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Resumo

N-GUIM, Taina, Avaliagdo da sobrevida e de marcadores histomorfolégicos
como potenciais fatores prognosticos para carcinoma de células escamosas
em caes e gatos. 2010, 65p. Dissertagcao (Mestrado) - Programa de P6s Graduagéao
em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Carcinoma de células escamosas (CCE) é um neoplasma cutdneo maligno
comumente observado no cdo e no gato. Especialmente em nosso pais, o CCE
representa um problema sério, uma vez que a exposi¢ao cronica a radiagao
ultravioleta € um dos fatores importantes para o desenvolvimento da doenca. Neste
sentido, o presente estudo teve como objetivo estabelecer marcadores
histomorfolégicos como fatores progndsticos e determinar o tempo e a estimativa de
sobrevida de caes e gatos portadores de CCEs cutaneos. Foi realizado um
levantamento dos casos de CCEs em cées e gatos diagnosticados no Laboratério
Regional de Diagndstico da Universidade Federal de Pelotas, durante o periodo de
1999 a 2009. Foram recuperadas 50 amostras provenientes de bidpsias e/ou
necropsias. Do total de casos estudados, 24 animais portadores da doenga foram
acompanhados durante um periodo de um ano. Neste estudo, utilizou-se o grau
histolégico e o tempo de sobrevida como critério de avaliagdo progndstica. Os
parametros histologicos avaliados como: infiltrado linfoplasmacitico peritumoral,
eosinofilia tecidual associada a tumores, indice mitético, arranjo, invasao para
tecidos adjacentes, émbolo vascular sanguineo e/ou linfatico, desmoplasia e
quantificacdo das AgNORs, foram confrontados com o grau histolégico e com a
sobrevida dos animais acometidos. Quando os parametros histolégicos foram
confrontados com a sobrevida, observou-se relacédo estatistica significativa com a
intensidade de invasdo para tecidos adjacentes (p<0,05) e, quando confrontados
com o grau histologico, a invasdo somente para CCEs pouco diferenciados e a
desmoplasia foram estatisticamente significativos (p<0,05). No presente estudo, a
estimativa de sobrevida para animais portadores de CCEs cutaneos foi 23,4% em
um ano, independentemente de terem sido tratados ou n&o. A partir dos resultados
obtidos, concluiu-se que a intensidade de invasdo € um fator progndstico preditivo
importante para CCEs cutaneos em céaes e gatos. Os demais parametros avaliados
nao mostraram relagdo com o grau histologico e/ou com a sobrevida, dessa forma,
nao sado considerados fatores progndsticos preditivos. O tempo e a estimativa de
sobrevida foram baixos e, portanto, o prognéstico para caes e gatos portadores de
CCEs cutaneos €, de um modo geral, desfavoravel.

Palavras-chave: neoplasmas cutaneos. carcinoma de células escamosas. fatores
prognosticos. caes. gatos.



Abstract

N-GUIM, Taina, Evaluation of survival and histomorphological markers as
potential prognostic factors for squamous cell carcinoma in dogs and cats.
2010, 65p. Dissertagdao (Mestrado) - Programa de Pés Graduagdo em Veterinaria.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Squamous cell carcinoma (SCC) is a cutaneous malignant neoplasm commonly
observed in dog and cat. Especially in our country, the SCC represents a serious
problem, since chronic exposure to ultraviolet radiation is one of the important factors
for the development of the disease. In this way, the objective of this study was
establish histomorphological markers as prognostic factors and determine the time
and the estimated survival of dogs and cats carriers of SCCs. A survey of cases of
SCCs in dog and cat diagnosed at the Regional Diagnostic Laboratory from the
Federal University of Pelotas, was performed during the period of 1999 to 2009. Fifty
samples were obtained from biopsies and/or necropsies. From the studied cases, 24
animals with the disease were followed for a period of one year. In this study, we
used the histological grade and survival time of animals as a criterion to prognostic
evaluation. The histological parameters evaluated as peritumoral lymphoplasmacytic
infiltration, tissue eosinophilia associated with tumor, mitotic index, arrangement,
invasion to adjacent tissues, emboli vascular blood and/or lymphatic, desmoplastic
reaction and quantification of AQNORs were confronted with the histological grade
and the survival time of affected animals. When the histological parameters were
compared with survival, a significant relation was observed with the intensity of
invasion to adjacent tissues (p <0.05). When confronted with the histological grade,
the invasion show significant results only to poorly differentiated SCCs and
desmoplasia were statistically significant (p <0.05). In this study, the estimate of
survival was 23.4% in one year to animals with or without treatment. From the results
obtained, it was concluded that the intensity of invasion is an important predictive
prognostic factor for cutaneous SCCs in dogs and cats. Other parameters showed no
relation with the histological grade and/or survival, thus, are not considered
prognostic factors predictive. The time and the estimate of survival were low and
therefore the prognosis for dogs and cats carrier of cutaneous SCCs is unfavorable.

Key-words: cutaneous neoplasms. squamous cell carcinoma. prognostic factors.
dogs. cats.
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Noédulo ulcerado localizado na palpebra inferior de um céo (seta); E)
Linfoadenomegalia proveniente de metastase para linfonodo inguinal
em um cao com lesdo primaria no prepucio; F) Superficie de corte
branco-amarelada de nodulo metastatico em linfonodo inguinal de
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Figura 2 - Distribuicdo dos CCEs em caes e gatos conforme a graduagao
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Figura 3 - Caracteristicas microscépicas do carcinoma de células escamosas
(CCE) em caes e gatos. Coloragao HE: A) llhas de células epiteliais
neoplasicas e numerosas pérolas de queratina em CCE bem
diferenciado; B) Trabéculas e ninhos de células epiteliais
neoplasicas e auséncia evidente de queratinizagdo em CCE pouco
diferenciado; C) llhas e ninhos de células epiteliais neoplasicas e
discreta a moderada pérolas de queratina em CCE moderadamente
diferenciado; D) Acentuado infiltrado inflamatério linfoplasmacitico
(seta) ao redor de ninhos e ilhas de ceratindcitos neoplasicos em
CCE bem diferenciado; E) Acentuado infiltrado eosinofilico (seta)
circundando o epitélio neoplasico em CCE pouco diferenciado; F)
Figuras de mitoses em anafase (seta acima) e metafase (seta
abaixo) em CCE moderadamente diferenciado com elevado indice
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Figura 4 - Caracteristicas microscépicas do carcinoma de células escamosas
(CCE) em céaes e gatos. Coloragdo HE: A) Grandes agrupamentos
de células epiteliais neoplasicas na forma de trabéculas (seta acima)

e ilhas (seta abaixo) em CCE bem diferenciado; B) Pequenos
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diferenciado; D) Invasdo para o tecido adiposo em CCE pouco
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1 INTRODUGAO

A pele é considerada o local de maior ocorréncia de neoplasmas no céo e o
segundo local mais comumente observado no gato (SCOTT; MILLER; GRIFFIN,
1996). Atualmente, observa-se um aumento no numero de diagnosticos relacionados
a neoplasmas cutaneos, tornando importante a identificacdo dos mesmos e o
estabelecimento do seu comportamento biolégico (CHERPELIS; MARCUSEN;
LANG, 2002; SOUZA et al., 2006). Dentre os tumores cutdneos que acometem caes
e gatos, os carcinomas de células escamosas (CCEs) sdo os mais comumente
observados (GROSS et al., 2005; SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996; SUSANECK,
1983).

A ocorréncia de CCEs cutaneos em humanos também tem aumentado nas
ultimas décadas e com isso, existe a busca constante de novos fatores progndsticos
(CHERPELIS; MARCUSEN; LANG, 2002). A espessura do tumor e a profundidade
de invaséao sao fatores progndsticos mais fortemente preditivos para CCEs cutaneos
em humanos (KHANNA et al, 2002; PETTER; HAUSTEIN, 2000; ROWE;
CARROLL; DAY, 1992). Adicionalmente, outros fatores progndésticos também tém
sido mencionados como o grau histolégico, o subtipo histoléogico e a invaséo
perineural (KHANNA et al., 2002; ROWE; CARROLL; DAY, 1992). Em animais,
dados estatisticos similares aos descritos em humanos sdo escassos ou nao séo
relatados na literatura (GROSS et al., 2005).

Em medicina veterinaria, existem varios estudos que abordam diferentes
modalidades terapéuticas para CCEs cuténeos, incluindo cirurgia, criocirurgia,
radioterapia e quimioterapia (FERREIRA et al., 2006; THEON et al., 1995).

Entretanto, estudos relacionados a fatores prognésticos de CCEs cutaneos em caes
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e gatos sdo escassos e se tornam importantes pelo fato de estarem diretamente
associados a resposta ao tratamento.

Neste sentido, realizou-se um estudo retrospectivo e prospectivo de CCEs
cutdneos em caes e gatos, que teve como obijetivos: (1) determinar marcadores
histomorfolégicos como potenciais fatores progndsticos e (2) avaliar a estimativa e o
tempo de sobrevida dos portadores desses neoplasmas.



2 REVISAO DE LITERATURA

A pele € um 6rgado complexo composto de muitos tecidos. Ela esta exposta
a uma ampla variedade de fatores quimicos, fisicos, agentes infecciosos e outros
irritantes ambientais que podem iniciar ou promover o desenvolvimento de um
neoplasma. Além disso, esta sujeita a fatores genéticos e agentes internos
envolvidos na génese de tumores neoplasicos e nao neoplasicos (PULLEY;
STANNARD, 1990; VAIL; WITHROW, 2007).

Dentre todos os neoplasmas, as desordens proliferativas da pele sdo as
mais comumente encontradas em pequenos animais (VAIL;, WITHROW, 2007).
Neoplasmas cutdneos sao os tumores mais comumente observados em caes,
responsaveis por cerca de um terco de todos os tumores que acometem esta
espécie. Em gatos, depois das neoplasias do sistema linféide, as neoplasias
cutdneas sado o segundo grupo em ordem de frequéncia, responsaveis por
aproximadamente um quarto de todos os tumores que acometem esta espécie
(BOSTOCK, 1986; SUSANECK, 1983).

