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Resumo

RESUMO

As neoplasias vesicais sdo raras em todos os animais domésticos, mas consideradas
comuns em bovinos em algumas regides do mundo, associadas ao sindrome Hematiria
Enzdotica.

Em Medicina Veterindria, a Oncologia ¢ uma 4rea em emergéncia € pouco se
conhece acerca da etiopatogenia e caracterizagdo patologica das doencas neoplasicas.
Com este estudo pretendemos caracterizar as neoplasias uroteliais bovinas efectuando
simultaneamente uma revisdo critica da classificagdo destas neoplasias. Realizdmos uma
caracterizagdo morfolégica recorrendo a técnicas de coloragdo e histoquimica (H&E,
PAS-Azul Algido, Orceina), de imunohistoquimica (antigénio Ki-67, CEA, Caderina E,
CD44 e CD44., p53 e p21™) e estudo da ploidia de ADN por Citometria de Imagem.
Foram analisadas 55 neoplasias primarias de bexiga dos seguintes tipos histologicos:
neoplasias transicionais (n=47), carcinomas de padrdo bifasico (n=5), adenocarcinomas
(n=2) e carcinomas indiferenciados (n=1).

Nas neoplasias transicionais, todas de caracter maligno, observdmos uma grande
heterogeneidade de padrdes arquitecturais, de atipia citolégica e de agressividade
biolégica. Encontramos uma elevada frac¢dio de carcinomas de padrdo papilar invertido
e extensas areas de diferenciacdo glandular. Na andlise univariada observamos
associacio entre o grau nuclear e o padriio arquitectural (papilar vs nodular), o
comportamento invasor, os indices de proliferagio celular € a imuno-expressdo de
vimentina. A imunorreactividade ao CEA ocorreu principalmente no grupo dos
carcinomas de alto grau, o que pode estar associado a menor diferencia¢do celular neste
grupo neoplasico. A expressdo de Caderina E foi heterogénea em todas as neoplasias e
mesmo no urotélio ndo neoplasico. Encontramos também associagdo entre os
parametros patologicos classicos e as varidveis citométricas (Ploidia de ADN, Indice de
ADN e fraccdo de células >2,5¢, >5c, >9c) apesar de nem sempre se observarem
diferengas estatisticamente significativas, apresentando os carcinomas de alto grau estes
parmetros citométricos altos.

Os carcinomas de padrdo bifasico caracterizaram-se por coexisténcia de areas

transicionais e extensas areas de tipo adenocarcinoma. Devido as diferengas
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Resumo

morfolégicas relativamente aos carcinomas transicionais, este tipo neopldsico deve
constituir uma classe neoplasica distinta a incluir na classificagdo das neoplasias
vesicais de Medicina Veterinaria. Estas neoplasias bifasicas apresentaram aneuploidia
de ADN quer no componente transicional quer no adenocarcinoma o que pode estar

associado a agressividade biologica, como observado em Medicina Humana.
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Summary

SUMMARY

Urinary bladder tumours are rare in all domestic animals species, but are common
in grazing cattle in some regions of the world in association with Enzootic Haematuria
syndrome. In Veterinary Medicine, Oncology is an area with increasing importance, but
little is known about the aetiopathogy and morphology of these tumours. The aim of this
study is to characterise bovine urothelial tumours and at the same time make a critic
review of the veterinary classification, thus increase knowledge in this particular area.

In this study, stains and histochemical methods (H&E, PAS, Alcian Blue, Orcein),
were used, as well as imunohistochemistry (CEA, E-cadherin, CD44, CD44vs,vimentin,
p53, p21™) and analysis of nuclear DNA content by Image Citometry. We studied 55
bladder neoplasias: transitional cell neoplasias (n=47), mixed carcinoma (n=5),
adenocarcinoma (n=3) and undifferentiated carcinoma.

All transitional cell carcinomas had malignant phenotype, presented cytological
atipia and a highly heterogeneous growing pattern. A high incidence of inverted papilar
growing pattern was found as well as extensive areas of glandular differentiation. The
univariate analysis demonstrated that nuclear grade correlates significantly with:
growing pattern, invasive behaviour, proliferation rates and vimentin expression. The
CEA expression was observed specially in high grade carcinomas. E-cadherin
expression pattern was heterogeneous in all carcinomas as well in non neoplastic
urothelium.

The DNA analysis demonstrated association of classic pathologic parameters and
cytometric variables (DNA ploidy, DNA Index and >2,5¢, >5¢, >9¢ fractions), but
statistic correlations were not always observed.

In mixed carcinoma we observed coexistence of transitional areas and extensive
areas of the adenocarcinoma type. Due to their morphologic characteristics this group
should constitute a distinct neoplasic class, to be included in the Veterinary Medicine
classification of urinary bladder tumours. These tumours presented DNA aneuplody in
the transitional component, as well as in the adenocarcinoma component, which might

be associated with biologic aggressiveness, as observed in Human Medicine.
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INTRODUCAO

Em alguns paises industrializados, aproximadamente 30,0% da mortalidade deve-se a
neoplasias malignas. Em cada ano a incidéncia e mortalidade por neoplasias aumenta,
independentemente do envelhecimento da populagfo (Maltoni e Selikoff, 1988). Na sociedade
moderna o cancro afecta um em cada cinco individuos, sendo frequentemente resistente a
quimioterapia e/ou radioterapia. E a doenga mais temida pela maioria da populagdo,
suplantando o temor da Tuberculose no século passado, da Peste Bubdnica na Idade Média ou
da Lepra nos tempos biblicos (Baker, 1996).

O cancro de bexiga é um grave problema mundial representando aproximadamente 2 a
5,0% de todas as neoplasias malignas (Ayala e Ro, 1989; Presti et al., 1991; Doll, 1992). Ea quarta
neoplasia maligna mais comum no homem e a nona na mulher (Scher et al, 1997). Nas Gltimas
décadas a incidéncia anual tem aumentado (Murphy et al., 1996; Scher et al., 1997; Trichopoulos et al.,
1997) e apesar da evolu¢do nas técnicas de diagndstico e tratamento, a taxa de mortalidade
tem-se mantido relativamente constante (Cotran et al., 1989; Murphy 1997).

O carcinoma de células transicionais da bexiga é a neoplasia do tracto urindrio mais
comum do mundo desenvolvido, importante ndo apenas pela sua frequéncia, mas pelo seu
comportamento bioldgico diverso, imprevisivel (Carbin et al., 1991; Bringuier ef al., 1993; Fradet e
cordon-Cardo, 1993; Reznikoff et al., 1996) ¢ tendéncia a multipolicronismo (Griffiths, 1992; Wagner et
al., 1995; Chern et al., 1996; Griffiths ef al., 1996; Young e Eble, 1996). E a segunda causa de morte mais
comum por neoplasias genito-urindrias (Stein et al., 1998). A sua relagdio com a carcinogénese
quimica € reconhecida, estando bem documentadas as associagdes com a exposi¢do
ocupacional a anilinas, arilaminas, manufactura da borracha e ao fumo do tabaco (Murphy,
1992; Cordon-Cardo et al , 1994; Strickland e Kensler, 1995; Murphy ez al., 1996; Ordofiez e Rosai, 1996).

Os agentes carcinogénicos podem ser considerados marcadores patolégicos do nosso
tempo (Maltoni e Selikoff, 1988). Os carcinogénios s&o ubiquitdrios no ambiente € o seu potencial
lesivo preocupante (Rubin e Farber, 1994). Estima-se que os poluentes ambientais contribuem em
1,0-2,0% dos cancros fatais, principalmente do pulmio e bexiga (Trichopoulos ez al., 1996). Nos
EUA, a exposi¢do a carcinogénios ambientais contribui em mais de 25,0% dos casos de
cancro de bexiga nos caucasianos e 10,0% nos restantes grupos raciais (Scher et al, 1997). Em
dreas muito industrializadas o aumento da prevaléncia de neoplasias vesicais em cées €

considerado indicador de acumulagdo de carcinogénios no ambiente (Phillips, 1999).
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As neoplasias da bexiga sdo raras em todos os animais domésticos (Cardellino, 1993; Gimeno
et al, 1994; Phillips, 1999), mas tém sido referidas como comuns em bovinos de algumas regides
do mundo, atingindo a prevaléncia de 25,0% em bovinos de idade superior a dois anos,
abatidos em matadouro. Estas neoplasias estdo associadas a um sindrome designado de
Hemattria Enzodtica Crénica (HEC), cuja ocorréncia em bovinos criados em regime
extensivo tem sido associada com a distribuigdo geografica do feto vulgar (Preridium
aquilinum) (Campo et al., 1992; de Oliveira, 1993; Cardellino, 1993; Ozkul e Aydin, 1996), sendo as
neoplasias vesicais raras em éreas onde o feto ndo ¢ endémico (EUA e Quénia) (Cardellino,
1993).

