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RESUMO

O tumor venéreo transmissivel canino (TVTC) é uma neoplasia transmitida por
transplantacdo. A quimioterapia com injecoes semanais de sulfato de vincristina até
remissao completa, é considerada bastante efetiva, mas o tempo de tratamento pode variar.
O objetivo do nosso trabalho € apurar quais dados clinicos e morfologicos, obtidos por meio
da andlise da estrutura sintatica do tecido (AES), no momento do diagnéstico, podem
prever a resposta do TVTC a quimioterapia com vincristina. Cem (100) ciaes com TVTC
compuseram este estudo prospectivo (85 fémeas e 15 machos). Somente dois tinham sitio de
localizacio extragenital, o peso médio dos animais foi de 13,2 kg e a idade média 4,4 anos.
Os animais foram tratados com sulfato de vincristina (0,025mg/kg), a intervalos semanais,
até o desaparecimento completo do tumor macroscopicamente. O nimero médio de
aplicacoes foi de 5,4. O tempo até a remissao completa foi registrado. O modelo de Cox
multivariado indicou que tumores maiores, idade avancada, inicio do tratamento nos meses
quentes foram fatores preditivos desfavoraveis, independentemente, retardando a remissao
clinica completa, enquanto que sexo, peso, status de animal com proprietario e raca nao
tiveram valor preditivo. Das varidveis da sociologia celular, obtidas pela Analise da
Estrutura Sintatica, aplicadas ao modelo de Cox multivariado, a média do angulo minimo
foi preditiva para a cura, sendo que o maior dngulo minimo foi favoravel a uma remissao

mais rapida do TVTC.
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ABSTRACT

The canine transmissible venereal tumor (CTVT) is a neoplasm transmitted by transplantation.
Monochemotherapy with weekly injections of vincristine until complete clinical remission.is
considered to be very effective, but treatment time may vary. The aim of our study was to find
which clinical and syntactic structure analysis data at diagnosis could predict the responsiveness
of the CTVT to vincristine chemotherapy. 100 dogs with CTVT entered this prospective study
(85 females and 15 males). The tumor mass location was out of genital sites in two cases, the
average weight of the dogs was 13,2 kg and the mean age was 4,4 years. They received 0,025 mg
of vincristine sulphate weekly up to complete macroscopic remission. The animals were treated
with vincristine sulphate (0.025 mg/kg) at weekly intervals until the tumor had macroscopically
disappeared. We recorded the time until complete remission. A multivariate Cox regression
model indicated that larger tumor masses, increased age and therapy during hot months were
independent significant unfavourable predicate factors retarding complete clinical remission,
whereas sex, weight, status as owned dog or breed were of no predictive relevance.

Among the data from cellular sociology obtained by syntactic structure analysis tested in the
multivariate Cox regression model, the average of the minimum angle was predictive to the cure,

considering that the increased minimum angle was favorable to TVTC clinical remission.
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1.1. Tumor Venéreo Transmissivel Canino

O tumor venéreo transmissivel canino (TVTC) é um tumor contagioso encontrado em
cdes domésticos (Canis familiaris) e potencialmente em outros canideos sociais como o lobo
(Canis lupus) e o coiote (Canis latrans) (vonHoldt e Ostrander, 2006).

Foi descrito pela primeira vez por Jean-Baptiste Huzard no ano de 1820 (Lombard e
Cabaine, 1967), porém foi Novinsky, em 1876, quem transplantou com sucesso pela primeira vez
esse tumor, comprovando seu cardter transmissivel. No final do século XIX e inicio do século
XX, acreditava-se que o TVTC tivesse um cardter infeccioso, o que impulsionou diversas
investigacdes sobre essa neoplasia. Um dos pesquisadores que mais se dedicou a esses estudos,
visando principalmente o cardter imunoldgico do TVTC , foi Sticker, que em 1904 o definiu
como um linfoma transmissivel (Cohen, 1985). A neoplasia passou a ser também chamada de

sarcoma de Sticker (Gobello e Corrada, 2002; Murgia et al., 2006; vonHoldt e Ostrander, 2006).

1.1.1. Epidemiologia

O TVTC € um dos tumores que mais acomete a espécie canina, apresentando uma
predominincia em animais jovens, ndo-domiciliados e sexualmente ativos. A presenga do TVT
foi assinalada em todos os continentes, com maior prevaléncia nas zonas de clima tropical e
subtropical (Silva et al., 2007) tornando-se um grande problema em paises em que o

acasalamento de cdes néo é controlado (Nak et al., 2005).

1.1.2. Origem

Sua origem € histiocitaria, como foi comprovado por estudos imunoistoquimicos pela
expressao de marcadores como a lisosina, vimentina e alfa-1-antitripsina (Mozos et al., 1996).
Até mesmo com as buscas de uma possivel causa viral, na transmissdo do TVTC, particulas virais
foram encontradas em células desse tipo de tumor (Rogers, 1997). H4 ainda o relato de um caso
da presenca do protozodrio Leishmania infantum no citoplasma das células de TVT de um cao,

que reforcam a idéia da histogénese a partir do histiocito (Albanese et al., 2002).
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A extrema semelhanca do gendtipo das células de TVTC de diferentes partes do
mundo confirma a origem comum de todas essas células (Chu et al., 2001). Murgia et al. (2006),
por meio de um modelo de micro-satélites e pela andlise de antigenos de leucdcito de cdo,
concluiu que a célula atual do TVT teve origem em um lobo ou em uma raga asidtica antiga,

entre 200 e 2500 anos atras.

1.1.3. Mecanismo de Transmissao

O mecanismo de transmissdo do TVT ocorre pelo contato de células tumorais de um
animal infectado com as mucosas de um outro animal. E transmitido mais facilmente se houver
abrasdes ou ferimentos na superficie da mucosa. Devido ao coito tipico dos caes, ocorrem
injurias tanto na mucosa peniana como na vaginal, proporcionando assim as condi¢des para a
transplantac@o tumoral (Cohen, 1985; Rogers, 1997). Também pode haver ocorréncia primdria de
TVT em mucosa nasal, bucal e ocular devido ao comportamento dos cdes de cheirar, lamber e
morder. Também ha relatos de TVT primério na pele que pode ser ocasionado por mordidas
causando lesdo na pele e contato com as células tumorais nesse local (Cohen, 1985; Mozos et al.,
1996; Ferreira et al., 2000; Albanese et al., 2002).

Suposicoes preliminares do cardter infeccioso (viral) ndo foram fundamentadas
(Harmelin et al., 2002). Por outro lado, a hipétese de que o TVT seja um enxerto que é
disseminado entre a populacdo canina por um animal transplantando-o diretamente a outro,
principalmente no momento do coito (vonHoldt e Ostrander, 2006), é fundamentada pelos
seguintes achados:

¢ o TVT s6 pode ser transplantado experimentalmente usando-se células vivas e
nao com filtrados de células ou células mortas (Metcalfe et al., 1997; vonHoldt
e Ostrander, 2006);

¢ o cariétipo do tumor é aneupldide, mas com marcadores cromossomais
caracteristicos, em tumores de diferentes regides geogrificas (Murgia et al.,
2006; vonHoldt e Ostrander, 2006);

¢ todos os tumores (TVT) sdo marcados pela presenca de um longo e

diversificado elemento nuclear, LINE-1 (long interspersed nuclear element)
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que funciona como um “transposon” inserido préximo ao gene c-myc (Chu et
al., 2001, Mukaratirwa e Gruys, 2003; Murgia et al., 2006);

¢ TVTs de diferentes regides do mundo t€ém o mesmo nimero de cromossomos,
59, e a mesma freqiiéncia de cromossomos metacéntricos. Na célula somadtica
normal do cdo (Canis familiaris), o nimero de cromossomos é 78, sendo 76
Cromossomos acrocéntricos € 2 cromossomos sexuais que sao metacéntricos
(Amariglio et al., 1991; Chu et al., 2001, Mukaratirwa e Gruys, 2003; Murgia
et al., 2000).

