, HE, aumento 1000X 

 

P 
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4.2 Alterações Citoplasmáticas 

 

4.2.1 Tubulina 

A aquisição das imagens marcadas com tubulina foi realizada em 

89 pares (pré e pós tratamento com vincristina) e foram feitas 5 imagens de 

cada caso (total: 890 imagens). 

A tubulina marcou intensamente o citoplasma das amostras do 

TVTC (Figura 17). Após a transformação das imagens adquiridas em graus de 

cinza (Figura 18), foram calculadas as variáveis morfométricas e 

densitométricas pré (Figura 19) e pós uma dose do quimioterápico vincristina 

(Figura 20). As médias dessas variáveis que, após o cálculo da distribuição 

Kolmogorov5Smirnov, foram significantes no Teste T dependente e Wilcoxon 

estão dispostas nas tabelas 4 e 5. 

 

 

Figuras 17 e 18 – Imuno5histoquímica, marcação Tubulina, 1000X (à esquerda) e imagem 

transformada em graus de cinza (à direita). 

  

O número de Componentes (nº Comp.) pequenos, nº Comp. Total, 

área dos Comp. Grandes e área dos Comp. Total, tamanho da área dos Comp. 



Grandes por componente Grande, tamanho da área dos Comp. Total por 

componentes, soma dos níveis de cinza dos Comp. Total, soma dos níveis de 

cinza dos Comp. Grandes, entropia e segundo momento diagonal diminuíram 

após a primeira dose de tratamento (Tabela 3). Enquanto as variáveis energia, 

homogeneidade local, tonalidade dos agrupamentos (c ), “goodness 

of fit” e segundo momento angular aumentaram após uma semana do 

tratamento quimioterápico e foram diferentes estatisticamente entre as coletas 

A e B (Tabelas 3 e 4). 

 

 

Figura 19 – Imuno5histoquímica com Tubulina, pré quimioterapia, 1000X. 

 

Figura 20 – Imuno5histoquímica com Tubulina, pós tratamento,1000 X. 



Tabela 3: Imuno5histoquímica para Tubulina, Teste T dependente, variáveis morfométricas 

significantes. 

 

 
Variável 

Morfométrica 

 

p 

 
 

Média A 

 
 

Média B 

 
Diferença entre 

A e B 

 

Número de Componentes 

(N Comp.) Pequenos 

 

0,01 

 

784,32 

 

680,65 

 

103,67 

N Comp. Total 0,03 870,03 773,24 96,79 

Área dos Comp. Grandes 

(G) (8m²) 

0,001 2027,77 1535,95 491,82 

Área Total por Comp. 

(8m²) 

0,001 2032,24 1540,1 492,14 

Tamanho da Área G por 

Comp. (8m²) 

p<0,001 32,91 18,66 14,25 

Tamanho da Área Total 

por Comp. (8m²) 

0,003 2,22 1,71 0,51 

Soma dos Comp. Total p<0,001 4,21 e+7 3,19 e+7 1,02 e+7 

Soma dos Comp. G p<0,001 4,19 e+7 3,18 e+7 1,01 e+7 

Entropia 0,01 10,81 10,38 0,43 

Energia 0,04 130521 139275 58754 

Homogeneidade Local p<0,001 0,42 0,46 50,04 

“Cluster Shade” p<0,001 51,43 e+05 52,54 e+05 51,11e+5 

Dimensão Fractal p<0,001 2,26 2,24 0,02 

 

 

 

 



Tabela 4 – Imuno5histoquímica Tubulina, Teste Wilcoxon, variáveis morfométricas 

significantes. 

 

 

Variável 

Morfométrica 

 

p 

 

Z 

 

Media A 

 

Media B 

 

Diferença entre 

A e B 

 

“Goodness of fit” 

 

p<0,001 

 

 53,857 

 

0,99703 

 

0,99735 

 

50,00032 

Segundo 

Momento Angular 

 

p<0,001 

 

53,819 

 

2,66 e53 

 

4,60 e53 

 

51,93 e53 

 

  

4.2.1.1 Tubulina e Volume da massa tumoral 

O volume da massa tumoral dos 100 caninos mostrou diferença 

estatisticamente significante no teste T dependente (p<0,001). A média pré 

quimioterapia foi 24,15 cm³ e, pós quimioterapia foi 10,53 cm³. 

Quando realizamos a correlação Spearman das variáveis 

morfométricas significantes da tubulina e o volume da massa tumoral, 

obtivemos que todas as variáveis exibem correlação significante (p<0,025), 

com exceção da variável tonalidade dos agrupamentos (“cluster shade”). 