O feto P. aquilinum é um agente carcinogénico com ampla distribui¢do na natureza (de
Oliveira, 1993; Smith e Seawright, 1995). A sua toxicidade aguda e cronica em vérias espécies
animais (Gerenutti et al., 1992; Ngomuo e Jones, 1996b; Jean-Blain, 1998; Shahin et al., 1998) constitui um
grave problema veterinario em vérios paises, tendo atraido a atengfio de investigadores desde
o final do século passado (de Oliveira, 1993). A Hematuria Enzoética é processo morbido que
cursa frequentemente com neoplasias, particularmente gastrintestinais e vesicais de natureza
epitelial ¢ mesenquimatosa (de Oliveira, 1993; Seawright, 1995), por vezes coexistindo no mesmo
animal (Cardellino, 1993; Gimeno et al., 1994).

Além das neoplasias de ocorréncia natural, as evidéncias da carcinogenicidade do feto
derivam também da experimentag¢fio animal ¢ de estudos epidemioldgicos humanos (Shahin et
al., 1997; Hirono, 1989; Campo ef al., 1997). A indugdo experimental da Hematuria Enzodtica foi
realizada pela primeira vez por Rosemberg e Heeschen (1960) em bovinos alimentados com
feto (de Oliveira, 1993; Lal-Krishhna e Dawara, 1994; Durdo et al., 1995) e as neoplasias obtidas foram
idénticas as de ocorréncia natural, nos aspectos histolégicos e patologicos (Campo et al., 1992;
Cardellino, 1993). O feto é usado na alimenta¢do humana em vérias regides do mundo (Pamukcu
et al., 1976; Gerenutti et al., 1992; de Oliveira, 1993), 0 que pode contribuir para o aumento da
incidéncia de neoplasias humanas gastrintestinais e vesicais (de Oliveira, 1993; Prakash et al., 1996).

O P. aquilinum possui agentes mutagénicos, carcinogénicos e imunodepressores (Campo et
al, 1992; Campo et al, 1997). Os animais alimentados com este feto desenvolvem
imunodepressdo cronica, hematuria enzodtica e neoplasias (Campo ef al, 1997). A
imunodepressdo parece ser necessdria mas nfo suficiente para a progressdo neoplasica
enquanto compostos carcinogénicos adicionais presentes no feto parecem ser factores
determinantes (Campo ef al., 1994). O possivel sinergismo entre o feto, factores virais, quimicos
e imunolégicos na génese das neoplasias também ndo € clara. Aparentemente o Papilomavirus

Bovino tipo 2 (BPV-2) é o virus mais frequentemente implicado nas neoplasias vesicais,
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tendo sido detectado ADN viral em 46,0% das neoplasias esponténeas por Southern Blotting.
Nas Highlands escocesas, a alta frequéncia de neoplasias do tracto digestivo em bovinos
apresenta uma relagdo epidemiologica bem conhecida com a ingestdo do feto e com a
infecciio pelo Papilomavirus Bovino tipo 4. Cerca de 30,0% dos animais com neoplasias
digestivas  apresentam também lesdes vesicais que incluem hemangiomas,
hemangiossarcomas, fibromas, carcinomas transicionais e adenocarcinomas (Campo et al., 1992).

A carcinogenicidade da planta foi atribuida a quercetina, 4cido shiquimico e
ptaquilosideo (Ngomuo e Jones, 1996b). A quercetina (3,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavona) e seus
derivados exercem efeitos citotoxicos, mas ndo sdo agentes etiologicos directos da
intoxicagfio pelo feto nos bovinos (Ngomuo e Jones, 1996a); interfere com as vias de transdugéo
celulares (Campo et al., 1997) e provavelmente actua como cocarcinogénio do Papilomavirus
Bovino (Pamacku et al., 1980; Ngomuo ef al., 1996).

O Ptaquilosideo, glicosideo altamente instavel & temperatura ambiente, € aparentemente o
principio carcinogénico (Hirono er al., 1984; Seawright, 1995; Bringuier ef al., 1995; Prakash et al., 1996).
Em condi¢des alcalinas é activado a forma de dienona instdvel, composto considerado o
principio mutagénico e carcinogénico do ptaquilosideo que induz a alquilagéo do ADN (Hirono
et al., 1984; de Oliveira, 1993; Moore et al., 1997; Jean-Blain, 1998). A sua genotoxicidade foi
confirmada pelo teste de Ames em Salmonella typhimurium TA 98 e TA 100 e demonstrada
em roedores (Hirono ef al., 1984; de Oliveira, 1993). Foram detectadas mutagdes no gene H-ras em
carcinomas do tracto digestivo superior de bovinos e em carcinomas vesicais € intestinais de
roedores (Prakash er al., 1996; Shahin et al., 1998), ¢ mutagdes no gene p53 em carcinomas
espontineos e experimentais, sendo estes 2 genes alvos potenciais dos carcinogénios quimicos
(Campo et al., 1997). A urina dos herbivoros possui pH alcalino, o que pode favorecer a
activagdio do ptaquilosideo (Prakash et al., 1996) justificando a elevada prevaléncia de alteragdes
pré-neopldsicas e neoplésicas observadas da parede vesical dos bovinos.

Em alguns pontos do planeta, o feto possui concentragdes muito altas de ptaquilosideo,
dependendo assim a actividade carcinogénica do gendtipo da planta e das condigdes
geogréficas (de Oliveira, 1993). Este composto ¢ transferido para o leite, existindo evidéncias
epidemiologicas de que o carcinogénio, em condigdes especiais, possa causar neoplasias no
homem (Smith e Seawright, 1995). O leite proveniente de vacas que consumiram o feto €
carcinogénico para roedores (Pamucku et al., 1978; Villalobos-Salazar ef al., 1989; Durdo ef al., 1995
Pamucku et al., 1996) sugerindo que h4 eliminagfo lactica de metabolitos com maior actividade
carcinogénica que os extractos do proprio feto (Villalobos-Salazar er al., 1989). A actividade

mutagénica de extractos de leite extraidos pelo cloroférmio/metanol foi demonstrada em
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S. typhimurium TA 100 (Pamucku et al., 1978). Alguns autores indicam assim a possibilidade de
existéneia de riscos para a saude publica por exposi¢do indirecta a carcinogénios excretados

por via lactica (Villalobos-Salazar et al., 1989; de Oliveira, 1993; Alonso, 1996).

Neste trabalho, além da caracterizagdio das neoplasias vesicais em microscopia Optica,
foram realizados estudos de histoquimica, imunohistoquimica e de analise da ploidia de ADN
por Citometria de Imagem. Em virtude de serem técnicas dispendiosas, por vezes morosas,
ndo sdo usadas correntemente no diagnéstico em Medicina Veterindria, pelo que néo
encontramos praticamente referéncias, na literatura consultada, a estas técnicas em animais de
interesse pecudrio; encontrdmos apenas estudos de imunohistoquimica em animais de
companhia e dois estudo de citometria de¢ ADN em neoplasias vesicais caninas.

Tradicionalmente, a caracterizacdio das neoplasias vesicais ¢ realizada com base em
critérios histolégicos e citologicos (diferenciagiio neopldsica, pleomorfismo, celularidade,
indice mitético, necrose, tipos celulares) (Farsund et al., 1984); contudo, estes pardmetros por
vezes ndo conseguem prever de forma eficaz o comportamento biolégico das neoplasias
(Scharpers et al, 1993). Consequentemente, desenvolveram-se esfor¢os para identificar
marcadores de prognostico que auxiliassem na avaliagdo da historia natural das neoplasias
(Farsund ef al., 1984; Stockle et al., 1993; Vindelov et al., 1995) como 08 estudos imunohistoquimicos,
citogenéticos e da ploidia de ADN (Pauwels et al., 1988).

Uma das técnicas utilizadas no estudo da biopatologia tumoral é a analise do contetido de
ADN (Scharpers et al., 1993). O seu interesse reside no facto de a instabilidade genética ser uma
caracteristica das células neopldsicas, importante em todas as fases da tumorigénese
Alteragdes genéticas a nivel molecular, na estrutura cromossémica e/ou alteragdes
quantitativas do conteudo de ADN, tém sido referidas em varias neoplasias (Lee ef al., 1994;
Nenning et al, 1997) e geralmente as neoplasias malignas possuem populagdes celulares com
conteudo de ADN anémalo, o que se associa a evolugdo adversa (Murphy, 1992; Ferreira ef al,
1997). A aneuploida pode ser um indicador de instabilidade genética nas populagSes
neoplasicas, o que pode conduzir a rapida proliferacio e aparecimento de novos fenétipos
(heterogeneidade tumoral) (Auer et al., 1995; Ferreira et al., 1997). O aumento da variabilidade
genética pode ser detectada por citometria de ADN (Nenning er al, 1997). Estes estudos da
ploidia de ADN fornecem assim informaggio complementar para determinar o comportamento
biolégico das lesOes (Auer e al., 1980; Sasaki et al., 1992; Clemo et al., 1994; Weid et al., 1995; Bittard et