1.1.4. Sitios de Localizacao

A localizacdo principal do tumor venéreo transmissivel é a genitdlia externa de
canideos. No macho, é geralmente localizado na por¢ao caudal do pénis, podendo avangar por
todo o 6rgdo e até pelo prepucio, em estdgios mais avangados. Na fémea, a neoplasia localiza-se
na por¢ao posterior da vagina, freqiilentemente na jungdo com o vestibulo. Algumas vezes cerca o
orificio da uretra e, conforme cresce, pode ser exposto pela vulva tomando-a também (Cohen,
1985; Das e Das, 2000). Algumas vezes, o TVT pode se desenvolver em sitios extragenitais,
mesmo quando nao hd lesdo genital, como cavidade nasal, pele, boca (Parent et al., 1983; Pérez et
al, 1994; Nak et al., 2005).

Metastases sdo pouco freqiientes no TVT, podendo ocorrer em menos de 5% dos
casos. Foram reportadas metédstases na pele, linfonodos regionais, olhos, cérebro, pituitdria,

regido mamadria, tordcica e abdominal (Nak et al., 2005).

1.1.5. Evolucao Natural

Segundo Mukaratirwa et al. (2006), tanto nos casos de ocorréncia natural quanto nos
experimentais, 0 TVTC primeiro cresce rapidamente (fase progressiva), logo apds a transmissao,
seguido por um crescimento mais lento (fase estdtica) e posterior regressao espontanea (fase de
regressdo). O TVTC tem sido estudado experimentalmente como modelo de imunidade tumoral,
mas existem poucas descri¢des de caracteristicas microscopicas da regressao natural (Gonzales et

al., 2000).
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A ocorréncia de TVT em outros canideos como a raposa, o chacal, o lobo e o coiote e
mesmo sua presencga € evolu¢cdo como um parasita, em um hospedeiro canino sadio, deve-se ao
fato de que o TVT, secreta TGF-8, que inibe as atividades do antigeno de histocompatibilidade
principal (MHC), classe I, reduzindo sua ag@o, e os MHC, classe II, ficam completamente
inativos. Também inibe a atividade das células natural killers (Hsiao et al., 2002; Murgia et al.,

2006; Liu et al., 2008).

1.1.6. Caracteristicas macroscopicas

Nos sitios primdrios, o TVT tem muitas vezes aspecto de couve-flor, pode ser
pedunculado, nodular, papilar ou multilobulado. A palpacio, o TVT é um tumor de consisténcia
firme, mas fridvel e hemorragico e a superficie quase sempre exibe ulceracdes (Amaral et al.,

2004).

1.1.7. Caracteristicas microscopicas

Citologia: o tumor constitui-se de células ovéides ou redondas em abundéancia, com
citoplasma levemente basofilico ou pélido, com vacuolos espalhados aleatoriamente. A cromatina
nuclear € grosseiramente agregada com um nucléolo proeminente; a propor¢do entre ntcleo e
citoplasma ¢ relativamente alta; hd ocorréncia de mitoses; dd-se a presenga de células
inflamatdrias, predominantemente linfécitos (Papazoglou et al., 2001; Amaral et al., 2004).

Histologia: as células redondas, ovais ou poliédricas estdo arranjadas em massas
compactas intercaladas por filamentos de tecido fibrovascular ou em corddes com aspecto
trabecular (Papazoglou et al., 2001).

Ao exame ultra-estrutural, c€lulas tipicas de TVTC tém nucleo arredondado ou
ovalado, cromatina dispersa, exceto por um pequeno agregado ao longo do envelope nuclear e
nucléolo com nucleolema evidente. O citoplasma contém mitocOondrias com poucas e irregulares
cristas, reticulo endoplasmadtico rugoso abundante, polirribossomos, complexo de Golgi, goticulas
lipidicas ocasionais e numerosos contornos tubulares e vesiculares. Ocasionalmente, sdo
observadas microvilosidades, mais facilmente em areas onde as células estio menos coesas.

Células em degeneracdo t€ém um citoplasma mais escuro, mitocondrias e reticulo endoplasmético
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inchados, espaco perinuclear ampliado e cromatina grosseira, em grumos (Otomo et al., 1981;

Harmelin et al., 2002).

1.1.8. Diagnostico

O diagnéstico deve ser baseado em aspectos clinicos como lambedura excessiva da
vulva ou do pénis, relatos da ocorréncia de hemorragias e pesquisa do estilo de vida do animal. E

necessdria a confirmagdo por exame citoldgico e/ou histoldgico (Nak et al., 2005).

1.1.9. Tratamento

Os tratamentos podem ser: cirurgia, imunoterapia, radioterapia e quimioterapia, sendo
a recorréncia do TVT apds cirurgia muito freqiiente (Das e Das, 2000).

Resultados positivos para a cura com a imunoterapia t€m sido esporadicos (Rogers,
1997).

Radioterapia tem sido efetiva contra o TVT, mas a imobilizacdo do animal requer o
uso de agentes quimicos tranquilizantes, o que a torna menos pratica.

A quimioterapia também d4 bons resultados (Bueno et al., 2003) e um grande numero
de agentes quimioterdpicos e protocolos tém sido usados. Agentes anti-mitéticos como a
ciclofosfamida, metotrexate, vincristina, vimblastina ou a doxirubimicina podem ser empregados.
A terapia unica com vincristina € a mais efetiva. A dose recomendada € 0,5 mg/m? de superficie
corporal, o que equivale a 0,025 mg/kg de peso vivo, em aplica¢des intravenosas semanalmente
até a remissao total (Rogers, 1997; Das e Das, 2000; Papazoglou et al., 2001; Nak et al., 2005).

A vincristina € um alcaldide extraido da planta Cataranthus roseus. Mesmo sendo a
vincristina um farmaco antigo, seu mecanismo de acdo ainda estd sob investigacdo. A acdo mais
provavel estd relacionada com a inibi¢do da formagdo de microtibulos no fuso mitético, pela
ligacdo da vincristina especificamente a tubulina e bloqueio da capacidade desta proteina de se
polimerizar em microtibulos, resultando em parada da divisdo celular na metéafase. Nos caes a
liberacdo da vincristina depois da administracdo € bifdsica. A meia-vida da distribuicdo do

quimioterdpico € 15 minutos e a meia-vida da eliminagdo é de 75 minutos. A concentra¢io
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maxima nos tecidos acontece em uma hora, mas sua penetracdo no sistema nervoso central é
minima. A droga é metabolizada pelo figado. Sua liberacdo € feita pela bile, e é eliminada pelas
fezes. O efeito anti-neopldsico da droga € resultado de sua habilidade em manter a célula na
metafase. Ela interage com os microtiibulos com a proteina citoplasmaética, inibindo a formagao

dos fusos (Golden e Langston, 1988; Gidding et al., 1999).

1.2. Analise da Estrutura Sintatica e a Sociologia celular

O primeiro pesquisador a definir a sociologia celular foi Rosine Chandebois, que em
1977 observou que a individualidade de cada célula é imposta pela sua localizacdo entre as
outras, um fendmeno chamado de “efeifo da posicdo”, que € o resultado de controles supra e
extra-celulares, impondo caracteristicas especificas a cada célula e conseqiientemente, definindo
o padrio externo.

Portanto, a sociologia celular é o fendmeno da interacdo entre as células e da
influéncia que cada célula exerce sobre a outra (Bigras et al., 1996; Sudbo, 2000; Matos et al.,
2002). Essa interacdo ocorre desde a diferenciacdo celular até a morte por apoptose, no
organismo sadio, refletindo-se na morfologia dos tecidos (Morel et al., 2001).

Assim como na fisiologia, a troca de informacdes entre as células ocorre na patologia
dos tecidos, com alteracdes arquiteturais (Morel et al., 2001; Matos et al., 2002; Palmer et al.,
2008). Assim, diante das indicagcdes da importancia do comportamento social da célula, vérios
estudos foram realizados, utilizando esse conhecimento, para sistematizar o diagndstico em
patologia e obter progndsticos compativeis com a realidade (Weyn et al., 1999; Raby et al., 2001;
Kayser et al., 2002; Matos et al., 2002; Sudbo et al., 2000).