 

4.2.1.2 Variáveis da Tubulina e Núcleo 

Quando realizamos a correlação Spearman das variáveis 

morfométricas significantes obtidas através do núcleo das células do TVTC 

com as respectivas variáveis obtidas na morfometria da marcação 

citoplasmática da tubulina, obtivemos que as variáveis área, perímetro, maior 

corda, média do diâmetro transverso, diâmetro transverso máximo e “goodness 

of fit” exibem correlação significante (p<0,025). Somente as variáveis 



tonalidade dos agrupamentos (“cluster shade”) e densidade óptica não 

apresentam correlação significante. 

 

4.3 Alterações estruturais 

 

Quanto às variáveis mensuradas da análise sintática estrutural, o 

número (nº) de núcleos por imagem, nº de triângulos por imagem, nº de 

vértices do “Minimum Spanning Tree” por imagem foram diferentes 

estatisticamente e diminuíram (Tabela 5). Já a distância entre os vértices, 

maiores ângulos e menores ângulos da triangulação de Delaunay aumentaram 

após 1 semana do tratamento (Tabela 5 e 6). 

 

 

Tabela 5 – Análise Sintática Estrutural, variáveis com distribuição normal, Teste T dependente, 

variáveis morfométricas significantes. 

 
Variável 

Morfométrica 

 

p 

 
 

Média A 

 
 

Média B 

 
Diferença 

entre A e B 

 
Número (Nº) de 

Núcleos por imagem 

 
p<0,001 

 
51,84 

 
29,24 

 
22,6 

 
Nº de Triângulos por 

imagem 

 
p<0,001 

 
79,42 

 
41,39 

 
38,03 

 
Nº de Vértices do 

“Minimum Spanning 
Tree” por imagem 

 
p<0,001 

 
50,83 

 
28,27 

 
22,56 

 
Distância entre os 

Vértices 

 
p<0,001 

 
8,78 

 
12,31 

 
53,53 

 
Maiores Ângulos 

 
p<0,001 

 
120,36 

 
126,21 

 
55,85 

 
 

 

 



 

Tabela 6 – Análise Sintática Estrutural, variáveis morfométricas significantes, com distribuição 

não gausiana, Teste Wilcoxon. 

 
Variável 

Morfométrica 

 

p 

 
 

Média A 

 
 

Média B 

 
Diferença 

entre A e B 

 
Menores Ângulos 

 
p<0,001 

 
48 

 
52,80 

 
54,8 

 
 
 
4.4 Linfócitos infiltrantes 

 
 

A contagem de linfócitos foi realizada nas lâminas histológicas 

coradas com HE (figura 21). Observamos que a média da porcentagem de 

linfócitos infiltrantes aumentou de 11,2% para 31,4% após o tratamento, e foi 

estatisticamente diferente após o teste Wilcoxon entre as coletas pré e pós 

quimioterapia (p<0,001). 

 

 

 

Figura 215 Linfócitos infiltrantes (setas), HE, aumento 1000X. 

 

 



4.6 Panorama Geral do Remodelamento 

 

Tabela 7: Panorama das Alterações Celulares pós tratamento com sulfato de 

vincristina. 

 

Variáveis Citologia 
Núcleo 

Histologia 
Citoplasma – Tubulina 

 

Tamanho ↓ ↓ agrupamentos Grandes 
IOD / OD=soma dos 

níveis de cinza 
↓ ↓ 

“Cluster Shade” ↓ ↑ 
Entropia D ↓ 
Energia D ↑ 

Homogeneidade e 
Segundo Momento 

Angular 

D ↑ 

Dimensão Fractal D ↓ 
“Goodness of fit” ↑ ↑ 

 ↑ 5 aumento; ↓ 5 diminuição; “5“ não houve diferença significante 

 

Tabela 8: Panorama das Alterações Teciduais pós tratamento com sulfato de 

vincristina. 

Alterações Teciduais Pós Tratamento 

Nº núcleos por imagem ↓ 

Nº de triângulos por imagem ↓ 

Distância entre os vértices dos triângulos ↑ 

Menores ângulos ↑ 

Maiores ângulos ↑ 

Porcentagem de Mitoses ↑ 

Porcentagem de Linfócitos ↑ 

↑ 5 aumento; ↓ 5 diminuição  



















O número de componentes pequenos (784,32 � 680,65) e o número 

total de componentes (870,03 � 773,24), a área dos componentes grandes 

(2027,77  m² – 1535,95  m²) e a área total dos componentes (2032,24  m² � 

1540,1  m²), além do tamanho da área dos componentes grandes (32,91  m² � 

18,66  m²) e tamanho da área total dos componentes (2,22  m² � 1,71  m²) 

marcados com tubulina diminuíram significantemente após a primeira dose do 

tratamento. 

