Y
aY

LINIC &haP

MARIA LUIZA DE CASTRO RAMOS VALLADAO

REMODELAMENTO DO TUMOR VENEREO
TRANSMISSIVEL CANINO DURANTE O TRATAMENTO

COM SULFATO DE VINCRISTINA

CAMPINAS

2012



Wz,
a¥

LUMICARB

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Faculdade de Ciéncias Médicas

REMODELAMENTO DO TUMOR VENEREO

TRANSMISSIVEL CANINO DURANTE O TRATAMENTO

COM SULFATO DE VINCRISTINA

MARIA LUIZA DE CASTRO RAMOS VALLADAO

Tese de doutorado apresentada a Pos-
Graduacdo da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de
Campinas, para a obtencdo do titulo de
Doutor em Fisiopatologia Médica, area de
concentracdo em Biologia Estrutural,
Celular, Molecular e do Desenvolvimento.
Sob orientagdo do Prof. Dr. Konradin
Metze.

Campinas, 2012



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
ROSANA EVANGELISTA PODEROSO — CRB8/6652
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
UNICAMP

Valladao, Maria Luiza de Castro Ramos, 1977 -

V24r Remodelamento do tumor venéreo transmissivel
canino durante o tratamento com sulfato de vincristina /
Maria Luiza de Castro Ramos Valladao. -- Campinas, SP
:[s.n.], 2012.

Orientador : Konradin Metze.
Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Imuno-histoquimica. 2. Cromatina. 3.
Ultraestrutura. 4. Morfometria. 5. Dimenséo fractal. .
Metze, Konradin. Il. Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. lIl. Titulo.

Informacoes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Remodeling of the canine transmissible venereal tumor during
treatment with vincristine sulfate.

Palavra-chave em inglés:

Immunohistochemistry

Chromatin

Ultrastructure

Morphometry

Fractal dimension

Area de concentracdo: Biologia Estrutural, Celular, Molecular e do Desenvolvimento
Titulacao: Doutor em Fisiopatologia Médica

Banca examinadora:

Konradin Metze [Orientador]

Maria Leticia Cintra

Maria Luiza Silveira Mello

Noeme Sousa Rocha

Marcelo Beletti

Data da defesa: 15-02-2012

Programa de P6s-Graduacao: Fisiopatologia Médica



Banca examinadora de Tese de Doutorado

Maria Luiza de Castro Ramos Valladio

3 ( ; )
Orientador: Prof. Dr. Konradin Metze = /. /{ 5 U /
/\‘

J

Membros:

Professor (a) Doutor (a) Marcelo Emilio Beletti

Professor (a) Doutor (a) Noeme Souza Rocha /Wm/%

Professor (a) Doutor (a) Maria Leticia Cintra, ) ~ )_:,_EQ%\J

™
Professor (a) Doutor (a) Maria Luiza Silveira Mello y %@M\
\ [ Tﬂ

Y A
Professor (a) Doutor (a) Konradin Metze J’)%u (UW [‘ %
: ; A i

\

Curso de pos-graduagdo em Fisiopatologia Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas.

Data: 15/02/2012

ifi




Aos meus amores

Valladao, Tusa e Alexandre.



AGRADECIMENTOS

A Deus

Ao Prof. Dr. Konradin Metze

A Msc. Karime Cury Scarpelli

Ao Dr. Randall Luis Adam

A Dra. Ellen Pestilli,

A Profa. Dra. Irene Lorand-Metze
Ao Msc. Edson Scarpelli

Ao Prof. Dr. Fernando Augusto Soares

Aos componentes e participantes do Exame de Qualificagao:
Prof. Dr. José Carvalheira
Profa. Dra. Carmen Silvia Passos Lima

Profa. Dra. Maria Leticia Cintra

Aos componentes e participantes da Apresentacao da Tese:
Prof. Dr. Marcelo Beletti

Profa. Dra. Noeme Sousa Rocha

Profa. Dra. Maria Leticia Cintra

Profa. Dra. Maria Luiza Silveira Mello

Aos professores suplentes:
Prof. Dr. José Guilherme Xavier
Prof. Dr. Hernandez F. Carvalho

Profa. Dra. Nicola Conran



AGRADECIMENTOS

Ao meu Salvador: Jesus.

A minha incansavel mae pelo amor, empenho e dedicacdo com o texto.
As criaturas maravilhosas que sdo os animais.

A toda minha familia pela educagao, carinho e incentivo.

Aos meus melhores AM: Adnan e Maximiliam.

A toda familia Nuevo e Blanco pelo carinho com que me acolheram.

Ao pastor Ademir Rodrigues dos Santos.

Ao Dr. Waldir Rend e esposa América pela dedicacao e cuidados.

Aos amigos: Maria Isabel Alegria, Andréia Barbiere, Marbele Guimaraes
Mariane Flores, Kati e Juarez Pedra, Rita Ferreira, Lilian Elston,
Josemara Cavalcanti, Jacira, Fernanda, Emilia, Daniela Ferro, Gislaine,
Rayana, Sueli Martins, Fabia Tuma, Sandra Erbolato, Chicéo.

Aos amigos que estao distantes: Rita Dias, Katia Souza, Sandra
Santana, Daniela Cruz, Samira El Saif, Ana Maria, Hipdlita Siqueira,

Carlos Brandao, Junior, Luciana, Anelyssa Abreu, Richelle, Aline.

Aos protetores dos animais: Marilza (ONG IVVA), Sonia Pequeno, Marta
Pacheco, Marisa Galvdo (ONG GAAR), Maria, Valdir, Fernando, Hélio.

Aos que me auxiliaram na pesquisa: Marcelo Levenhagen (UFU), Salete
(Fisiopatologia Médica/UNICAMP), Ménica (Hemocentro/UNICAMP),
Maria do Carmo, Beth, Sérgio, Adilson, Lucinha e Dona Geralda
(Anatomia Patolégica/lUNICAMP).

Hospital AC Camargo
Universidade Federal de Uberlandia
Instituto de Computagao /Unicamp
FAPESP (tematico 2007/52015-0) e CNPq pelo apoio financeiro.

Vi



“Vinde a mim, todos os que estais cansados e
sobrecarregados, e eu vos aliviarei.
Tomai sobre vés 0 meu jugo, e aprendei de mim,
porque sou manso e humilde de coragao; e encontrareis
descanso para as vossas almas.

Pois o meu jugo é suave e o meu fardo é leve”

Mateus 11, 28-30

vii



SUMARIO

Pag.
RESUMO XVi
ABSTRACT Xxviii
1- INTRODUGAO 20
1.1- Tumor Venéreo Transmissivel Canino 20
1.2- Andlise de imagens 28
1.3- Ferramentas morfométricas na Patologia 35
2- OBJETIVOS 37
2.2- Objetivos Especificos 37
3- MATERIAL E METODOS 40
3.1- Preparacédo das amostras 40
3.2- Analise dos dados 44
3.3- Analise Morfométrica 47
3.4- Analises Estatisticas 47
4- RESULTADOS 49
4.1- Alteracdes Nucleares 49
4.2- Alteracdes Citoplasmaticas 56
4.3- Alteracdes Estruturais 60
4 .4- Linfécitos infiltrantes 61
4.5- Panorama Geral do Remodelamento 62
5- DISCUSSAO 64
5.1- Volume da massa tumoral 64

5.2- Analise Sintatica Estrutural 64

viii



5.3- Células linfocitarias, Mitoses e PCNA
5.4- Alteragdes Nucleares
5.5- Alteragdes Citoplasmaticas
5.6- Perspectivas Futuras
6- CONCLUSAO
7- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
8- ANEXOS
8.1- Anexo 1 - Escala de Desempenho Karnofsky adaptada para caninos

8.2- Anexo 2 — Reagdes Imuno-histoquimicas

65
67
70
73
76
78

96

98



LISTA DE ABREVIATURAS

TVTC
DNA

HE

MST
UNICAMP
MLV

KCS

UFU

ML

IC

Coleta A

Coleta B

Tumor Venéreo Transmissivel Canino

Acido desoxirribonucléico

Eosina e hematoxilina

marcador de macréfagos

Imunoglobulina G

Imunoglobulina M

Universidade Estadual de S&do Paulo

Antigeno de Histocompatibilidade

Antigeno de Proliferagéo Celular

Fase de sintese

Escala de Desempenho Karnofsky adaptada aos caninos
“Goodness of fit" da dimensao fractal

“Minimum Spanning Tree” ou Arvore Geradora Minima
Universidade Estadual de Campinas

Maria Luiza de Castro Ramos Valladao

Karime Cury Scarpelli

Universidade Federal de Uberlandia

Marcelo Levenhagen

Instituto de Computagao

Coleta pré tratamento quimioterapico

Coleta pés tratamento quimioterapico



N Comp Numero de Componentes
G Componenetes Grandes

I0OD Densidade Optica Integrada

Xxi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18
Figura 19
Figura 20

Figura 21

Exemplo de imagem e seus “pixels”

Matriz de Co-ocorréncia construida

Exemplo de Fractal

Exemplo de constru¢ao de poligonos de Voronoi
Diagrama de Voronoi e triangulacédo de Delaunay
Demonstragéo de “Minimum Spanning Tree”

Citologia, HE, TVTC pré tratamento

Citologia, HE, TVTC pds tratamento

Nucleos de diferentes casos de TVTC segmentados
TVTC, ultraestrutura de transmissao, 3000X

TVTC, ultraestrutura de transmissao, 7000X

Area nuclear selecionada

TVTC, pré quimioterapia, ultraestrutura de transmissao
TVTC, pods quimioterapia, ultraestrutura de transmissao
Imuno-histoquimica TVTC, anticorpo anti-PCNA

Figura mitotica, HE, aumento.

Imuno-histoquimica marcagao Tubulina

Imagem transformada em graus de cinza
Imuno-histoquimica Tubulina pré quimioterapia
Imuno-histoquimica Tubulina pds quimioterapia TVTC

Linfocitos infiltrantes, HE, 1000X

xii

Pdg.
28
28
30
31
31
32
47
47
47
50
51
51
52
52
53
53
54
54
55
55

59



LISTA DE TABELAS

Pag.
Tabela1 Citologia nuclear, Teste T dependente, variaveis
significantes 48
Tabela2 Ultraestrutura nuclear, Teste T dependente, variaveis
significantes 50
Tabela3 Imuno-histoquimica para Tubulina, Teste T dependente,
variaveis significantes 56
Tabela4 Imuno-histoquimica para Tubulina, Teste Wilcoxon,
variaveis significantes 57
Tabela5 Analise Sintatica Estrutural, Teste T dependente, variaveis
significantes o8
Tabela6 Analise Sintatica Estrutural, Teste Wilcoxon, variaveis
significantes 59
Tabela7 Panorama das Alteragbdes Celulares pds tratamento 60
Tabela8 Panorama das Alteragdes Teciduais pés tratamento 60

Tabela9 Marcadores Imuno-histoquimcos 99

Xiii



LISTA DE ANEXOS

Pag.