1.2.1. Sistemas Especializados Quantitativos

Sabe-se que o diagndstico histolégico convencional conta com a interpretacido visual,
que sofre pela subjetividade e pela limitagcdo da reprodutibilidade (Keenan et al., 2000;
Waldemarin et al., 2004). Essa questdo ainda € um desafio para os patologistas (Sudbo et al.,
2000a). Portanto, da necessidade de ferramentas diagndsticas, gerando resultados reproduziveis,

surgem os sistemas especializados quantitativos, que sdo dispositivos automdticos, desenvolvidos
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por meio de algoritmos (Guillaud et al., 1997; Wein et al., 1998; Matos et al., 2002), com o
propésito de atribuir valores numéricos a morfologia dos tecidos. Devido a precisdo, esses sistemas
atingem padrdes de qualidade que sdo dificeis de obter em procedimentos diagndsticos feitos pelo
patologista (Wein et al., 1998; Geusebroek, 2000).

Os sistemas especializados quantitativos sdo divididos em dois grandes grupos: o
primeiro que avalia caracteristicas citométricas ou morfométricas do nucleo celular
individualmente, mensurando forma, dimensées, contorno (Adam et al., 2004; Waldemarin et al.,
2004; Ferreira et al., 2006; Adam, 2006; Valladao, 2007) e o segundo grupo que avalia o contexto
ou andlise da estrutura sintdtica (AES), que quantifica o arranjo ou rearranjo das células no tecido
(Darro et al., 1993; Numahara et al., 2000). Por meio da sobreposi¢do de figuras graficas, aos
cortes de tecidos, com base na posicao dos nicleos celulares, é possivel verificar diferentes padroes
de distribuicdo celular, compondo uma importante ferramenta no diagndstico e progndstico em

patologia (Darro et al., 1993; Guillaud et al., 1997; Duyckaerts e Godefroy, 2000).

1.2.2. Analise da Estrutura Sintatica

A distribuicdo espacial das células, pode ser caracterizada e quantificada usando-se
programas constituidos por algoritimos que se utilizem da sociologia celular, como foi feito por
Weyn et al., 1999; Raby et al. 2001; Morel et al., 2002; Matos et al., 2002, usando trés modelos
geométricos chamados diagrama de Voronoi, diagrama de Delaunay e minimum spanning tree
(MST). Esses métodos aplicados ao tecido estudado fornecem informacgdes uteis sobre a
distribuicdo espacial e as relacdes de vizinhanca das células. A partir das coordenadas dos
elementos da imagem podemos calcular a distribui¢io espacial da populacdo celular (Matos et al.,
2002).

O diagrama de Voronoi (figura 1) € composto por um mosaico de poligonos. Cada lado
desse poligono estd a meia distancia das células vizinhas. Esse diagrama fornece informagdes sobre
a distribuicdo espacial; as dreas dos poligonos nio variam muito quando a distribuicdo celular é
regular, ao contrdrio, poligonos pequenos e grandes sdo encontrados quando hd formacdo de

clusters (figura 2).
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d e f

Figura 1: Como desenhar um poligono de Voronoi.

Seis pontos sdo representados. Em “a”

o poligono de Voronoi do ponto denominado 1,
é construido seqiiencialmente. Uma linha é desenhada, localizada a meia distdncia entre 1 e 2 e
perpendicular a linha entre 1 e 2 é tracada uma mediana. Em “b”, o mesmo é feito. As duas
medianas desenhadas terminam em sua intersecc¢do (c) e um terceiro lado é desenhado agora. Em
“d” e em “e” o poligono é completado. As linhas desenhadas entre 1 e cada um de seus vizinhos
sdo apagadas, em “f”’ vemos o poligono de Voronoi. O ponto ndo fica necessariamente no centro

do poligono. Pela definicdo, hd somente um ponto por poligono (modificado a partir de

Duyckaerts e Godefroy, 2000).

0s maiores

Figura 2: “Clusters”. Este é um diagrama de trés clusters, que mostra que os
poligonos sdo menores nos clusters e maiores entre eles (modificado a partir de Duyckaerts e

Godefroy, 2000).
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A triangulacdo de Delaunay e o minimun spanning tree sao derivados do diagrama de
Voronoi, sendo a triangulagdo de Delaunay o dual (figura 3) do diagrama de Voronoi (Sudbo et

al.,; 2000).

Fonte: http://www.comp.lancs.ac.uk/~kristof/research/notes/voronoi

Figura 3: diagrama de Voronoi (linha tracejada) sobreposto a triangulagdo de

Delaunay (linha cheia).

Triangulacdo de Delaunay (figura 4):

Em um grupo de pontos, sdo formados tridngulos entre os vizinhos mais proximos,
sendo que os vértices dos tridngulos sdo os pontos, € que nenhum outro ponto poderd estar
contido no circulo tracado entre os trés vértices de cada tridngulo de Delaunay (Meijer et al.,

1997).

Triangulacio de Delaunay Triangulacdo de Delaunay Triangulaciio de Delaunay

o © o ©

©)
©) © ©) O

Figura 4: demonstragdo da triangulagcdo de Delaunay (modificado a partir de Meijer

etal., 1997).

O minimum spanning tree (MST) ou arvore geradora minima (figura 5) € a arvore que
conecta todos os objetos em uma populagcdo, de forma que a soma do comprimento das linhas
seja minimo (Weyn et al., 1999; Palmer et al., 2008).
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Minimum Spanning Tree de um
conjunto de pontos

Meijer et al, 1997

Figura 5: Demonstracdo do M.S.T.

A andlise da estrutura sintatica mostrou ser ferramenta util no diagnostico de glioma
maligno, diferenciando-o do tecido normal e de tecido com reacdo inflamatéria benigna (Demir
et al., 2005).

Na comparagdo da distribuicdo de células nervosas no cortex cerebral de pacientes
com epilepsia e grupo controle, varidveis como a média da distancia entre vizinhos mostraram
que, em amostras de pessoas com epilepsia hd uma maior concentragdo de células nervosas que
no tecido normal (Eriksson et al., 2003).

Bigras et al. (1996), com a utilizagdo do diagrama de Voronoi e do MST, diferenciou
carcindide tipico, carcindide atipico e carcinoma de células pequenas do pulmio, observando
varidveis como média de arredondamento do poligono e comprimento das retas do MST.

Weyn et al, (1999) comparou adenocarcinoma com mesotelioma e tecido
hiperpldsico com mesotelioma, de ocorréncia em pacientes humanos e nas duas situagdes a
aplicacdo dos grafos gerou varidveis significativas no diagndstico do mesotelioma, como a média
da entropia entre as retas do MST, média da 4rea dos poligonos de Voronoi e distancia do

vizinho mais proximo.
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Raby et al., (2001) obtiveram pardmetros para identificar a agressividade da célula
tumoral pela verificacdo de sua capacidade invasiva com a AES. Também o comportamento
proliferativo e migratorio das células tumorais de epitélio bronquico in vitro foi detalhadamente
observado por meio da anélise da sociologia celular (Matos et al., 2002).

Varidveis obtidas pelo MST, como distancia entre células tumorais vizinhas, distancia
entre células tumorais e outras células e formagao de agrupamentos, deram a indicagdo do grau
de entropia, tornando possivel identificar caracteristicas capazes de prever o comportamento
clinico de carcinoma cdlon-retal e a ocorréncia de metastases pulmonares (Kayser et al, 2002).

Por meio da AES, foram obtidos fatores progndsticos e preditivos, em carcinoma de
ovario em mulheres, como as varidveis: média do comprimento do MST, comprimento minimo
do MST e comprimento mdximo (Palmer et al., 2008).

Portanto a andlise da estrutura sintdtica, como ferramenta para medir a sociologia

celular, pode ser usada para diagndstico e para avaliacdo do progndstico de inimeras doencgas.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESES
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2.1. Objetivos Gerais

Este estudo almeja a associa¢do de dados clinicos a parametros da sociologia celular, a

fim de obtermos resultados que possam prever o comportamento do TVTC tratado com sulfato de

vincristina.

2.2. Objetivos Especificos:

Com base nos objetivos gerais, destacamos 0s seguintes objetivos especificos:

A.

