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APRESENTACAO

A obra “Avancos Cientificos e Tecnoldgicos nas Ciéncias Agrarias” € composta pelos
volumes 3, 4, 5 e 6, nos quais sdo abordados assuntos extremamente relevantes para as
Ciéncias Agrarias.

Cada volume apresenta capitulos que foram organizados e ordenados de acordo com
areas predominantes contemplando temas voltados a produgéo agropecuaria, processamento
de alimentos, aplica¢édo de tecnologia, e educacgao no campo.

Na primeira parte, sdo abordados estudos relacionados a qualidade do solo,
germinagéo de sementes, controle de fitopatdgenos, bem estar animal, entre outros assuntos.

Na segunda parte séo apresentados trabalhos a cerca da produg¢do de alimentos
a partir de residuos agroindustriais, e qualidade de produtos alimenticios apds diferentes
processamentos.

Na terceira parte s&o expostos estudos relacionados ao uso de diferentes tecnologias
no meio agropecuario e agroindustrial.

Na quarta e ultima parte sédo contemplados trabalhos envolvendo o desenvolvimento
rural sustentavel, educacao ambiental, cooperativismo, e produgéo agroecoldgica.

O organizador e a Atena Editora agradecem aos autores dos diversos capitulos por
compartilhar seus estudos de qualidade e consisténcia, os quais viabilizaram a presente
obra.

Por fim, desejamos uma leitura proveitosa e repleta de reflexdes significativas que
possam estimular e fortalecer novas pesquisas que contribuam com os avancos cientificos e

tecnologicos nas Ciéncias Agrérias.

Julio César Ribeiro
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RESUMO: O tumor venéreo transmissivel (TVT)
€ uma neoplasia de células redondas, contagiosa,
cosmopolita e comumente localizada na genitalia
de cées, contudo, a presenca de neoformacgbes
extragenitais, também podem ser observadas.
Apesar de ser uma neoplasia maligna, as
metastases ndo sdo comuns, entretanto, quando
ocorrem podem afetar o figado, bago, glandula
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mamaria, pulmdes, linfonodos e cérebro. O aumento da capacidade proliferativa € uma das
principais caracteristicas das células tumorais, tornando o indice mitético um componente
util para avaliar a proliferagé@o celular, caracterizar a agressividade de tumores, bem como
auxiliar na avaliagéo do prognostico e na escolha do tratamento. Foram atendidos 14 animais
portadores de TVT no Hospital Veterinario Escola da Universidade Estadual do Norte do
Parana (HVE-UENP), no qual foram diagnosticados mediante o exame citopatologico. Em
seguida, durante a leitura das laminas citologicas, calculou-se o indice mitdtico por meio
de uma contagem de 10 campos aleatorios na objetiva de 40x. O nimero de mitoses foi
correlacionado com a classificagao citomorfolégica e o tempo de tratamento utilizando o sulfato
de vincristina. Os maiores indices mitéticos observados foram em laminas classificadas com
TVT do tipo linfocitéide, sendo que em 66,6% dos casos foi necessario 0 nUmero maximo
de sessdes (4 sessdes) com o sulfato de vincristina. O TVT com maior indice mitético pode
apresentar uma melhor resposta ao tratamento com o sulfato de vincristina, o que pode ser
explicado pelo mecanismo de acéo dessa droga. Ainda que, na maioria dos tumores, um
maior indice mitético esteja relacionado a uma maior agressividade, o TVT ndo demonstrou
esse padréo.

PALAVRAS-CHAVE: Oncologia, mitose, citopatologia, sulfato de vincristina, TVT.

MITOTIC INDEX EVALUATION RELATED TO THE CHEMOTHERAPIC
TREATMENT FOR TRANSMISSIBLE VENEREAL TUMOR

ABSTRACT: The transmissible venereal tumor (TVT) is a round cell tumor, a contagious and
cosmopolitan neoplasia, and it is commonly located in the genitalia of dogs, although, the
presence of extragenital lesions can also be observed. Despite being a malignant neoplasm,
metastases are not common, however when they occur, they can affect the liver, spleen,
mammary gland, lungs, lymph nodes and brain. The increase of the proliferative capacity is
one of the main characteristics of tumor cells, making the mitotic index a useful component
for assessing cell proliferation, characterizing the aggressiveness of the tumors, as well as
assisting in the prognosis assessment and in the chemotherapy choice. The treatment was
applied to 14 animals at the Veterinary School Hospital of the Northern Parana State University
(HVE-UENP), in which they were diagnosed by cytopathological examination. Thereafter,
while reading the cytological slides, the mitotic index was calculated by counting 10 random
fields in the 40x objective. The number of mitoses was correlated with the cytomorphological
classification and with the treatment time using vincristine sulfate. The highest mitotic indexes
observed were in slides classified with lymphocytoid type TVT, and in 66.6% of the cases the
maximum number of sessions (4 sessions) with vincristine sulfate were necessary. The TVT
with higher mitotic index may have a better response to treatment with vincristine sulfate,
which can be explained by this drug’s mechanism of action. Although, in most tumors, a higher
mitotic index is related to greater aggressiveness, TVT has not shown this pattern.
KEYWORDS: Oncology, mitosis, cytopathology, vincristine sulfate, TVT.