Muitos tipos de tumores ocorrem na pele, ja que esta € composta por uma
ampla variedade de tipos celulares potencialmente capazes de se transformar em
neoplasia. Dentre os tumores cutaneos que mais acometem cées e gatos estdo os
mastocitomas, os carcinomas de células escamosas, os tumores sebaceos, os
papilomas, os tumores de foliculo piloso, os lipomas, os histiocitomas, os
melanomas, os fibrossarcomas, os hemangiomas e 0s hemangiossarcomas
(BOSTOCK, 1986; GOLDSCHIMIDT; HENDRICK, 2002; SOUZA et al., 2006; VAIL;
WITHROW, 2007).
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2.1. Carcinoma de células escamosas

2.1.1. Caracterizagao clinica e patolégica

CCE é um neoplasma cutaneo maligno comumente observado em caes e
gatos (GROSS et al., 2005; SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996; VAIL; WITHROW,
2007). Especialmente no Brasil, o CCE representa um problema clinico-cirargico
sério, uma vez que a exposicao crbnica a radiagao ultravioleta € um dos fatores
importantes para o desenvolvimento da doenga (FERREIRA et al., 2006; GUEDES;
SHMITT; PIPPI, 1998). Isso porque o Brasil, por sua posicdo geografica, sofre as
influéncias das alteragbes na camada de ozénio com maior incidéncia da radiagao
ultravioleta na atmosfera (SOUSA et al., 2009).

As lesdes surgem em locais revestidos por poucos pélos ou de pigmentagao
clara (BOSTOCK, 1986; GOLDSCHIMIDT; HENDRICK, 2002; VAIL; WITHROW,
2007). Em cées, as lesdes ocorrem mais comumente no leito ungueal, no escroto,
plano nasal, membros, anus, abdémen e flanco (GROSS et al., 2005; VAIL,;
WITHROW, 2007). Em gatos, as lesdes sdo geralmente localizadas no plano nasal,
orelha e palpebra inferior (BOSTOCK, 1986; SUSANECK, 1983; VAIL; WITHROW,
2007).

Os CCEs podem se manifestar na forma erosiva ou proliferativa (VAIL;
WITHROW, 2007). Lesdes proliferativas podem variar de uma placa firme
avermelhada até uma lesdo nodular. As lesdes erosivas, mais comumente
observadas no gato, sao inicialmente superficiais e crostosas (SUSANECK, 1983;
VAIL; WITHROW, 2007). As duas formas podem cursar com ulceragdo (VAIL;
WITHROW, 2007). Lascelles et al. (2000) relatam que cdes com CCE no plano nasal
apresentam sangramento, espirros e inchago, podendo desenvolver obstrugao
nasal, estertor e dispnéia. As lesdes sédo localmente invasivas, pouco delimitadas e
comumente sangram (SUSANECK, 1983).

Histologicamente, os CCEs caracterizam-se pela proliferagdo de células
epiteliais neoplasicas arranjadas em ilhas, corddes, trabéculas e ninhos associados
ou ndo com a epiderme sobrejacente. A presenca de queratina varia conforme o

grau de diferenciagao histologica, assim, pérolas de queratina sdo frequentemente
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observadas em tumores bem diferenciados enquanto que os tumores pouco
diferenciados apresentam somente queratinizacdo de células individuais
(GOLDSCHIMIDT et al., 1998; GOLDSCHIMIDT; HENDRICK, 2002).

2.1.2. Fatores prognésticos

Um fator prognostico pode ser definido como sendo uma ou mais
caracteristicas clinicas, patolégicas e biolégicas dos individuos e de seus
neoplasmas que permitem prever a evolugédo clinica e o tempo de sobrevida do
paciente, sem que o mesmo tenha sido submetido a terapias adicionais e adjuvantes
apo6s a cirurgia (CAVALCANTI; CASSALI, 2006). Geralmente, esses dados devem
ser confrontados entre si ou com o tempo de sobrevida dos animais (BENJAMIN;
LEE; SAUNDERS, 1999; HELLMEN et al., 1993).

Em humanos, ha uma ampla variedade de fatores prognésticos associados
aos CCEs cutaneos, dentre eles a imunossupressdo, a etiologia (cicatrizes,
ulceragao cronica ou dermatose solar), o tamanho da massa tumoral, a localizagao
anatdbmica, o grau histolégico, os subtipos histolégicos, a invasdo perineural, a
invasao para tecidos adjacentes e a espessura do neoplasma (ALAM; RATNER,
2001; KANE et al., 2004; KHANNA et al., 2002).

Em medicina veterinaria, o prognostico para os CCEs cutaneos em céaes e
gatos é fortemente preditivo pelo estadiamento clinico do tumor. Outros fatores
prognosticos podem ser preditivos para os CCEs em caes e gatos como o grau
histolégico, técnicas histoquimicas (AgNOR) e imunoistoquimicas (PCNA, Ki-67) de
proliferacdo celular, morfometria nuclear, taxa de apoptose e fator de crescimento
endotelial (VAIL; WITHROW, 2007).

2.1.2.1. Graduacao histolégica

CCEs sao usualmente graduados em bem diferenciados, moderadamente
diferenciados e pouco diferenciados (GOLDSCHIMIDT et al., 1998;
GOLDSCHIMIDT; HENDRICK, 2002; GROSS et al., 2005; KANE et al., 2004).

Adicionalmente, duas variantes histolégicas incomuns tém sido descritas:
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acantolitico (adendide ou pseudoglandular) e o de células fusiformes
(GOLDSCHIMIDT; HENDRICK, 2002; GROSS et al., 2005; JOHNSON; HELWING,
1966; LIM et al., 2008; PETTER; HAUSTEIN, 2000).

Em humanos, a graduacéo histolégica tem sido estabelecida como um
critério importante e util para o prognostico em CCEs cutaneos (ROWE; CARROLL,;
DAY, 1992). Em felinos, Bostock (1972), relacionou o tempo de sobrevida pos-
cirurgico com a localizagdo anatdmica e o grau de diferenciagdo. Os resultados
mostraram que tumores cutdneos bem diferenciados, apresentaram um progndstico
melhor em relacdo aos tumores pouco diferenciados, enquanto que o prognéstico
dos animais portadores de CCE na cavidade oral foi desfavoravel e, neste caso, o

grau de diferenciagado do tumor nao foi um fator progndstico importante.

Théon et al. (1995), demonstraram que a graduagado histolégica nao
apresentou valor prognéstico significativo. Ela foi correlacionada ao tempo de
sobrevida livre da doengca em felinos com CCE de plano nasal submetidos a
radioterapia. Por outro lado, a imunomarcacdo da fragao proliferativa do tumor
(PCNA) e o tamanho do tumor apresentaram valor progndéstico significativo. Do
mesmo modo, em caes com CCE de plano nasal, o grau histolégico nao apresentou
valor progndstico significativo (LASCELLES et al., 2000).

Atualmente, os subtipos histolégicos em humanos tém sido considerados
fatores prognosticos. Segundo Kane et al. (2004), as variantes dos CCEs como
doenca de Bowen, queratoacantoma e carcinoma verrucoso apresentam um
potencial menos maligno do que os tipicos CCEs invasivos. Diversos relatos em
relacdo ao prognostico dos CCEs acantoliticos tém sido publicados, porém, mais
estudos sao necessarios para determinar o verdadeiro comportamento desta
variante histologica. Alguns autores acreditam que os CCEs de células fusiformes
sejam potencialmente mais agressivos, mostrando maior taxa de recorréncia e
metastases (KANE et al., 2004; PETTER; HAUSTEIN, 2000).

Dados referentes a graduacdo histolégica ou subtipo em medicina
veterinaria, sdo escassos. Neste sentido, estudos sdo necessarios para permitir uma
abordagem terapéutica adequada e um prognéstico fidedigno em CCEs de céaes e
gatos (GROSS et al, 2005).
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2.1.2.2. Infiltrado inflamatério peritumoral

A presencga de infiltrado de linfocitos e macrofagos dentro e ao redor de
varios tipos tumorais em muitas espécies sugere que os tumores podem
desencadear uma resposta imune. Neste sentido, postulou-se que o sistema
imunologico € capaz de reconhecer autoantigenos nas células tumorais como
estranhas e atacar as células que carregam esses antigenos, processo denominado
como imunovigilancia. Discute-se que a efetiva imunovigilancia suprime o
desenvolvimento tumoral (KUSEWITT; RUSH, 2009).

O papel da inflamagao no desenvolvimento tumoral ainda nao esta claro. O
recrutamento de células inflamatérias é utilizado para conter o desenvolvimento
tumoral, representando uma tentativa do hospedeiro de suprimir o crescimento
neoplasico (KUSEWITT; RUSH, 2009). Entretanto, a liberacdo de fatores de
crescimento e sobrevivéncia, angiogénese, linfangiogénese, dano de DNA induzido,
remodelamento da matriz extracelular e alteracdo no padrao de expressao de
receptores de adesao também possibilitam a progressao neoplasica e a evasao do
sistema imune (COUSSENS; WERB, 2002).

Sadanaga et al. (1994), mencionam que a resposta imune local pode
prevenir a invasdo neoplasica, no entanto, a auséncia da expressao de antigenos
por células tumorais é um fator significativo que facilita a invasao tumoral em CCEs
esofagicos. Isso ocorre porque as células tumorais empregam uma variedade de
mecanismos para evitar o ataque de linfécitos (KUSEWITT; RUSH, 2009).

Pérez et al. (1999a), utilizando imunoistoquimica, relacionaram o grau
histolégico e a invasividade com a presenca de infiltrado inflamatério constituido por
linfocito T, linfécito B e células plasmaticas em CCEs cutdneos em felinos. Neste
estudo, os CCEs bem diferenciados eram menos invasivos e exibiam um ndmero
significativamente maior de infiltrado linfoplasmacitico em relacdo aos CCEs
moderadamente diferenciados, que apresentavam um comportamento mais
agressivo. Em ovinos, a infiltragdo peritumoral linfoplasmacitica foi mais pronunciada
nos estagios iniciais quando comparados com os estagios avancados e metastaticos
(PEREZ et al., 1997). Em equinos, um abundante infiltrado inflamatério

linfoplasmacitico foi associado com a maioria dos CCEs e lesbes de queratose
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actinica, mas n&do houve correlagao entre infiltrado inflamatorio e grau histolégico ou
invasdo (PEREZ et al., 1999b).