N

observar o desempenho de 100 animais com TVT submetidos a terapia com

sulfato de vincristina;

B. documentar a extensdo do TVT nos 100 animais;

C. observar se os dados clinicos sdo preditivos do comportamento do TVTC nos
animais estudados;

D. avaliar parametros da sociologia celular aplicados as bidpsias dos tumores
estudados;

E. verificar se os pardmetros obtidos pela sociologia celular sdo preditivos da cura
do TVT nos animais estudados;

2.3. Hipoéteses

Ho: Os dados clinicos e os parametros da sociologia celular, obtidos por meio da

andlise da estrutura sintdtica dos tecidos, ndo fornecem varidveis progndsticas ou preditivas do

tempo de cura no tumor venéreo transmissivel canino.

Hi: Os dados clinicos e os parametros da sociologia celular, obtidos por meio da anélise

da estrutura sintdtica dos tecidos, fornecem varidveis progndsticas ou preditivas do tempo de cura

no tumor venéreo transmissivel canino.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Comité de Etica

Os procedimentos realizados nesta pesquisa estdo de acordo com as normas de
experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal - COBEA (1988) e
foram aprovados pela Comissdo de Etica de Pesquisa em Animais do Instituto de Biologia da

Universidade Estadual de Campinas (Protocolo n® 731-2 em anexo).

3.2. Diagnéstico e Parametros Clinicos

Foram incluidos neste estudo prospectivo, 100 animais diagnosticados clinicamente
com tumor venéreo transmissivel canino, de ocorréncia natural. Desses animais, 53 foram
recolhidos da rua pelo Centro de Controle de Zoonoses de Taubaté (CCZ-T), e permaneceram
nesse 0rgdo durante a pesquisa. Os outros 47 tinham proprietdrio e eram levados semanalmente
para o tratamento. Todos os animais tinham um estilo de vida livre, com acesso a rua, antes do
diagnostico.

A selecdo dos animais com TVT foi feita de Julho de 2003 a Junho de 2006, de forma
consecutiva.

Os animais que permaneceram no CCZ-T eram alimentados com ra¢do comercial,
propria para a espécie, recebiam dgua fresca e permaneciam abrigados em canis. Os proprietdrios
dos outros animais eram orientados quanto ao alimento e ao manejo adequados.

Quando havia uma suspeita de TVTC, o animal era examinado por duas médicas
veterindrias que faziam diagnéstico clinico da presenga do tumor. Apds o diagndstico, outros
parametros eram observados, como a idade estimada, o peso, a cor do animal e o estado clinico.

Para a estimativa da idade dos animais eram seguidos critérios como observagdo da
denticdo (presenca de canino deciduo, presenca de tartaro e sinais de desgaste), presenca de pélos
brancos no focinho e/ou corpo, tonus muscular e flacidez da pele. A idade era estipulada com a

concordancia de duas veterinarias.

As datas do inicio do tratamento e de todas as aplicagdes também eram anotadas, o
que nos proporcionou observar a varidvel estacdo do ano. Na regiao em que se situou a pesquisa
o clima é subtropical, mas entre junho e agosto, ondas de frio diminuem consideravelmente a

temperatura. Esse periodo foi chamado de meses frios (média da temperatura minima mensal:

34



9,9°C + 3,8°C; média da temperatura maxima mensal: 25,5°C + 3,1°C). Em contraste com o0s
outros meses do ano definidos como meses quentes (média da temperatura minima mensal:

15,5°C £ 3,1°C; média da temperatura maxima mensal: 27,4°C £ 2,8°C).

Os animais recebiam 0,1 mg/Kg de sulfato de atropina pela via subcutanea, e 15
(quinze) minutos depois eram anestesiados com 3 mg/Kg de cloridrato de xilazina (agonista
adrenérgico) e 15 mg/Kg de cloridrato de ketamina (anestésico cataleptdide e dissociativo), por

via intramuscular.

Era entdo possivel a obtencdo das medidas da massa tumoral. Trés medidas foram
tomadas com a utilizagdo do paquimetro (medidas a, b, ¢) e a partir dela foi calculado o volume

do tumor, pela forma do elipséide gﬂ-abc sendo a,b, ¢ semi-eixos.

Todos os dados obtidos eram anotados na ficha do animal que era numerada e essa

numeragao servia de referéncia para a identificacdo das amostras dos animais.

Durante as semanas de tratamento qualquer ocorréncia com a saide do animal era
anotada na ficha. Interrup¢des no tratamento também eram anotadas. No caso de ocorréncia de
sintomas de outras doencgas, os animais eram medicados de acordo com a necessidade e os

protocolos estabelecidos pelo CCZ-T.

Animais que apresentaram complicagdes ou estavam em sofrimento, sem apresentar

resposta ao tratamento foram eutanasiados.

3.3. Coleta de Material e Tratamento

Apos serem anestesiados € as massas tumorais medidas os animais recebiam infusio
intravenosa de solucgdo fisioldgica. Era entdo coletada uma amostra do tecido tumoral com punch
n° 5. Trés laminas com esfregaco citoldgico eram feitas a partir desse fragmento do tumor e eram
armazenadas em dlcool 70° e o prério fragmento mantido em formalina tamponada por 24 horas
para posterior processamento. Os materiais produzidos (laminas de citologia, bloco de parafina e
laminas de histologia) eram identificados com o nimero do animal e a letra “A”, representando a

primeira coleta desse animal.
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O quimioterdpico escolhido foi o sulfato de vincristina, por ser a droga com os melhores
resultados para o tratamento do TVTC, como comprovado na literatura. A dose utilizada foi de
0,6 mg/m? de superficie corporal ou 0,025 mg/kg de peso vivo , seguindo tabela de conversao de
peso em metros quadrados para os cdes (Bichard e Sherding, 1998).

Sete dias depois, todo o procedimento era repetido para obtermos os dados apds uma
semana de tratamento (estado clinico do animal, peso, medidas do tumor e coleta de novas
amostras). O material era mais uma vez identificado com nimero do animal e a letra “B”
representando a segunda coleta.

O tratamento quimioterdpico era administrado e repetido semanalmente, até a cura
completa. Nas semanas apds a coleta “A” e “B”, no momento do tratamento, os animais eram
examinados clinicamente e pesados, nenhum sedativo ou anestésico era administrado e qualquer
outro medicamento era feito somente mediante a apresentacdo de sintomas de outras doencgas.

O tratamento prosseguia semanalmente até a remiss@o clinica completa, quando ainda

era aplicada uma dose de seguranca.

3.4. Processamento do Material

O processamento histolégico das bidpsias colhidas consistiu em desidratacdo numa
série de dlcoois de concentracdo crescente (70%, 90% e 3 absolutos), durante 1 (uma) hora cada
uma; diafanizacdo em 2 (dois) banhos, de 1 (uma) hora cada um, em xilol e a temperatura de
laboratério. Em seguida, foram realizados 2 (dois) banhos de parafina a 60°C, de 1 (uma) hora
cada um, e os fragmentos assim processados foram emblocados com identificagdo. O material
impregnado em parafina foi cortado, em espessura aproximada de 4 a 5 um e fixados em lamina.
Essas laminas foram coradas com hematoxilina durante 60 (sessenta) segundos. As laminas entao
foram passadas, rapidamente, em solucdo de hidréxido de amodnio a 1% para a oxidagcdo da
hematoxilina em hemateina, a fim de conferir maior estabilidade a acdo da luz. A seguir, as
laminas com os cortes histologicos foram coradas com eosina durante 30 segundos, desidratadas

e cobertas com laminula.

As laminas com esfregaco citoldgico, também foram coradas com hematoxilina e

eosina e usadas para diagndstico.
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Todas as 1aminas de esfregagos citolégicos e histolégicos foram preparadas, coradas e
cortadas no Nicleo de Medicina e Cirurgia Experimental do Laboratério de Anatomia Patologica
Experimental, da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, a fim de minimizar a variacao

de qualidade dos reagentes e tempo de exposicdo das laminas a luz.

3.5. Aquisicao das Imagens

Imagens provenientes dos cortes histoldégicos de TVTC, corados com eosina e
hematoxilina, foram digitalizadas interativamente. Para essa digitalizacdo, utilizou-se camara
digital de alta resolug¢do (12 megapixels), lente objetiva com aumento de 100 vezes em 6leo de
imersdo, intensidade de luz 5 e tempo de exposi¢ao de 200,5 ms no sistema Leica ®DC 500 e
software IrfanView, Microsoft®. As imagens foram salvas, sem compactacio, no formato bitmap

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

Dos 100 (cem) casos 94 (noventa e quatro) foram fotografados, seis sofreram problemas
de processamento e ndo puderam ser utilizados devido a qualidade insuficiente.