al., 1996) e monitorizar a sua historia natural (van Velthoven et al., 1995).
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A Conferéncia de Consenso de Citometria confirmou a utilidade clinica da citometria de
fluxo em neoplasias vesicais (Fradet e Cordon-Cardo, 1993; Wheeless e al., 1993; Nenning et al., 1997;
Tachibana et al., 1999). As técnicas de Citometria de Fluxo ¢ de Imagem s&o usadas para
quantificar o conteido de ADN, existindo concordéncia entre 80 e 100% nos resultados
obtidos pelos 2 métodos (Cohen et al., 1991; Clemo et al., 1993; Scharpers et al., 1993; Goulandris ef al.,
1996); os resultados discordantes sdo provavelmente resultado de diferencas nas técnicas de
amostragem, de preparagdo do material e na interpretacdo dos histogramas (Lajoir et al., 1993).
A maioria dos estudos publicados baseiam-se na técnica de citometria de fluxo, razdo pela
qual a citometria de imagem nfo foi considerada na Reunido de Consenso acima mencionada
(Nenning et al., 1997). A anlise da ploidia de ADN baseia-se no pressuposto de que 0 conteudo
de ADN nuclear das células em Go/G; esta correlacionado com o nimero de cromossomas e
outras caracteristicas do ciclo celular (Lee ef al., 1994). As alteragdes da ploidia de ADN estdo
estreitamente relacionadas com o grau histolégico € o estadio das neoplasias, nomeadamente
em carcinomas vesicais (Farsund ef al., 1984; Clemo et al., 1994; van Velthoven ef al., 1995; Vindelov et

al., 1995).

Em Medicina Veterinéria o estudo da Oncologia comega a emergir, sobretudo na clinica
de animais de companhia; contudo, relativamente aos animais de interesse pecuario, muito se
desconhece sobre o determinismo e patogenia das doengas oncolégicas, pelos interesses
econdmicos subjacentes e abate precoce dos animais. S6 quando as doengas séo causadoras de
perdas econémicas importantes e/ou podem ter implicagGes na saude publica, como € o caso
da Leucose Enzoo6tica Bovina, os estudos sdo realizados.

Este trabalho nfio teve como objectivo principal o estudo da etiopatogenia das neoplasias
do urotélio vesical bovino, mas pretende ser um contributo para a compreensdo da sua

biopatologia, aspectos morfologicos e de ploidia de ADN.
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Os objectivos deste estudo sfo a caracterizagio biopatologica das neoplasias uroteliais

bovinas:

- Caracterizagdo das caracteristicas morfologicas e analise dos factores que

influenciam o seu comportamento biolégico.

- Caracterizagdo das suas caracteristicas histoquimicas e imunohistoquimicas.

- Analise do contetido de ADN por citometria de imagem.

- Estudo da associagdo entre as varidveis biologicas e citométricas estudadas € os

parametros patoldogicos classicos.
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AMOSTRAS

Foram estudados 55 carcinomas primarios da bexiga. As amostras eram provenientes de
abates efectuados no Matadouro Frigorifico Industrial de Ponta Delgada, Agores, entre os
anos de 1994 e 1996. A amostragem incluia 51 bovinos do sexo feminino, adultos, de aptiddo
leiteira, com idade média de 6 anos.

O material chegou ao Laboratério de Histologia ¢ Anatomia Patolégica da Universidade
de Tras-os-Montes e Alto Douro ji fixado em formaldeido a 10%, com tempo de fixagdo
desconhecido. O material foi processado em parafina e dos blocos resultantes realizaram-se
varios cortes para estudos histopatologicos, técnica de histoquimica e imunocitoquimica €

analise de ADN.

As neoplasias vesicais, incluidas em parafina, foram seleccionadas em fungdo da
quantidade de material existente em arquivo. As preparagdes foram coradas com
Hematoxilina de Gill ¢ Eosina (H&E) seguindo os procedimentos de rotina para material
fixado em parafina. Todas as preparagdes histologicas foram revistas e classificadas. Sempre
que possivel foram seleccionadas preparagdes histologicas representativas que apresentavam
neoplasia e tecido ndo neoplasico, como padrdo de normalidade e para uma possivel avaliagio

comparativa.

METODOS

1. ANALISE HISTOLOGICA

Além da avalia¢do histologica das neoplasias vesicais foram ainda analisadas as

varidveis patologicas sumariadas na Tabela 1:
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Tabela 1 - Pardmetros avaliados no exame de microscopia fotonica das neoplasias vesicais e urotélio
ndo neoplasico adjacente.

Multifocalidade Presente/ausente
Coexisténcia com neoplasia vascular Presente/ausente
Padréo de crescimento Papilar

Nio papilar ou nodular
Padrdo misto (presentes componentes papilar e nfo

papilar)

Tipo histologico e grau de diferenciagéo Carcinoma transicional
Alto grau
Baixo grau
Carcinoma espinocelular
Bem diferenciado
Pouco diferenciado
Adenocarcinoma
Bem diferenciado
Pouco diferenciado
Carcinoma bifasico (Transicional e glandular)
Carcinoma indiferenciado

Estroma neoplasico Abundéncia

AlteragGes do estroma
Desmoplasia
Alteragdes mixoides

Infiltrado celular no estroma Abundéncia
Tipo celular predominante

Indice mitético Numero de mitoses na neoplasia e urotélio nio
neoplésico

Invasdo da parede Ausente

Invasfo do corion

Invas#io da tinica muscular prépria
Invasfio dos tecidos perivesicais

Permeacao vascular linfatica/sanguinea Presente/Ausente
Metastases conhecidas N&o/Sim (orgéo (s))
Alteragdes do urotélio ndo neoplasico

Hiperplasia Ausente

Hiperplasia simples

Hiperplasia papilar

Hiperplasia nodular (ninhos de von Briinn)

Hiperplasia mista (apresentando mais que um tipo de
hiperplasia simultaneamente).

Metaplasia Ausente

Metaplasia glandular

Metaplasia epidermoide

Metaplasia mista (apresentando mais que um tipo de
metaplasia simultaneamente).

Displasia de alto grau Ausente/Presente

Sempre que ocorria multiplicidade e ambas as neoplasias eram de tipo transicional, foi
seleccionada para estudo aquela que apresentava caracteristicas histologicas classicamente

associadas a pior comportamento biologico (atipia citologica, invasio da parede vesical,
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permeagfo vascular). Sempre que coexistiam neoplasias de diferentes tipos histologicos, todas

foram seleccionadas para estudo.

* Avaliagio do Indice mitético

A contagem de mitoses foi efectuada nas areas neoplasicas e ndo neoplasicas que
apresentavam celularidade e actividade replicativa mais elevadas. O indice mitotico foi obtido
pela contagem do nimero total de figuras mitdticas observadas em 500 células, usando uma

objectiva de grande ampliagdo (40x) e ocular com reticulo (Zeiss®).

* Avaliagdo do tipo de mucopolissacarideos

Para analisar a presen¢a de areas de diferenciagdo glandular, o tipo de mucinas
produzidas e a ocorréncia de alteragdes na composi¢do da matriz conjuntiva do estroma
neoplasico, recorreu-se a coloragdo histoquimica conjunta de PAS-Azul Algido. O
procedimento de colora¢do utilizado foi a técnica laboratorial de rotina destas duas
coloragdes. Para remover os depodsitos celulares de hidratos de carbono e se detectassem
apenas mucopolissacarideos a coloragéo foi realizada apds a incubagdo prévia das preparacdes
histologicas em cadmara humida numa solugdo aquosa de diastase 1% a 37°C, durante 60

minutos.

* Avalia¢do da permeacdo vascular
Para avaliar a permeagfo linfatica recorreu-se a uma técnica de histoquimica de orceina

para evidenciar as fibras elasticas das paredes vasculares.

2. ESTUDOS DE IMUNOCITOQUIMICA

Durante este estudo utilizdmos vérios anticorpos para estudar a imuno-expressio de
genes (TP53, ras), moléculas de adesdo (Caderina E, CD44 e CD44,6), antigénios
embrionarios (CEA), antigénios associados ao ciclo celular (Ki-67) e proteinas do
citoesqueleto (Vimentina, Panqueratina). Foram utilizados soros primarios policlonais
produzidos em coelho e outros monoclonais obtidos em murganho, diluidos em Tampéo

fosfato salino (PBS) pH 6,0+0,2.
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Os anticorpos foram inicialmente testados em tecido vesical bovino para confirmar a
sua aplicagdo na espécie, optimizar a dilui¢do mais adequada, averiguar a necessidade de
realizar tratamento térmico ou proteolitico para aumentar a exposicdo dos epitopes e
incrementar a imuno-expressdo. Todos os estudos foram realizados segundo o método
indirecto da Avidina-Biotina-Peroxidase (ABC) e o seu procedimento foi sempre idéntico. As
incubagdes foram realizadas em cdmara himida e todas as diluicdes e lavagens foram

realizadas com PBS.

2.1. Metodologia

Para a realizagdo dos exames imunocitoquimicos foram efectuados cortes de parafina
com 2 :m de espessura, colados em ldminas revestidas com gelatina.