Anexo 1 Escala de Desempenho Karnofsky Adaptada para caninos 94

Reacdo Imuno-histoquimica, método HRP polimérico livre de
Anexo 2 95
biotina

Xxiv



RESUMO




O tumor venéreo transmissivel canino (TVTC) é transmitido por meio da
transplantacdo de células neoplasicas. O sulfato de vincristina é o agente
quimioterapico mais utilizado no tratamento do TVTC. O objetivo deste estudo foi
comparar as alteragdes morfoldgicas antes da quimioterapia e apds uma semana
da aplicagcdo de uma injecéo intravenosa de sulfato de vincristina. Neste estudo
prospectivo, 100 massas tumorais do TVTC de ocorréncia natural foram inclusos.
Laminas citolégicas coradas com HE, cortes parafinados corados com tubulina e
PCNA, cortes para microscopia eletronica foram preparados pré e pos tratamento.
Realizou-se a contagem da taxa de mitoses, da porcentagem de linfécitos e da
marcagao do PCNA. Também foi feita a analise de imagem computacional da
textura nuclear e a andlise sintatica estrutural do tecido tumoral. A morfometria
demonstrou que, apds a terapia, houve a diminuicdo da area, do perimetro, do
didmetro, da densidade Optica integrada e da tonalidade dos agrupamentos
nucleares; enquanto houve aumento do "goodness of fit” da dimensao fractal
nuclear. Na analise sintatica estrutural, observou-se o aumento da distancia entre
os nucleos. A contagem de mitoses e o indice PCNA ndo mostraram diferenca
entre a primeira e a segunda bidpsia. Os agrupamentos citoplasmaticos grandes
que foram corados com tubulina diminuiram de tamanho apds o tratamento e essa
alteracao talvez se deva a ruptura induzida pela vincristina nos microtubulos. Em
resumo, a quimioterapia com vincristina promoveu profundas alteragdes no

nucleo, no citoplasma e na reorganizagao estrutural sintatica do tumor.
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ABSTRACT




The canine transmissible venereal tumor (CTVT) is transmitted by
transplantation of neoplastic cells. Vincristine sulfate is the most widely used
chemotherapeutic agent for the treatment of CTVT. The aim of this study was to
compare the tumor morphology before chemotherapy and one week after
application of a single intravenous injection of vincristine sulphate. In this
prospective study 100 animals with spontaneously occuring CTVT were included.
HE-stained cytological imprints, paraffin sections stained by tubulin and PCNA and
sections for electron microscopy were prepared from the tumor before and after
treatment. Mitotic rate, percentage of lymphocytes and PCNA stained tumor cells
were counted. Computerized image analysis of the nuclear texture and syntactic
structure analysis were applied. After therapy nuclear morphometry showed
decreased area, perimeter and diameter values, diminished integrated optical
density and cluster shade of nuclear texture, as well as increased values of
"goodness of fit” of the fractal dimension. The nuclei were more distant. Mitotic
counting and PCNA index did not differ between the first and second biopsy.
Cytoplasmic large tubulin clusters diminished their size during treatment. This
finding may be due to the vincristine-induced rupture of microtubules. In summary,
chemotherapy with vincristine provides profound changes in the nuclear,

cytoplasmic and syntactic structural organization of the tumor.
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1- INTRODUCAO
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1.0 Introdugéao

1.1 Tumor Venéreo Transmissivel Canino

O Tumor Venéreo Transmissivel Canino (TVTC) é uma neoplasia
transmitida entre os caes, durante o coito ou por meio de lambedura, mordedura e
até via aspiragao de células tumorais (1,2). O local de crescimento tumoral mais
comum € a genitdlia externa dos caninos (3). Contudo, tumores primarios,
envolvendo olhos, espago orbital, vias nasais e pele também ja foram descritos na
literatura (4,5).

O TVTC foi reconhecido como transmissivel em 1876, quando o Médico
Veterinario Novinsky transplantou células do tumor experimentalmente (5). Sticker
referiu-se ao TVTC como um linfoma contagioso (1905-1906) e realizou diversos
trabalhos sobre esse tumor, o qual veio a ser chamado, também, de Sarcoma de
Sticker (1).

Embora alteragbes genéticas, nas células, provocadas por agentes
virais, estejam associadas a tumores transmissiveis, ndo foram identificados
agentes virais no TVTC (5,6). Além disso, o TVTC contém células que sao
geneticamente diferentes do DNA do seu hospedeiro (7,8) e somente células vivas
de TVTC sao transmitidas experimentalmente (5,9).

Esse tumor possui uma alteragdo génica caracteristica que é o
rearranjo do proto-oncogene c-MYC, resultante da insercdo do elemento de
transposicao LINE-1, encontrado em amostras coletadas em diferentes paises

(4,10-12).

20



A andlise filogenética realizada por Murgia et al. (11), sugeriu que, o
TVTC tenha surgido, inicialmente, em um lobo ou céo de raga antiga da Asia
Oriental. Murgia et al. (11) mostraram que, provavelmente, tumores coletados de
caes de diferentes continentes, sejam derivados de um clone neoplasico que se
dividiu em 2 subclasses.

Apos realizar a analise de divergéncia de microsatélites, Murgia et al.
(11) encontraram dados que sugeriram ter o tumor surgido entre 200 a 2.500 anos
atras. No entanto, Rebbeck et al (13) ndo concordaram com essa teoria e

postulam que o tumor surgiu de um unico lobo, entre 7.800 a 78.000 anos atras.

1.1.1 Aspectos macroscopicos

O aspecto macroscoépico do TVTC é variavel. As massas tumorais
podem ser unicas ou multiplas, nodulares, pedunculadas, multilobulares, firmes ou
friaveis (14). Segundo Withrow e Mac-Ewen (15), o didmetro da massa tumoral do
TVTC mostra variagao entre 0,5 e 10 cm.

Clinicamente, a massa tumoral apresenta secregcdo sero-sanguinolenta
e areas de necrose sao frequentes. Pode haver também infec¢gdo bacteriana na

massa tumoral (15).

1.1.2 Aspectos microscoépicos

O TVTC é descrito, histologicamente, em cortes corados com eosina e
hematoxilina (HE), como uma neoplasia que apresenta células redondas, ovais ou
poliédricas. O nucleo é centralizado, grande, oval, contém cromatina, exibindo

granulagao grosseira, além de nucléolo proeminente, localizado excentricamente.
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O citoplasma das células do TVTC é finamente granular, palido, abundante e,
quase sempre, contém vacuolos. Figuras mitéticas também podem ser
observadas (1-3).

As células do TVTC séao classificadas por alguns autores, de acordo
com sua morfologia celular, em tipo linfocitéide, plasmocitdéide ou misto (16-18).
Sao considerados, como do tipo linfocitéide, os tumores nos quais ha
predominéncia de células tipicas de TVTC (morfologia arredondada, citoplasma
escasso e vacuolos periféricos); e, como do tipo plasmocitéide, quando ha
predominio de células que apresentem morfologia ovoide, menor relagdo nucleo-

citoplasma e nucleo localizado excentricamente (19).

1.1.3 Aspectos ultraestruturais

Ao exame ultraestrutural, as células viaveis do TVTC apresentam
nucleo redondo a oval, cromatina dispersa e nucléolo com nucleolema evidente. O
citoplasma possui mitocdndrias com poucas e irregulares cristas, reticulo
endoplasmatico rugoso abundante, poliribossomos, complexo de Golgi e algumas
goticulas lipidicas. Ocasionalmente, sdo observadas microvilosidades em areas
onde as células estdo menos coesas. Células chamadas em “degeneragao” tém
citoplasma mais escuro, mitocéndrias, reticulos endoplasmaticos edemaciados e

espaco perinuclear ampliado (20).
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1.1.4 Aspectos imuno-histoquimicos

Marchal et al (21) e Mozos et al (22) encontraram, no TVTC, marcagao
positiva para os anticorpos vimentina (marcador de células de origem
mesenquimal), lisozina, ACM1 (marcador de macréfagos) e alfa-1-antitripsina
(marcadores para células de origem histiécitaria); enquanto as células do TVTC,

nao foram marcados com os anticorpos para queratina, desmina, a actina para

musculo liso, CD3 (marcador de linfécitos T), IgG e IgM, A cadeia leve e k cadeia

leve.

1.1.5 Comportamento

Experimentalmente, o TVTC cresce com rapidez (3) e pode causar
metastases, especialmente, em caninos neonatos e imunossuprimidos (5).

Regressdes espontaneas foram relatadas, experimentalmente, em
TVTCs transplantados. Higgins (23) descreveu a regressdo espontdnea em
tumores de ocorréncia natural. No entanto, Gaspar (24) relata que seu grupo de
pesquisadores nao identificou casos de regressao espontanea em tumores de
ocorréncia natural, nos pacientes do Hospital Veterinario de Botucatu-UNESP, SP
e nos, do Hospital da Universidade Federal de Pelotas, RS.

Segundo Liao et al. (25), o TVTC é um bom modelo para investigagao
da interacado entre o sistema imune do hospedeiro e o crescimento tumoral. O
TVTC néo é reconhecido, inicialmente, pelo sistema imunoldgico do hospedeiro. A

expressado dos antigenos de histocompatibilidade (MHC) classes | e Il aumenta,
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somente, por volta de 12 semanas, apds a transplantacdo 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 hipétese de que isso
possa influenciar a progressao ou regressao do tumor (25,27).

Tumores em fase regressiva sao infiltrados por macrofagos e
plasmodcitos (1,3). Mukaratirwa et al. (28) constataram haver um aumento
significativo da populagdo de linfécitos, infiltrando o tumor na fase regressiva;
sabendo-se que a infiltracdo de linfocitos T citotdéxicos pode resultar na morte de

células tumorais (28,29).

1.1.6 Marcadores da Proliferagao Celular

Varios métodos foram desenvolvidos, para detectar células em
proliferacéo, nas diferentes fases do ciclo celular (30).

A contagem das mitoses por campo de maior aumento ou o calculo do
indice de mitoses sao as maneiras mais simples de avaliar a proliferacado das
neoplasias (30).