As laminas com cortes histologicos (figura 6) foram inspecionadas por inteiro, sendo
fotografados todos os campos, exceto aqueles em que havia hemorragia ou necrose. Foi feita uma
média de 29 imagens por caso com cerca de 50 nicleos marcados por imagem. O total de

imagens digitalizadas foi de 2829. Todas as imagens foram nomeadas automaticamente.

Figura 6: corte histolégico de TVTC corado pela hematoxilina e eosina (aumento de 100 vezes).
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3.6. Processamento das Imagens

Para obteng¢do das varidveis da sociologia celular as imagens foram inseridas no
aplicativo "Sociology” (programa a ser registrado no Instituto Nacional de Propriedade Industrial,
desenvolvido pelo Dr. Randall Luis Adam, pesquisador colaborador da UNICAMP). Os nicleos
de cada célula de TVTC foram marcados manualmente (figura 7).

Com a utilizacdo de algoritmos do préprio programa as imagens geométricas foram
automaticamente sobrepostas a partir dos pontos marcados nos nucleos.

Assim foram desenhadas as triangulagdes de Delaunay e o Minimum Spanning Tree de

todas as imagens (figura 8).

Figura 7: Imagem de corte histolégico de TVTC em microscopia Optica no aumento de

100 vezes, com os nicleos marcados manualmente com o auxilio do programa “sociology”.

38



Figura 8: corte histolégico de TVTC com a sobreposi¢ao da triangulacdo de Delaunay
(todos os triangulos) e do minimum spanning tree (linha branca), a partir dos nucleos celulares

marcados.

3.8. Variaveis da Sociologia Celular

As variaveis avaliadas foram:

¢ Média do n° de pontos que serdo vértices de um tridngulo: essa varidvel mostra quais

pontos marcados ou nucleos participardo da triangulacdo de Delaunay (figura 9).

Figura 9: Os pontos circundados fazem parte da triangulagado
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¢ Média da area dos tridngulos da triangulagdo de Delaunay: por meio de um algoritmo, o
programa calcula todas as dreas dos tridngulos por imagem e nos dd a média
¢ Média do angulo méaximo da triangulagdo de Delaunay: o angulo maximo é o maior

angulo de cada triangulo (figura 10)

Figura 10: as setas brancas estdo apontando os maiores angulos (em amarelo) dos tridngulos
mostrados inteiros na imagem.
¢ Média do angulo minimo da triangulacdo de Delaunay: o angulo minimo é o menor

angulo do triangulo de Delaunay (figura 11)

Figura 11: a seta branca mostra o angulo minimo do tridngulo.
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¢ Meédia do perimetro dos tridngulos
¢ Meédia do nimero de pontos adjacentes a cada ponto na triangulacdo de Delaunay,

corresponde ao nimero de faces do poligono de Voronoi (figura 12)

Figura 12: Dado um ponto “A”, os pontos adjacentes aele sdo 1, 2,3, 4,5 ¢ 6.

¢ Média do nimero de vértices do Minimum Spanning Tree (figura 13)

Figura 13: Nimero de vértices do MST
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¢ Média da distancia do 1° vizinho
¢ Média da distancia do 2° vizinho (até o 20° vizinho)

¢ Meédia da distribui¢do normal dos cumprimentos dos vértices do MST.

Foram sempre calculadas as médias por caso, dos valores encontrados em cada imagem.
Para o aplicativo Sociology foram consideradas somente as dreas dos tridngulos finitos,
com o objetivo de eliminar o efeito de borda onde os pontos marcados poderiam gerar tridngulos

com area infinita.

3.9. Analises Estatisticas

O tempo de observagdo foi contado desde o inicio da terapia até a remissdao completa

final.

Foram considerados censurados animais que morreram durante a terapia antes de obter
remissao clinica, ou quando a terapia foi interrompida. Para efeito de célculo foi contado o tempo

até a ocorréncia do evento censura.

Curvas de tempo-evento foram analisadas de acordo com Kaplan-Meier e teste de log-

rank, assim como a regressdo de Cox univariada.

As varidveis da andlise da estrutura sintdtica e da clinica que obtiveram p<0,10 no
modelo univariado da regressdo de Cox foram testadas na andlise multivariada (Metze, 2000;

Adam, 2006).

Todas as andlises foram realizadas com os programas Winstat e SPSS 10.0.
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4. RESULTADOS
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4.1. Estudo Clinico

Dos 100 casos de TVT ocorridos naturalmente nos cies, 98 eram localizados nos
genitais (figuras 15 e 16) e 2 extragenitais, 0s quais ocorreram na conjuntiva de um macho jovem

e mucosa oral de uma fémea idosa (figura 16).

Figura 15 : TVT genital em cio.

Oitenta e cinco (85) fémeas e 15 machos compuseram o estudo; 88 cdes sem raga
definida, 12 cdes de racas variadas, sendo trés (3) da raca Cocker Spaniel, dois (2) da raga

Poodle, dois (2) da raca Pinscher, um (1) da raca Boxer, um (1) da raga Pastor Alemao, um (1) da
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raca Sheep Dog, um (1) da raca Husky Siberiano, um (1) da raga Duchshund. Dos animais, 54

tinham proprietario.

A partir dos dados obtidos no momento do diagndstico tivemos que: a média do

volume do tumor foi de 23,5 cm3.
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Figura 16: TVT em mucosa oral de fémea idosa.

Os pesos dos animais variavam de 2 a 30 kg, sendo a média do peso corporal de 13,2

kg; as idades estimadas variaram de 1 a 12 anos, ficando a média em 4,4 anos.

4.2. Analise da Estrutura Sintatica

A média do nimero de pontos marcados nas imagens provenientes da coleta A foi
51,8; a média do nimero de tridngulos de Delaunay foi 79,4. A média dos perimetros da
triangulagdo foi 37,3 e a média do comprimento dos vértices do MST foi 8,8. A média do angulo
minimo foi 47,8, variando de 44,9 a 55,0. A média do dngulo maximo foi de 126,4, variando de

106,9 a 134,9. A média das dreas dos tridangulos na primeira coleta foi 64,6.
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4.3. Resposta ao Tratamento

A resposta ao tratamento na primeira semana mostrou-se macroscopicamente, com
uma mudanca do volume médio do tumor de 23,5 cm em A (primeira aplicacdo) para 10,4 cm em

B (segunda aplica¢do) como exemplificado nas figuras 17 e 18.

Figura 17: TVTC de fémea (n° 12) antes do tratamento.

Figura 18: TVTC de fémea (n° 12) uma semana apds a primeira
aplicacdo de vincristina.
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O nimero médio de aplicagdes de vincristina, necessérios para obteng¢do de remissao

clinica total, foi 5,4 (variando de 1 a 17).

Um macho, com idade aproximada de 8 anos, ndo teve remissdo total em 17 semanas
de tratamento. Apds ser submetido a orquiectomia, nenhum sinal macroscépico do TVTC foi

observado.

4.3.1. Variaveis clinicas como fator preditivo da cura

As varidveis obtidas ao diagnéstico: género (p=0,13), peso (p=0,71), animal com

proprietario (p=0,95) e raga (p=0,71) ndo tiveram valores preditivos para a cura.

Portanto, no presente estudo, machos e fémeas tiveram a mesma resposta ao
tratamento, assim como os pesos varidveis entre os diversos animais e ser ou ndo de raca nao

influenciou na cura.

Figura 19: corte histolégico de TVT com a presenca de células de defesa (seta preta)

infiltradas entre as células tumorais (seta vermelha) ilustrando o processo de cura.
Na regressdo de Cox univariada um maior volume da massa tumoral (B=-0,287 e p=
0,0039) e tratamento durante os meses quentes (B= -0,940 e p= 0,0025) mostraram retardar

significantemente a cura do TVTC.
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Entre os animais observados, 50% tiveram cura em 3 semanas, quando o tratamento
foi iniciado nos meses frios, mas somente em 7 semanas quando iniciado no periodo de calor

(figura 20).
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Figura 20 : Remissao clinica de cdes com TVT tratados com sulfato de vincristina, de

acordo com a variagdo sazonal.