Em humanos, a presenca de extensos infiltrados inflamatérios de células
mononucleares, principalmente linfécitos, plasmécitos e/ou macréfagos, esta sendo
correlacionado com um prognéstico favoravel e sao descritos em uma ampla
variedade de tumores (CLEMENTE et al., 1996; MORITA et al., 2001; ROPPONEN
et al.,1997). Pérez et al. (1999a), através de seus resultados, sugerem que um
abundante infiltrado de linfécitos T peritumoral poderia ser um fator progndstico para
CCEs em felinos. Entretanto, estudos adicionais que estabelecam a taxa recorréncia
e/ou metastases e a natureza do infiltrado de linfécitos T sdo necessarios para
validar o infiltrado linfoplasmacitico peritumoral como um fator progndstico preditivo
em CCEs (PEREZ et al., 1999a).

2.1.2.3. Eosinofilia tecidual associada a tumores (ETAT)

A presengca de eosindfilos em neoplasmas tem sido mencionada em
diversos estudos e foi denominada como eosinofilia tecidual associada a tumores
(DORTA, 2000). Ela tem sido observada em uma ampla variedade de tumores, tanto
em humanos (DORTA, 2000) como em animais (MASUDA, 2007).

Os eosindfilos contém uma variedade de granulos que exercem efeitos
biolégicos nos micro-organismos e nos tecidos onde o0s micro-organismos se
replicam. Os granulos denominados como “pequenos granulos” apresentam
enzimas, tais como arilsulfatases, fosfatases acidas, metaloproteinases e
gelatinases. Adicionalmente, os eosindfilos elaboram citocinas como a interleucina 1
e 3 ( IL-1/IL-3), fator estimulador de macrofagos e granulédcitos (GM-CSF), fator
transformador do crescimento a e 3 (TGF-a/TGF-B) e quimiocinas (ACKERMANN,
2009).

O significado e o mecanismo de atragdo dos eosindfilos em carcinomas
invasivos ainda ndo foram bem esclarecidos. Ono et al. (1997), sugerem que o
infiltrado eosinofilico pode ser promovido por um fator quimiotatico eosinofilico
derivado do tumor. Um estudo recente indicou que os eosindfilos presentes no
estroma de CCEs podem desempenhar um papel importante na invasdo tumoral
através da ativacdo da 92-kd gelatinase, presente nos “pequenos granulos” dos

eosindfilos. Na sua forma ativa, a 92-kd gelatinase possui capacidade de degradar
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componentes da membrana basal e do estroma dérmico favorecendo a invaséo
tumoral (STAHLE-BACKDAHL; PARKS, 1993). Ghiabi, Gallagher e Wong (1992),
demonstraram que a producdo de TGFa por eosindfilos, poderia mediar uma série
de atividades biologicas (mitogénese, angiogénese e reabsorgdo éssea), podendo
favorecer o desenvolvimento do neoplasma.

Em humanos, o ETAT mostrou ser um fator prognéstico favoravel em CCEs
da cavidade oral. Os pacientes que apresentaram tumores com intensa eosinofilia
tiveram uma maior sobrevida (DORTA, 2000). Tepper, Coffman e Leder (1992),
acreditam que as citocinas secretadas pelos eosindfilos podem contribuir para a
citotoxidade tumoral, tanto pela acdo direta, como pela ativagdo autdcrina dos
eosinofilos ou mesmo pela estimulagdo de populacdes adicionais de células
efetoras. No entanto, Said et al. (2005) sugerem que a contagem elevada de
eosinofilos em neoplasias escamosas da laringe € uma figura morfolégica associada
com a invaséo tumoral.

Masuda (2007), em um estudo com CCEs no trato alimentar superior de
bovinos, mostrou que o ETAT n&o apresentou correlagdo estatistica significativa
quando comparada com o grau histoldgico e a presenga de metastases. Entretanto,
a intensidade do ETAT foi observada em bovinos mais jovens, sugerindo que a
idade poderia influenciar de alguma forma na resposta inflamatéria tumoral.

O mecanismo de atracao dos eosindfilos e o seu papel nos tumores ainda
ndo foram definidos, sendo correlacionados tanto com um progndstico favoravel,
como desfavoravel, ou mesmo nao apresentando qualquer relagdo com a evolugao
dos pacientes (DORTA, 2000). Neste sentido, mais estudos sdo necessarios para
elucidar esses achados (MARTINELLI-KLAY; MENDIS; LOMBARDI, 2009).

2.1.2.4. Mitoses

Diferentes métodos para mensurar a proliferacdo em células neoplasicas
tém sido desenvolvidos nos ultimos anos. Dentre as mais utilizadas estdo a técnica
histoquimica das regides organizadoras nucleolares argirofilicas (AgNORSs)
(ROMANSIK et al., 2007), a morfometria microscopica, a citometria de fluxo, a
radiomarcacdo de nucleotideos e as técnicas de imunoistoquimica. Entretanto,
limitacdes técnicas e/ou econbmicas estao relacionadas com cada uma das técnicas

mencionadas, de modo que a contagem de figuras mitéticas ainda € o método mais
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conveniente e amplamente usado para mensurar a proliferagédo celular (SARLI et al.,
1998).

Em medicina humana, o indice mitético (IM) tem sido utilizado como um
fator preditivo do comportamento tumoral e prognéstico em uma ampla variedade de
tumores, incluindo neoplasias mamarias (BIESTERFELD; REITMAIER, 2001) e
carcinoma de tiredide (VOLANTE; CAVALLO; PAPOTTI, 2004). Em medicina
veterinaria, o IM tem sido utilizado em sarcomas de tecidos moles em cées (KUNTZ
et al., 1997), tumores sélidos cutdneos e mamarios em caes e gatos (SARLI et al.,
1998) e mastocitomas em caes (ROMANSIK et al., 2007).

Lascelles et al. (2000), em um estudo realizado com dezessete caes com
CCE de plano nasal, avaliaram a relacdo entre IM e o tempo de sobrevida dos
pacientes apds diferentes protocolos terapéuticos. Os resultados mostraram que o
IM ndo apresentou diferenga estatistica significativa em relacdo ao tempo de
sobrevida e recorréncia dos pacientes, independentes do tipo de tratamento

utilizado.

2.1.2.5. Invasao e metastases

Tanto a invasdo como as metastases sdo conhecidos por afetar o
prognoéstico dos pacientes com cancer. Assim, predizer o potencial metastatico dos
neoplasmas em uma fase inicial é extremamente importante (KURAHARA et al.,
1999).

O mecanismo de invasao, que inicia o processo de metastase, consiste nas
seguintes etapas: separacdo das células tumorais, adesdo aos componentes da
matriz extracelular (MEC), protedlise do tecido adjacente e migragdo das células
neoplasicas (STEEG, 2006). As células epiteliais, que normalmente estdo unidas
umas as outras por moléculas de adesdo, perdem sua capacidade de coesao
(KUSEWITT; RUSH, 2009). A importancia da caderina E (E-cad), que é uma
molécula de adesdo, na biologia do cancer é relatada em muitos estudos, estando
relacionada com a tumorigénese e invasao neoplasica (FRIXEN et al., 1991). Matos
et al. (2006), utilizando a técnica de imunoistoquimica em neoplasias mamarias
caninas, sugerem que a diminuigdo da expressao da E-cad esta relacionada com a
invasdo e metastase tumoral. Isso indica que a perda da expressao da E-cad pode

ter um valor prognostico, mas que estudos relatando o curso clinico da doenga sao
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necessarios para estabelecer a expressao da E-cad como fator progndstico (MATOS
et al., 2006). Ao mesmo tempo em que as células tumorais desprendem-se uma das
outras, elas também devem manter contato com os componentes da MEC. Em razao
disso, as células tumorais expressam uma variedade de receptores como, por
exemplo, as integrinas, que se ligam a uma gama de componentes da MEC, como
fibronectina, laminina, colageno e vitronectina (KUSEWITT; RUSH, 2009).

O processo de invasao é seguido pela produgao de varias proteases por
células tumorais (KUSEWITT; RUSH, 2009). As metaloproteinases séo proteases
associadas com a degradacdao da MEC e da membrana basal (NELSON et al.,
2000). Estudos em CCEs da cavidade oral utilizando a técnica de imunoistoquimica
tém revelado que tanto o aumento da expressdao das metaloproteinases quanto a
diminuicdo da expressao da matriz extracelular, estdo associadas com a invaséo e
metastase tumoral (KURAHARA et al., 1999).

A migracéo das células tumorais € mediada por alteragdes coordenadas no
citoesqueleto e pelas estruturas de adesao celular com as quais estao intimamente
associadas. O fator de crescimento autécrino, como o fator de crescimento de
hepatécitos e a clivagem dos componentes da MEC também estimulam a migragao
das células tumorais (KUSEWITT; RUSH, 2009).

Apos a invasao do tecido adjacente, as células tumorais entram em vasos
linfaticos ou sanguineos, sobrevivem na circulagdo e extravasam para os tecidos,
crescendo em um novo sitio (STEEG, 2006).

Diversos autores tém relatado que os CCEs cutdneos em caes e gatos
apresentam um comportamento invasivo, mas com baixo potencial metastatico
(GINN; MENSETT; RUKICH, 2007; GOLDSCHIMIDT; HENDRICK, 2002; GROSS et
al., 2005). Rogers, Helman e Walker (1995), em um estudo de oito casos de CCEs
no plano nasal de caes, relatam que macroscopicamente as lesdes sdo localmente
invasivas com envolvimento do tecido subcutaneo, fascia, cartilagem e tecido 6sseo
em dois casos, sendo que metastases ndo foram observadas. Segundo Bostock
(1972), os CCEs pouco diferenciados sdo mais metastaticos do que os CCEs bem
diferenciados, embora estes também possam metastizar. Entretanto, Schuh (1986),
em um estudo em CCEs da mucosa oral, nasal e faringeal de equlinos, demonstrou
que a presenga de metastases nédo apresentou correlagdo positiva com o grau

histolégico. Por outro lado, Pérez et al. (1999a), mencionaram que o potencial
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invasivo esta diretamente relacionado com a graduac&o histolégica em CCEs de
gatos.