O antigeno de proliferagao celular (PCNA) € uma proteina nuclear nao
histona, de 36 kDa, presente em todas as fases do ciclo celular das células
eucarioticas. O PCNA apresenta aumento da concentracdo durante a fase de
sintese (fase S) e devido a essa caracteristica, a marcacao imuno-histoquimica
realca nucleos, predominantemente, na fase S (30).

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

transplantado experimentalmente e relataram que, na fase progressiva desse
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tumor, as figuras mitéticas, a taxa de células PCNA positivas e a area foram muito

superiores as da fase regressiva.

1.1.6 Tratamento

O TVTC responde a diversas formas de terapia (1, 29, 32-34, 37, 39-
45). A remocéo cirurgica do tumor pode ser curativa, no entanto a recorréncia
desse é relatada em 40% dos casos (1).

A radioterapia é efetiva e pode ser utilizada como unica forma de
tratamento, ou associada a agentes quimioterapicos (35). Thrall (36) utilizou a
dose 10 Gy (1000 rad) para o tratamento do TVTC e observou que foram
necessarias de 1 a 3 doses para indugao da remissdo completa da massa tumoral.

A imunoterapia com interleucinas vem sendo estudada, amplamente,
como terapia alternativa (29,32-34).

A quimioterapia é outra forma de tratamento. Ela tem a vantagem de
baixo custo e facil aplicagcdo, ndo necessitando de equipamentos sofisticados,
como no caso da radioterapia. Diversos agentes quimioterapicos podem ser
empregados no tratamento do TVTC como agentes unicos ou combinados,
incluindo vincristina, doxorubicina, ciclofosfamida e metotrexate. A maioria dos
protocolos quimioterapicos resulta entre 90 a 95 % de cura (37-39).

O protocolo quimioterapico mais empregado para o tratamento do
TVTC é a aplicagdo do sulfato de vincristina 0,5 mg/m? via endovenosa,
semanalmente, até remissao clinica completa (1,2,40-42). A grande maioria dos
autores recomenda aplicagbes semanais até a remissdo completa, com doses de

0,025 mg/Kg (equivalente a aproximadamente 0,5 mg/m?) de sulfato de vincristina
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(1,2, 40-42). Calvert et al. (43) utilizaram essa dose em 39 caes com TVTC e a
remissdo completa das massas tumorais ocorreu apés a média de 3 doses de
tratamento. Camacho e Laus (40) trataram 20 cdes com sulfato de vincristina
(0,025 mg/Kg), durante 4 semanas e obtiveram remissdo 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 cdes com TVTC. E tanto o grupo tratado semanalmente como o
grupo tratado quinzenalmente apresentaram remissdo completa apés média de
2,2 e 3,6 aplicagdes, respectivamente. Esses pesquisadores consideram o regime
quinzenal uma alternativa de tratamento, nos casos em que é impraticavel a
aplicagao semanal do quimioterapico.

Em nossa dissertacdo de Mestrado, estudamos, prospectivamente, os
fatores progndsticos e preditivos em 100 cades com TVTC, tratados com vincristina
(0,025 mg/Kg, semanalmente) (45). Um dos fatores progndsticos relacionado a
sobrevida do animal, durante ou imediatamente apds a terapia, foi o escore que
avaliou a qualidade de vida por meio da escala Karnofsky, modificada para caes
(CKS) (anexo 1) (46). Em relagdo ao tempo necessario para a remissao 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 terapéutica foi mais demorada quando terapia se iniciou nos meses
quentes e umidos (47).

Gonzalez et al. (48) avaliaram 5 amostras de TVTC pré e pds 1 dose de
quimioterapia com vincristina (dose 0,7 mg/m?). Eles descreveram que a

microscopia Optica, as células apresentaram degeneracdo do citoplasma,
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citoplasma de tamanho maior, vacuolizado e com bordas pouco nitidas entre as
células.

As alteragdes citoldgicas provocadas pela quimioterapia também foram
pesquisadas por Nak et al. (42) a partir do “swab” (coloragdo Hemacolor) de 38
TVTCs, tratados com vincristina na dose 0,025 mg/Kg (0,05 mg/m?). Apos 2
semanas do tratamento, Nak et al. (42) observaram, nos esfregacos citolégicos,
diminuicdo do numero de células tumorais, aumento de células que apresentam
nucleos com cromatina agregada e distorcida, células com bordos pouco nitidos, e

aumento do numero de vacuolos citoplasmaticos.

1.1.7 Tubulina

O sulfato de vincristina € um dos farmacos anticancerigenos que atua
nos microtubulos (49).

As Tubulinas (a-e B-tubulina) sdo proteinas globulares que compdem os
microtubulos. Os microtubulos desempenham um papel crucial em um grande
numero de fungdes das células (50). Eles mantém a forma celular, sua polaridade
e motilidade, além de fornecerem suporte ao transporte de proteinas celulares e
organelas, importantes para a mitose (49).

O equilibrio continuo entre montagem (crescimento) e desmontagem
(encurtamento) dos dimeros dessas proteinas dos microtubulos, também,
desempenha papel importante nas células (50). Sabe-se que o0s agentes
quimioterapicos que inibem a proliferagao celular desorganizam os microtubulos
do aparelho mitotico resultando em dispersao dos cromossomos e formagao de

agrupamentos incomuns no citoplasma. Outras funcbes celulares como a
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fagocitose e o transporte axonal de organelas subcelulares, também, podem ser
atingidas e comprometidas (37-39, 51).

Segundo Molinnedo e Gajate (50), a resposta apoptoética induzida pelos
agentes que interferem nos microtubulos parece estar vinculada a modificagéo das
vias de sinalizacdo e as mudancgas no suporte fornecido pelos microtubulos. Como
0s microtubulos servem de suporte as moléculas sinalizadoras que regulam a
apoptose (“Bim” e Survivina), a liberagdo dessas, a partir dos microtubulos, afeta
suas atividades reguladoras. Além disso, a inibigdo da dindmica dos microtubulos
induz a modificagdes nas vias de sinalizagdo de controle da ativagao do fuso
mitético, da fosforilagdo do Bcl-2 e da ativagdo da proteina quinase alfa e gama,
ativadora de stress, conhecida, como c-Jun NH2-terminal quinase. Tais
modificagdes culminam na apoptose das células por meio do acumulo de sinais
para atingir o limiar do acontecimento da apoptose ou mesmo na diminui¢gao deste

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

1.2 Analise de Imagens

Devido a subjetividade na interpretagcdo das caracteristicas das
imagens de equivaléncia, sdo relatados altos graus de discordancia entre os
laudos diagndsticos dos especialistas em patologia (52-55).

Os seres humanos sao aptos a identificar objetos conforme a sua
forma. No entanto, a analise de imagem computacional pode quantificar a forma,
utilizando a geometria euclidiana; fornecendo dados precisos da medida da area,

do didmetro, do perimetro, do fator de forma, entre outros (56). Esses sistemas
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especializados quantitativos tém sido utilizados com o propésito de tornar
objetivas tais interpretagcées da imagem.

Com o auxilio desses equipamentos, podemos atribuir valores
numeéricos quanto a morfologia das células e ou de seus componentes (45, 57-60).
Podemos, também, quantificar os arranjos arquiteturais das células nos tecidos

(61-66).

1.2.1 Caracteristicas das imagens - Textura

A textura é uma das caracteristicas da imagem, constituindo-se um
elemento importante para a visdo humana porque fornece pistas da profundidade
da cena e orientagao da superficie.

Ela é, intuitivamente, descrita conforme as suas propriedades de
suavidade, aspereza e regularidade (67); porém n&o ha um consenso quanto ao
seu conceito (68-70).

Os pesquisadores, no entanto, concordam que nao existe
homogeneidade quando ha variagao significante entre os niveis de intensidade
dos pigmentos na imagem (71). E que a textura é uma propriedade homogénea,

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

1.2.2 Matriz de co-ocorréncia
A matriz de co-ocorréncia € um método estatistico capaz de descrever
a textura. Apds a transformacao de dada imagem em niveis de cinza, a matriz de

co-ocorréncia pode ser usada para analise da textura.
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Ela se baseia na idéia de que a textura pode ser caracterizada pelo
padrao da distribuicdo de “pixels” de niveis de cinza da imagem (71,72).

O principal elemento da matriz de co-ocorréncia sao pares de “pixels”
vizinhos (Figura 1). Cada elemento na posi¢ao "x y“ indica o niumero de vezes que
um “pixel” com nivel de cinza “x” tem, como vizinho, um pixel com nivel de cinza
‘y” (Figuras 1 e 2).

A matriz de co-ocorréncia é simétrica em relagdo a sua diagonal
principal. Imagens suaves, com textura suave e mudangas sutis de luminancia,
geram matrizes de co-ocorréncia onde os dados se concentram em torno da

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

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

g 1T @& 1 1 1T @

Figuras 1 e 2 — Exemplo de imagem e seus “pixels” transformados em

7 niveis de cinza (1) e matriz de co-ocorréncia construida (2) (72).

Diversos parametros descritivos da textura sao obtidos da matriz de co-
ocorréncia. Tais parametros também s&o chamados por alguns autores de

caracteristicas de Markov e foram, originalmente, criados por Haralick (69). Esses
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parametros da textura descrevem, objetivamente, a homogeneidade dos niveis de
cinza na imagem (Homogeneidade e Segundo Momento Angular), a quantidade
de variagdo local dos niveis de cinza (Contraste), o grau de dispersdo das
ocorréncias entre os niveis de cinza (Entropia) e a concentragao das ocorréncias
de niveis de cinza quanto a distancia desses da diagonal da matriz de co-
ocorréncia (Momento Inverso da Diferenga) (71) entre outras caracteristicas das
imagens.

Essas caracteristicas tornam possivel a avaliacdo do padrdo da
cromatina ou das areas citoplasmaticas selecionadas e fornecem informacdes

quantitativas uteis para o diagndéstico ou progndstico (58,59, 73-82).

1.2.3 Geometria Fractal

Um fractal € 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 biolégicas exibe caracteristicas fractais.

Recentemente, a fractalidade da cromatina de diversos tumores
demonstrou ser fator progndstico da sobrevida (45,58,59,82,83).

Quando temos uma estrutura que nao pode ser descrita,
adequadamente, pela Geometria Euclidiana, podemos estima-la por meio da
determinacao de sua dimensao fractal (80,81,82).

A dimenséao fractal representa o nivel de irregularidade de um fractal;

assim quanto maior a irregularidade de forma, maior é a dimensao fractal (83).
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Outro parametro da dimenséo fractal, o “goodness of fit” ou R? vem
sendo utilizado para avaliar a cromatina nuclear e tem demonstrando utilidade
progndstica e diagndstica entre tumores (45,58,59,82,83).