A varidvel idade estimada, teve como resultado B= -0,1409 e p= 0,05, na andlise

univariada da regressdo de Cox, indicando influenciar na cura. Portanto participou do modelo

multivariado, junto com as outras varidveis significativas.

Como resultados no modelo de Cox multivariado, as variaveis indicando, maior

volume do tumor (B=-0,2159 e p=0,05), terapia durante os meses quentes (B=-0,6783 e p=0,05),

e idade avangada (B=-0,1798 e p=0,02) foram confirmadas como varidveis independentes

desfavordveis para o tempo de cura. Significando que tumores maiores, temperatura ambiente

alta e animais mais velhos precisam de um tratamento mais longo.
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Figura 21: corte histolégico de TVTC (n° 89/coleta A) antes do tratamento

quimioterapico.

Figura 22: corte histolégico de TVTC (n° 89/coleta B) uma semana depois da

primeira aplicacdo de vincristina
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4.3.2. Variaveis da anélise da estrutura sintatica como fator preditivo da cura

O niimero médio de pontos que sdo vértices do tridngulo, na primeira coleta (coleta A)
foi de 51,8 e na segunda coleta (coleta B), a média foi 29,4 e em ambos os casos o valor de p ndo
foi significativo para a previsao do tempo de cura do TVTC.

A média da area dos tridngulos da triangulacdo de Delaunay foi 64,6 mc? na coleta A
e 121,2 mc? na coleta B e também nao teve significancia em prever o comportamento do TVTC.

O perimetro dos triangulos; o ndmero de vértices do MST; o angulo maximo da
triangulacdo de Delaunay; a distancia do 1° vizinho; a distancia do 2° vizinho; a distancia do 3°
vizinho; a distncia do 4° vizinho; a distdncia do 5° vizinho foram testados pelo modelo de cox
univariado e ndo demonstraram qualquer influéncia no tempo de cura do TVTC tratado com

vincristina (tabela 1).

Variavel Média Significancia
PVT 51,8 P=0,3
AT 64,6 mc? P=0,6
NVMST 50,9 P=0,6
PT 37,5 P=0,9
DVi1° 7,7 mc P=0,7
DV2° 10,2 mc P=0,6
DV3° 12,4 mc P=0,4
DV4° 14,5 mc P=0,5
DV5° 16,2 mc P=0,8
AMT 120,3° P=0,9

Tabela 1: médias dos valores obtidos das varidveis da andlise da estrutura sintética e
sua significancia onde PVT € o n° de pontos que sdo vértices de um triangulo; AT € a drea dos

triangulos; NVMST € o n° de vértices do MST; PT € o perimetro dos tridngulos; DV1° a 5° € a

distancia do primeiro vizinho até o 5° vizinho.
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Ja o dngulo minimo da triangulagdo de Delaunay, com média de 47,8°, apresentou um
valor de p= 0.004, com B= 0.2136, a média do dngulo minimo da triangulacdo de Delaunay
mostrou-se significante em predizer a cura, sendo que quanto maior a média dos angulos
minimos, mais rapida € a resposta ao tratamento quimioterdpico, na andlise univariada de Cox. O
maior angulo minimo de um tridngulo pode ser 60°, que ocorre no tridngulo eqiiilatero. Assim
quanto mais proximo de 60° for o dngulo minimo, mais regular serd a distribuicdo dos nicleos

(figura 23).

Figura 23: Corte histolégico de TVTC, caso 89, coleta A. Sobreposi¢do da
triangulacao de Delaunay e do MST. Podemos observar uma distribui¢do regular das células, com

tamanhos proximos e a formacao de tridngulos de Delaunay bem préximos do eqiiildtero.
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Figura 24: Corte histolégico de TVTC, caso 38, coleta A. Sobreposicio da
triangulacdo de Delaunay e do MST. Podemos observar uma distribui¢do celular esparsa, com
formacdes de triangulos irregulares e distancia entre os vértices do MST muito varidvel. Obs:

esse animal obteve cura completa somente apds a orquiectomia.

A varidvel dngulo minimo da triangulacdo de delaunay entrou no célculo do modelo
multivariado de Cox (junto com idade estimada, época do inicio do tratamento e volume da
massa tumoral), apresentando B= 0,1546 e p= 0,05, mostrou ser preditiva do tempo de cura

independentemente. Os resultados significativos sdo apresentados na tabela a seguir:

Variavel B P

Idade -0,1798 0,0219
Log do Volume -0,2159 0,0549
Epoca do Ano -0,6783 0,0523
Angulo Minimo 0,1546 0,0556

Tabela 2: resultados das varidveis idade, logaritimo do volume, época do ano e

angulo minimo testadas no modelo de Cox multivariado.
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5. DISCUSSAO
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5.1. Aspectos gerais

No estudo prospectivo, dos 100 cides com TVTC de ocorréncia natural, tivemos 98
casos de ocorréncia genital e somente dois extragenitais. A localiza¢do desses dois casos foi a
mucosa oral de uma cadela e nasal de um c@o, sendo esses os provdveis sitios primarios do tumor,
pois ndo havia nenhuma outra massa tumoral visivel ao exame clinico minucioso. Esses dados
foram compativeis com os encontrados na literatura (Cohen, 1985; Rogers et al., 1998;
Papazoglou et al., 2001), onde observamos uma maioria de casos nos quais o sitio primario é
genital. O TVTC extragenital ocorre devido ao comportamento social dos cdes em lamber e
cheirar a si mesmos ¢ entre si (Cohen, 1985; Mozos et al., 1996; Ferreira et al., 2000; Albanese et
al., 2002).

A ocorréncia do TVTC predominantemente em animais sem raca definida que houve
em nosso estudo pode ser explicada pela origem desses animais (CCZ-T). Os animais sem
proprietdrio, que foram recolhidos nas ruas, fazem parte da populacdo de animais ndo-
domiciliados, dos quais a maioria € sem raca definida. Dos chamados neste estudo de animais
com proprietdrio, uma parcela possuia, como caracteristica comum de seu historico, o fato de
terem sido adotados ja adultos, portanto viveram nas ruas por um periodo. Outra parcela era
constituida de animais de comunidade (Vieira et al., 2006), que permaneciam nas ruas, sob o
cuidado de tutores (Vieira et al., 2006), e por fim os que tinham proprietario desde filhote, aos
quais era permitido o acesso nao-vigiado a rua.

Papazoglou et al. (2001); Ortega-Pacheco et al. (2007) relataram que o TVTC € uma
doenca de maior ocorréncia em regides onde ndao ha um controle adequado da populagdo canina e
onde hd animais soltos nas ruas, sendo a maioria desses animais sem raca definida.

Cohen (1985); Rogers et al. (1998) relatam uma maior ocorréncia de TVTC em caes
de grande porte (mais de 20 kg), pois esses comporiam a tipica populacdo de caes de vida livre.
Kearns et al., observaram declinio em parametros imunolégicos em cdes de racas grandes,
comparados a animais menores. Em nosso estudo os animais em sua maioria eram de médio para
pequeno porte, com peso médio de 13,2 kg. Porém, mais uma vez esse fato pode ser explicado
pela origem da nossa amostra, que também corresponde ao peso médio dos animais recolhidos

pelo CCZ-T. Esse dado estd de acordo com Ortega-Pacheco (2007), que fez um estudo
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epidemioldgico prospectivo sobre doengas reprodutivas em cadelas de rua e, de 300 animais,
somente 18 tinham mais de 50 cm de altura, sendo considerados grandes.

Muitos estudos relatam uma ocorréncia igual em machos e em fémeas (Gonzalez et
al., 2000; Papazoglou et al., 2001, Amaral et al., 2004). Porém essa ¢ uma contradi¢cao que foi
encontrada na literatura. Nak et al.,(2005) tiveram em seu estudo 29 fémeas e nove machos. Silva
et al. (2007), em seu estudo retrospectivo observaram maior incidéncia de fémeas afetadas e
sugeriram como justificativa o comportamento tipico das fémeas, em aceitar um grande nimero
de cédes durante o estro, além da fisiologia de seu periodo fértil que devido a acdo dos hormoénios,
vulva e vagina aumentam de volume e hd maior afluxo sangiiineo, favorecendo o enxerto das
células do TVTC.