2.1.2.6. Desmoplasia

A desmoplasia ou reacdo desmoplasica corresponde a proliferacdo de
tecido conjuntivo associado as células epiteliais neoplasicas invasoras. (CULLEN;
PAGE; MISDORP, 2002; KUSEWITT; RUSH, 2009). Apesar de muitos tumores,
benignos e malignos, estarem associados com a desmoplasia, este fendbmeno é
mais freqlentemente associado com os carcinomas invasivos (BARSKY;
GROTENDORST; LIOTTA, 1982).

Durante um periodo de tempo, a desmoplasia foi considerada uma reacao
do hospedeiro, na qual as células do estroma sintetizavam maior quantidade de
coldageno em uma tentativa de resposta contra tumor invasivo (BARSKY;
GROTENDORST; LIOTTA, 1982). Atualmente, se aceita a hipétese que as células
tumorais produzem moléculas sinalizadoras, como fatores do crescimento, citocinas,
horménios e mediadores inflamatérios, que estimulam os fibroblastos associados ao
tumor a aumentarem a produgéo de colageno (BARSKY; GROTENDORST; LIOTTA,
1982; KUSEWITT; RUSH, 2009).

O estroma desmoplasico dos tumores contém grande quantidade de
colageno fibrilar, fibronectinas, proteoglicanos e tenascina C. Em humanos, a
tenascina C, normalmente ausente na glandula mamaria, é expressa em neoplasias
mamarias, consequentemente sua presenga correlaciona-se a um progndéstico
reservado em carcinoma de mama (ISHIHARA et al., 1995). Por outro lado, outros
componentes da matriz extracelular desmoplasica inibem a progressdao do tumor.
Em um estudo utilizando ratos como modelo, a aplicagdo de uma substancia
inibidora de fibras colagenas, aumentou a invasao e metastases em melanomas
cutaneos (BARSKY; GOPALAKRISHNA, 1987).

Gross et al. (2005) mencionam que a desmoplasia observada em CCEs
bem diferenciados de caes e gatos € moderada a abundante, enquanto que nos
CCEs pouco diferenciados e mais invasivos, a producdo de colageno estromal é
menos intensa. Entretanto, Ginn, Mensett e Rukich (2007) mencionam que uma
marcada desmoplasia usualmente € associada com a invasdao de células

neoplasicas.
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A resposta desmoplasica e os efeitos exercidos sobre o crescimento tumoral
ainda sdo desconhecidos. Estudos na area s&o escassos porque a reagao
desmoplasica envolve interagdes complexas entre célula e hospedeiro (BARSKY;
GOPALAKRISHNA, 1987).

2.1.2.7. Regides organizadoras nucleolares argirofilicas (AgNORs)

A técnica histoquimica da AgNOR consiste na impregnagao pela prata das
proteinas associadas as regides organizadoras nucleolares (NORs) e constitui um
recurso para analisar a proliferacao celular, uma vez que estas estruturas estao
relacionadas com o nivel de atividade celular e nuclear. Nas células em proliferacao,
o numero das NORs aumenta, tornando possivel a relagdo entre a contagem das
NORs e a proliferagdo celular (DERENZINI, 2000; TRERE, 2000). Alguns autores
demonstraram a relagédo do numero de NORs e a atividade mitética utilizando como
parametro marcadores imunoistoquimicos de proliferacdo celular. Houve uma
correlacdo positiva entre o aumento do numero de NORs e expressdo de
marcadores como Ki-67 e PCNA em humanos (COSTA et al., 1999) e Ki-67 em
caninos (WEBSTER et al., 2007).

As NORs sao definidas como algas de DNA que possuem 0s genes para a
transcricdo de RNA ribossdmico, dos quais decorre a formagao de ribossomos e
consequentemente a sintese protéica. Através da impregnagéao pela prata, uma série
de proteinas acidas associadas as NORs e correlacionadas diretamente com a
atividade transicional e proliferativa das células se tornam evidentes a microscopia
de luz, como pontos escuros distribuidos pelo nucleo e nucléolo, sendo o numero e
a configuragéo das NORs relacionados com atividade nuclear (DERENZINI, 2000).

A atividade proliferativa celular é representada pelo aumento do numero de
NORs/nucleo, refletindo seu estagio de mitose. A célula interfasica possui NORs
volumosas e agregadas ao nucleo, apresentando uma ou duas NORs/nucleo. Por
outro lado, quando a célula entra em mitose, o nucléolo se fragmenta, dando origem
a NORs numerosas e pequenas observadas no nucleo (DERENZINI, 2000).

Em animais domésticos, a contagem da AgNOR tem sido utilizada como
método auxiliar no diagndstico e como importante ferramenta progndstica em
tumores cutdneos em caninos (DIAS, 2006; GIRALDO et al., 2003; WEBSTER et al.,
2007), tumores mamarios em cadelas (DESTEXHE; VANMANSHOVEN;
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COIGNOUL, 1995; GUIM, 2007; LOHR et al., 1997; MENDES, 2006), tumores
mamarios em felinos (SPADER, 2009) e CCEs do trato alimentar em bovinos
(MASUDA, 2007).

Giraldo et al. (2003), caracterizaram as AQNORs em mastocitomas, CCEs e
tumor basocelular em caes. Os resultados mostram que a quantificacdo das
AgNORs em mastocitomas foi significativa quando correlacionada com a graduagao
histologica. No entanto, neste mesmo estudo, ndo foi realizada a correlacdo das
AgNORs com a graduacéo histolégica nos CCEs, pois o tamanho da amostra n&o

era significativo.



3 METODOLOGIA

3.1. Obtencao das amostras

Para a realizagdo deste estudo, foram resgatados dos arquivos do
Laboratorio Regional de Diagnostico da Universidade Federal de Pelotas
(LRD/UFPel), 50 casos de carcinomas de células escamosas de caes e gatos
provenientes de biopsias ou necropsias avaliadas no periodo de 1999 a 2009. Do
total de amostras, 24 animais portadores do neoplasma foram acompanhados para a

avaliacao da estimativa e do tempo de sobrevida.

3.2. Avaliagao histopatologica

3.2.1. Hematoxilina-eosina (HE)

A partir do material incluido em parafina, foram obtidos cortes de 3um, os
quais foram montados em laminas histolégicas. Estas foram coradas com
hematoxilina-eosina e avaliadas através de microscopia de luz. As amostras foram
analisadas conforme (1) grau histologico, (2) infiltrado inflamatério linfoplasmacitico
peritumoral, (3) eosindfilia tecidual associada a tumores (ETAT), (4) indice mitético
(IM), (5) arranjo predominante, (6) invasao tecidual, (7) émbolo vascular sanguineo
e/ou linfatico e (8) desmoplasia (Apéndice A). Os parametros histoldgicos obtidos

das amostras estéo representados no Apéndice B.

3.2.1.1. Graduacao histolégica

Foram atribuidos os seguintes graus histolégicos para os CCEs: bem

diferenciados (BD), moderadamente diferenciados (MD) e pouco diferenciados (PD),
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conforme o sistema de classificagcdo preconizado pela Organizagcdo Mundial da
Saude (OMS). Os critérios utilizados para determinar o grau histolégico foram:
morfologia das células, grau de queratinizacdo e pleomorfismo celular e nuclear
(LASCELLES et al., 2000).

3.2.1.2. Infiltrado inflamatério linfoplasmacitico peritumoral

O infiltrado inflamatério linfoplasmacitico peritumoral foi classificado
conforme a intensidade em: ausente (0), leve (1), moderado (2) ou acentuado (3).
Para a avaliagdo, foram selecionadas areas representativas do corte histoldgico,
geralmente ao redor dos ninhos, ilhas, trabéculas e/ou corddes dos ceratindcitos

neoplasicos. Areas ulceradas e/ou necréticas ndo foram incluidas na andlise.

3.2.1.3. Eosinofilia tecidual associada a tumores (ETAT)

A eosinofilia tecidual associada a tumores foi classificada conforme a
intensidade em ausente (0), leve (1), moderada (2) ou acentuada (3). Para a
avaliacao da ETAT, foram consideradas areas representativas do corte histolégico.
Os locais escolhidos foram aqueles em que o infiltrado de eosindfilos circundava o

epitélio neoplasico. Regides necrosadas e/ou ulceradas foram excluidas da analise.

3.2.1.4. indice mitético (IM)

O indice mitético foi obtido através da soma do numero de mitoses contadas
em cinco campos aleatérios de grande aumento (cga; 400x) divididos por cinco,
resultando na média de mitoses/campo. As mitoses foram classificadas quanto a
intensidade em: ausente (0); baixo (1), quando contadas uma a duas mitoses/cga;
moderada (2), quando contadas de trés a quatro mitoses/cga e acentuada (3),
quando contadas cinco ou mais mitoses/cga. Foram excluidas da analise areas
ulceradas, necréticas ou autoliticas, nas quais a morfologia celular e as figuras

mitéticas ndo eram nitidas.
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3.2.1.5. Arranjo

O arranjo das células tumorais foi classificado em dois grupos conforme o
padrdao predominante: (1) ilhas e trabéculas e (2) ninhos e cordbées. O padrdo em
ilhas foi classificado quando havia grandes agrupamentos bem delimitados de
células neoplasicas. O padréao trabecular foi definido como um extenso agrupamento
de células epiteliais neoplasicas que emitiam feixes em varios sentidos, unidos uns
aos outros. O arranjo em ninhos foi considerado quando pequenos agregados bem
delimitados de células epiteliais neoplasicas foram observados. O padrao cordonal
foi considerado quando havia estruturas alongadas formando fileiras ou feixes

unicos de células neoplasicas.

3.2.1.6. Invasao para tecidos adjacentes

A invasdo para tecidos adjacentes foi avaliada a partir da presenga de
células neoplasicas individuais ou coletivas em forma de ilhas, ninhos, trabéculas ou
cordbes na derme superficial e profunda e/ou nos tecidos d&sseo, muscular,
cartilaginoso e adiposo adjacentes. Posteriormente, a invasividade dos CCEs foi

classificada conforme a intensidade em discreta ou acentuada.
3.2.1.7. Embolo vascular sanguineo e/ou linfatico
A embolia vascular sanguinea e/ou linfatica foi obtida a partir da avaliagao
minuciosa da presengca de células epiteliais neoplasicas no interior de vasos
sanguineos e/ou linfaticos e foi categorizada como ausente ou presente.
3.2.1.8. Desmoplasia
A desmoplasia foi avaliada a partir da presenca ou auséncia evidente de

tecido conjuntivo neoformado denso ou frouxo ao redor dos ninhos, ilhas, corddes ou

trabéculas de células epiteliais neoplasicas.
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3.2.2. AgNORs

Para a obtencdo das laminas, foram realizados cortes de 3um, montados
em laminas histolégicas e corados através da impregnacgao pela prata (Anexo A).

