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RESUMO - A citologia aspirativa com agulha fina (CAAF) foi usada como método de colheita de
quinze amostras de tumor venéreo transmissivel (TVT)em caes, oriundos do atendimento do Hospital
Veterinario-FMVZ-UNESP de Botucatu, antes e apds o inicio da quimioterapia. As amostras
citolégicas foram submetidas ao calculo do indice mitético e a avaliagcao de indices de proliferacéo
por métodos citoquimico (concentracao eletrolitica critica — CEC) e imunocitoquimico (Ki-67, clone
MIB-1). Todas as técnicas mostraram-se adequadas para avaliar a taxa proliferativa em amostras
citolégicas. O CEC permitiu observar que a aplicagdo do quimioterapico levou a uma reducao
significativa da proliferagéo celular. Em vista disso, conclui-se que essa metodologia pode ser aplicada
para diagnosticar e monitorar o TVT.

Palavras chaves: tumor venéreo transmissivel canino, citologia, indices de proliferacao,
concentragao eletrolitica critica, Ki-67.

ABSTRACT - Fine needle aspiration biopsy (FNAB) was used to collect fifteen transmissible venereal
tumor (TVT) samples from dogs at the Veterinary Hospital - FMVZ - UNESP Botucatu, Sao Paulo,
Brazil, before and after beginning of chemotherapy. The cytological samples were submitted to
determination of mitotic and proliferation indexes by means of cytochemical (critical electrolyte
concentration — CEC) and immunocytochemical (Ki-67, MIB-1 clone) methods. All the techniques
were adequate for the evaluation of proliferation rates displayed by the cytological samples. The
CEC allowed the observation that chemotherapy induces to significant reduction in cellular proliferation.
Thus, was concluded that this methodology is suitable to perform TVT diagnosis and monitoration.

Key words: canine transmissible venereal tumor, cytology, proliferation indexes, critical electrolyte
concentration, Ki-67.

Introducgao

O tumor venéreo transmissivel (TVT) é
uma neoplasia de células redondas
transmitida naturalmente aos animais
suscetiveis por um mecanismo raro, de
transplantacéo de células tumorais viaveis
(CHU et al., 2001). Afeta comumente a

genitalia externa de caes e é transmitido pelo
coito ou habitos sociais como cheirar e
lamber (MACEWEN, 2001). A ocorréncia de
metastases é mais freqliente em linfonodos,
pele e conjuntiva ocular, mas olhos, sistema
nervoso central, rins, bago, figado e varios
outros locais também podem ser afetados
(DAS e DAS, 2000).
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O TVT pode existir como massa solitaria
ou lesdes multiplas, em formato de couve-flor,
ou como formas pendulares, nodulares,
papilares ou multilobulares. O tamanho do
tumor pode atingir até 10 a 15 cm. Tem sido
reportado que as células de TVT comecam a
se multiplicar em duas a trés semanas apos
aimplantacgao e alcancgar a forma multilobular
apos um periodo variavel de dois a quatro
meses. Apesar de sua potencial natureza
maligna, o tumor venéreo responde a
diferentes tipos de tratamentos, como
radioterapia, crioterapia e quimioterapia, esta
ultima comprovadamente a modalidade
terapéutica de maior eficacia, sendo o TVT
mencionado como o tumor mais responsivo
a quimioterapia em oncologia veterinaria
(ERUNAL-MARAL et al., 2000).

Varios estudos tém demonstrado a
utilidade da citologia aspirativa com agulha
fina (CAAF) no diagndstico de neoplasias
(ROCHA, 1998a,b; ALLEMAN e BAIN, 2000),
inclusive o TVT. Nos ultimos anos, a
freqiéncia de cdes com TVT na rotina do
Hospital Veterinario da FMVZ-UNESP de
Botucatu tem apresentado crescimento
exponencial. Além disso, o comportamento
extremamente agressivo desse tumor foge
do descrito pela literatura internacional. Estes
casos merecem um estudo detalhado
(ROCHA, 1998a,b).

A taxa de proliferacao de células
neoplasicas reflete uma desordem no
equilibrio entre células em divisdo, tempo de
ciclo celular, diferenciagido e senescéncia, ou
seja, € a expressao de mais do que
simplesmente replicagao celular. A literatura
veterinaria vem mostrando reiterado
interesse na proliferacao celular de tumores
como uma forma de compreender a biologia
tumoral ou de permitir estimativas de
prognodstico com ou sem tratamento
(MADEWELL, 2001).