Para o calculo do “goodness of fit’, a area fractal € estimada pelo
volume/2e (“‘€¢” = o raio, variando entre 1 e 30 “pixels” do elemento de
estruturagdo, nédo plana, em forma de uma bola; em seguida, € calculada a

[{Pegt)

regressao linear em um grafico log-log da area fractal contra “e”, com cada parcela
experimental de 30 pontos. O ponto de distribuicdo € rotacionado de modo que o
declive seja de 45 graus. Entéo, o coeficiente da regressao entre os valores reais
e os valores estimados é calculado (82). Este valor de R? (“goodness of fit”)
caracteriza o ajuste da linha de regressdao e é, portanto, uma estimativa da

qualidade da fractalidade. Um fractal ideal tem um R? = 1. Os fractais reais tém

valores de R? < 1 (82).

1.2.4 Analise Sintatica Estrutural

A Analise Sintatica Estrutural, também chamada “Sociologia Celular”,
quantifica, de modo objetivo, a organizagado das células e das demais estruturas
no tecido (61,62,89,90)

Trés modelos geométricos sao utilizados, para realizar a medigcao e
avaliar a distribuicdo espacial, o Diagrama de Voronoi, o Diagrama de Delaunay e

0 “Minimum Spanning Tree” (MST) (64,65).
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Figura 3 — Exemplo de fractal (88).

O diagrama de Voronoi (Figura 4) é composto por um mosaico de
poligonos. Quando a distribuicdo dos elementos é regular, as areas dos poligonos
nao variam muito; mas, quando ha formacado de grupos variagdes grandes sao

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

d e f

Figura 4 — Exemplo da construcéo de poligonos de Voronoi a partir de

pontos selecionados (91).
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A triangulacdo de Delaunay e o “Minimun Spanning Tree” sao derivados
do diagrama de Voronoi (90). A triangulacdo de Delaunay é obtida, formando-se
tridngulos entre os vizinhos mais préximos; sendo que os vértices dos tridngulos
sao os pontos e, nenhum outro ponto deve estar contido no circulo tracado entre

os trés vértices de cada tridngulo (Figura 5) (92).

Figura 5 - Diagrama de Voronoi (linha tracejada) sobreposto a triangulacdo de

Delaunay (linha cheia). (93)

E o “Minimum Spanning Tree” (MST), arvore geradora minima (Figura
6), conecta todos os objetos (pontos) de forma que a soma do comprimento de

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

Figura 6 — Demonstragdo do “MST” de um conjunto de pontos (92)
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Para a aplicagdo desses 3 métodos, as imagens do tecido tumoral sao
sobrepostas por figuras graficas; tendo, como base, a prévia marcagdo do
posicionamento dos diferentes tipos celulares, dos nucleos e ou das estruturas. A
medicdo com o auxilio dessa sobreposicao € que fornece os dados sobre os
padrdes de distribuigdo celular e sao ferramentas importantes para o diagndstico e

a observagao do comportamento biolégico do tumor (61,63,91).

1.3 Ferramentas Morfométricas na Patologia

A tecnologia de imagem digital tornou-se fundamental para o estudo
das patologias (96). A aquisicéo de imagens de alta qualidade, obtidas com o uso
da camera digital acoplada aos microscopios, € a posterior analise dessas
imagens, com a ajuda de programas computacionais, otimiza a padronizagéo e
minimiza a perda de informac¢des contidas nas células e tecidos (78,92, 97-99).

O papel diagnéstico e progndstico da morfometria tem sido investigado,
principalmente, no que diz respeito a sua aplicagdo em imagens citologicas e
histolégicas (19,55,57,58,72,75,76,77,80,100,101).

Na nossa investigacdo anterior, com o auxilio de programas
computacionais, parametros da textura da cromatina mostraram prever,
independentemente, o tempo de tratamento com sulfato de vincristina necessario
para a remissdo completa do TVTC (45). Na dissertacdo de Scarpelli (64), a
variavel “menor angulo”, obtida a partir do calculo da triangulacdo de Delaunay

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

35



2- OBJETIVOS
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2.0 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Embora o sulfato de vincristina seja um agente quimioterapico que esteja
em uso na medicina humana e veterinaria ha varias décadas, na literatura
consultada, ndo foram encontrados trabalhos contendo avaliagées quantitativas
que demonstrem o remodelamento sofrido pelos nucleos das células do TVTC
no ambito citolégico e ultraestrutural, nem encontramos avaliagbes
morfométricas que demonstrem as alteragcbes ocorridas na tubulina presente
no citoplasma dessas células tumorais, apés o0 uso desse agente
quimioterapico.

Considerando o potencial da andlise de imagens em descrever as
modificagdes nos padrdes estruturais e arquiteturais das células e tecidos, o
objetivo do presente estudo foi avaliar, com o auxilio da morfometria
computacional, o remodelamento promovido nas células do TVTC, apds

tratamento com sulfato de vincristina.

2.2 Objetivos Especificos

1) Relacionar parametros citolégicos das bidpsias pré e pés 1 semana de
tratamento com sulfato de vincristina;

2) Avaliar o padréao ultraestrutural em biopsias do tumor pré e pés 1 semana de

tratamento com sulfato de vincristina;
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3) Avaliar a expressao dos marcadores imuno-histoquimicos tubulina e PCNA
no TVTC nas amostras do tumor pré e pés 1 semana de tratamento com
sulfato de vincristina;

4) Relacionar parametros citolégicos com parametros ultraestruturais e

marcadores imuno-histoquimicos da neoplasia.
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3- MATERIAL E METODOS
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3.0 Material e Métodos

O protocolo da pesquisa estd de acordo com as normas de
experimentagao animal do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal - COBEA
(1988) e foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Campinas (Protocolo n°. 1118-1 e n° 729-2).

O material para o estudo foi recolhido de julho de 2003 até junho de
2006. Cem (100) casos de TVTC naturalmente ocorridos em caninos do municipio
de Taubaté, estado de S&o Paulo, foram incluidos no estudo.

Oitenta e cinco (85) fémeas e 15 machos compuseram o estudo dos
quais 88 caes sem raca definida e 12 caes de racas variadas. Em 98 casos, a
massa tumoral estava localizada na genitalia e 2 casos eram extragenitais.

O volume da massa tumoral variou de 0,02 cm?® e 122 cm?, e a média foi
de 24,15 cm? (desvio padrao: 26,7).

Os caninos recolhidos e tratados pelo Centro de Controle de Zoonoses
de Taubaté os quais, em exame clinico realizado por duas médicas veterinarias
independentes, apresentaram diagnéstico clinico de Tumor Venéreo Transmissivel
Canino, tiveram sua massa tumoral biopsiada em 2 momentos. As bidpsias foram
realizadas com auxilio de “punch” n° 5 (pungdo sem aspiragao) e todos os animais
foram previamente sedados com xilasina e ketamina. A primeira bidpsia ocorreu
previamente a quimioterapia (coleta A) e a segunda biopsia foi realizada 7 dias
apo6s a dose inicial do quimioterapico (coleta B).

A partir desses fragmentos biopsiados, foram realizados “imprints” em

laminas para citologia que foram conservadas em alcool a 70 %. Os fragmentos
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para a avaliagao histolégica foram armazenados em formalina tamponada a 10 %,
para posterior coloragdo e confirmagdo do diagndstico clinico. Nos 30 ultimos
casos de TVTC, as amostras coletadas dos caninos foram também armazenadas
em solugdo Karnovsky, a fim de posterior processamento para a andlise
microscopica ultraestrutural de transmissao.

Os animais receberam soroterapia com solugao fisiolégica e a dose
0,025 mg/Kg de sulfato de vincristina via endovenosa. Semanalmente, quando das
aplicagdes do quimioterapico, os caninos tiveram seus pesos aferidos e sua
classificagao clinica na escala Karnofsky modificada para caes foi anotada (Anexo
1). Além disso, tiveram a massa tumoral medida em 3 eixos com o auxilio de
paquimetro. E o volume da massa tumoral foi calculado através da féormula do

elipsoide.

3.1 Preparagao das amostras

3.1.1 Citologia

Para a microscopia Optica, as laminas contendo os “imprints” citolégicos
fixadas em alcool a 70% foram coradas com hematoxilina durante 60 (sessenta)
segundos. Essas laminas foram entdo passadas em solugcdo de hidroxido de
amonio a 1% para a oxidagao da hematoxilina em hemateina, a fim de conferir
maior estabilidade a acao da luz. A seguir, as laminas foram coradas com eosina
durante 30 segundos, desidratadas e cobertas com laminula no Nucleo de
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de

Campinas (UNICAMP), SP.
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3.1.2 Histologia

O processamento histologico das bidpsias das massas tumorais
consistiu em desidratagdo numa série de alcoois de concentragéo crescente (70%,
90% e absolutos) durante 1 hora cada; diafanizacdo em 2 banhos, de 1 hora cada
em xilol; e, posteriormente, foram feitos 2 banhos de parafina a 60°C de 1 hora
cada. Os fragmentos foram entdo emblocados em parafina, cortados em
espessura aproximada de 4 a 5 mm e fixados em lamina. Tais amostras foram
coradas em hematoxilina e eosina, conforme mesmo protocolo utilizado na
coloragao da citologia no Nucleo de Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas

da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), SP.

3.1.3 Imuno-histoquimica

Para a analise imuno-histoquimica, os blocos de parafina das amostras
de TVTC foram encaminhados ao departamento de Anatomia Patoldogica do
Hospital AC Camargo (S&ao Paulo), onde contruiu-se um “tissue microarrayer” TMA
(Beecher Instruments, Silver Spring, MD). Cilindros de 1Tmm de area das amostras
tumorais foram retirados dos blocos de parafina e transferidos para o bloco
receptor. Nesse bloco, foram dispostas todas as 100 amostras do TVTC coletadas
pré e pdés quimioterapia com vincristina além de outros tecidos diferentes, para
servir como controle a reacao.

O bloco receptor foi cortado em micrétomo rotativo na espessura de 5
um. Esses cortes, colhidos com fita adesiva, foram colados em laminas e essas
submetidas a irradiagao ultravioleta por 30 minutos, sendo entdo imersas em

solugao solvente (TPC) e secadas a temperatura ambiente. Apds a secagem, as
42



fitas adesivas foram retiradas e as laminas imersas em banho de parafina,
armazenadas a vacuo em freezer (-20°C) até a realizagdo das reagdes imuno-
histoquimicas.