Para a quantificacdo das AgNORs, foi realizada a contagem direta a
microscopia Optica dos granulos argentafins no interior dos nucleos. Foram
selecionados cinco campos representativos e aleatérios em aumento de 1000x,
procedendo-se a contagem dos granulos em 100 células neoplasicas (20 células
cada campo). A freqiéncia individual em cada neoplasma foi obtida dividindo-se o
numero total de granulos contados por 100. A contagem foi realizada por dois
observadores, em momentos distintos, sem que nenhum deles tivesse conhecimento

prévio do grau histolégico da amostra avaliada.

3.3. Avaliagao da sobrevida

Para avaliacdo da sobrevida, os animais foram acompanhados através de
contato telefébnico com os proprietarios e/ou por exames periodicos de rotina
realizados no Hospital Veterinario da UFPel ou clinicas veterinarias particulares. Na
ocasiao, se 0s animais estivessem vivos, os proprietarios eram interrogados em
relagdo ao estado geral do animal e ocorréncia de recidivas ou metastases e,
quando mortos, procuraram-se informacdes em relacdo a data e condi¢cées do obito
(Anexo B).

De um total de 50 caes e gatos, 24 animais foram acompanhados. O
periodo de acompanhamento dos animais foi no minimo de 7 meses e maximo de
24 meses. Dentre os casos acompanhados, dois animais ndo foram computados
porque a morte ocorreu por causas nao relacionadas ao tumor.

Neste estudo foram estabelecidos dois grupos: (1) representado por 10 caes
e 4 gatos portadores de CCEs cutaneos submetidos a procedimento cirurgico; e (2)
representado por 2 cées e 6 gatos portadores de CCEs cutadneos ndo submetidos a
procedimento cirurgico. Quando submetidos a terapia cirdrgica, 0 acompanhamento
foi realizado a partir da data do procedimento cirdrgico e quando né&o tratados, o

acompanhamento foi realizado a partir da primeira avaliagao clinica (Apéndice C).
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3.4. Analise estatistica

Buscou-se avaliar o papel dos parametros histolégicos como fatores
prognosticos. Inicialmente eles foram confrontados entre si, ou seja: o grau
histologico considerado variavel dependente, sendo analisado frente aos demais
parametros histolégicos avaliados (itens 3.2.1.2 a 3.2.2). Para tal, foi utilizado o teste
Qui-quadrado para as variaveis invasao e arranjo e o teste de Kruskal-Wallis para as
variaveis ETAT, desmoplasia, infiltrado inflamatério linfoplasmacitico, indice mitético,
AgNORs e émbolo vascular sanguineo e/ou linfatico, sendo considerados
estatisticamente significativos quando p<0,05. Posteriormente, os resultados de
sobrevida foram avaliados em relagdo a todos os parametros histolégicos (itens
3.2.1.1 a 3.2.2). Para estas analises, utilizou-se o teste de log-rank e os valores
foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. As curvas de
sobrevida foram obtidas através das estimativas de Kaplan-Meier.

Para determinar a estimativa de sobrevida de caes e gatos portadores de
CCEs cutaneos no periodo de um ano, sem considerar a terapia, foi utillizada a
curva de sobrevida de Kaplan-Meier. Para relacionar a sobrevida dos animais
tratados e nao tratados durante um periodo de um ano, utilizou-se o teste de log-
rank e as estimativas de Kaplan-Meier para a representacdo das curvas de

sobrevida.



4 RESULTADOS

Macroscopicamente, observaram-se lesdes proliferativas com aspecto
nodular (Fig. 1A) ou na forma de placas firmes e avermelhadas (Fig. 1B). Estas
frequentemente eram ulceradas e crostosas. As lesdes estavam presentes em locais
de pigmentagdo clara e pélos esparsos tais como: prepucio (Fig. 1A), regiao
abdominal (Fig. 1B), ponta da orelha (Fig. 1C) e palpebra inferior (Fig. 1D). As

metastases, quando presentes, eram locais e ndo distantes (Fig. 1E e Fig. 1F).
4.1. Avaliacao histopatolégica
4.1.1. Hematoxilina-eosina (HE)
4.1.1.1. Graduacao histolégica

Quanto a graduacgao histolégica, verificou-se que 30% (n=15) eram bem
diferenciados, 34% (n=17) eram pouco diferenciados e 36% (n=18) eram
moderadamente diferenciados (Fig. 2). Os CCEs se caracterizaram como
ceratinécitos neoplasicos arranjados em trabéculas, ilhas, ninhos e corddes.
Morfologicamente, as células epiteliais neoplasicas eram poliédricas, com citoplasma
eosinofilico abundante, nucleos grandes, redondos ou alongados e, algumas vezes,
vesiculosos. Os nucléolos eram evidentes com variagées no tamanho, na forma e na
quantidade e foram mais facilmente visualizados através da coloracao pela prata. O
pleomorfismo celular e nuclear era variavel. Havia a presenca de material
queratinizado no interior dos agrupamentos celulares. Estes eram comumente
observados em CCEs bem diferenciados na forma de pérolas (Fig. 3A) enquanto
que, em CCEs pouco diferenciados, havia somente queratinizagcdo de células
individuais ou mesmo auséncia de queratinizagdao (Fig. 3B). Em CCEs
moderadamente diferenciados, a queratinizagdo era menos intensa do que nos

tumores bem diferenciados (Fig. 3C).
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Figura 1 - Aspecto macroscopico do carcinoma de células escamosas em cées e
gatos. A) Massa tumoral de superficie irregular contendo um nddulo
firme, ulcerado e sangrante no prepucio de um cao (seta); B) Lesbes
avermelhadas, ulceradas e crostosas em forma de placa na regido
cutanea abdominal de um céao (seta); C) Pavilhdo auricular interno de um
felino com lesbes nodulares, crostosas e ulceradas; D) Noédulo ulcerado
localizado na palpebra inferior de um céo (seta); E) Linfoadenomegalia
proveniente de metastase para linfonodo inguinal em um cdo com leséo
primaria no prepucio; F) Superficie de corte branco-amarelada de nddulo
metastatico em linfonodo inguinal de um cdo do mesmo caso da figura
5A e SE.
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30%
34%
@ CCE bem diferenciado

@ CCE moderadamente
diferenciado
m CCE pouco diferenciado

36%

Figura 2 - Distribuicdo dos CCEs em caes e gatos conforme a graduacgéao histologica.

4.1.1.2. Infiltrado inflamatoério linfoplasmacitico peritumoral

Do total de casos avaliados, observou-se que em 78% (39/50) havia
presencga de infiltrado inflamatério linfoplasmacitico peritumoral (Fig. 3D) com varios
graus de intensidade, distribuidos de modo similar nos diferentes subtipos. Entretanto,
o infiltrado inflamatdrio linfoplasmacitico nao apresentou diferenga estatistica

significativa com o grau histologico (p=0,09).

4.1.1.3. Eosinofilia tecidual associada a tumores (ETAT)

Os eosindfilos foram identificados como células apresentando granulos
intracitoplasmaticos acidofilicos (Fig. 3E) visualizados através da microscopia de luz.
A ETAT estava presente em apenas 22% (11/50) com variagbes da intensidade de
leve (7/11) a moderada (4/11). A ETAT nao apresentou relevancia estatistica

significativa com o grau histologico (p=0,05).
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4.1.1.4. indice mitético (IM)

As figuras de mitoses foram identificadas como estruturas com auséncia de
membrana nuclear e presenga de cromatina condensada, estando presentes nas
fases de metéafase, anafase ou teléfase (Fig. 3F). A partir da analise da contagem
mitotica, verificou-se que 42% (21/50) dos CCEs apresentaram alto indice mitético,
seguido de baixo (16/50), moderado (11/50) e ausente (2/50). No entanto, a contagem

mitética ndo foi significativa quando relacionada com o grau histolégico (p=0,65).

4.1.1.5. Arranjo

Quanto ao arranjo, observou-se que em 62% (31/50) dos casos o padrao
predominante foi representado por grandes agrupamentos de células epiteliais
neoplasicas na forma de trabéculas e ilhas (Fig. 4A) e em 38% (19/50) dos casos o
padrao predominante foi representado por pequenos agrupamentos de ceratindcitos
neoplasicos na forma de ninhos e corddes (Fig. 4B). Observou-se que os cortes
histolégicos apresentavam mais de um padrao ou arranjo. Nestes casos, levou-se em
consideragao o padrao predominante. O padrao histolégico ndo apresentou diferenca

estatistica com o grau histolégico (p=0,27).

4.1.1.6. Invasao para tecidos adjacentes

Em relagao a invasao, observou-se que em 72% (36/50) dos casos a invasao
foi acentuada e em 28% (14/50) dos casos a invasao foi discreta. A presenga de
células neoplasicas individuais ou coletivas em forma de ilhas, ninhos, trabéculas ou
corddes estava presente nos tecidos cartilaginoso (Fig. 4C), adiposo (Fig. 4D), 6sseo
(Fig. 4E), muscular (Fig. 4F), nervoso periférico (Fig. 5A) e na derme superficial e
profunda.

A invasao, quando relacionada com o grau histologico, apresentou diferencga
estatistica significativa para CCEs pouco diferenciados (p=0,03). Os tumores bem e
moderadamente diferenciados também foram potencialmente invasivos, entretanto,

nao houve diferenga estatistica significativa.
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4.1.1.7. Embolo vascular sanguineo e/ou linfatico

A embolia vascular sanguinea (Fig. 5B) foi observada em 6% (3/50) dos
casos e a embolia vascular linfatica (Fig. 5C) em 2% (1/50) dos casos. A presenca de
células neoplasicas no interior de vasos sanguineos e/ou linfaticos nao apresentou

relagao estatistica significativa com o grau histologico (p=0,94).