Ap0s desparafinagio e hidratagdo, os cortes histolégicos foram submetidos a tratamento
térmico em tampdo citrato 0,01M pH 6,0 no microondas (750 W). Alguns estudos requereram
ainda tratamento enzimatico em meio acido com tripsina (Merck) para amplificar a detecgéo
antigénica. Posteriormente as preparag¢des foram incubadas durante 30 minutos numa solugédo
aquosa de Peréxido de Hidrogénio (H,0O,) a 3% (Panreac Quimica, SA) para bloquear a
actividade das peroxidases enddgenas. A imunorreactividade inespecifica foi eliminada pela
incubagdo durante 30 minutos com soro normal ndo imune, diluido em PBS na relagdo 1:5,
soro de coelho (Dako) para os soros monoclonais e soro de porco para os policlonais (Dako).
Posteriormente as preparagGes foram incubadas em soro primario (Tabela 2)

Apds exposi¢do ao anticorpo primario as ldminas foram incubadas durante 30 minutos a
temperatura ambiente com o soro de ligagdo secundario biotinilado adequado
(imunoglobulinas coelho anti-rato (Dako, E0354) 1:400 ou soro de suino anti-coelho (Dako,
E0353) 1:500. Para amplificar o reconhecimento dos epitopes foi utilizado o soro complexo
avidina-biotina peroxidase (Dako, K377).

A reacgdo de peroxidase foi visualizada usando como cromogéneo o tetrahidrocloreto
de 33 diaminobenzidina (DAB) (Novocastra, NCL-DAB) e H,0; a 30%. A reacgdo foi
interrompida com agua destilada e seguidamente as prepara¢des foram contrastadas com
hematoxilina de Gill durante 40 segundos, diafanizadas e montadas com Entellan® (Merck).

Os estudos foram realizados na totalidade da amostra seleccionada, com excepgéo dos
soros Caderina E, p53 e p21 (realizados em 22 neoplasias), CD44, CD44,6 e Citoqueratinas

(realizados em 10 neoplasias).
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Tabela 2 - Anticorpos primarios e procedimentos informativos

Anticorpo Tipo Fonte Diluicéo Procedimento

Ki67 Monoclonal Dako 1:100 Digestdo enzimatica com Tripsina. 3

(Clone MiB1) ciclos de MO de S minutos.
Incubagio ON.

CEA Policlonal Dako 1:90 Nio efectuado tratamento enzimatico

AO115 ou térmico.

Vimentina Monoclonal Dako 1:100 2 ciclos de MO de 5 minutos.

NCL-Vim-Va Incubagdo 60 minutos a 25°C.

Queratina Policlonal Dako 1:100 2 ciclos de MO de 5 minutos.

70622 Incubagfo 60 minutos a 25°C.

p53 Monoclonal Dako 1:50 Digestdo enzimatica com Tripsina. 3

(Clone DO-7) ciclos de MO de 5 minutos.

M7001 Incubagio ON.

p21™ Monoclonal Dako 1:80 Digestdo enzimatica com Tripsina. 3

MO0637 ciclos de MO de 5 minutos.
Incubagfo ON.

Caderina E Monoclonal R&D systems | 1:200 1 ciclo de MO de 10 minutos.

Clone HECD-1 Incubagéio ON.

CD44 Monoclonal Dako 1:80 3 ciclos de MO de 2 minutos.

DF1418 Incubagiio ON.

CD44.6 Monoclonal Bender Med | 1:20 3 ciclos de MO de 2 minutos.

Clone VFF-7 Systems Incubagéio ON.

(MO: tratamento térmico em microondas).
(ON: incubagdo durante a noite a 4°C)

Laminas de controlo

Controlo positivo: para controlo interno e avaliagdo da imunorreactividade dos
anticorpos CD44 ¢ CD44v6 foram utilizadas secgdes de cérvix uterino de mulher ndo
neoplasico. Os carcinomas epidermoides da terceira palpebra de bovinos foram usados como

controlo nos estudos da expressdo do gene p53.

Controlo negativo: as preparagdes foram submetidas ao procedimento habitual referido

previamente, tendo-se substituido o anticorpo primério por PBS.

2.2. Métodos de quantificagio da imunorreactividade

Antigénio Ki-67

Como o indice mitdtico apenas permite avaliar uma pequena proporgdo de células em
citocinése, a fracgdo de crescimento neoplasico foi também avaliada recorrendo ao anticorpo
anti-antigénio Ki-67. A quantificagdo da marcagfo foi realizada pela contagem dos nicleos
marcados de 500 células neoplasicas, identificadas por critérios morfoldgicos, em um ou mais

campos de grande ampliagdo. As dreas neoplasicas que revelavam maior imunorreactividade
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foram submetidas a contagem tendo sido contabilizados apenas os nucleos homogeneamente
marcados. A contagem foi realizada com objectiva de 40x usando uma ocular com reticulo
(Zeiss®). Os valores obtidos foram expressos pela relagdo entre as células marcadas e o
numero total de células contabilizadas, obtendo-se uma relagdo percentual considerada como
indice de proliferagdo.

Foi também avaliado o indice de Ki-67 no urotélio nfio neoplasico adjacente as

neoplasias segundo o procedimento acima referido.

Vimentina
Foi analisada a ocorréncia de imunorreactividade no citoplasma das células neoplésicas.

Este marcador permitiu ainda avaliar a preservagdo antigénica do material em estudo.

CEA

Foram consideradas positivas todas as neoplasias com marcagio superior a 10% das
células neoplasicas. A imunorreactividade foi avaliada quanto a extensfio de marcagdo
(negativa, focal, multifocal ou difusa) e sua localiza¢io (citoplasma e membrana luminal do

urotélio).

Caderina E
A imunorreactividade desta glicoproteina foi avaliada no tecido ndo neoplasico e
neoplasico de acordo com a sua localizagdo na membrana citoplasmatica ou no citoplasma da
célula. A imunomarcagdo foi classificada como:
- Normal (marcagdo da membrana celular);
- Marcagio citoplasmatica;
- Negativa (completa auséncia de imunorreactividade).
Foi ainda avaliada a extens3o da marcagdo na totalidade da massa neoplasica e tecido néo

neoplasico, como focal, multifocal e difusa.

3. ANALISE DO CONTEUDO DE ADN POR CITOMETRIA DE IMAGEM (CI)

Os estudos do conteudo de ADN fornecem informagdes tteis sobre as caracteristicas
bioldgicas de um vasto numero de neoplasias humanas (Merkel et al., 1987) nomeadamente

neoplasias vesicais (van Velthoven ef al., 1995; Nenning et al., 1997). A avalia¢do do teor de ADN
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nas neoplasias de bexiga € 1til para avaliar a sua historia natural, tendo-se verificado que nos
carcinomas uroteliais humanos, a aneuploidia de ADN aumenta com o grau histolégico (Sasaki

et al., 1992; van Velthoven et al., 1995).

3.1 Procedimento

Para a realizacdio dos estudos citométricos foram efectuados cortes de 6 :m da
totalidade das neoplasias vesicais em estudo, incluidas em parafina. Foram analisadas 55

neoplasias uroteliais € 20 lesdes de hiperplasia presentes na periferia das neoplasias vesicais.

As preparagdes histologicas, coladas em gelatina, foram coradas pelo método de
Feulgen usando o kit de coloragdio “CAS DNA” (Becton Dickinson, Cell Analysis Sistems,
Elmhurst, III). A reac¢do de Feulgen produz uma coloragdo azulada do ADN nuclear que
reflecte uma ligagdo estequiométrica do corante ao ADN (Cohen et al., 1991; Chieco e Derenzini,
1999).

Todo o procedimento foi realizado de acordo com as instrugdes do fabricante. Em todos
os banhos de coloragdo foi utilizada uma ldmina de hepatdcitos de rato, fornecida pelo
fabricante do Kit, para a calibragdo do aparelho e controlo externo da colorag@o (Cajulis ef al.,
1995; Reeder et al., 1997).

Ap6s desparafinagio e hidrata¢do, as preparagdes histologicas juntamente com a ldmina
de calibragdio, foram submetidas a hidrélise numa solugo de Acido Cloridrico SN (Merck),
durante 60 minutos. Em seguida as preparagdes foram transferidas para a solugdo de
coloragdo durante 60 minutos, apds os quais as ldminas foram submetidas a “solugdo de
lavagem” e diferenciadas em alcool acido a 1%. Posteriormente procedeu-se a desidratagéo e

montagem das preparagdes histologicas.

3.2 Quantificacdo do conteido de ADN nuclear

A quantificagdo e interpretagdo dos resultados foi efectuada no sistema de andlise de
imagem CAS 200® (Cell Analysis Sistems, Inc., Elmhurst, II) através do programa
“Quantitative DNA Analysis 3.0”. Esta quantificacdo baseia-se no principio de que a
densidade Optica nuclear detectada pelo aparelho € proporcional a quantidade de ADN

presente nos nucleos (DeCresce, 1986; Lee et al., 1994).
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O sistema de analise de imagem foi calibrado com a lamina de hepatdcitos de rato, com
um contetido de ADN conhecido (Cohen er al, 1991). Apos a calibragdo procedeu-se & andlise
das preparagdes histoldgicas de bexiga. Em cada preparagdo histologica foi analisado o valor
médio de ADN de um numero minimo de vinte linfocitos presentes no estroma das neoplasias
em estudo; estas células de referéncia foram usadas como controlo interno da ploidia,
definindo o contéudo de ADN diploide (2c).