11 INTRODUGCAO

O Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) € uma neoplasia de células redondas de carater
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contagioso, distribuicdo mundial e que acomete os animais da espécie canina independente
da raca, idade e sexo, que se encontram sexualmente ativos, com acesso a rua sem
superviséo e em locais onde ha grande densidade populacional de caes errantes com saide
debilitada. (FONSECA et al., 2017). O contagio ocorre por transplante de células neoplasicas
viaveis em contato com o tecido lesionado, sendo a transmissao sexual a via mais comum. O
resultado s&o neoformacgdes em regides muco genitais macroscopicamente descritas como
semelhantes a couve-flor, de superficie sangrenta, friavel e ulcerada (GANGULY et al., 2013;
AMARAL et al., 2007). Ainda que os casos desse tumor sejam mais comuns em regi@o genital,
existem relatos de TVT extragenital de origem primaria, sendo ja relatados em cavidade
nasal, oral, anal, pele e mucosa conjuntival, certamente advindos de comportamentos sociais
(SILVA et al., 2007; GASPAR, 2005; LIMA et al., 2013).

O TVT pode permanecer por muitos anos na genitélia de cdes, com crescimento
inaparente ou lento podendo, eventualmente, apresentar-se invasivo e metastatico
(MOULTON, 1978).

As alteracdes moleculares observadas nas células do paciente com apresentagoes
tumorais foram estudadas, e vem sido relacionadas aos mecanismos que regulam a divisédo
celular normal, a sobrevivéncia e a morte celular (ALBERTS et al., 1999), por essa razéao,
0 aumento da capacidade proliferativa € uma das principais caracteristicas das células
tumorais, (PRESTON-MARTIN et al., 1990; CHU et al., 2001).

Uma forma simplificada de avaliar e classificar a atividade proliferativa de uma
neoplasia pode se dar por meio da atividade mitotica, avaliando, desta forma, sua atividade
proliferativa (MEUTEN et al., 2016).

Apopulagéo de mitoses apresentada em porcentagens, que corresponde a quantidade
presente em 100 células, define o indice mit6tico, este vem sido amplamente usado para
avaliar prognoésticos tumorais em animais e humanos (DE JONG et al., 2000).

Neoplasias agressivas usualmente tém uma alta taxa de prolifera¢éo celular, estando
relacionadas com um pior prognéstico, e, o indice mitotico tem se mostrado um bom indicador
do mesmo, independente do grau histolégico (SCASE et al. 2006; ROMANSIK et al. 2007;
WEBSTER et al. 2007).

A mensuracao da proliferacao celular e da apoptose podem promover um prognostico
mais realista do comportamento tumoral (DE JONG et al., 2000). Apesar de o total de
mitoses (metafase, anafase e teldéfase) ser o método tradicionalmente utilizado para estimar
a atividade proliferativa das células neoplasicas, € preciso lembrar que a mitose representa
apenas uma frag¢éo do ciclo celular, pois as células que estiverem nas fases G1, S ou G2 néo
séo contabilizadas (QUINN e WRIGHT, 1990).

Ja a correlagéo entre o numero de mitoses e os medicamentos utilizados para os
tratamentos das neoplasias se faz importante, visto que muitos quimioterapicos atuam
diretamente na mitose, tendo como exemplo o Sulfato de Vincristina, a qual é a droga
comumente utilizada no tratamento do TVT (PRESTON-MARTIN et al., 1990; QUINN e
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WRIGHT, 1990).

O diagnéstico do TVT deve ser feito preferencialmente pelo exame citopatologico, pois
este € um exame que leva a menor distor¢do da morfologia das células quando comparada
as amostras de histolégicas. O exame citopatolégico € um exame complementar o qual vem
ganhando maior credibilidade como diagnéstico definitivo para diversos tipos de neoplasia,
tendo a vantagem de ser uma técnica répida, facil, barata, indolor (AMARAL et al., 2007).

Alguns autores relatam que, durante as andlises citopatoldgicas, as células de TVT
tem mostrado uma caracteristica variagdo na sua morfologia celular, tais alteracdes, puderam
ser correlacionadas com seu comportamento bioldégico. Baseado nessas observagdes
clinico-patoldgicas o TVT foi classificado em trés grupos distintos, sendo eles Plasmocitbide,
Linfocitéide e Misto. E importante destacar que se observa que os tumores plasmocitides
frequentemente estdo associados a um comportamento biolégico mais agressivo e maiores
chances de metastizar quando comparados aos tumores classificados como linfocitéides
(AMARAL et al., 2004; AMARAL et al., 2007; GASPAR et al., 2009).