4.1.1.8. Desmoplasia

A desmoplasia foi observada em 72% (36/50) dos casos de CCEs
avaliados. Em tumores bem e moderadamente diferenciados, havia moderada a
acentuada formagéo de estroma colagenoso (Fig. 5D), enquanto que a maioria dos
tumores pouco diferenciados observou-se auséncia de reagao estromal ao redor das
células epiteliais neoplasicas. Portanto, a ocorréncia de reagcdo desmoplasica foi

estatisticamente significativa com o grau histolégico (p=0,0001).

4.1.2. AQNORs

As regides organizadoras nucleolares argirofilicas foram identificadas como
granulos pretos ou marrom-escuros presentes no interior do nucleo das células
neoplasicas. Morfologicamente, as AgNORs estavam presentes como granulos
pequenos, médios ou grandes, redondos e uniformes (Fig. 5E) localizados no cento
ou na periferia do nucleo. Em alguns casos, havia uma a duas AgNORs grandes,
redondas e uniformes com tendéncia a localizar-se no centro do nucleo,
acompanhadas por varias outras menores. As AgQNORs pleomdérficas apresentavam
formas e tamanhos variados e eram distribuidas difusamente no nucleo das células
(Fig. 5F). A média AgNOR/nucleo obtida no presente estudo foi 1,41 AGNOR/nucleo,
apresentando uma variagdo de 1,00 AgNOR/nucleo (Fig. 5E) até 2,51
AgNOR/nucleo (Fig. 5F). A quantificacdo das AgNORs nado apresentou diferenca

estatistica significativa com o grau histolégico (p=0,18).
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Figura 3 - Caracteristicas microscopicas do carcinoma de células escamosas (CCE)

em caes e gatos. Coloragdo HE: A) llhas de células epiteliais
neoplasicas e numerosas pérolas de queratina em CCE bem
diferenciado; B) Trabéculas e ninhos de células epiteliais neoplasicas e
auséncia evidente de queratinizagdo em CCE pouco diferenciado; C)
llhas e ninhos de células epiteliais neoplasicas e discreta a moderada
pérolas de queratina em CCE moderadamente diferenciado; D)
Acentuado infiltrado inflamatério linfoplasmacitico (seta) ao redor de
ninhos e ilhas de ceratinécitos neoplasicos em CCE bem diferenciado;
E) Acentuado infiltrado eosinofilico (seta) circundando o epitélio
neoplasico em CCE pouco diferenciado; F) Figuras de mitoses em
anafase (seta acima) e metafase (seta abaixo) em CCE moderadamente
diferenciado com elevado indice mitético.
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Ay it

Figura 4 — Caracteristicas microscépicas do carcinoma de células escamosas (CCE)
em caes e gatos. Coloracdo HE: A) Grandes agrupamentos de células
epiteliais neoplasicas na forma de trabéculas (seta acima) e ilhas (seta
abaixo) em CCE bem diferenciado; B) Pequenos agrupamentos de
ceratindcitos neoplasicos arranjados em ninhos (seta acima) e corddes
(seta abaixo) em CCE moderadamente diferenciado; C) Invaséo para
tecido cartilaginoso em CCE pouco diferenciado; D) Invasdo para o
tecido adiposo em CCE pouco diferenciado; E) Invasao para o tecido
0sseo em CCE bem diferenciado. Observa-se a presenca de
ceratinécitos neoplasicos em meio a destruicdo dssea; F) Invaséo para o
tecido muscular em CCE pouco diferenciado. Observa-se intensa
destruicdo muscular acompanhada por infiltrado linfoplasmacitico
peritumoral.



37

Figura 5 - Caracteristicas microscopicas do carcinoma de células escamosas (CCE)

em caes e gatos. Coloragdo HE: A) Invaséo perineural por ninhos de
ceratindcitos neoplasicos em CCE moderadamente diferenciado; B)
Ceratinécitos neoplasicos no interior do vaso sanguineo em CCE pouco
diferenciado (seta); C) Embolos neoplasicos no interior de vasos linfaticos
em CCE bem diferenciado (setas); D) Abundante tecido conjuntivo frouxo
ao redor de ninhos de ceratinécitos neoplasicos em CCE bem
diferenciado. Coloragdo de AgNOR: E) Baixa contagem AgNOR/nucleo,
caracterizada por poucos pontos marrom-escuros no interior dos nucleos
em CCE bem diferenciado com média de 1,00 AgNOR/nucleo; F) Alta
contagem AgNOR/nucleo, constituida por inumeros pontos marrom-
escuros no interior do nucleo em CCE pouco diferenciado., com média de
2,51AgNOR/nucleo.
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4.2. Avaliacao da sobrevida

Quanto a correlagdo dos parametros histolégicos com a sobrevida, somente
a intensidade de invasdo apresentou relagcdo estatistica significativa. (p=0,002).
Adicionalmente, observou-se que os animais portadores de tumores menos invasivos,
apresentaram uma estimativa de sobrevida de 75% em um periodo de um ano (Fig.
6). Os demais parametros histolégicos avaliados como: grau histolégico (p=0,05),
infiltrado linfoplasmacitico peritumoral (p=0,43), ETAT (p=0,89), IM (p=0,15), arranjo
(p=0,30), émbolo vascular sanguineo e/ou linfatico (p=0,16), desmoplasia (p=0,31) e
contagem de AgNORs (p=0,93) nao foram estatisticamente significativos.

Invasédo

—— Discreta (n=10)

—— Acentuada (n=14)
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Figura 6. - Curva de sobrevida de caes e gatos portadores de CCEs cutaneos
conforme a intensidade de invasdo do neoplasma. O progndstico dos
animais portadores de tumores menos invasivos foi significativamente
melhor em relagdo aos portadores de tumores mais invasivos (p<0,05).

A estimativa de sobrevida de caes e gatos portadores de CCEs cutaneos foi
23,4% em um periodo de um ano. Observou-se que grande parte dos animais morreu
nos primeiros noventa dias, independentemente de terem sido ou n&o submetidos a
terapia cirurgica (Fig. 7). Neste estudo, o 6bito dos animais foi proveniente da morte
natural ou eutanasia decorrente do tumor e/ou de outras complicacdes relacionadas a

doenca.
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Figura 7 - Curva de sobrevida de cées e gatos portadores de CCEs cutaneos
independentemente de terem ou n&o sido submetidos a cirurgia.

Em relacdo aos animais que foram submetidos a terapia cirurgica (16/24), a
estimativa de sobrevida foi 47,1% apds o periodo de sessenta dias e 31,4% apds um
ano. Observou-se que os animais que foram tratados apresentaram um maior tempo
de sobrevida, embora tenha ocorrido um maior numero de mortes nos primeiros
noventa dias (Fig. 8). Além disso, nao houve diferenca estatistica significativa em
relagcado ao tempo de sobrevida, quando comparados animais tratados e nao tratados

cirurgicamente (p=0,34).
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Figura 8 - Curva de sobrevida de cades e gatos portadores de CCEs cuténeos
submetidos ou nao a cirurgia.



5 DISCUSSAO

A capacidade de prever o prognostico de animais portadores de neoplasias
depende da definicdo de fatores que influenciam o comportamento bioldgico tumoral.
Neste estudo, utilizou-se o grau histolégico e o tempo de sobrevida dos animais
como critério de avaliagdo do prognostico. De acordo com Benjamin, Lee e
Saunders (1999), o tempo de sobrevida é considerado um critério Util para avaliagéo

do prognostico.

Observou-se que a graduagéao histologica nao influenciou na sobrevida dos
animais portadores de CCEs cutaneos (p=0,05). Estes resultados foram
semelhantes aos observados por outros autores (LASCELLES et al., 2000;
ROGERS; HELMAN; WALKER, 1995; THEON et al., 1995). Contudo, Bostock
(1972) demonstrou que os animais com tumores bem diferenciados apresentaram
um progndéstico melhor em relagdo aos animais portadores de tumores pouco
diferenciados. Adicionalmente, observou-se neste estudo, que o0s tumores
moderadamente diferenciados (18/50) foram mais numerosos do que os demais
tipos, nao diferindo dos resultados obtidos por Théon et al. (1995). Existe uma
discrepancia entre autores em relagdo a prevaléncia do grau histolégico. Varios
autores relatam que CCEs bem diferenciados sdo mais freqientemente encontrados
(BOSTOCK, 1986; GROSS et al., 2005; ROGERS; HELMAN; WALKER, 1995;
SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996). Por outro lado, em estudo realizado por Bostock

(1972), os CCEs pouco diferenciados foram mais comumente observados.

A intensidade de invasdo influenciou na sobrevida de caes e gatos
portadores de CCEs cutaneos (p<0,05). Os animais, portadores de tumores menos
invasivos, apresentaram uma estimativa de sobrevida maior em um ano quando
comparados a sobrevida dos animais portadores de tumores mais invasivos. A partir

destes resultados, observou-se que a intensidade de invasdo foi um fator
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prognostico preditivo importante. Adicionalmente, a relacdo entre grau
histologico e invasdo foi estatisticamente significativa somente para CCEs pouco
diferenciados (p<0,05). No entanto, do total de CCEs avaliados, 72% (36/50)
mostraram um comportamento muito invasivo. Esses resultados demonstram que a
invasividade foi uma variavel que nao depende do grau histolégico. Alguns autores
tem proposto que o grau de invasao CCEs pode interferir na eficacia da terapia.
Assim, animais portadores de tumores mais invasivos teriam uma chance de cura
menor em relagdo aqueles com tumores menos invasivos (ROGERS; HELMAN;
WALKER, 1995).

A contagem de mitoses tem se revelado um importante fator na avaliagao
prognéstica para cades portadores de mastocitomas cutdneos (ROMANSIK et al.,
2007), entretanto, ha poucos estudos deste fator nos CCEs de cédes e gatos. A
determinacdo da contagem mitética como marcador de atividade proliferativa
tumoral permanece controversa. Diversos estudos acreditam na confiabilidade da
técnica, desde que sejam estabelecidos critérios que envolvam a escolha da
area/campo e exista uma avaliagao criteriosa para identificar as figuras de mitose no
corte histologico (CLAYTON, 1991). Neste estudo, apesar de 42% (21/50) dos casos
apresentarem contagem mitética elevada, ndao houve relagao estatistica significativa
com a sobrevida e com o grau histolégico. Os resultados obtidos foram semelhantes
aos relatados nos poucos estudos na literatura veterinaria (LASCELLES et al., 2000;
ROGERS; HELMAN; WALKER, 1995).