A anélise do contetido de ADN das células neoplasicas e hiperplasicas foi realizada pela
leitura de pelo menos 100 nicleos bem preservados, evitando-se os nucleos sobrepostos,

destruidos ou marginais (Cajulis ez al., 1995; Reeder ef al., 1997).

Os resultados dos estudos de citometria de imagem, obtidos sob a forma de histogramas
de ADN, representam a distribui¢do da populagio celular de acordo com a intensidade de
coloracdo do ADN.

Da analise dos histogramas de ADN ¢ possivel avaliar diversos pardmetros, como a

| ploidia de ADN, o indice de ADN (ID), a percentagem de células com conteudo anémalo de
ADN, superior a 2,5¢, 5¢ e 9¢ e outros pardmetros citométricos. Para a interpretagdo dos

histogramas foram estabelecidos os seguintes pardmetros:

Populagdo dipldide (2n ou 2¢): € a populagdo com um contetido de ADN considerada

normal, igual ao teor de ADN das células de referéncia para uma determinada espécie

(Sampedro e Orfao, 1993).

Populagdo aneuploide: é a populagdo ou clone celular com contetido de ADN anémalo

(Sampedro e Orfao, 1993), distinto da populagdo celular diploide (Chin er al., 1985).

Populaciio de células de referéncia: é a populagéo celular utilizada como valor padréo

da ploidia de ADN (Auer er al., 1980). A nossa populacdo de referéncia foi constituida por

linfécitos presentes no estroma neoplasico de cada caso analisado.
Pela anilise dos histogramas, em cada neoplasia foi identificado o pico Go/G; €

calculado o indice de ADN médio (ID), o desvio padrio (DP) e o coeficiente de variag¢do

(CV).
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O CV das células de referéncia, foi utilizado como controlo de qualidade dos estudos
citométricos realizados. Este parAmetro expressa a variabilidade da populagdo de células nas
fases GO/G1 do ciclo celular (Sampedro e Orfao, 1993).

As populagdes celulares aneupldides podem mostrar diferentes contetidos de ADN ¢ o
grau de varia¢@o deste relativamente as células normais é expresso como {ndice de ADN (ID);
este pardmetro ¢ determinado pela razdo entre o conteido de ADN do pico Go/Gy do
histograma da popula¢do em estudo e o valor médio do pico G¢/G; da populagdo de referéncia
(diploide) (Merkel et al., 1987; Koss et al., 1989; Sampedro e Orfao, 1993; van Velthoven ef al., 1995; Reeder
et al., 1997; Roels et al., 1998; Tachibana ef al., 1999). No caso das neoplasias diploides o valor de ID
€ 1 (Merkel et al., 1987; van Velthoven et al., 1995).

A regido dipléide de ADN foi definida como o conteiddo de ADN compreendido entre
os valores de ID médio da populagdo de referéncia +2 desvios padrdes (Schmit, 1994). Todas as
neoplasias cujo pico Go/G, apresentava ID médio com valores compreendidos nesta regido
diploide foram classificadas como dipléides de ADN; todas as que possuiam ID fora desta
regido foram classificadas como aneupldides de ADN. Todas as neoplasias aneuploides que
apresentavam histogramas com mais do que um pico Go/G; foram classificadas como

multipléides de ADN.

Foram ainda avaliadas as percentagens de células com conteido de ADN superior a
2,5¢, 5¢ e 9c. Esta avaliagdo € importante pelo facto de as células com conteido de ADN
superior a 2,5¢ poderem representar células em proliferagdo enquanto a percentagem de
células com valor de ADN >5c¢ corresponde a nucleos verdadeiramente aneuploides (Auer et al.,
1980), sendo pardmetros importantes para avaliar a agressividade das neoplasias vesicais (van
Velthoven et al., 1995; Nenning et al., 1997). A frac¢do de células com teor de ADN >9c representa

nucleos aneupldides particularmente aberrantes, com conteudo de ADN muito elevado.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em frequéncias absolutas e em percentagens. A
comparagdo entre as varidveis categoricas estudadas foi realizada através do método do Qui-
Quadrado e do teste exacto de Fisher. As variaveis numéricas foram estudadas com aplicagéo
do método Kruskal-Wallis ¢ Wilcoxon. Os resultados foram considerados significativos para

valores de p<0,05.
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RESULTADOS

As neoplasias vesicais em estudo eram provenientes de bovinos principalmente de raga

Frisia, que manifestavam sintomatologia clinica de Hematuaria Enzootica cronica.

EXAME MACROSCOPICO

As neoplasias apresentavam um padrdo exofitico ou endofitico, variando de pequenas
lesdes solitarias a neoplasias de grandes dimensdes e/ou multiplas.

As lesdes exofiticas, de morfologia papilar, eram frequentemente multifocais e variavam
de pequenas areas com 1,0 mm a lesdes exuberantes com 8,0 cm de diametro. Apresentavam
uma coloragdo palida, por vezes acinzentada ou avermelhada e formavam estruturas
vegetantes com aspecto de couve-flor, friaveis, que se destacavam facilmente da parede

vesical.

Fig. 1 - Formagao exofitica, irregular, na parede vesical.
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As lesdes endofiticas apresentavam um aspecto séssil ou nodular por vezes formando
estruturas globosas. Ao corte verificou-se serem constituidas por tecidos branco-acinzentados
de aspecto solido que infiltravam a parede vesical. No seio do parénquima tumoral
observavam-se frequentemente areas necrético-hemorragicas.

A mucosa vesical adjacente as neoplasias apresentava-se irregular e espessada, por vezes
com pequenas vesiculas contendo material mucinoso, claro e hemorragias petequiais Por

vezes ocorria espessamento e inflamag3o difusas de toda a parede vesical.

EXAME MICROSCOPICO

As neoplasias uroteliais foram classificadas de acordo com a sua diferenciagéo
histolégica em neoplasias de células transicionais, epiderméides, carcinomas de padrdo
bifasico, adenocarcinomas e neoplasias indiferenciadas. As neoplasias observadas pertenciam

aos tipos histologicos sumariados na tabela 3.

Tabela 3 - Classificagdo histolégica das
neoplasias uroteliais observadas.

Tipo neoplésico: n (%)
Transicional
Papilar classico 19(34,5)
Papilar invertido 16 (29.1)
Nodular ou de padrio misto 12 (21,8)
Espinocelular 0(0,0)
Adenocarcinoma 2 (3,6)
Carcinomas bifasicos* 50,1
Tumores indiferenciados 1(1,8)
Total 55 (100,0)

(*Carcinoma com coexisténcia de 4reas transicionais e
areas de tipo adenocarcinoma)

A multifocalidade foi um achado comum, estando presente em 31 (56,4%) neoplasias da
totalidade da amostra. Da série de neoplasias transicionais, 26 (55,3%) coexistiam com
neoplasias do mesmo tipo histolégico e 17 (36,2%) coexistiam com neoplasias conjuntivas de

tipo vascular.
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1. NEOPLASIAS TRANSICIONAIS

As neoplasias transicionais apresentaram predominantemente padrio exofitico, papilar
(n=35; 74,5%) sob a forma de projec¢des digitiformes por vezes ramificadas, constituidas por
um eixo conjuntivo fibrovascular revestido por urotélio com atipia citologica variavel. Dez
(21,3%) neoplasias apresentaram crescimento nfo papilar (nodular), sob a forma de corddes
celulares que invadiam a parede vesical de forma mais ou menos extensa e 2 (4,3%)
neoplasias apresentaram padrfio de crescimento misto, coexistindo 4reas de crescimento
papilar com éreas de padriio endofitico, com predominio deste ultimo padrio morfolégico.
Todas as neoplasias apresentaram um grau de atipia citolégica incompativel com o

diagnostico de papiloma.

Neste estudo verificAmos que as neoplasias uroteliais apresentavam uma grande
capacidade de diferenciagdo multidireccional; observamos multiplos fenétipos com marcada
heterogeneidade relativamente ao padréio de crescimento (4reas papilares cldssicas coexistindo
com dareas de crescimento invertido ou areas solidas), ao grau de atipia citologica, a presenca
de diferenciagdo glandular, a proliferacdo celular ¢ mesmo reactividade para certos

marcadores de imunocitoquimica.

1.1. PADRAO ARQUITECTURAL

Carcinomas uroteliais de padrio papilar

Os carcinomas de padrio arquitectural papilar (n=35) apresentavam 2 fendtipos
morfolégicos distintos: padrio papilar classico e padrdo papilar invertido.