As reagdes imuno-histoquimicas foram realizadas pelo método HRP

polimérico livre de biotina (Anexo 2).

3.1.4 Microscopia Eletronica

As 2 amostras pré e pos tratamento de 30 caninos que haviam sido
armazenadas em solugdo Karnovsky foram cortadas em cilindros de 1mm de
diametro, lavadas com tampao de cacodilato de sddio e pés fixadas com tetroxido
de 6smio e cacodilato de sdédio em mesma propor¢gdo durante 2 horas. As
amostras entdo foram lavadas em acetato de uranila a 0,5% e deixadas em
geladeira, imersas em acetato de uranila a 0,5% durante uma noite.

A desidratagdo das amostras foi realizada em imersées consecutivas
de acetona a 30% (30 minutos), acetona a 50% (15 minutos), acetona a 70%
(15minutos), acetona a 90% (15 minutos), acetona anidra (15 minutos), e
novamente, em acetona anidra (15 minutos). Apds esses procedimentos, as
amostras foram dispostas em acetona e resina araldite ha mesma proporcao e
colocadas em rotor durante 2 horas.

As amostras foram incubadas em resina araldite pura, em estufa a 37°C
durante 1 hora. Foram cortadas, depois de 4 dias em fatias ultra-finas, com
navalha de diamante e colocadas em tela. Finalmente, coradas com solugao

contendo chumbo (2,66 g nitrato de Pb, 3,52 g citrato de sodio, 60 ml agua
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destilada e 16 ml NH1 normal) no Laboratério de Microscopia Eletrbnica do

Departamento de Anatomia Patolégica da UNICAMP.

3.2 Analise dos dados

3.2.1. Citologia

Imagens provenientes dos esfregagos citoldgicos de TVTC coradas
com eosina e hematoxilina foram digitalizadas interativamente por unico operador
(MLV), utilizando-se camara digital de alta resolugao (12 “megapixels”), lente
objetiva com aumento de 100 X, em 6leo de imersao, intensidade de luz 7 e tempo
de exposicdo de 200,5 ms no sistema Leica ®DC 500 e software IrfanView,
Microsoft®. As imagens foram salvas sem compactagdo, no formato bitmap

colorido de 24 bits (extensao BMP), com tamanho 1300 x 1030 “pixels”.

As laminas contendo os esfregacos citologicos foram selecionadas
aleatoriamente e realizaram-se até 20 imagens digitalizadas de cada um dos
pares de casos de TVTC pré (coleta A) e pds quimioterapia (coleta B), que
apresentaram bons esfregagos. Tais imagens foram transformadas em tons de

cinza (0 a 255), sendo atribuido o valor 0 a cor negra e 255 a cor branca.

3.2.2 Analise Sintatica Estrutural e Contagem de mitoses e de linfécitos
Imagens provenientes dos cortes histolégicos de TVTC corados com
eosina e hematoxilina foram digitalizadas interativamente por unico operador

(KCS). Para essa digitalizacdo, utilizou-se também cémara digital de alta
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resolucao (12 “megapixels”), lente objetiva com aumento de 100 X, em dleo de
imersao, intensidade de luz 7 e tempo de exposi¢ao de 200,5 ms no sistema Leica
®DC 500 e software IrfanView, Microsoft®. Essas imagens também foram salvas
sem compactagdo, no formato bitmap colorido de 24 bits (extensdo bmp), com
tamanho 1300 x 1030 “pixels”.

Para o calculo da analise sintatica estrutural nas imagens histolégicas,
todos os nucleos das células tumorais foram marcados por mesmo operador
(KCS).

Para o calculo da porcentagem de figuras mitéticas e linfécitos no
tecido, foi realizada contagem manual, por unico observador (MLV), de figuras

mitdticas, de linfocitos, de células tumorais e de outras células.

3.2.3 Imuno-histoquimica

A leitura das laminas marcadas com imuno-histoquimica foi realizada
em microscopio Optico comum, por unico operador (MLV). A aquisicdo das
imagens marcadas com os anticorpos da imuno-histoquimica foi feita com camara
digital, lente objetiva com aumento de 40 X, sistema Leica DC 500 e também
foram salvas, sem compactacéo, no formato bitmap colorido de 24 bits (extensao
BMP), com tamanho 1300 x 1030 “pixels”.

Quanto ao marcador de proliferacdo PCNA, foram realizadas 5 imagens
de cada caso e as células marcadas positivamente, contadas manualmente, por
unico observador (MLV).

As imagens marcadas pela tubulina foram transformadas em 256 graus

de cinza, sendo atribuido o valor 0 ao preto e 255 a cor branca.
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A marcagao da tubulina foi medida computacionalmente conforme
tamanho de agrupamentos pré-definidos, por meio de limiar (“thresholding”).
Foram chamados componentes pequenos os agrupamentos nos quais a tubulina
estava marcada e que tinham tamanho de 25 “pixels” ou menos. Foram chamados
componentes grandes os agrupamentos acima de 25 “pixels” e abaixo do limiar de
128 “pixels”. O componente total calculado compreende toda area pigmentada da

imagem, excluindo somente o nivel de cinza 255 (branco).

3.2.4 Ultraestrutura

A observacdo das imagens da microscopia eletrdbnica também foi
realizada por unico operador (MLV) na UNICAMP, em microscopio Zeiss com
aumentos de 2156 X e 4646 X, a fim de observar e descrever a imagem a partir da

microscopia eletrdnica de transmissao.

Posteriormente, na Universidade Federal de Uberlandia (UFU),
realizou-se pelo mesmo operador (MLV) auxiliado pelo técnico do laboratério da
UFU (ML) a aquisigdo das imagens em microscopio eletrénico de transmisséo
Zeiss EM 109, com camera fotografica digital Olympus 1376 x 1032 “pixels”

acoplada, em aumentos de 3000 X, 7000 X e 20.000 X.

Na UFU, foram adquiridas 30 imagens de cada caso e a analise
morfométrica computacional dos 30 nucleos de cada amostra foi realizada a partir

da selecao da area do nucleo.
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3.3 Analises Morfomeétricas

Para a segmentacgéao interativa dos nucleos, marcagéo dos nucleos nas
imagens, transformag¢ao das imagens em graus de cinza, céalculo da morfometria
classica e textura e calculo das variaveis da analise sintatica estrutural, utilizamos
programas computacionais a serem registrados e que foram desenvolvidos pelo

Dr. Randall Luiz Adam em conjunto com o IC/UNICAMP.

3.4 Analises estatisticas

A distribuicdo das variaveis foi avaliada com o Teste de Kolmogorov —
Smirnov. A comparacao dos valores pré e pos tratamento foi realizada com o
Teste - T dependente ou Teste Wilcoxon (com corregao do erro alfa), conforme a
distribuicao das variaveis.

Foram realizadas correlacbes entre as variaveis utilizando o Teste
Spearman ou Pearson, conforme a distribuicdo dos dados.

A correcgéo do erro alfa foi feita conforme Cross e Chaffin (102).

Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo mesmo operador

(MLV) através do programa Winstat 3.1.
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4- RESULTADOS
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4.0 Resultados

4.1 Alteragoes Nucleares

4.1.1 Citologia

A analise morfométrica foi realizada a partir de 62 pares de casos
de TVTC pré (Figura 7) e pos tratamento (Figura 8) que apresentaram bons
esfregacos. A média de cada variavel nuclear foi obtida por meio de calculo
computacional dos valores de 100 nucleos segmentados (Figura 9) de cada um

dos 62 pares (total: 12.400 nucleos).

Figuras 7 e 8 — Citologia, HE, TVTC pré tratamento (a esquerda) e

TVTC pés quimioterapia (a direita), 1000 X.

Figura 9 — Nucleos de diferentes casos do TVTC segmentados.
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As médias das variaveis que foram significantes apds o calculo da

distribuicdo Kolmogorov-Smirnov e teste T dependente estdo dispostas na

tabela 1.

Tabela 1: Citologia nuclear — Teste T dependente, variaveis significantes

com distribuicdo normal.

Variavel Diferenca entre
Morfométrica p Média A Média B AeB
Area nuclear (Mm?) p<0,001 43,93 39,70 4,23
Perimetro 4 (um?) p<0,001 2,08 1,96 0,12
Maior Corda (um) p<0,001 0,54 0,51 0,03
Média do Diametro p<0,001 0,36 0,34 0,02
Transverso (um)
Tonalidade dos p<0,001 -1216,14 -355,27 - 860,87
Agrupamentos
Densidade Optica 0,0015 6568,77 5959,68 609,09
Integrada
DiametroTransverso 0,0052 43,41 39,49 3,92
Maximo
(Mm)
“Goodness-of-fit” 0,0032 0,99985 0,99986 -0,00001

A andlise estatistica demonstrou que as médias das variaveis que

representam tamanho (area, perimetro, maior corda) e forma do nucleo (maior

corda, didmetro médio transverso e didmetro maximo transverso) diminuiram

apos a primeira dose de tratamento e sao estatisticamente diferentes para as

condigdes pré e pos a terapia com sulfato de vincristina (Tabela 1).
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Quando analisamos as médias das variaveis significantes da
textura nuclear, obtivemos que a variavel da matriz de co-ocorréncia, chamada
tonalidade dos agrupamentos (“cluster shade”), aumentou entre a coleta A e B
(levando em conta que esta é uma variavel negativa). Outra variavel da textura
nuclear, a densidade optica integrada, diminuiu. A variavel “goodness of fit,”
obtida com o método de calculo 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 tém
0 nucleo de arredondado a ovalado e nucléolo evidente. As células do TVTC
observadas possuiam quantidade variavel de mitocdndrias dispersas no
citoplasma. Observamos também grande quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso (Figuras 10 a 14).

Em 25 casos do TVTC, os cortes obtidos na coleta pré
quimioterapia (coleta A) apresentaram células tumorais para a aquisi¢do de
imagem (Figura 13). Na coleta pds quimioterapia (coleta B), somente 7 casos
apresentaram células tumorais nos cortes preparados para a microscopia
eletrénica (Figura 14).

Quando comparamos as médias das variaveis morfométricas
calculadas a partir da area nuclear entre os 7 pares de amostras pré (coleta A)
e pos tratamento (coleta B), dimensao fractal, energia e segundo momento

diagonal da imagem nuclear apresentaram p < 0,10 (Tabela 2).
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Tabela 2 — Ultraestrutura nuclear — Teste T dependente, variaveis significantes com

distribuigdo normal.