Quanto a eosinofilia tecidual associada a tumores, nao houve diferenca
estatistica significativa na relagcdo com a sobrevida e o grau histolégico. Na literatura
atualmente disponivel, ndo ha relatos da importancia da ETAT como ferramenta
prognoéstica em CCEs cutdneos em cées e gatos. Em um estudo com CCEs no trato
alimentar superior de bovinos, o ETAT nao apresentou correlagdo estatistica
significativa quando comparada com o grau histolégico e a presenca de metastases
(MASUDA, 2007). Dorta (2000) relata que o mecanismo de atracédo dos eosindfilos e
0 seu papel nos tumores ainda ndo foram definidos, sendo associado com um
prognostico tanto favoravel como desfavoravel, ou mesmo n&o apresentando
qualquer relacdo com a evolugao dos pacientes. Martinelli-Klay, Mendis e Lombardi
(2009), acreditam que mais estudos s&0 necessarios para esclarecer esses

achados. O presente trabalho corrobora com estes autores.
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A presenca de infiltrado inflamatorio linfoplasmacitico peritumoral tem sido
considerada uma caracteristica da resposta imunoldgica do hospedeiro (KUSEWITT;
RUSH, 2009). Morita et al. (2001), sugerem que o infiltrado possa ser eventualmente
um fator prognéstico preditivo em neoplasias esofagicas em humanos. Perez et al.,
(1999a), em estudo dirigido a CCEs em gatos, utilizando técnicas de
imunomarcacao para linfocitos e plasmocitos, determinaram que a presenca de
acentuado infiltrado inflamatdrio linfoplasmacitico foi associada a CCEs bem
diferenciados e pouco invasivos. No presente trabalho, 78% (39/50) dos CCEs
apresentaram infiltrado inflamatério linfoplasmacitico em varios graus de
intensidade, distribuidos de modo similar nos diferentes subtipos histolégicos. No
entanto, ndo foi observada relacédo estatistica significativa com o grau histolégico
(p=0,09) e com a sobrevida (p=0,43).

Autores relatam que tumores pouco diferenciados apresentam um padréao
constituido principalmente por ninhos e cordbes ao invés de ilhas e trabéculas
(GROSS et al., 2005). Em humanos, a presenga de pequenos ninhos e corddes foi
considerada um fator progndstico preditivo para metastases em CCEs cutaneos
(CHERPELIS; MARCUSEN; LANG, 2002). No presente estudo, o arranjo nao
influenciou a relagdo com a sobrevida (p=0,30) e o grau histolégico (p=0,27). Na
maioria das amostras avaliadas, observou-se a presenca de mais de um padrao
histolégico e por isso, houve dificuldade em determinar um padrdo unico para os
CCEs cutaneos. Para a avaliagdo considerou-se o arranjo predominante. Ressalta-
se a importancia da busca de novos métodos de avaliagdo histologica que
contribuam para uma melhor determinacdo do padrdao e para a identificacdo de
células individuais no estroma tumoral. O mesmo é referendado por Masuda (2007).

No presente estudo, a contagem das AgNORs/nucleo néo representou valor
prognostico significativo. Na literatura atual, poucos sdo os trabalhos que
quantificam as AgNORs de CCEs cutaneos em caes e gatos, o que dificulta a
discussdo dos resultados obtidos. Giraldo et al. (2003), utilizando a contagem das
AgNORs em CCEs cutaneos em caes, nao confrontaram os seus resultados com o
grau de diferenciacao histologica, pois o tamanho da amostra foi insuficiente para a
analise. Adicionalmente, observaram que a média AgNORs/nucleo observada foi
3,95 enquanto que outros autores encontraram 1,7 a 4,0, dependendo do grau
histologico (GIRALDO et al., 2003). A média de AgNORs/nucleo observada neste

estudo foi 1,41. Apesar da contagem de AgNORs/nucleo nao ter demonstrado
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resultados significativos para os CCEs, a técnica tem sido utilizada como método
auxiliar no diagnéstico e como fator prognostico em uma variedade de tumores
cutdneos e mamarios (GUIM, 2007; GIRALDO et al.,, 2003; MENDES, 2006;
SPADER, 2009).

A reagdo desmoplasica tem sido considerada um fator indicativo de
progressao e invasao neoplasica (PETTER; HAUSTEIN, 2000). Em humanos, uma
variante histoléogica conhecida como CCE desmoplasico, mostrou ser
potencialmente mais maligno do que os tipicos CCEs invasivos. Os CCEs
desmoplasicos nao estdo inseridos no sistema de classificacdo histolégica de
tumores dos animais domésticos, entretanto, a invasdo de células tumorais é
usualmente associada a desmoplasia marcada (GINN; MENSETT; RUKICH, 2007).
No presente estudo, a desmoplasia foi estatisticamante significativa quando
comparada com o grau histolégico (p<0,05). Os CCEs bem diferenciados
apresentaram marcada desmoplasia em relagédo aos CCEs pouco diferenciados. Os
resultados foram similares aos citados por Gross et al. (2005), que menciona que
tumores bem diferenciados apresentam moderada a abundante desmoplasia,
enquanto que os tumores pouco diferenciados, € mais invasivos, apresentam menor
quantidade de colageno estromal. A desmoplasia e os efeitos exercidos sobre o
crescimento tumoral ainda sdo desconhecidos. Assim, tanto a presenga como a
auséncia de desmoplasia podem estar associadas com a invasao e progressao
tumoral (BARSKY; GOPALAKRISHNA, 1987; GINN; MENSETT; RUKICH, 2007).

Quanto a sobrevida de caes e gatos portadores de CCEs cutaneos incluidos
neste estudo, submetidos ou nao a cirurgia, a estimativa de sobrevida foi de 23,4%
em um ano. O tempo médio de sobrevida pds cirurgica foi 4,6 meses e para os
animais nao tratados foi de um més. Lascelles et al. (2000) relatam que a média de
sobrevida pos cirurgica em caes portadores de CCE do plano nasal foi 3,1 meses,
enquanto que para Rogers, Helman e Walker (1995), a média de sobrevida, para
animais com e sem tratamento, foi de 5,4 meses.

A terapia cirurgica inadequada sem a remogdo de amplas margens
cirurgicas pode estar relacionada com a sobrevida dos pacientes. Embora neste
estudo tenha se verificado um tempo de sobrevida maior em animais tratados
cirurgicamente, houve um grande numero de mortes nos primeiros noventa dias
ap6s o procedimento. Além disso, ndo houve diferenga estatistica significativa em

relagdo ao tempo de sobrevida, quando comparados animais tratados e nao tratados
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cirurgicamente (p>0,05). Esses achados sugerem que houve uma possivel falha no
tratamento, decorrente de uma remocg&o cirurgica inadequada, resultando em
recidiva local e/ou complicagdes relacionadas a doenga. Rowe, Carroll e Day (1992),
consideram que o tratamento prévio inadequado é um fator prognéstico preditivo
para recidivas e metastases em CCEs cutaneos em humanos. Estudos adicionais
com avaliacdo das margens cirurgicas sao necessarios para estabelecer o
tratamento prévio inadequado como um fator prognéstico em CCEs cutaneos de

caes e gatos.



6 CONCLUSOES

1) A intensidade de invasdo é uma ferramenta progndstica preditiva
importante para o comportamento bioldgico dos CCEs cutaneos em caes e gatos.

2) O infiltrado linfoplasmacitico peritumoral, a eosinofilia tecidual associada
a tumores, o indice mitético, o arranjo, o émbolo vascular sanguineo e/ou linfatico, a

desmoplasia e a quantificagdo das AQNORs nao sao fatores progndsticos preditivos.

3) O progndstico dos animais portadores de CCEs cutaneos foi
desfavoravel, devido ao curto tempo e a baixa estimativa de sobrevida,

independentemente de terem sido tratados ou n&o.
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Apéndice A - Ficha dos parametros histomorfolégicos avaliados para

carcinoma de células escamosas
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Avaliacao da sobrevida e de marcadores histomorfolégicos como potenciais fatores
prognosticos para carcinoma de células escamosas em caes e gatos

Ficha LRD:
1 AVALIAGAO HISTOMORFOLOGICA

1.1. GRAU HISTOLOGICO

( ) CCE bem diferenciado

( ) CCE moderadamente diferenciado
() CCE pouco diferenciado

1.2. INFILTRADO LINFOPLASMACITICO PERITUMORAL
( ) auséncia

()leve

( ) moderado

( ) acentuado

1.3. EOSINOFILIA TECIDUAL ASSOCIADO A TUMORES (ETAT)
( ) auséncia

()leve

( ) moderado

( ) acentuado

1.4. MITOSES: Escores (0-3):
1.4.3 Indice mitético:
campo 1: campo 2: campo 3: campo4:  campo 5:
( ) auséncia de mitoses/campo
( ) uma a duas figuras de mitose/campo
( ) trés a quatro figuras de mitose/campo
() cinco ou mais figuras de mitose/campo

1.5. ARRANJO
( )ninhos ( )ilhas ( )corddes ( )trabéculas

1.6. INVASAO PARA TECIDOS ADJACENTES
( )discreta ( )acentuada

1.7. EMBOLO VASCULAR SANGUINEO OU LINFATICO:
( )ausente ( )presente

1.8. REAGAO DESMOPLASICA PERITUMORAL

( )ausente ( )presente

meédia:

Observacio:
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Apéndice B — Tabela das caracteristicas histolégicas (HE) e contagem das