As neoplasias de padrio papilar classico (n=19; 54,2%) caracterizaram-se por apresentar
papilas de dimensdes varidveis, ramificadas, finas ou espessas formando areas de crescimento
s6lido. Uma das neoplasias apresentava aspecto viloso.

O urotélio de revestimento das papilas apresentava atipia celular escassa. Observou-se
com frequéncia espessamento epitelial mas sem grandes alteragdes da arquitectura, ocorrendo
diferenciagfio apical com aparecimento de células em “umbrella”. As células mantinham a
polaridade celular e nuclear ou esta era pouco alterada, os nicleos eram monomoérficos, com
padrdo de cromatina homogéneo e sem nucléolo proeminente; as mitoses eram raras e basais,
sem atipias. Apenas 2 neoplasias evidenciaram atipia citolégica marcada. Frequentemente

observou-se focos de crescimento invertido (42,1%) e areas de diferenciagdo glandular
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(84,2%). A maioria das neoplasias ndo apresentou comportamento invasor e apenas 2

neoplasias infiltraram o corion. Duas neoplasias apresentaram atipia coilocitica.

Fig. 2 - Carcinoma de padrao papilar classico (H&E, 100x).

As neoplasias de padrdo invertido corresponderam a 45,7% (n=16) das neoplasias de
crescimento papilar; apresentaram uma morfologia similar a dos papilomas invertidos mas
com um grau de atipia citologica incompativel com diagnostico de neoplasia benigna.
Caracterizaram-se por apresentar papilas revestidas por urotélio do qual pareciam emanar
corddes, ninhos ou trabéculas anastomozadas de células com crescimento endofitico e atipia
citologica moderada a elevada. As mitoses em geral pouco frequentes, ndo se restringiam a
camada basal e o estroma era geralmente abundante, apresentando-se hipoplasico nas areas de
crescimento solido. Em 12 neoplasias (75%) observou-se diferencia¢do glandular no centro
dos corddes celulares, com o aparecimento de espagos cisticos contendo material mucinoso. O
comportamento invasor foi observado em 81,5% carcinomas, 18,8% das quais invadiram a
camada muscular propria. Necrose focal ou de células isoladas foram fenomenos

frequentemente observados (43,8%).
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Fig. 3 - Carcinoma de padréo papilar invertido (H&E, 100x).

Carcinomas uroteliais de padriio nodular e misto

Estas neoplasias (n=12) apresentaram morfologia muito variavel, observando-se lesdes
ulceradas e infiltrativas. Apresentaram acentuada anisocitose e anisocariose, nucleos grandes
com marcada heterocromasia e nucléolos variaveis em nimero e tamanho. Todos os
carcinomas apresentaram comportamento invasor e 83,3% invadiram a camada muscular
propria; as células invadiam a parede vesical em ninhos e trabéculas irregulares ou
isoladamente, desencadeando uma reacgdo estromal desmoplésica e por vezes mixdide. As
figuras mitdoticas eram comuns com inumeras formas atipicas. A maioria das neoplasias

(91,7%) apresentavam focos de necrose.

Neste estudo observamos carcinomas transicionais de padrdo classico (constituidos por
células com caracteristicas citolégicas tipicamente uroteliais) e carcinomas com areas mais ou
menos extensas de diferencia¢do glandular. As areas glandulares foram observadas em 33
(70,2%) neoplasias transicionais € consistiam em estruturas tubulares ou cisticas contendo
material mucinoso, revestidas por células cubicas ou colunares, por vezes mucossecretoras;
frequentemente observou-se acumulagdo de muco em globulos citoplasmaticos. Cinco

neoplasias apresentaram formagdes glandulares de tipo intestinal.
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Fig. 4 - Carcinoma de padrio arquitectural nodular (H&E, 100x).

1.2. GRAU NUCLEAR

As lesdes malignas foram subdivididas em duas classes, de acordo com o grau de atipia
nuclear e frequéncia mitdtica relativamente ao urotélio ndo neoplasico, pardmetros cujo valor
prognostico tem sido referido em varios carcinomas.

A classificagdo foi estabelecida em fungdo dos pardmetros sumariados na Tabela 4.

Com esta classificagdo tentamos obter duas classes neoplasicas com caracteristicas
fenotipicas e biologicas distintas, evitando simultaneamente obter um grupo heterogéneo
como o grupo de carcinomas Grau II da classificagdo da OMS para neoplasias vesicais dos

animais domésticos (1974).
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Tabela 4 - Classifica¢do do Grau Nuclear.

Parametros

Baixo Grau

Alto Grau

Pleomorfismo nuclear
Relagio
nucleo:citoplasma
Heterocromasia
Polaridade nuclear

Nucléolo

Padrdo de cromatina

Regularidade nuclear

Mitoses

Pouco marcado. Ntcleos pequenos,
redondos ou ovais, monomorficos

Pouco alterada

Ausente ou pouco marcada
Mantida ou ligeiramente alterada

Ausente ou pequeno

Normal ou finamente granular

Nucleos regulares ou com alteragdes
subtis

Raras; tipicas e geralmente basais

Moderado a acentuado. Nucleos
bizarros

Varidvel, mas geralmente aumentada

Acentuada
Perda de polaridade evidente

Proeminente. Variagio de niumero ¢
tamanho

Grumosa, com distribui¢do irregular

Nucleos angulosos e irregulares

Comuns e atipicas.
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Fig. 5 - Carcinoma de Baixo Grau: nucleos monomérficos com polaridade celular e nuclear

mantida (H&E, 200x).
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Fig. 6 - Carcinoma papilar inverido de Alto Grau: niicleos pleomorficos, bizarros, com

heterocromasia marcada e cromatina grumosa (H&E, A: 200x, B: 1000x ).

1.2.1 ASSOCIACAO ENTRE O GRAU NUCLEAR E OS PARAMETROS
PATOLOGICOS

As frequéncias absolutas e relativas observadas para cada uma das variaveis patologicas
em estudo encontram-se discriminadas na Tabela 5 (em Anexos).

As neoplasias de baixo grau corresponderam a 55,3% (n=26) da série de carcinomas
transicionais em estudo, enquanto as neoplasias de alto grau corresponderam a 44,7% (n=21).
A multiplicidade ocorreu nos dois grupos, sendo mais comum nas neoplasias de baixo grau
(n=16), embora esta diferenga ndo tenha sido significativa. O mesmo se verificou

relativamente a coexisténcia com neoplasias de tipo vascular.

Padrio arquitectural

Quanto ao padrio morfolégico verificou-se que todos os carcinomas de baixo grau
apresentaram padrio papilar, enquanto os carcinomas de alto grau apresentavam crescimento
predominantemente nodular e misto (Tabela 6). Gostariamos de salientar que das 9 neoplasias

papilares de alto grau, 7 apresentavam padrdo papilar invertido.
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Tabela 6 - Associagdo entre o padrio arquitectural e o grau neoplasico.

Carcinomas Carcinomas
Padrio arquitectural Baixo Grau Alto Grau p
n (%) n (%)
Papilar 26 (100,0) 9 (42,9)
Nodular 0 (0.0) 10 (47.6) p<0.,0001
Misto 0 (0,0) 2 (9,6)

As neoplasias papilares de baixo grau apresentaram atipia citologica suave ou moderada e
as células possuiam caracteristicas citologicas idénticas ao urotélio ndo neoplasico. N@o se
observaram elementos celulares bizarros e frequentemente ocorria diferenciagdo apical com
aparecimento de células em “umbrella”.

As neoplasias de alto grau de morfologia papilar, nodular e de padrdo misto apresentaram
populagdes celulares menos diferenciadas, com pleomorfismo celular e nuclear marcado,

nucléolos proeminentes, por vezes com aparecimento de células bizarras e multinucleadas.
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Fig. 7 - Carcinoma de Baixo Grau de padréo papilar invertido (H&E, 200x).
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Fig. 8 - Carcinoma de Alto Grau evidenciando desorganizagdo arquitectural e necrose de células

isoladas (H&E, 200x).

Necrose
A observagio de focos de necrose ocorreu em 85,7% (n=18) das neoplasias de alto grau,

mas foi significativamente menos comum nas neoplasias papilares de baixo grau.

p<0,0001
necrose
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201 - M Presente
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Baixo Grau Alto Grau

Grau neoplasico

Fig. 9 - Associagdo entre necrose e o grau neoplasico.
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A necrose ocorreu sob a forma de morte de células isoladas, frequentemente no centro
de ninhos celulares de invasio mimetizando estruturas glandulares, ou sob a forma de éreas

necrotizantes extensas no parénquima neoplasico.

Diferenciacio glandular e epidermdéide

A ocorréncia de diferenciacdo epidermodide foi um evento raro. Observou-se apenas
numa neoplasia nodular de alto grau com invasfio profunda da parede vesical e caracterizou-se
por queratinizagdo celular com acumulagfo focal de queratina laminada (pérola de queratina).

As areas de diferenciagdo glandular, ocorreram em ambos os grupos neoplasicos mas
tiveram maior representatividade nos carcinomas papilares de baixo grau (76,9%), grupo
neoplésico que também apresentou com maior frequéncia areas glandulares de tipo intestinal.