Variavel Diferenga entre
Morfométrica o] Média de A Média de B AeB
Dimenséao Fractal 0,10 2,43 2,45 0,02
Energia 0,09 2,54 e+5 2,83 et5 0,31 et5
Segundo Momento 0,07 7,01 7,59 -0,58

Diagonal

72201

7 80 kV|3000 x

Figura 10 — Tumor Venéreo Transmissivel Canino, ultraestrutura de

transmissao, 3.000 X.
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EBO KV|7000 x — o um—

Figura 11 — Tumor Venéreo Transmissivel Canino, ultraestrutura de transmissao, 7.000 X,

N=nucleo, Nn=nucléolo, Ca=carioteca, C=citoplasma, MP=membrana plasmatica,

M=mitocondria.

Figura 12 - Area nuclear selecionada.
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Figuras 13 e 14 — TVTC pré quimioterapia (a esquerda) e TVTC pds quimioterapia (a direita),

ultraestrutura de transmissao, 7000 X.

4.1.3 Antigeno de Proliferagao Nuclear

As células do TVTC mostraram marcacéo de intensidade moderada
pelo Antigeno de Proliferagdo Nuclear (PCNA) (Figura 15). Realizamos a
contagem visual das células marcadas positivamente em 70 casos pré
quimioterapia e em 21 casos pds quimioterapia.

A média da porcentagem de células positivas pré tratamento foi de
70% e a média da porcentagem de células positivas pés tratamento foi de 83%.
Na analise estatistica (teste T dependente), foram avaliados 21 pares e nao
encontramos diferenga significante entre a marcagdo do PCNA pré e pos

quimioterapia (p = 0,69).

4.1.4 Contagem de figuras mitéticas
A contagem de figuras mitéticas foi realizada nas l|aminas
histolégicas coradas em HE pré e pds quimioterapia (Figura 16). A média da

porcentagem de mitoses em relagéo as todas as células no tecido aumentou de
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0,5% para 1,1% pos tratamento, porém nao houve diferenga significante apds o

teste Wilcoxon (p=0,09).

Figura 15 — Imuno-histoquimica, TVTC, anticorpo anti - PCNA, 1000 X,

P=marcacéo positiva, N=marcacao negativa.

.

Figura 16: Figura Mitética, HE, aumento 1000X
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4.2 Alteragoes Citoplasmaticas

4.2.1 Tubulina

A aquisicdo das imagens marcadas com tubulina foi realizada em
89 pares (pré e pos 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). Apos a transformagao das imagens adquiridas em graus de
cinza (Figura 18), foram calculadas as variaveis morfométricas e
densitométricas pré (Figura 19) e p6és uma dose do quimioterapico vincristina
(Figura 20). As médias dessas variaveis que, apos o calculo da distribuicao
Kolmogorov-Smirnov, foram significantes no Teste T dependente e Wilcoxon

estao dispostas nas tabelas 4 e 5.

Figuras 17 e 18 — Imuno-histoquimica, marcagdo Tubulina, 1000X (a esquerda) e imagem

transformada em graus de cinza (a direita).

O numero de Componentes (n°® Comp.) pequenos, n° Comp. Total,

area dos Comp. Grandes e area dos Comp. Total, tamanho da area dos Comp.
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Grandes por componente Grande, tamanho da area dos Comp. Total por
componentes, soma dos niveis de cinza dos Comp. Total, soma dos niveis de
cinza dos Comp. Grandes, entropia e segundo momento diagonal diminuiram
apos a primeira dose de tratamento (Tabela 3). Enquanto as varidveis energia,
homogeneidade local, tonalidade dos agrupamentos (cluster shade), “goodness
of fit" e segundo momento angular aumentaram apdés uma semana do
tratamento quimioterapico e foram diferentes estatisticamente entre as coletas

A e B (Tabelas 3 e 4).

Figura 20 — Imuno-histoquimica com Tubulina, pds tratamento, 1000 X.
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Tabela 3: Imuno-histoquimica para Tubulina, Teste T dependente, variaveis morfométricas

significantes.

Variavel Diferenca entre
Morfométrica o] Média A Média B AeB
Numero de Componentes 0,01 784,32 680,65 103,67
(N Comp.) Pequenos
N Comp. Total 0,03 870,03 773,24 96,79
Area dos Comp. Grandes 0,001 2027,77 1535,95 491,82
(G) (um?)
Area Total por Comp. 0,001 2032,24 1540,1 492,14
(Mm?)
Tamanho da Area G por p<0,001 32,91 18,66 14,25
Comp. (um?)
Tamanho da Area Total 0,003 2,22 1,71 0,51
por Comp. (um?3)
Soma dos Comp. Total p<0,001 4,21 e+7 3,19 e+7 1,02 e+7
Soma dos Comp. G p<0,001 419 e+7 3,18 e+7 1,01 e+7
Entropia 0,01 10,81 10,38 0,43
Energia 0,04 130521 139275 -8754
Homogeneidade Local p<0,001 0,42 0,46 -0,04
“Cluster Shade” p<0,001 -1,43 e+05 -2,54 e+05 -1,11e+5
Dimensao Fractal p<0,001 2,26 2,24 0,02
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Tabela 4 — Imuno-histoquimica Tubulina, Teste Wilcoxon, variaveis morfométricas

significantes.

Variavel o] V4 Media A Media B Diferenca entre
Morfométrica AeB
“Goodness of fit” p<0,001 -3,857 0,99703 0,99735 -0,00032
Segundo
Momento Angular p<0,001 -3,819 2,66 e-3 4,60 e-3 -1,93 e-3

4.2.1.1 Tubulina e Volume da massa tumoral

O volume da massa tumoral dos 100 caninos mostrou diferenca
estatisticamente significante no teste T dependente (p<0,001). A média pré
quimioterapia foi 24,15 cm? e, pdés quimioterapia foi 10,53 cm3.

Quando realizamos a correlagdo Spearman das variaveis
morfométricas significantes da tubulina e o volume da massa tumoral,
obtivemos que todas as variaveis exibem correlagdo significante (p<0,025),

com excecgao da variavel tonalidade dos agrupamentos (“cluster shade”).

4.2.1.2 Variaveis da Tubulina e Nucleo

Quando realizamos a correlagdo Spearman das variaveis
morfométricas significantes obtidas através do nucleo das células do TVTC
com as respectivas variaveis obtidas na morfometria da marcacao
citoplasmatica da tubulina, obtivemos que as variaveis area, perimetro, maior
corda, média do didmetro transverso, diametro transverso maximo e “goodness

of fit” exibem correlagédo significante (p<0,025). Somente as variaveis
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tonalidade dos agrupamentos (“cluster shade”) e densidade Optica nao

apresentam correlacao significante.

4.3 Alteragoes estruturais

Quanto as variaveis mensuradas da analise sintatica estrutural, o
numero (n°) de nucleos por imagem, n° de triangulos por imagem, n° de
vértices do “Minimum Spanning Tree” por imagem foram diferentes
estatisticamente e diminuiram (Tabela 5). Ja a distancia entre os vértices,
maiores angulos e menores angulos da triangulagdo de Delaunay aumentaram

apo6s 1 semana do tratamento (Tabela 5 e 6).

Tabela 5 — Analise Sintatica Estrutural, variaveis com distribuicdo normal, Teste T dependente,

variaveis morfométricas significantes.

Variavel Diferenca
Morfométrica p Meédia A Média B entre AeB
Numero (N°) de p<0,001 51,84 29,24 22,6
Nucleos porimagem
N° de Triangulos por p<0,001 79,42 41,39 38,03
imagem
N° de Vértices do p<0,001 50,83 28,27 22,56

“Minimum Spanning
Tree” por imagem

Distancia entre os p<0,001 8,78 12,31 -3,53
Vértices
Maiores Angulos p<0,001 120,36 126,21 -5,85
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Tabela 6 — Anadlise Sintatica Estrutural, variaveis morfométricas significantes, com distribuicao

nao gausiana, Teste Wilcoxon.

Variavel Diferenga
Morfométrica p Média A Média B entre AeB
Menores Angulos p<0,001 48 52,80 -4.8

4.4 Linfécitos infiltrantes

A contagem de linfocitos foi realizada nas laminas histologicas
coradas com HE (figura 21). Observamos que a média da porcentagem de
linfocitos infiltrantes aumentou de 11,2% para 31,4% apds o tratamento, e foi
estatisticamente diferente apdés o teste Wilcoxon entre as coletas pré e pos

quimioterapia (p<0,001).

Figura 21- Linfécitos infiltrantes (setas), HE, aumento 1000X.
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4.6 Panorama Geral do Remodelamento

Tabela 7: Panorama das Alteracdes Celulares pds tratamento com sulfato de

vincristina.
Variaveis Citologia Histologia
Nucleo Citoplasma — Tubulina
Tamanho ! | agrupamentos Grandes
IOD / OD=soma dos ! !
niveis de cinza
“Cluster Shade” ! 1
Entropia - !
Energia - 1
Homogeneidade e - 1
Segundo Momento
Angular
Dimensao Fractal - !

“Goodness of fit”

1 - aumento; | - diminuigao; “-“ ndo houve diferencga significante

Tabela 8: Panorama das Altera¢des Teciduais pds tratamento com sulfato de

vincristina.

Alteragcoes Teciduais Pés Tratamento
N° nucleos por imagem !
N° de tridngulos por imagem !
Distancia entre os vértices dos tridngulos 1
Menores angulos i
Maiores angulos 1
Porcentagem de Mitoses 1
Porcentagem de Linfécitos 1

1 - aumento; | - diminui¢édo
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5- DISCUSSAO

63



5.0 Discussao

5.1 Volume da massa tumoral

Quanto a diminuicdo do volume da massa tumoral de quimioterapia
com vincristina, Gonzalez et al. (48) relataram a diminuigdo de 50% do volume da
massa tumoral apés 1 semana do tratamento de 16 cdes com TVTC, utilizando a
dose 0,7 mg/m? de sulfato de vincristina.

No entanto, o resultado da nossa pesquisa demonstrou que, nesse
mesmo periodo de tempo, uma dosagem menor de vincristina (0,025 mg/kg
equivalente a 0,5 mg/m?), j& empregada pela grande maioria dos autores, é
suficiente para uma maior diminui¢do do volume da massa tumoral.

Marino et al. (44) também haviam relatado que o tratamento quinzenal
com a mesma dose de sulfato de vincristina poderia ser suficiente para a remissao
completa do TVTC nos casos em que nao houvesse possibilidade do tratamento
semanal, no entanto ndo apresentaram o estudo comparativo da porcentagem de

reducdo do volume da massa tumoral apds 1 dose do tratamento, como fizemos.