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi verificar a taxa de proliferagéo celular
do tumor venéreo transmissivel pela contagem de mitoses em amostras obtidas por citologia
aspirativa por agulha fina (CAAF), com subsequente comparacdo ao comportamento
bioldgico tumoral, utilizando a classificagéo citomorfoldégica segundo Amaral et al. (2007) e
correlacionando com o niUmero de sessdes quimioterapicas realizadas até o desaparecimento
total de células tumorais ou ébito do animal.

21 MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados 14 casos de TVT provenientes da rotina do Hospital Veterinario
UENP/CLM e da Sociedade Protetora de Animais de Bandeirantes (APA) diagnosticados
previamente por exame citopatoldgico. Para realizacdo do diagnéstico foram coletadas
amostras pela técnica de citologia aspirativa por agulha fina (CAAF), as quais foram secas
ao ar livre, fixadas com metanol e coradas pelo método de Pandtico Rapido para posterior
classificacao citomorfologica, sendo esta, baseada em Amaral et al. (2007). Os casos foram
classificados em trés diferentes grupos, plasmocitoide, linfocitdide e misto, sendo:

Plasmocitoide: predominancia de 60% ou mais de células de TVT com morfologia
ovoide, citoplasma mais abundante, presenca de vacuolos citoplasmaticos, presenca de um
nucléolo grande e evidente, cromatina regular e com nucleo excéntrico;

Linfocitoide: predominéncia de 60% ou mais de células de TVT com morfologia
redonda, escasso citoplasma granular e fino, com a presenga de vacuolos margeando
a periferia celular, nacleo arredondado com cromatina rugosa e presenca de um ou dois
nucléolos evidentes;

Misto: celularidade mista entre os padrdes celular linfocitdide e plasmocitéide, em que
a predominancia néo ultrapassasse 59% do total.
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Para a classificacdao citomorfologica foi realizada uma adaptagdo onde além dos
critérios descritos por Amaral et al. (2007), levou-se também em consideracdo o tamanho
das células tumorais, onde células padrdo plasmocit6ide mediam entre 28 - 35 micras
ou mais; e células tumorais padréo linfocitdide mediam por volta de 28 micras ou menos.
Para determinacdo do tamanho das células utilizou-se a comparagdo com o tamanho das
hemécias presentes no esfregaco.

A andlise foi realizada somente em amostras pré-tratamento, devido a influéncia do
quimioterapico Sulfato de Vincristina. O tratamento foi realizado com o uso de sulfato de
vincristina, na dose de 0,75 mg.m por via intravenosa e com frequéncia de administragcéo a
cada 7 dias. Na quimioterapia, a aplicacdo do antineoplasico foi exercida em bolus de forma
rapida e com o uso do catéter de silicone intravenoso na veia cefélica. Para avaliar casos de
resisténcia a quimioterapia, o tratamento com sulfato de vincristina que excedesse 6 sessdes
teria seu quimioterapico alterado para doxorrubicina.

Para determinar o indice mit6tico, foi escolhido uma lamina citoldégica de cada caso,
sendo essa, a com melhor visualizagéo de células. No momento da contagem, selecionou-
se 10 campos aleatérios de cada caso, e a contagem foi realizada na objetiva de 40x. Ap6s
completa contagem, o nimero de mitoses foi correlacionado a classificagdo citomorfoldgica
e a quantidade de sessdes necessarias para completa remissdo do tumor utilizando-se o
sulfato de vincristina.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o estudo foram atendidos 14 animais portadores de TVT, sendo eles 28,5%
(n=4) classificados como plasmocitoide, 64,3% (n=9) linfocitdide e 7,1% (n=1) misto. Na
contagem do numero de mitoses a cada dez campos de maior aumento (Figura 1), obteve-
se uma média de 19,22 mitoses para o padrao linfocitoide e 12 para o padrao plasmocitéide.
Devido ao baixo numero de casos classificados como padrao misto, foi realizada a excluséo

dos dados para a comparacao (Tabela 1).
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Figura 1. Fotomicrografia do Tumor Venéreo Transmissivel corado por Panético Répido. 40x.
mitose celular (seta).