Ao observar o número de agrupamentos pequenos e totais, notamos 

que o número de agrupamentos grandes foi menos numeroso e não mudou 

significantemente após o tratamento. No entanto, os componentes grandes, 

apesar de não mudarem em número após o tratamento, tiveram seus tamanhos 

diminuídos significantemente. Portanto, é provável que eles tenham sido 

fragmentados e diminuídos, passando a compor o agrupamento pequeno após o 

tratamento. Esses agrupamentos grandes de tubulina tiveram sua área média 

diminuída de 32,91  m² para 18,66  m² após o tratamento. 

Tais resultados apontam para a ação de ruptura dos microtúbulos, 

provocada pela vincristina, levando�os à fragmentação, como descreve a literatura 

consultada (37�39, 49�51). 

 

 

Na análise da textura das áreas marcadas pela tubulina, encontramos a 

tonalidade dos agrupamentos (“cluster shade”) aumentada após o tratamento. 



A soma de todos os níveis de cinza dos componentes grande e total 

(correspondentes à densidade óptica) diminuiu após a quimioterapia, revelando 

que as áreas marcadas pela tubulina ficaram mais escuras. 

Tanto a homogeneidadade quanto o segundo momento angular 

aumentaram e ambos revelam maior homegeneidade entre os tons de cinza da 

marcação no citoplasma. 

Outras variáveis que avaliam a organização da textura são energia e 

entropia. A energia aumentou nas áreas de tubulina das imagens, o que também 

indica maior uniformidade dos eventos. A entropia diminuiu após a quimioterapia e 

ela nos fornece dados da dispersão dos níveis de cinza, portanto é mais um 

indicativo de que houve menor alternância entre os tons de cinza após o 

tratamento. 

Assim como no núcleo, na área marcada pela tubulina, observamos que 

houve diminuição da dimensão fractal e aumento da organização nessas áreas, 

pois a variável “goodness of fit” aumentou. 

A marcação imuno�histoquímica tem importante papel no diagnóstico de 

diversos tumores (134). No entanto, a avaliação e mensuração da marcação 

imuno�histoquímica são bastante subjetivas e nem sempre exequíveis. A 

mensuração com o uso de ferramentas computacionais avalia objetivamente 

essas marcações. 

Ferreira (135) comparou marcadores imuno�histoquímicos nucleares 

em lesões foliculares da tireóide de humanos e tanto a variável derivada da matriz 

de co�ocorrência (energia) quanto o grau de aproximação da dimensão fractal 

(“goodness of fit”) demonstraram diferenças entre as lesões benignas e malignas. 



Não encontramos, na literatura consultada, trabalhos que tenham 

avaliado a textura da marcação de tubulina nas células tumorais. 

Após o uso do quimioterápico sulfato de vincristina nas células do 

TVTC, observamos quanto à tubulina que as áreas marcadas diminuíram em 

número e tamanho, além de apresentarem imagens mais absortíveis, com menor 

variação entre a tonalidade da marcação e maior organização. 

Encontramos correlação significante entre a diminuição da massa 

tumoral e as variáveis significantes da tubulina, o que nos leva a crer que exista 

relação entre a regressão do tumor e as alterações observadas nos microtúbulos. 

No citoplasma das células do TVTC, encontramos alta correlação entre 

as variáveis da morfometria nuclear da citologia e as alterações da tubulina. 

Segundo Bloom (136), os microtúbulos estão relacionados com a cromatina. 

Histonas desacetiladas podem transitar da cromatina para o microtúbulo (136). 

Essas observações de Bloom (136) podem explicar o fato de termos encontrado 

alterações tanto na cromatina quanto na tubulina. 

 

  

O remodelamento descrito em nosso trabalho, no núcleo das células do 

TVTC e na tubulina presente no citoplasma, abre caminho para diversas novas 

pesquisas. Tais alterações podem ser futuramente avaliadas como ferramentas 

prognósticas da sobrevida dos animais e ou como ferramentas preditivas da 

resposta ao tratamento. 



A classificação dos tumores conforme os 3 tipos citomorfológicos 

poderá ser feita, comparada com os dados morfométricos e incluída 

eventualmente em estudos prognósticos. 

Pesquisas com outros marcadores imuno�histoquímicos como os da 

proliferação (AgNOR, Ki�67), da apoptose (BCl�2, BCl�X), de componentes do 

estroma e de componentes da matriz extracelular (vimentina, “tenascin”, 

“hialuronan”), da imunidade celular (NK, Linfócitos T citotóxicos) e de antígenos de 

histocompatibilidade (MHC) poderão complementar os resultados obtidos e 

elucidar o papel desses na regressão do tumor e na resistência ao agente 

quimioterápico. 
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