5.2 Analise Sintatica Estrutural

Quanto ao remodelamento ocorrido em nivel tecidual, nossa pesquisa
revelou que o numero de nucleos marcados por imagem para o calculo da analise

sintatica estrutural diminuiu 40% apés o tratamento.
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Observamos que parametros da analise sintatica estrutural foram
modificados. Houve a diminuicdo do numero de tridngulos de Delaunay, o
aumento da distancia entre os vértices dos tridngulos de Delaunay e o aumento
dos angulos menores e maiores dos triangulos formados.

Tal panorama de alteracdes nos leva a conclusao de que a densidade
populacional das células do TVTC diminuiu no tecido apés uma dose do
tratamento, ja que os nucleos diminuiram em numero e ficaram mais distantes
entre si. Esses resultados estdo de acordo com o exposto por Nak et al. (42), em
que o numero de células tumorais caracteristicas do TVTC diminui, drasticamente,
utilizando-se a técnica “swab” apds cada semana de tratamento.

A andlise da estrutura sintatica € uma ferramenta objetiva que vem
sendo utilizada com sucesso, tanto como método auxiliar no diagndstico
diferencial (89,94,103), como para avaliar a agressividade de tumores
(65,104,105); e, no nosso caso, ela foi capaz de revelar, de modo objetivo, o

remodelamento ocorrido em nivel tecidual com o tratamento do TVTC.

5.3 Células linfocitarias, Mitoses e PCNA

Em nosso trabalho, encontramos aumento significante de 24,81% na
porcentagem dos linfécitos infiltrantes apds o tratamento do TVTC. Esse achado
esta de acordo com Gonzales et al. (48) e Mukaratirwa et al. (28) que também
encontraram aumento significante nos linfocitos infiltrantes da massa tumoral do

TVTC na fase regressiva.
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Enquanto, no estudo de Chu et al. (4), o numero de figuras mitéticas foi
muito inferior na fase regressiva; em nosso estudo ndo constatamos diferenca
significante na porcentagem de mitoses pré e pos tratamento quimioterapico.
Convém ressaltar que os resultados descritos por Chu et al. (4) foram obtidos a
partir da transplantacdo do TVTC no subcutaneo de caes saudaveis, em
condicbes experimentais; diferentemente dos nossos resultados, os quais foram
observados a partir de tumores naturalmente ocorridos.

Madewell (106) revisou a literatura veterinaria quanto aos marcadores
de proliferacao celular e pode observar que a marcagao do PCNA foi util como
ferramenta progndstica em tumores mamarios caninos e felinos, em meningiomas
caninos, em carcinomas de células escamosas de felinos e equinos e em
carcinomas perioculares de equinos; enquanto, ndo se mostrou util em prever o
comportamento dos linfomas em caninos, felinos e equinos.

Rhind (107) relatou que os resultados da marcagdo do PCNA em
tumores caninos apresentaram variagcbes e que esse anticorpo foi utilizado com
sucesso em mastocitomas caninos, enquanto, em tumores melanociticos, nao
apresentou bons resultados.

O PCNA apresentou moderada marcacdo em nosso trabalho sendo
possivel quantifica-la em 21 pares. E ndo observamos diferengas estatisticamente
significantes na porcentagem de células marcadas pré e pds tratamento.

Chu et al. (4) encontraram alta porcentagem de células PCNA positivas
na fase progressiva do TVTC, utilizando o mesmo clone (PCNA, PC-10, Dako®)
de nossa pesquisa; porém nao informaram, a diluicho do marcador que

empregaram.
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Mesmo tendo somente 21 pares em que houve marcacdo adequada do
PCNA, a amostragem seria suficiente para a deteccao de diferenga relevante
entre 0s grupos, caso ela existisse, ja que utilizamos o Teste T pareado, no qual o
numero de elementos por grupo € consideravelmente menor, quando comparado
aos testes estatisticos nao pareados.

Ainda, quanto aos resultados obtidos na porcentagem de mitoses e
marcacdo do PCNA, ndo podemos deixar de considerar as alteragcdes do
metabolismo e da atividade proliferativa das células neoplasicas durante o periodo

de 1 semana apés a infusdo da quimioterapia que antecedeu a segunda bidpsia.

5.4 Alteragoes Nucleares

5.4.1 Analise quantitativa — Microscopia 6ptica

A anadlise computadorizada de imagens de nucleos contribui muito para
o diagndstico diferencial e a avaliagado do prognostico na patologia humana (82,83,
108-113). Isso também é valido na patologia veterinaria (100,101,114,115-120).

Waldemarin et al. (55) observaram diferenca significante entre a area e
o perimetro dos nucleos do TVTC, histiocitoma e mastocitoma.

Observamos que o0s nucleos das células do TVTC ficaram menores
apods o tratamento realizado por nés. Em células tumorais mais agressivas, outros
pesquisadores encontraram nucleos com valores mais elevados na area, no
perimetro e no didametro (101,121).

A densidade optica integrada (IOD) determina de modo quantitativo a

absorcao de luz, ou seja, ela mede a absorbancia em determinada area (122).
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West et al. (123) relataram que a variavel IOD foi diferente entre adenocarcinoma
“in situ” e o adenocarcinoma invasivo da ceérvix.

Na literatura internacional consulta n&o encontramos estudos
comparativos da 10D pré e pds tratamento. Apds a quimioterapia, a I0OD do nucleo
do TVTC diminuiu, portanto, os nucleos ficaram mais escuros, ja que foram
atribuidos aos niveis de cinza da imagem os valores 0 para a transmitancia 0% e
255 para a transmitancia 100 %.

A textura nuclear avaliada pelo calculo das variaveis da matriz de co-
ocorréncia nos revelou que a tonalidade dos agrupamentos (“cluster shade”)
encontrados no nucleo diminuiu.

Ainda quanto ao nucleo, a variavel “goodness of fit” aumentou. Na
dissertacdo de Valladao (45), a analise Cox multivariada demonstrou que a area
nuclear, o “goodness of fit” e a época do ano de inicio do tratamento sao variaveis
que, independentemente, prevéem o sucesso da terapia com sulfato de vincristina
em caes com TVTC.

Ferro et al. (82) observaram que pacientes humanos com mieloma
multiplo apresentando nucleos de células tumorais com valores menores de
“‘goodness of fit" demonstraram um pior prognostico de sobrevida. Tal resultado
também foi encontrado em pacientes humanos com leucemia linfoblastica aguda
(113).

A arquitetura fractal € habil em diferenciar a heterocromatina da
eucromatina. A eucromatina apresenta maior dimensdo fractal e superficie
descrita como mais aspera. Quanto menor a dimensao fractal da heterocromatina

mais suavidade € relatada. Tumores que apresentam rearranjo mais complexo da
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cromatina, nos quais ha mistura de regides de cromatina de diferentes densidades
(claras e escuras) tém prognédstico pior. Tal rearranjo equivale a uma maior
dimenséo fractal na anédlise de imagem computadorizada (124).

Diante das mudancas encontradas na textura nuclear do TVTC pods
tratamento, sugerimos que tais alteragdes refiram-se a uma diminuicdo da

agressividade do tumor.

5.4.2 Analise quantitativa - Ultraestrutura

Das amostras coletadas de TVTC para a analise ultraestrutural, 25
casos pré quimioterapia apresentaram células tumorais adequadas a aquisi¢ao de
imagens; porém, na coleta realizada pds quimioterapia, somente 7 casos
(aumento de 7000 X) continham células tumorais nas amostras. A agdo do
quimioterapico diminuiu a densidade de células tumorais na massa. Além disso, o
numero reduzido de células tumorais nas amostras da microscopia eletrbnica
deveu-se também a espessura dos cortes, que sao ultrafinos.

Devido a pequena amostra pareada, houve uma reducdo imensa do
poder estatistico. A fim de compensar essa perda, definimos excepcionalmente o
limiar para o nivel de significancia como 0,10. Entdo consideramos que as
variaveis energia, segundo momento diagonal e dimensao fractal tiveram
diferencgas significantes (p<0,10), quando comparadas pré e pos tratamento.

O segundo momento angular e a energia avaliam a homogeneidade do
nucleo e ambas variaveis aumentaram apos o tratamento na imagem nuclear
obtida da microscopia eletrénica. Houve, portanto, aumento da homogeneidade

entre os tons de cinza da imagem. No entanto, a dimensao fractal aumentou apés
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o tratamento, o que pode significar maior variagao dos eventos e menor

organizagao, embora os tons de cinza estejam mais homogéneos.

5.5 Alteragoes Citoplasmaticas

5.5.1 Tubulina

Segundo Bernard-Marty et al. (125), os microtubulos sdo compostos de
heterodimeros de tubulina (uma molécula alfa e uma beta) além de proteinas
associadas (MTAPs). Todos os microtubulos contém diferentes proporgbes de
isotipos e se ligam a uma grande variedade de MTAPs. S&o identificados 8
isotipos de beta tubulina. O isotipo Il (125) e o isotipo Il tém sido investigados
amplamente quanto ao seu potencial preditivo da resposta ao tratamento (126-
133). Quanto a alfa tubulina, ndo encontramos, na literatura consultada, trabalhos
que avaliem o remodelamento celular apds o uso de agentes quimioterapicos ou
seu potencial preditivo da resposta ao tratamento quimioterapico.

Neste trabalho, mensuramos computacionalmente a marcacdo da
tubulina no citoplasma em relagdo aos agrupamentos formados. Foram chamados
de componentes pequenos o0s agrupamentos que possuiam tamanho de 25
“pixels” ou menos. Foram chamados componentes grandes os agrupamentos
acima de 25 “pixels” e abaixo do limiar 128 “pixels”. O componente total
compreendeu toda a area pigmentada da imagem, excluindo somente o nivel de

cinza 255 (branco).
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5.5.2 Morfometria classica

O numero de componentes pequenos (784,32 - 680,65) e o numero
total de componentes (870,03 - 773,24), a area dos componentes grandes
(2027,77 ym? — 1535,95 um?) e a area total dos componentes (2032,24 um? -
1540,1 uym?), além do tamanho da area dos componentes grandes (32,91 ym? -
18,66 um?) e tamanho da area total dos componentes (2,22 um? - 1,71 um?
marcados com tubulina diminuiram significantemente apds a primeira dose do
tratamento.

Ao observar o numero de agrupamentos pequenos e totais, notamos
que o numero de agrupamentos grandes foi menos numeroso e ndo mudou
significantemente apds o tratamento. No entanto, os componentes grandes,
apesar de nao mudarem em numero apods o tratamento, tiveram seus tamanhos
diminuidos significantemente. Portanto, €& provavel que eles tenham sido
fragmentados e diminuidos, passando a compor o agrupamento pequeno apés o
tratamento. Esses agrupamentos grandes de tubulina tiveram sua area média
diminuida de 32,91 ym? para 18,66 um? apoés o tratamento.