O tipo de mucopolissacarideos presente foi evidenciado pela técnica de coloragdo
conjunta de PAS e Azul de Alcido, apds o tratamento proteolitico das preparagdes histologicas
com uma solugio de didstase. Esta técnica permite evidenciar simultaneamente
mucopolissacarideos neutros (que coram de purpura pela reaccdo do Acido Periddico de
Schiff) e mucopolissacarideos acidos (que coram de azul turquesa pelo Azul de Alcido). Na
totalidade da série de neoplasias transicionais observou-se uma produgdo predominante de

mucinas neutras (38,3%) seguidas de produgdo conjunta de muco neutro e acido (27,7%).

Estroma

A técnica de PAS-Azul Alcido permitiu ainda confirmar aiteragﬁes na composigdo da
substancia fundamental amorfa do estroma neoplasico, sugeridas pela observagdo com
coloragdio de rotina de 4reas de aspecto mixoide. Estas alteragdes, associadas a um aumento de
mucinas acidas no estroma, estiveram presentes em 8 (38,1%) dos carcinomas de alto grau.
Em 11 (52,4%) destas lesdes observou-se também estroma desmopldsico. As alteragGes
estromais ocorreram quase exclusivamente em carcinomas que infiltravam profundamente a
parede vesical. Um carcinoma de alto grau apresentou foco de metaplasia 6ssea do estroma.

A presenga de infiltrado inflamatério no estroma foi comum, em particular por células

da linha linfoplasmocitaria; ocasionalmente observou-se também a presenca de eosindfilos.

Invasio e metastiza¢io
O comportamento invasor ocorreu em 27 (57,4%) neoplasias uroteliais, sendo mais
comum em carcinomas de alto grau (95,2%), grupo que apresentou frequentemente invasio da

camada muscular propria (52,4%).
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Os carcinomas menos invasores pertenciam ao grupo carcinomas de baixo grau. O
crescimento infiltrativo, presente em 7 carcinomas (26,9%) limitou-se a imagens de micro-
invasio do cérion sob a forma de pequenos ninhos celulares de limites mal definidos, com
citoplasma abundante e nicleo pleomoérfico, irregular. E de salientar que destas neoplasias
apenas 2 apresentavam padro arquitectural papilar classico. O comportamento invasor nestes
dois grupos neoplasicos foi significativamente diferente (p<0,0001), mas esta diferenga ndo

foi significativa quando avalidmos a profundidade de invasdo da parede vesical.

Carcinomas
B Baixo Grau

20

I Alto Grau

15

101

N° neoplasias

Ausente Corion Muscular prépria Serosa/adventicia

Invasédo

Fig. 10 - Invasdo da parede vesical.

O fenétipo invasor ocorreu na totalidade dos carcinomas de padrdo ndo papilar e em
apenas 42,9% (n=15) dos carcinomas papilares (p=0,002). Observou-se ainda associa¢do
entre a invasfio e a necrose (p=0,028), mas nfo se observou associagdo com a metastizaggo.

A permeagéio vascular ocorreu em 10 (47,6%) neoplasias transicionais e exclusivamente
em carcinomas de alto grau (p<0,0001), com padrio arquitectural nodular com excepgdo de 2
carcinomas de padrio papilar invertido. Para facilitar a detec¢do de émbolos neoplasicos
evitando a valorizacio de eventuais artefactos associados a retrac¢éo do estroma, recorreu-se
a técnica de histoquimica de orceina; esta evidenciava as fibras elasticas das paredes
vasculares corando-as de vermelho escuro a castanho.

A informacfio sobre a ocorréncia de metastases detectadas no exame post-mortem das
carcacas no matadouro foi escassa. Apenas observamos 2 carcinomas com metastiza¢@o, uma
apresentando metastases ganglionares, outra metdstases ganglionares e hepéticas. A
metastizagio ocorreu exclusivamente em neoplasias nodulares de alto grau, com elevada

anaplasia, comportamento infiltrativo e indices de proliferagdo altos.

31



Resultados

. L ¥ ) . R P -t L .
N . . A e RPN . . R e . .
Fitrmg S A P A R L AT A R TIEICIN e e aees e .

Fig. 11 - Carcinoma de alto grau com invasdo do corion (H&E, 100x).
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Fig. 12 - Carcinoma de alto grau com invasdo da camada muscular propria (H&E, 200x).
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Fig. 13 - Carcinoma de alto grau com émbolos vasculares (H&E, 200x).
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Fig. 14 - Vaso contendo células embolicas: fibras elasticas da parede vascular evidenciadas com

a técnica de Orceina (200x).
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1.2.2. INDICES DE PROLIFERACAO

Os carcinomas transicionais apresentaram um valor mediano de células em mitose de
0,5% apesar dos valores deste indice de proliferagdo celular apresentarem uma variagio
relativamente acentuada (minimo 0,0%, maximo 12,8%).

Os carcinomas papilares de baixo grau apresentaram indice mitético baixo, por vezes
menor que o do urotélio nio neoplasico; as mitoses eram predominantemente basais e tipicas.
Nos carcinomas papilares e nodulares de alto grau o indice mitdtico foi mais elevado e
apresentava intervalos de variagdo amplos. Observaram-se frequentemente mitoses nas
camadas média e apical, por vezes atipicas. Estas diferen¢as apresentaram significado

estatistico (Tabela 7).

Tabela 7 - Indice mitético dos carcinomas transicionais.

Indice mitdtico Carcinomas Carcinomas

(%) Baixo grau Alto Grau p
Mediana 0,4 2,2 p<0,0001
(Min-max) 0,0-1,8 0,4-12,8

Quanto ao marcador de proliferagio celular antigénio Ki-67, os carcinomas transicionais
apresentaram um valor mediano de células marcadas de 14,8% (minimo 0,8%, maximo
73,0%). Este valor foi utilizado como “cut-off” de forma a subdividir as neoplasias em duas

categorias, com indice de Ki-67 baixo (<15,0%) e alto (>15,0%) (Tabela 8).

Tabela 8 - Indice de Ki-67 dos carcinomas transicionais de baixo e alto grau.

] Carcinomas Carcinomas
Indice de Ki-67 Baixo grau Alto Grau p
n (%) n (%)
Baixo(<15,0%) 23 (88,5) 1(4,8) p<0,0001
Alto (>15,0%) 3(11,5) 20(95,2)

A maioria dos carcinomas papilares de baixo grau (88,5%) possuia menos de 15,0% das
células neoplésicas em replicagdo (Ki-67 baixo), enquanto 95,2% dos carcinomas de alto grau

apresentaram indice de Ki-67 alto, valor significativamente superior.
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Gostariamos ainda de referir que se observaram associagdes estatisticamente significativas
entre o indice de Ki-67 e o indice mitotico (p<0,0001), o comportamento invasor (p<0,0001), a
permeagdo vascular (p=0,0002) e as areas de necrose no seio da massa neoplasica (p<0,0001).
E ainda de salientar que as neoplasias que invadiam o corion possuiam valores de Ki-67 altos
em 64,3% dos casos e destas apenas 2 eram neoplasias de baixo grau de padrdo papilar
convencional; todas as neoplasias que invadiram a camada muscular propria (n=11) e tecidos
perivesicais (n=2) apresentaram indices de proliferagao altos (entre 22,0 e 73,0%) e 8 destas

neoplasias apresentaram émbolos vasculares.
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Fig. 15 - Carcinoma de alto grau evidenciando elevada imunorreactividade ao Antigénio Ki-67
(200x%).
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Fig. 16 — Associagdo entre o [ndice de Ki-67 e o comportamento invasor.

1.2.3 CARACTERISTICAS IMUNOCITOQUIMICAS

Os resultados dos estudos realizados encontram-se sumariados na Tabela 9 (em Anexos).

Vimentina

A imuno-expressio desta proteina do citoesqueleto ocorreu em 17 (36,2%) das neoplasias
transicionais. A marcagio foi observada em 15 (71,4%) dos carcinomas de alto grau de
padrio papilar ou nodular e em apenas 2 (7,7%) carcinomas papilares de baixo grau, existindo

uma associacdio estatisticamente significativa entre estes pardmetros (p<0,0001).

A marcagdo caracteristica ocorreu no citoplasma das células do estroma, tendo também
sido observada imuno-expressio na neoplasia, em pequenos grupos celulares ou células
isoladas. Ndo se observou imunorreactividade no urotélio ndo neopldsico.