Nucléolos sempre foram reconhecidos
como uma organela celular que se torna
proeminente nas lesbes proliferativas,
especialmente nas neoplasias malignas. E
sabido que células em proliferagdo ou
metabolicamente ativas tém nucléolos mais
proeminentes e em maior numero (KAMEL
et al., 1990). Desta forma, a avaliacdo do
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numero, forma e tamanho do nucléolo podem
ser utilizados como parametro de avaliacao
proliferativa e de progressao neoplasica
(BARBISAN et al., 1998). Por meio de
técnicas citoquimicas usuais, como a da
concentracao eletrolitica critica (CEC), pode-
se obter imagens nucleolares nitidas,
possibilitando sua analise morfolégica e
morfométrica (MELLO et al., 1993).

A capacidade proliferativa aumentada é
uma das principais caracteristicas das células
tumorais (PRESTON-MARTIN et al., 1990;
CHU et al.,, 2001). Marcadores de
proliferagcdo celular podem ser Uteis na
avaliacdo do comportamento biolégico da
neoplasia, possibilitando inferéncias com
respeito a sensibilidade a regimes de
quimioterapia (QUINN e WRIGHT, 1990;
GONZALEZ et al., 2000). O total de figuras
de mitose (metafase, anafase e telofase) é
o método tradicionalmente utilizado para
estimar a atividade proliferativa das células
neoplasicas. Entretanto, como a mitose
representa apenas a menor fragao do ciclo
celular, as células que estiverem nas fases
G,, S ou G, ndo sé&o contabilizadas, levando
a uma sub-estimativa do processo (QUINN
e WRIGHT, 1990). Para contornar essa
desvantagem, a marcacdo de antigenos
expressos pelas células em proliferagao,
geralmente por imunoistoquimica, tem sido
cada vez mais utilizada em medicina
veterinaria (MADEWELL, 2001, GUVENC et
al., 2002).

O Ki-67 é um anticorpo monoclonal que
identifica um antigeno nuclear presente na
maioria das células em proliferagédo. A
expressao deste antigeno esta intimamente
associada com o ciclo celular, podendo ser
usado para medir a fracdo de crescimento
das células. Sua expressao ocorre durante
a fase G, e progride durante o ciclo celular,
alcangando o maximo em G, e M, diminuindo
rapidamente apds a mitose, ndo sendo
expresso em G, (QUINN e WRIGHT, 1990).

Utilizando-se partes recombinantes do
antigeno Ki-67 como imundégeno, foram
produzidos novos anticorpos monoclonais,
designados MIB-1-2-3, dos quais MIB-1 e
MIB-3 detectam o mesmo epitopo (ou muito
similar) que o anticorpo original Ki-67. Assim,
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o0 MIB-1 tem-se mostrado um marcador de
proliferagao celular util e confiavel nos mais
diferentes tecidos (IQBAL et al., 2002;
HAZAN et al., 2002).

Nossa proposta neste estudo foi verificar
a taxa de proliferagdo celular do tumor
venéreo transmissivel em amostras obtidas
por citologia antes e durante o tratamento
quimioterapico, utilizando métodos de
avaliagao citolégicos, citoquimicos e
imunocitoquimicos.

Material e Método

Foram inclusos no estudo 15 cées,
provenientes do atendimento do Hospital
Veterinario da FMVZ - UNESP de Botucatu,
sem distingdo de racga, sexo e idade, com
diagnéstico citolégico de TVT e sem historico
de quimioterapia prévia.

Foram colhidas duas amostras de cada
animal: uma apds a confirmagao do
diagnéstico e outra sete dias apds o inicio
do protocolo terapéutico (sulfato de
vincristina, na dose de 0,5mg/cm? de
superficie corporal, via intravenosa
obrigatoria).