Tais resultados apontam para a acao de ruptura dos microtubulos,
provocada pela vincristina, levando-os a fragmentagdo, como descreve a literatura

consultada (37-39, 49-51).

5.5.3 Textura
Na analise da textura das areas marcadas pela tubulina, encontramos a

tonalidade dos agrupamentos (“cluster shade”) aumentada apds o tratamento.
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A soma de todos os niveis de cinza dos componentes grande e total
(correspondentes a densidade O6ptica) diminuiu apds a quimioterapia, revelando
que as areas 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
marcacgao no citoplasma.

Outras variaveis que avaliam a organizagdo da textura sao energia e
entropia. A energia aumentou nas areas de tubulina das imagens, o que também
indica maior uniformidade dos eventos. A entropia diminuiu apds a quimioterapia e
ela nos fornece dados da dispersdo dos niveis de cinza, portanto € mais um
indicativo de que houve menor alternancia entre os tons de cinza apés o
tratamento.

Assim como no nucleo, na area marcada pela tubulina, observamos que
houve diminuicdo da dimensao fractal e aumento da organizagdo nessas areas,
pois a variavel “goodness of fit” aumentou.

A marcagao imuno-histoquimica tem importante papel no diagndstico de
diversos tumores (134). No entanto, a avaliacdo e mensuragdo da marcagao
imuno-histoquimica sao bastante subjetivas e nem sempre exequiveis. A
mensuragdao com o uso de ferramentas computacionais avalia objetivamente
essas marcagoes.

Ferreira (135) comparou marcadores imuno-histoquimicos nucleares
em lesdes foliculares da tiredide de humanos e tanto a variavel derivada da matriz
de co-ocorréncia (energia) quanto o grau de aproximacado da dimensao fractal

(“goodness of fit”) demonstraram diferencas entre as lesdes benignas e malignas.
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Nao encontramos, na literatura consultada, trabalhos que tenham
avaliado a textura da marcacgao de tubulina nas células tumorais.

Apos o uso do quimioterapico sulfato de vincristina nas células do
TVTC, observamos quanto a tubulina que as areas marcadas diminuiram em
numero e tamanho, além de apresentarem imagens mais absortiveis, com menor
variagao entre a tonalidade da marcag&o e maior organizagao.

Encontramos correlagcdo significante entre a diminuicdo da massa
tumoral e as variaveis significantes da tubulina, o que nos leva a crer que exista
relagdo entre a regressao do tumor e as alteragdes observadas nos microtubulos.

No citoplasma das células do TVTC, encontramos alta correlagédo entre
as variaveis da morfometria nuclear da citologia e as alteragdes da tubulina.
Segundo Bloom (136), os microtubulos estdo relacionados com a cromatina.
Histonas desacetiladas podem transitar da cromatina para o microtubulo (136).
Essas observagdes de Bloom (136) podem explicar o fato de termos encontrado

alteracdes tanto na cromatina quanto na tubulina.

5.6 Perspectivas futuras

O remodelamento descrito em nosso trabalho, no nucleo das células do
TVTC e na tubulina presente no citoplasma, abre caminho para diversas novas
pesquisas. Tais alteracbes podem ser futuramente avaliadas como ferramentas
prognosticas da sobrevida dos animais e ou como ferramentas preditivas da

resposta ao tratamento.
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A classificagdo dos tumores conforme os 3 tipos citomorfolégicos
podera ser feita, comparada com os dados morfométricos e incluida
eventualmente em estudos progndsticos.

Pesquisas com outros marcadores imuno-histoquimicos como os da
proliferagcdo (AgNOR, Ki-67), da apoptose (BCI-2, BCI-X), de componentes do
estroma e de componentes da matriz extracelular (vimentina, “tenascin’,
“hialuronan”), da imunidade celular (NK, Linfocitos T citotdxicos) e de antigenos de
histocompatibilidade (MHC) poderdo complementar os resultados obtidos e
elucidar o papel desses na regressdo do tumor e na resisténcia ao agente

quimioterapico.
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6- CONCLUSAO
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6.0 Conclusao

Apods uma semana da quimioterapia com sulfato de vincristina, ha
reducdo do tamanho do tumor, da densidade celular, e remodelamento do nucleo
e da estrutura da tubulina no citoplasma.

A intensidade das alteragcdes da tubulina acompanha as alteragdes do
nucleo e do volume da massa tumoral.

A porcentagem de linfécitos infiltrando a massa tumoral aumentou apés
o tratamento.

A porcentagem de mitoses e a marcagdo imuno-histoquimica do
antigeno de proliferagao celular (PCNA) ndo mostraram alteragbes apos 1 dose de
tratamento.

As alteracdes encontradas na textura dos nucleos apds o tratamento
séo semelhantes as encontradas em tumores com menor agressividade.

O tratamento com sulfato de vincristina induziu a diminuicdo da
quantidade de tubulina presente no citoplasma.

As alteracdes observadas no nucleo e na tubulina somente puderam ser
detectadas e descritas por meio da andlise computacional das imagens
digitalizadas.

Trabalhos futuros poderdao elucidar se o remodelamento ocorrido no
nucleo e na tubulina tém influéncia na resposta ao tratamento quimioterapico e ou

na sobrevida dos animais tratados.
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Anexo 1: Escala de Desempenho Karnofsky adaptada para caninos (CKS)

Karnofsky score in

Score h L Karnofsky score adapted for dogs (CKS)

uman medicine

100 Normal, no complaints, no Normal activities of daily living (ADL), no clinical
evidence of disease. evident alterations even with the presence of a

small asymptomatic tumor.

90 Able to carry on normal activity: Normal ADL, one organ with localized
minor symptoms of disease. accompanaying disease of minor importance.

80 Normal activity with effort: some Normal ADL, two organs with localized
symptoms of disease. accompanying disease of minor importance.

70 Cares for self: unable to carry on At least one organ with accompanying disease of
normal activity or active work. major importance. Mild letargy over baseline

(letargy grade 1); normal appetite.

60 Requires occasional assistance At least one organ with accompanying disease of

but is able to care for needs. major importance. Moderate lethargy causing
some dificulty with performing ADL (letargy grade
2). Slightly decreased appetite and normal water
intake.

50 Requires considerable assistance At least one organ with accompanying disease of
and frequent medical care. major importance. Letargy grade 2. Moderately

decreased appetite, normal water intake.

40 Disable: requires special care and Severely restricited in ADL. Ambulatory only to the
assistance. point of performing ADL (letargy grade 3). Severly

decreased appetite. Spontaneous water intake
slightly reduced, but without clinical signs of
dehydration.

30 Severely disabled: hospitalization, Letargy grade 3. Animal still stands up
death not imminent. spontaneously and remains standing for a while;

restrainment necessary during examinations or
therapy. Severly decreased appetite and
spontaneous water intake, clinical signs of
dehydration.

20 Very sick, hospitalization Disabled, must be force fed and helped to perform
necessary: active treatment ADL (letargy grade 4). Remaining most of the time
necessary. in lateral decubitus and stands up only for

defecation or urination; slight restrainment for
examination or treatment still necessary.

10 Moribund, fatal processes Absent ADL, dog remains constantly in lateral
progressing rapidly. decubitus, even during defecation or urination;

restrainment no longer necessary for examination
or treatment, moribund.

0 Death. Death.

Publicado em: Arg. Bras. Med. Vet. Zootec. 2010, 62 (5): 1086-1093.
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Anexo 2: Reag6es Imuno-histoquimicas

As reacbes imuno-histoquimicas foram realizadas pelo
Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital AC Camargo (Sao Paulo)
por meio do método HRP polimérico livre de biotina. As laminas foram
desparafinadas em estufa a 60°C (24 horas) e entdo imersas em xilol a 60°C
(20 minutos), xilol a temperatura ambiente (20 minutos), etanol a 100% (30
segundos), etanol a 95% (30 segundos), etanol a 70% (30 segundos) e,
finalmente, lavadas em agua corrente e destilada.

Para a recuperagdo antigénica, as laminas foram imersas em
pressao, com solugado tampao citrato 10mM em pH 6.0 pré-fervida (4 minutos
apos pressurizagao).

As laminas foram entdo lavadas em agua corrente e destilada. O
blogueio da peroxidase endogena foi realizado, utilizando-se agua oxigenada a
3% em 3 trocas (10 minutos cada) e as laminas foram novamente lavadas em
agua corrente e agua destilada.

Foi feita lavagem com solugdo salina tamponada, com fosfatos
(PBS-phosphate buffered saline) 10mM, pH 7.4 (5 minutos) e entdo as laminas
foram incubadas em camara Uumida, com os anticorpos primarios diluidos
(Tabela 9) em tampao PBS, contendo albumina bovina (BSA) a 1% (Sigma,
cod # A9647, EUA) e azida sddica a 0,1% (18 horas a 4°C).

Realizou-se a incubagao com “Post Primary Block” (NovoLink Max
Polymer cod # RE7260-k, Reino Unido) durante 30 minutos, a 37° C, a lavagem

com tampéo PBS (3 trocas, 3 minutos cada) e fez-se a incubagdo com o
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NovoLink Polymer (30 minutos a 37° C) e fez-se a lavagem em tampao PBS (3
trocas, 3 minutos cada) novamente.

As laminas foram posteriormente incubadas em solugdo substrato
3,3’ Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) (Sigma, cod# D-5637, EUA); 1
mL de Dimetilsulféxido (DMSO), 1 mL de agua oxigenada a 6% e 100 mL de
PBS a 37°C (5 minutos). E essas, lavadas em agua corrente e em agua
destilada por 3 minutos, contracoradas com hematoxilina de Harris durante 1
minuto, lavadas em agua corrente e destilada e imersas 2 vezes em agua
amoniacal (hidroxido de amoénio a 0,5%), lavando-se, novamente, em agua
corrente e destilada.

A desidratacdo das laminas foi feita, utilizando-se etanol a 80% por
30 segundos, etanol a 95% por 30 segundos, etanol a 100% por 30 segundos,

duas vezes seguidas, e xilol por 30 segundos, 4 vezes seguidas.

Tabela 9: Marcadores imuno-histoquimicos avaliados

Marcador Diluicao Clone Fabricante
Tubulina (alfa Ab -2) 1:1000 DMA-1 Neomarkers
PCNA 1:7.500 PC-10 Dako
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