Paciente Numero de sessdes indice mitotico Classificacao
01 03 12 Linfocitéide
02 04 28 Linfocitéide
03 03 28 Misto
04 02 09 Linfocitéide
05 01 (6bito) 11 Plasmocit6ide
06 04 19 Linfocitoide
07 04 31 Linfocitéide
08 05 11 Plasmocitoide
09 01 (6bito) 14 Plasmocit6ide
10 05 (6bito) 12 Plasmocitoide
11 04 12 Linfocitéide
12 03 26 Linfocitoide
13 04 18 Linfocitéide
14 04 18 Linfocitéide

Tabela 1. Dados obtidos da classificagao citomorfolégica, indice mitético mitoses e nimero de
sessoOes de quimioterapia dos casos de tumor venéreo transmissivel.

Ao avaliar na literatura o comportamento de malignidade dos diferentes tipos de
TVT, é evidenciado uma maior hostilidade por parte dos tumores plasmocitdides, pois estes
costumam apresentar comportamento biolégico mais agressivo, caracterizado por maiores
chances de metastizar, ser resistente ao tratamento quimioterapico, bem como resultar em
obito (GASPAR, 2005). Em nosso estudo observamos que os casos com maior nimero de
sessdes de quimioterapia e que vieram a 6bito, foram classificados como plasmocitoides.
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Segundo Amaral et al. (2005), isso se deve ao fato de uma maior quantidade de quebras no
DNA, além de uma melhor aptidao no desenvolvimento extragenital e de metastase. Essa
agressividade foi evidenciada no presente estudo, uma vez que todos os casos de 6bitos
foram assim classificados.

A taxa de proliferacdo de células neoplasicas reflete uma desordem no equilibrio
entre células em divisédo, tempo de ciclo celular, diferencia¢cdo e senescéncia, ou seja, é
a expressao de mais do que simplesmente replicacéo celular. A literatura veterinaria vem
mostrando reiterado interesse na proliferagdo celular de tumores como uma forma de
compreender a biologia tumoral ou de permitir estimativas de prognostico com ou sem
tratamento (MADEWELL, 2001)

A média de mitoses obtidas em 10 campos consecutivos de todos os casos
avaliados, foi de 15.61 se demonstrando maior que a quantidade encontrada na literatura
pelos autores Santos et al. (2011) e Sharma; Swamy e Dubey (2016) que observaram 8.10
e 4.46 respectivamente. Quando comparamos as médias de mitoses entre as diferentes
classificacdes citomorfoldgicas, observamos que a média de mitoses do grupo linfocitdide
se revelou superior aos tumores de padréo plasmocitéide, portanto é provavel que o indice
mitético ndo seja um bom indicador de malignidade para o TVT, uma vez que tumores do tipo
linfocitbide tendem a apresentar comportamento biolégico menos agressivo. Na bibliografia
pesquisada néo foi identificada uma relagéo entre o indice mitético e a classificagéo citologica
de Amaral et al. (2005), no entanto, Denicola e Reagan (1998) notaram que apesar de comum
a apresentacdo de um grande numero de mitoses anormais no TVT, ele geralmente néo
realiza metéstases. Portanto, € suposto que este ndo seja um forte critério de malignidade
para o TVT, assim como em outros tumores.

A existéncia de uma relacdo entre o nUmero de mitoses e os medicamentos utilizados
para os tratamentos das neoplasias se faz importante, visto que a escolha do protocolo
quimioterapico € significativa tanto no tratamento, como no prognéstico para as diversas
neoplasias (PRESTON-MARTIN et al., 1990; QUINN e WRIGHT, 1990). Sendo assim, devido
ao mecanismo de acdo do sulfato de vincristina, o Tumor Venéreo Transmissivel com maior
numero de mitoses pode apresentar uma melhor resposta a quimioterapia. Essa droga
possui substancias especificamente atuantes no ciclo celular, bloqueando a mitose por meio
da interrupcdo da metafase (ALLEMAN e HARVEY, 1993). Essa acéo biolégica da vincristina
pode ser elucidada pela sua habilidade em unir-se estritamente a tubulina, sendo esse um
componente chave dos microtabulos celulares com funcdo de dar origem ao esqueleto
celular (JORDAN et al.,1991). A uni&o da vincristina com os tubulos é complexa e diferentes
sitios moleculares estéo envolvidos, porquanto o fato mais evidente € a inibicdo da formacéo
completa da tubulina acarretando em uma dissolug¢éo dos microtubulos, inibicdo da formagéao
do fuso mitotico e interrupcdo da mitose na metafase (ALLEMAN e HARVEY, 1993).
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41 CONCLUSOES

N&o foi observado grandes diferencas no niumero de mitoses nos diferentes grupos,
porém os tumores classificados como linfocitbide parecem apresentar uma tendéncia a
maior indice mitotico e melhor resposta a quimioterapia com sulfato de vincristina. Embora
exista uma correlacdo positiva entre a quantidade de mitoses e o grau de malignidade na
maioria das neoplasias, o TVT provavelmente ndo segue esse modelo. Para resultados mais

conclusivos se faz necessario a presenca de um maior nimero de casos e estudos.
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