Para a CAAF utilizou-se agulha de
13x4,5mm para tumores com até 1cm de
didmetro e agulha de 30x7 mm para tumores
maiores. A agulha, acoplada a uma seringa
de 10ml, era introduzida na lesao e, enquanto
se faziam movimentos em leque, produzia-
se pressao negativa na seringa, amostrando
uma ampla area do tumor. Apds, a pressao
negativa era desfeita, a agulha desconectada
da seringa e o seu conteudo empurrado com
ar para laminas histolégicas, onde se
confeccionavam os esfregagos. A cada
colheita eram obtidos seis esfregacos de
cada tumor, dois deles fixados em alcool
etilico ainda umidos e os demais, secos ao
ar e fixados em metanol.

Das laminas fixadas em alcool metilico
duas foram coradas pelo Giemsa para
avaliagao do indice mitético (IM), obtido pela
contagem, em cada lamina, das células em
mitose em um total de 500 células neoplasicas

" Immunotech, Marseille, France.
2 Dakopatts.
3 Sigma, St. Louis, EUA.

e multiplicado por 100. As outras duas laminas
foram coradas para CEC com uma solugao
de 0,025% de azul de toluidina em tampao
Mcllvaine pH 4,0 seguida da aplicagao de
cloreto de magnésio (MELLO et al., 1993).
Nestas laminas fez-se a morfometria nuclear,
sob observacao em microscoépio 6ptico
adaptado ao analisador de imagem KS-300,
sob objetiva de 100x, consistindo na
determinagcdo da area do nucleo e dos
nucléolos, em 50 células tumorais escolhidas
aleatoriamente, e a raz&o entre elas (area
do ndcleo : area do nucléolo). Para anélise
dos parametros de morfometria pela técnica
de CEC das amostras de TVT, foi utilizado o
teste estatistico de Wilcoxon (ZAR, 1984).

Duas laminas foram fixadas em alcool
etilico 90%, no qual permaneceram até seu
processamento pela técnica de
imunocitoquimica para a marcagao com o
anticorpo primario Ki-67, clone MIB-1" diluido
a 1:200, seguido de incubagao com complexo
ABC?, por 45 minutos. A revelagao foi feita
utilizando-se como cromdégeno 3,3
diaminobenzidina® (DAB). A contracoloragéo
foi feita com metil green e os esfregacos
foram secos em temperatura ambiente e
montados com resina sintética. A positividade
da reagao foi avaliada em microscoépio dptico
simples, considerando-se positivo a presenca
de coloracdo nuclear acastanhada, a
despeito da intensidade da coloracio. Foram
avaliadas 500 células por lamina, em objetiva
de 40x. O indice de proliferacédo (IP) foi
calculado pela divisdo do numero de células
marcadas pelo de células contadas e
multiplicadas por 100.

O indice mitético e o de proliferacao
foram estabelecidos somente nas amostras
pré-tratamento, ja que apés a instituicdo da
quimioterapia a populagao celular obtida na
citologia era muito escassa, com células em
proliferacdo em percentual muito baixo.

Resultados e Discussao

Nossos achados confirmaram o valor
da CAAF como método eficiente no
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diagnéstico de TVT (FIGURA 1), pois além
de ser pouco invasiva confere de modo
preciso e rapido o diagnéstico de neoplasias,
conforme ja descrito por ROCHA (1998a,b)
e ALLEMAN e BAIN (2000). Além disso, a
CAAF também permite a confeccao de
l[&minas para estudos complementares. Como
desvantagem da técnica, apds a instituigao
da quimioterapia, observou-se que a
qualidade do material obtido nédo era a

desejada, ja que se obtinha uma pequena
quantidade de células integras dispersas
entre células necrdticas e inflamatorias,
provavelmente devido a diminuigcdo da
populacao de células viaveis no tumor pela
acao do quimioterapico. Isto impediu a
estimacido dos indices mitético e de
proliferacao, uma vez que a quantidade de
células viaveis nas amostras foi inferior ao
estabelecido para o calculo destes indices.

FIGURA 1 — CELULAS DE TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL EM CAES. OBSERVAR ALTA
CELULARIDADE, CITOPLASMA ESCASSO E COM VACUOLOS, CROMATINA
GROSSEIRAE NUCLEOLOS EVIDENTES E FIGURAS DE MITOSE (SETAS). GIEMSA,

640X.