AgNOR/nucleo individuais das amostras avaliadas neste estudo.
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LRD GRAU MITOSES ARRANJO INVASAO | INFILTRADO | DESMOPLASIA | EMBOLIA | EOSINOFILIA | AgNORs
216 MD acentuado ilha/ trabécula acentuada leve ausente ausente ausente 1,26
421 MD acentuado ilha/ trabécula acentuada ausente presente ausente ausente 1,05
438 BD acentuado ilha/ trabécula acentuada leve presente ausente ausente 1,12
2393 BD leve ilha/ trabécula acentuada leve presente ausente ausente 1,21
2739 MD moderado ninho/ corddo acentuada moderado presente ausente ausente 1,87
3757 BD ausente ninho/ corddo discreta ausente presente ausente ausente 1,46
3931 PD leve ninho/ corddo acentuada ausente presente ausente ausente 1,19
4077 MD acentuado ilha/ trabécula discreta leve presente ausente ausente 1,09
4250 PD moderado ninho/ corddo discreta acentuado ausente ausente ausente 1,14
4468 PD acentuado ninho/ cordao acentuada acentuado presente ausente presente 1,04
4508 BD leve ilha/ trabécula acentuada leve presente presente presente 1,12
4772 BD moderado ninho/ cordao acentuada ausente presente ausente ausente 1,55
5014 BD acentuado ilha/ trabécula acentuada acentuado presente ausente ausente 2,12
5033 BD acentuado ilha/ trabécula acentuada acentuado presente ausente ausente 1,19
5111 PD leve ninho/ corddo acentuada ausente ausente ausente ausente 1,02
5243 PD acentuado ninho/ cordao acentuada acentuado presente ausente presente 1,07
5307 PD leve ilha/ trabécula acentuada acentuado ausente ausente presente 1,15
5313 PD acentuado ilha/ trabécula acentuada acentuado ausente ausente ausente 1,09
5649 BD leve ilha/ trabécula acentuada ausente presente ausente ausente 1,00
6071 MD acentuado ilha/ trabécula acentuada acentuado presente ausente ausente 1,08
6346 BD leve ilha/ trabécula discreta ausente presente ausente presente 2,48
6404 PD acentuado ninho/ cordao acentuada leve presente presente ausente 1,07
6499 MD acentuado ninho/ corddo acentuada moderado presente ausente ausente 1,71
6658 MD leve ilha/ trabécula acentuada ausente ausente ausente ausente 1,61
6727 BD moderado ninho/ corddo acentuada leve presente presente ausente 1,93
6732 BD moderado ilha/ trabécula acentuada leve presente ausente ausente 1,15
6734 MD leve ilha/ trabécula acentuada moderado ausente ausente ausente 1,06
7116 PD moderado ninho/ corddo acentuada leve presente ausente presente 1,08
7132 BD leve ilha/ trabécula acentuada moderado presente ausente ausente 2,42
7172 MD leve ilha/ trabécula discreta moderado presente ausente ausente 1,75
7581 PD leve ilha/ trabécula discreta moderado ausente ausente ausente 1,17
7818 PD moderado ninho/ cordao acentuada leve ausente ausente presente 2,51
7855 MD moderado ninho/ cordao acentuada moderado presente ausente ausente 1,75
7903 PD leve ilha/ trabécula acentuada moderado ausente ausente presente 1,13
8050 MD moderado ilha/ trabécula discreta ausente presente ausente ausente 1,51
8073 BD acentuado ilha/ trabécula acentuada leve presente ausente ausente 1,07
8259 MD acentuado ninho/ corddo discreta moderado presente ausente ausente 1,80
8350 PD acentuado ilha/ trabécula discreta moderado ausente ausente ausente 1,81
8413 PD leve ninho/ cordao acentuada acentuado ausente ausente presente 1,12
8438 MD acentuado ilha/ trabécula discreta leve ausente ausente ausente 1,18
8538 MD acentuado ilha/ trabécula discreta ausente presente ausente presente 1,50
8573 MD leve ninho/ corddo acentuada acentuado presente ausente ausente 1,17
8738 MD acentuado ilha/ trabécula discreta moderado presente ausente ausente 1,81
8839 PD moderado ilha/ trabécula acentuada moderado ausente ausente ausente 1,19
8886 PD leve ilha/ trabécula acentuada acentuado presente ausente presente 1,17
8978 MD moderado ilha/ trabécula discreta ausente presente ausente ausente 1,59
9060 MD acentuado ilha/ trabécula discreta acentuado presente ausente ausente 1,35
8990 PD acentuado ilha/ trabécula acentuada leve presente presente ausente 1,64
9000 BD acentuado ninho/ cordao acentuada leve presente ausente ausente 1,48
9074 BD leve ninho/ cordao acentuada leve presente ausente ausente 1,50

* BD= bem diferenciado; MD= moderadamente diferenciado; PD= pouco diferenciado.
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Apéndice C — Tabela do tempo de sobrevida apés cirurgia ou consulta dos

animais acompanhados neste estudo.
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Anexo A - Método de AgNOR

Solugoes:

Nitrato de prata 50%
Nitrato de prata....50 g

Agua deionizada..100 ml

Solucéo de gelatina

Gelatina................. 29

Acido férmico......... 1 ml

Agua deionizada.....100 ml

# Misturar primeiro o acido formico e apds a gelatina.
Solucéo de trabalho

Nitrato de prata........ 8 ml (2 partes)
Solugéao de gelatina..4 ml (1 parte)

# usar 12 ml de Nitrato de Prata e 6 ml de gelatina.

Misture a solugao acima imediatamente antes do uso. O volume da solugao
de trabalho usada depende do numero de laminas a serem coradas. Este volume é
adequado para corar aproximadamente 5 laminas (em caixinha plastica para guardar
laminas).

Amarelo da Metanila

Amarelo de metanila......1 g
Agua desidratada........... 100 ml

Acido acético.................. 0,25 ml

Procedimento

Tempo: 1 hora.

Desparafine (20 minutos em xilol na estufa a 60°C) e hidrate as laminas em
agua deionizada (somente para biopsias)

Neste ponto comega o procedimento para esfregagos

Coloque as laminas na solugao de trabalho em uma caixinha plastica por 45

minutos em estufa a 37°C.
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Lave as laminas em agua deionizada por 1 minuto

Opcional: contracorar com amarelo de metanila por 3 minutos (lavar com
agua deionizada)

Desidrate (30 segundos em cada alcool), clarifique e monte a ldmina usando

resina sintética.

Para esfregacos:

Deixe as laminas em temperatura ambiente
Secar ao ar

Fixar em cetona por 10 minutos

Secar novamente

Comecar no passo 3 da técnica acima.

Resultados

Locais AQNOR - pontos pretos intranucleares

Fundo — amarelo palido
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Anexo B - Ficha de acompanhamento de caes e gatos portadores de

carcinoma de células escamosas
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FICHA DE ACOMPANHAMENTO DE PACIENTES ONCOLOGICOS

Ficha HCV: Ficha LRD: Responsavel:
Terapia antineoplasica:

( )realizada (data do procedimento: )

( )cirurgia ( )quimioterapia ( )crioterapia ( )radioterapia ( )outros
( )nao realizada (data do procedimento: )
eutanasia ( )sim ( )ndo
( )metastase (local: )
( )local dificil de remogao cirurgica

(...)invasao (local: )
( )estado geral inadequado

Diagnéstico histopatologico:

1 meses apds procedimento cirurgico (data do contato: )
Estado geral do paciente:
( )otimo ( )bom ( )regular ( )ruim ( )péssimo

Animal esta apresentando algum sinal clinico?

( )ndo ( )sim Qual? ( )dificuldade respiratéria

( )ndo sabe ( )dificuldade de locomogao
(' )sinal neurolégico (convulsdo, ataxia, tremores, outros)
( )outros

Notou aumento de volume em alguma regido do corpo?
( )ndo ( )sim—Onde?
( )ndo sabe informar

3 meses apds procedimento cirurgico (data do contato: )
Estado geral do paciente:
( )otimo ( )bom ( )regular ( )ruim ( )péssimo

Animal esta apresentando algum sinal clinico?

( )ndo ( )sim Qual? ( )dificuldade respiratéria

( )ndo sabe ( )dificuldade de locomogé&o
(' )sinal neurolégico (convulsdo, ataxia, tremores, outros)
( )outros

Notou aumento de volume em alguma regiéo do corpo?
( )ndo ( )sim—Onde?
( )ndo sabe informar

5 meses apoés procedimento cirurgico (data do contato: )
Estado geral do paciente:
( )otimo ( )bom ( )regular ( )ruim ( )péssimo

Animal esta apresentando algum sinal clinico?

( )ndo ( )sim Qual? ( )dificuldade respiratéria

( )ndo sabe ( )dificuldade de locomogé&o
(' )sinal neurolégico (convulsao, ataxia, tremores, outros)
( )outros




65

Notou aumento de volume em alguma regido do corpo?
( )ndo ( )sim-—Onde?
( )ndo sabe informar

7 meses apds procedimento cirurgico (data do contato: )
Estado geral do paciente:
( )otimo ( )bom ( )regular ( )ruim ( )péssimo

Animal esta apresentando algum sinal clinico?

( )ndo ( )sim Qual? ( )dificuldade respiratéria

( )ndo sabe ( )dificuldade de locomogao
(' )sinal neurolégico (convulsao, ataxia, tremores, outros)
( )outros

Notou aumento de volume em alguma regido do corpo?
( )ndo ( )sim—Onde?
( )ndo sabe informar

9 meses apoés procedimento cirurgico (data do contato: )
Estado geral do paciente:
( )otimo ( )bom ( )regular ( )ruim ( )péssimo

Animal esta apresentando algum sinal clinico?

( )ndo ( )sim Qual? ( )dificuldade respiratéria

( )ndo sabe ( )dificuldade de locomogao
(' )sinal neurolégico (convulsdo, ataxia, tremores, outros)
( )outros

Notou aumento de volume em alguma regiéo do corpo?
( )ndo ( )sim-—Onde?
( )n&o sabe informar

Campo para preenchimento em caso de 6bito (data do contato: )

Data da morte:

Qual foi a causa da morte?

() tumor como sendo a causa da morte (metdstases ou outras complicagdes)

() outra causa (ex: atropelamento, cardiopatia, nefropatia, doenca infecciosa, outros)
() ndo sabe informar

(...) eutanasia

Apresentou aumento de volume em alguma regido do corpo antes da morte?
( )ndo ( )sim—-Onde? ( )mesmaregido ( )outraregido

Apresentou algum sinal clinico antes da morte?

( )ndo ( )sim Qual? ( )dificuldade respiratéria

( )ndo sabe ( )dificuldade de locomogao
(' )sinal neurolégico (convulsdo, ataxia, tremores, outros)
( )outros




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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