Neste trabalho houve uma maior ocorréncia em cadelas (85 fémeas e 15 machos).

A idade média dos animais que compuseram este estudo foi de 4,4 anos, o que estd de
acordo com a literatura, que relata uma maior ocorréncia do TVTC em animais em idade

reprodutiva (Nak et al., 2005; Silva et al., 2007).

5.2. Mecanismos imunologicos no TVTC

O TVTC possui vdrios mecanismos para escapar da vigilancia imunoldgica do
hospedeiro. Ele produz altas concentragdes de TGF-8 para inibir a expressio do MHC e a
atividade dos natural killers. Secreta substancias soliveis que matam as células B. Também
prejudica a diferenciacdo de células dendriticas, inibindo o reconhecimento e apresentacdo do
antigeno. Causa apoptose de mondcitos e células dendriticas. Durante a regressdo espontanea, a
atividade das células dendriticas € substancialmente recuperada. Essa recuperacdo das células
dendriticas € provavelmente um dos fatores mais importantes que levam o tumor a regressao.
Esses fatos sugerem que o TVTC é um excelente modelo para o estudo de interagdes

imunoldgicas entre hospedeiros e células tumorais (Liu et al., 2008).

As células dendriticas tém uma func@o importante na defesa imunoldgica do
organismo. A reducdo no nimero dessas células prejudica ainda mais a resposta do hospedeiro.
Elas produzem citocinas que modulam o sistema imunoldgico, ocorrendo uma diminui¢do na
expressao dos marcadores de superficie, o que altera a capacidade de reconhecimento do antigeno

(Murgia et al., 2006; Liu et al., 2008).
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A ocorréncia desses mecanismos imunoldgicos embasou a averiguacdo de possiveis
influéncias externas como a temperatura ambiente, deprimindo o sistema de defesa dos animais

pesquisados, e influenciando na cura.

Nao foram relatados bons resultados da imunoterapia em animais com TVTC (Rogers,
1997; Das e Das, 2000), o que € contraditério pois hd diversos estudos (Harmelin et al., 2002;
Mukaratirwa et al., 2006) que falam em regressdo espontdnea do TVTC, porém foram realizados
com tumores implantados artificialmente. Portanto ndo h4d estudo com uma amostragem
significativa de TVTC de ocorréncia natural, que prove que a regressdo espontdnea tenha
importancia clinica a0 ponto de que possamos abolir o tratamento. Rogers (1997) relata um
estudo em que seis (6) cies com TVTC, de ocorréncia natural, foram observados por um (1) ano,

sem o uso de nenhuma terapia. Houve progressdo em todos os casos.

5.3. Variaveis clinicas como fator preditivo da cura

5.3.1. Género

Esta varidvel obtida ao diagndstico ndo teve valor preditivo para a cura. Machos e
fémeas parecem ter o mesmo potencial de resposta ao tratamento com vincristina. O mesmo foi
verificado pelo estudo retrospectivo de Silva et al., (2007), que avaliou a populacdo canina
atendida no Hospital Veterindrio da UFERSA, em Mossord, no periodo de Janeiro de 2000 a
Dezembro de 2004. Dos 88 animais avaliados, 43 eram machos e 45 fémeas e os resultados ao

tratamento com o mesmo quimioterdpico ndo mostraram diferencas entre 0s sexos.

5.3.2. Peso

Os pesos dos animais acompanhados neste trabalho, foram muito varidveis, indo de 2
a 30 kg, sendo que a média foi de 13,2 kg. Com p=0,71 o peso dos animais ndo foi preditivo da
cura. No estudo de Valladao (2007) o peso mostrou-se preditivo da sobrevida dos animais com
TVTC tratados com vincristina. Kearns et al. (1999) observaram que cdes da raca Labrador

(grande porte) apresentavam menor resposta imune a antigenos do que caes da ragca Fox Terrier
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(pequeno porte). Apesar do cardter imunoldgico do TVTC, em nosso estudo, os animais de

diferentes tamanhos e pesos responderam igualmente ao tratamento.

5.3.3. Animal com proprietario

Ao contrdrio do que se poderia esperar, 0s animais com proprietdrio tiveram a mesma
resposta e predisposi¢do a cura dos animais sem proprietario.

O mecanismo imunoldgico da implantagdo, progressdo e regressdo dessa doencga
(Gonzalez et al., 2000; Hsiao et al., 2002; Liu et al., 2008) poderia nos fazer esperar uma resposta
pior ao tratamento dos animais sem proprietdrio, pois, como Mosier (1988) relatou, condicOes
nutricionais, ambientais e estresse podem interferir em todos os sistemas do cdo, inclusive no
imunolégico.

E esperado que os animais sem proprietario estejam expostos a condi¢des ambientais
adversas, ao estresse € a suprimento nutricional deficiente, mais que os animais com proprietario.
Porém como esses animais ficaram alojados no CCZ-T e receberam o manejo adequado, essas
circunstancias podem ter sido supridas no decorrer do tratamento, 0 que sugere que possiveis

prejuizos imunoldgicos, decorrentes da situacdo descrita, nao refletiram na cura do TVTC.

5.3.4. Raca

Com p=0,71 a racga nio foi fator preditivo da cura. Espera-se uma maior prevaléncia
do TVTC em animais sem raca definida, devido a fatores sdcio-econdmicos e culturais, que
predispdem esses animais a uma maior chance de contdgio. Porém, depois de adquirido o TVTC,

a resposta parece ser a mesma, independente da raca. Nossos resultados estdo de acordo com

Cohen et al. (1985) e Rogers et al (1997).

5.3.4. Volume da massa tumoral
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Com B= -0,287 e p= 0,0039, observamos que quanto maior a massa tumoral mais
tempo demora a cura, no tratamento do TVTC com vincristina.

As fases do TVTC, progressiva (P), estdtica (E) e regressiva (R), foram estudadas e
foi observado que quando ocorre a transmiss@o natural, hd um crescimento rapido inicial e a fase
progressiva perdura, podendo durar de dois meses hd um ano (Murakatwirwa et al., 2006). E
esperado que, em um tumor maior, a expressdo de TGF-f e das substancias que suprimem a
resposta imunoldgica do hospedeiro seja proporcional ao tamanho do tumor, promovendo entio
uma forte diminui¢do das células dendriticas, mondcitos e linfécitos B e a inibicdo do MHC I e
1.

Segundo Murakartiwa et al.(2006), na fase progressiva do tumor, hi grande
vascularizagdo e ha um maior nimero de células tumorais em relagdao as células de defesa. Ha
maior indice de mitoses € um maior nimero de mastdcitos na frente invasiva do tumor,
provavelmente envolvidos com angiogénese, que ¢ maior também na frente invasiva de tumores
em fase de progressdo. Na fase de regressdo, os mastdcitos estdo difundidos por todo o tumor, ha

mais apoptose e muitos linfécitos infiltrados.

5.3.5. Epoca do inicio do tratamento

Essa varidvel teve B= -0,940 e p= 0,0025, portanto os meses quentes mostraram
significancia para um retardamento da cura.

Nos animais que iniciaram seu tratamento, na época do ano que foi classificada como
meses quentes, devido as maiores temperaturas, em contraste com o0s poucos meses de
temperatura mais fria, a predisposi¢ao para a cura foi menor.

Lorand-Metze et al. (1998) relataram que, nos meses com temperaturas mais elevadas,
a freqiiéncia de leucemia aguda linfocitica aumenta na regido de Campinas, estado de Sao Paulo.
Metze et al. (1994) ressaltaram a influéncia climdtica em doenc¢a reumadtica também na regido
sudeste do pais. Lacetera et al. (2005) demonstraram que vacas pré-parturientes apresentam

concentracio de cortisol mais elevada em época de calor do que em época de frio.