FIGURA 2 — AREA NUCLEOLAR E NUCLEAR DE AMOSTRA CITOLOGICA DE TUMOR VENEREO
TRANSMISSIVEL EVIDENCIADAS PELO METODO DE CEC EM CAES (AUMENTO 400X).
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FIGURA 3 — IMUNOMARCAGAO PARAKI-67 (CLONE MIB-1) EM CITOLOGIA DE TVT, MOSTRANDO
ALTA POSITIVIDADE DAS CELULAS NEOPLASICAS EM CAES (640X).

Nas laminas coradas com o método de CEC
(FIGURA 2), obteve-se a morfometria nuclear e

nucleolar de cinqlenta células de TVT poramostra,
conforme apresentado na TABELA 1.

TABELA 1 — ANALISE MORFOMETRICA (MEDIA + DESVIO PADRAO) DE CELULAS DE TUMOR
VENEREO TRANSMISSIVEL CORADAS PELO METODO DE CONCENTRAGCAO

ELETROLITICA CRITICA (CEC).

AMOISTRAS 1!

AREA NUCLEOLAR (P )

AREA NUCLEAR {prv)  Razio

Pré-tratamento 15 5534187 6231 29,37 0,10+0,03°
Apos 1° tratamento 09 3,16+ 1.51" 49,09 £ 17 88° 0,08+0,03
Mivel de significincia p=0015 p = 0295 p=0118

o

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa.

Andlise estatistica realizada somente nos casos que possuiam amostras pareadas.

Na comparagao entre os valores obtidos
no pré-tratamento e apos a primeira sessao
de quimioterapia nos trés parametros
utilizados na analise morfométrica das células
de TVT coradas pelo CEC, somente a area
nucleolar foi estatisticamente significativa,
observando-se uma reducdo da area dos
nucléolos nos animais submetidos ao
tratamento. Esse resultado sugere que a
quimioterapia induziu a diminuicdo da
atividade nucleolar e, consequentemente, da
taxa de proliferagao celular. Este achado esta
de acordo com os dados reportados por
GONZALEZ et al. (2000), que observaram
uma cessacao quase total da proliferagcao

celular em casos de TVT com regresséao
induzida por uma dose de quimioterapico. Ja
as areas nucleares das células de TVT
coradas pelo CEC foram estatisticamente
semelhantes quando se comparou o pré-
tratamento com o pds-tratamento, o que nao
difere dos resultados encontrados por
BARBISAN et al. (1998), que trabalharam
com CEC em células epiteliais de mama na
mulher.

A utilizacdo do clone MIB-1 para a
imunomarcagdo em amostras obtidas por
citologia aspirativa mostrou-se de facil
padronizacdo no TVT, da mesma forma como
observado por GUVENC et al. (2002)
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utilizando amostras incluidas em parafina.
Foram consideradas positivas para a
imunocitoquimica com o Ki-67 aquelas células
cujos nucleos apresentavam coloragao
marrom, independentemente da intensidade
do tom, enquanto que as células negativas
mostravam nucleo de cor azulada (FIGURA
3). O indice proliferativo (IP) obtido por esta
técnica foi de 10,8% e o indice mitotico (IM)
obtido na analise dos esfregagos corados
pelo Giemsa foi de 0,73%. A grande diferenga
entre os valores dos dois parametros era
esperada, como salientado por QUINN E
WRIGHT (1990), visto que a fase de mitose
€ uma pequena parte do ciclo celular. Apesar
da diferenca numérica, GONZALEZ et al.
(2000) ressaltaram que existe correlagao
entre a marcagéo com o Ki-67 e a contagem
de mitoses.

No presente trabalho os trés métodos de
quantificacdo da proliferacao celular
mostraram-se eficientes e aplicaveis em
amostras citolégicas de tumor venéreo
transmissivel, cada qual com suas vantagens
e desvantagens. A CEC é um método de baixo
custo e de facil execugéo, porém necessita da
leitura em um analisador de imagens, o que
reduz sua acessibilidade. A imunocitoquimica
€ uma técnica mais elaborada e o custo dos
anticorpos é elevado, comparado a CEC, mas
pode ser avaliada em microscopia 6tica. Ja o
indice mitético é barato e de facil execucao,
porém leva a subestimativa da taxa proliferativa,
0 que limita significativamente sua
interpretacdo. A escolha do método de
avaliagao de proliferagao celular, desta forma,
esta condicionada a disponibilidade técnica de
cada laboratorio.
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