Na literatura € relatada uma maior ocorréncia do TVTC em regides onde o clima ¢é

quente e umido (Papazoglou et al., 2001; Nak et al., 2005). Cohen (1985) fala que a prevaléncia
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do TVTC nos Estados Unidos € inversamente relacionada com a latitude geografica e diretamente

relacionada com o aumento das temperaturas médias anuais e das chuvas.

Segundo Ortega-Pacheco (2007), hd uma maior ocorréncia de cadelas na fase do estro
e cadelas gestantes nos meses quentes e umidos. Portanto, pode-se suspeitar que um contigio
maior do TVTC ocorre também nessa época, quando ele deverd iniciar as fases de implantagdo e

progressdo, com sua forte relacdo com o sistema imunoldgico do animal.

Se for estabelecida uma relac@o entre as informagdes dos trabalhos mencionados e o
observado neste estudo, quanto ao retardamento da cura nos meses quentes, € possivel sugerir
que o mecanismo de supressao imunoldgica do TVTC seja mais bem sucedido nesse periodo, por

uma possivel diminui¢ao da resposta imunoldgica dos caes, devido as altas temperaturas.

5.3.6. Idade

Com B=-0,1798 e p=0,02, uma resposta ao tratamento mais demorada é esperada em
animais 1dosos, o que pode ser embasado pelos achados do declinio da defesa humoral e celular
em caes idosos, observados nos estudos de Mosier (1989) e Kearns et al. (1999). A idade
avancada influencia tanto na imunidade humoral quanto na celular, assim como na produgdo de
citocinas. Conseqiientemente o declinio da resposta imunoldgica pode contribuir para o aumento
de infeccoes e do cancer (Kearns et al, 1999).

Uma propriedade comum ao envelhecimento de todos os sistemas sdo as mudangas
progressivas e irreversiveis, que podem ser influenciadas pelos efeitos de doengas, estresse,

nutri¢do, exercicios, genética e meio ambiente (Mosier, 1989).

5.4. Variaveis da analise da estrutura sintatica como fator preditivo

da cura

Obtivemos um resultado preditivo de cura, com a varidvel angulo minimo da
triangulacdo de Delaunay, sendo que, quanto maior for a medida do angulo minimo, mais rapida

¢ a resposta ao tratamento com vincristina.
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O maior dngulo minimo de um tridngulo ocorre no tridngulo eqiiilatero, onde todos os
angulos tém 60°. Se fizermos uma triangulacdo de Delaunay, com tridngulos préximos do
eqiiilatero, teremos uma distribuicdo dos vértices desses tridngulos com aspecto regular e
organizado. Os vértices da triangulacdo de Delaunay, sobreposta aos cortes histoldgicos, sdo 0s
nucleos celulares. Portanto, nesse caso, teremos uma distribuicao celular regular.

A irregularidade morfolégica, que € reflexo do pleomorfismo, da perda da polaridade
celular, do aumento de mitoses e da alteragao da morfologia nuclear, ¢ uma das caracteristicas da

malignidade de um tumor (Kumar et al., 2005).

Portanto, o resultado obtido com a varidvel dngulo minimo, reflete que, quanto mais
organizada for a distribuicdo celular do TVTC no momento do diagndstico, melhor ele

responderd ao tratamento com vincristina.

Weyn et al. (1999) utilizaram a andlise da estrutura sintética, para fazer diagndstico
diferencial de mesotelioma maligno com mesotélio hiperpldsico e adenocarcinoma, em seres
humanos. O mesotelioma é derivado do mesoderma e ndo é bem identificado por métodos
imunoistoquimicos. Os pardmetros avaliados foram drea e forma dos poligonos de Voronoi e
nimero de nucleos, comprimento total, comprimento das retas, nimero de retas e distancia dos
vizinhos mais préximos do MST. Todos os pardmetros foram significativos. Eles revelaram as
distancias entre os nicleos que sdo muito dificeis de estimar visualmente. Os melhores resultados
foram obtidos do nimero de vizinhos, drea e forma das células, que estdo associados com o grau
de regularidade do tecido.

Bigras et al. (1996) em um estudo humano, com o uso da sociologia celular,
observaram que o carcinoma de pequenas células do pulmao tem uma alta densidade celular e
uma baixa polariza¢do arquitetural, o que o diferencia dos outros tumores neuro-endécrinos do
pulmao. Portanto, a andlise da estrutura sintatica pode definir a malignidade desses tumores, pois
a baixa polaridade € sindnimo de irregularidade morfoldgica e uma alta densidade celular pode
indicar proliferacao celular exagerada.

Palmer et al. (2008), observaram o valor progndstico e preditivo da andlise da
estrutura sintatica em carcinoma de ovario de mulheres sob quimioterapia. Foram avaliados o
comprimento do MST, comprimento minimo do MST, comprimento maximo do MST, desvio
padrdao do MST e conectividade de 1, 2, 3, 4 e 5 vizinhos proximos. A varidvel conectividade de

2 vizinhos préximos foi significativa para a resposta ao tratamento quimioterdpico. Pela andlise
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univariada, a distancia entre os nticleos foi capaz de prever a sobrevida e o tempo de vida livre da
doenca, assim como a resposta a quimioterapia. Pela andlise multivariada, o desvio padrdao do
MST sugere que a variabilidade no arranjo nuclear € o mais importante fator para prever a
sobrevida.

Outros estudos foram feitos dentro dos sistemas especializados quantitativos em
tumor venéreo transmissivel canino, como o de Waldemarin et al. (2004) que, por meio de
analises morfométricas, diferenciou histiocitoma, mastocitoma € TVTC em cdes. Também
Valladao (2007) verificou a cura e a sobrevida de cdes com TVTC, usando parametros clinicos e
morfométricos.

O uso de ferramentas precisas, obtidas por meio de sistemas especializados
quantitativos, como a andlise da estrutura sintdtica que foi utilizada neste estudo, para prever o
comportamento do TVTC, tem demonstrado precisdo e potencial de reprodutibilidade, ocupando
um espaco importante na histopatologia.

A diversidade do arranjo intercelular pode ser um sinal importante para o diagndstico
da malignidade e, portanto, para prever o comportamento do cancer. Pela quantificacdo da
arquitetura dos tecidos, padrdes observados, podem ser significativos de muitos aspectos da
doenga.

O TVTC demonstrou arquiteturalmente diferencas de padrdes, que podem ser
comparadas com as diferencas de comportamento clinico. Esse tumor tem uma taxa de
crescimento muito grande (fase progressiva com muitas mitoses), por isso invade os tecidos de
forma irregular, podendo formar uma grande massa em seu sitio primdrio. As metdstases, apesar
de pouco freqiientes, podem ocorrer. Porém a Andlise da Estrutura Sintdtica demonstrou que a
regularidade no padrdo arquitetural da distribui¢@o celular desse tumor e de outros previamente

citados parece prever um melhor progndstico.
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6. CONCLUSAO
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Podemos concluir que o sulfato de vincristina foi um quimioterdpico eficiente no
tratamento dos tumores venéreos transmissiveis dos 100 animais, com um tempo médio de cura

de 5,4 semanas.

A resposta ao tratamento logo apds a primeira administracdo de sulfato de vincristina

promoveu em média uma diminui¢do do volume do tumor de 66%.

As varidveis clinicas: época do inicio do tratamento, idade, tamanho da massa tumoral
tém independentemente, valor preditivo para a cura dos animais com tumor venéreo transmissivel

canino, tratados com sulfato de vincristina, ja no momento do diagndstico.

Os resultados das varidveis do estudo clinico parecem relacionar a capacidade de

resposta imunoldgica ao tempo de cura do TVTC tratado com vincristina.

A varidvel: angulo minimo da triangulagdo de Delaunay, obtida por meio da andlise da
estrutura sintatica , tem valor preditivo para a cura dos animais com tumor venéreo transmissivel

canino, tratados com sulfato de vincristina também no momento do diagndstico.

Confirmamos estudos anteriores no campo da sociologia celular, sugerindo que a
Andlise Estrutura Sintdtica pode ser uma importante ferramenta preditiva e progndstica, que,
usada sozinha ou em conjunto com parametros clinicos, pode ajudar nas escolhas adequadas de

tratamento para pacientes animais € humanos.
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