A imuno-expressdo deste marcador conjuntivo apresentou associagdo estatistica com a
invasdo da parede vesical (p<0,0001); 84,6% (n=11) dos carcinomas que invadiram a camada

muscular e tecidos perivesicais apresentaram imunorreactividade a Vimentina evento que

também foi observado em alguns émbolos neoplasicos.
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Fig. 17 - Carcinoma papilar invertido de baixo grau evidenciando imunorreactividade a

Vimentina (200x).
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Fig. 18 - Carcinoma de alto grau, apresentando foco de células com intensa imunomarcagdo a

Vimentina (200x).
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Caderina E

A imunomarcacio desta molécula de adesdo celular revelou-se heterogénea e inconstante,
quer no tecido no neoplasico quer na neoplasia, pelo que so se avaliou a sua expressdo em 22
neoplasias transicionais. A marcagdo ocorreu principalmente de forma multifocal,
observando-se imuno-expressio difusa em apenas 4 (18,2%) casos; 2 carcinomas (9,1%)
foram negativos a este marcador.

A marcagdo membranar caracteristica ndio foi observada em nenhuma neoplasia desta
série. A imunorreactividade ocorreu predominantemente no citoplasma, de forma difusa ou
em grumos (“dott like”), e 90,0% das neoplasias apresentaram marcagdo citoplasmatica com
acentuar da expressio na membrana celular, evidenciando-a.

A totalidade dos carcinomas papilares de baixo grau analisados (n=13) e 7 (77,8%) dos
carcinomas papilares e nodulares de alto grau foram positivos a este marcador, ndo se
observando diferencas significativas nos dois grupos neoplasicos em estudo. Verificou-se
contudo, que muitas neoplasias pouco diferenciadas com crescimento infiltrativo

apresentaram imunomarcagio citoplasmatica a esta glicoproteina membranar.
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Fig. 19 - Imuno-expressdo citoplasmatica a Caderina E (200X).
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CEA

Relativamente a expressio deste antigénio embrionario, considerou-se como positiva toda
a marcagdio que ocorresse em mais de 10,0% da massa neoplasica. A imunorreactividade
ocorreu no citoplasma das células uroteliais, no revestimento apical do urotélio, de areas
glandulares e de vacuolos citoplasmaticos.

Observou-se imunorreactividade ao CEA em 19 (40,4%) das neoplasias transicionais. A
expressio ocorreu com maior frequéncia nos carcinomas de alto grau (n=9; 42,9%), mas esta
diferenca ndo atingiu significado estatistico. Das 13 neoplasias papilares ¢ nodulares de alto
grau com invasdo da camada muscular propria e adventicia, 7 (53,8%) apresentaram
positividade ao CEA. A maioria das neoplasias papilares de baixo grau (61,5%) foram
negativas a este marcador. A imuno-expressdo ocorreu predominantemente no citoplasma dos
carcinomas de alto grau enquanto nos carcinomas de baixo grau a marcagdo verificou-se
principalmente no citoplasma e no revestimento apical do urotélio. Os carcinomas com
comportamento invasor apresentaram predominantemente imuno-expressdo citoplasmatica
(n=8; 72,7%) enquanto todos os carcinomas ndo invasores apresentaram marcagao no
revestimento apical do urotélio, observando-se uma associagdo estatistica significativa entre a

invasdo e o local de expressao de CEA (p=0,0034).
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Fig. 20 - CEA: imunorreactividade citoplasmatica e no revestimento luminal (200x).
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Fig. 21 - CEA: imunorreactividade citoplasmatica com acentuar membranar (200x).

Qutros marcadores

Proteina pS3

As neoplasias vesicais bovinas nio apresentaram imunorreactividade nuclear a este
marcador, mas esta observou-se em carcinomas epidermoides da terceira palpebra (controlo

positivo) provenientes dos mesmos animais.

p21 ras

Nio se observou qualquer imunorreactividade a esta proteina.

CD44 e CD44,6

Nio se observou imuno-expressio a estas moléculas de adesdo nas neoplasias vesicais,

mas esta observou-se nas laminas de controlo positivo de utero de mulher.
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2. CARCINOMAS BIFASICOS

As neoplasias de padrdo bifasico caracterizaram-se por apresentar reas transicionais
associadas a extensas éareas glandulares, superiores a 10% da massa neoplasica. Cinco
neoplasias de padrio de crescimento papilar obedeceram a este critério, 4 apresentando

padrio classico e uma padrdo invertido.

O componente transicional ndo apresentou alteragdes citologicas ou arquitecturais
marcadas, com excep¢do de uma neoplasia que apresentou atipia nuclear marcada, com areas
hipercelulares de crescimento solido, constituidas por células fusiformes com perda da
acidofilia citoplasmatica. Relativamente ao crescimento invasor, 0 componente transicional de
2 carcinomas apresentou invasdo superficial do cérion, um possuindo padrdo papilar invertido
e o outro apresentando caracteristicas de alto grau nuclear.

As mitoses foram no geral pouco frequentes; a mediana do indice mitético foi similar a
do grupo das neoplasias transicionais, ainda que o intervalo de variagdo tenha sido mais
restrito. O valor mediano de antigénio Ki-67 foi também menor que o das neoplasias

transicionais puras (Tabela 10).

Tabela 10 - Indice mitético e de antigénio Ki-67 dos componentes transicional ¢
adenocarcinoma dos carcinomas bifésicos.

Indices de proliferagéio Componente transicional Componente adenocarcinoma
(%)
Indice mitético
Mediana 0,40 0,00
Minimo-Méximo (0,20-0,50) (0,00-0,18)
Indice de Ki-67
Mediana 10,40 5,08
Minimo-Maximo 5,03-19,40 2,6-6,8

O componente adenocarcinoma, caracterizou-se pela formagéo de estruturas glandulares,
tubulares ou dreas cisticas, revestidas por células cibicas ou colunares formando epitélio
simples que em 2 casos apresentava diferenciagiio glandular de tipo cdlon. As células,
moderada ou bem diferenciadas, apresentaram atipia escassa, mitoses raras e produziam
mucinas acidas e neutras. Duas neoplasias apresentavam células mais atipicas, com nucleos
grandes, pleomorficos e nucléolos proeminentes, uma das quais estava associada a grau

nuclear alto no componente transicional.
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Fig. 23 - Ampliagdo da neoplasia anterior, evidenciando area de tipo adenocarcinoma (H&E,

200x).
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Fig. 24 - Carcinoma bifasico: area de tipo adenocarcinoma com diferenciacio glandular de tipo
g

intestinal (H&E, 100x).

-

Fig. 25 - Ampliagdo da imagem anterior (H&E, 1000x).
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Fig. 26 - Carcinoma bifasico de padréo arquitectural papilar invertido (H&E, 200x).
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Fig. 27 - Carcinoma bifasico: positividade ao CEA no componente adenocarcinoma (200x).
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As células neopldsicas nfio apresentaram imunoreactividade a Vimentina, mas foram
positivas a0 CEA. A imunoexpressio desta glicoproteina ocorreu principalmente no
componente adenocarcinoma, no citoplasma (padrdo “dott-like”) e/ou no revestimento apical
das areas glandulares, de forma difusa ou multifocal. O componente transicional foi positivo
em dois casos e sempre de forma focal.

As 3 neoplasias avaliadas quanto & imunorreactividade a Caderina-E apresentaram

expressio heterogénea desta proteina, a nivel da membrana celular e no citoplasma.

3. ADENOCARCINOMAS

Este grupo incluiu todas as neoplasias que apresentavam predominio do componente
glandular, na auséncia ou escassez de caracteristicas uroteliais. Os dois adenocarcinomas
observados caracterizaram-se por apresentar crescimento endofitico, sob a forma de estruturas
ductais, tubulares ou cistos contendo muco, que invadiam superficialmente o corion. As
células, de nucleo grande e nucléolo proeminente, formavam um epitélio cubico ou colunar

simples com células caliciformes, por vezes originando um epitélio de tipo intestinal.

Uma das neoplasias, de padrio mucinoso, apresentava éreas cisticas revestidas por
células com atipia escassa, indices mitotico e de Ki-67 baixos e no estroma observaram-se
extensas areas de aspecto mixéide, secundérias a extravasamento de muco por ruptura dos
cistos dilatados. As células apresentaram expressdo citoplasmética de CEA, Caderina E e
Vimentina. O infiltrado celular era abundante, particularmente por células da linha
linfoplasmocitaria. O outro adenocarcinoma apresentava ulceragdo da mucosa, necrose de
células isoladas, mitoses abundantes e indice de Ki-67 elevado (37,0%), mas as células foram

negativas & Vimentina, Caderina E e CEA.
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Fig. 29 - Ampliagdo da neoplasia anterior evidenciando atipia citoldgica e figuras de mitose

(H&E, 200%).
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4. CARCINOMAS INDIFERENCIADOS

Este grupo neoplasico caracterizou-se pela presenca de células indiferenciadas, de
provavel origem urotelial, mas sem quaisquer evidéncias citologicas ou histologicas, de
diferenciagio urotelial. Observamos apenas um carcinoma indiferenciado com c€lulas de
citoplasma acidofilo abundante, por vezes vacuolizado, e nucleo grande com nucléolo
proeminente e acidofilo. As células eram frequentemente binucleadas ou multinucleadas,
bizarras, invadiam a parede vesical isoladamente ou em pequenos ninhos e ocasionalmente
formavam pequenas estruturas de tipo glandular contendo mucopolissacarideos neutros. A
neoplasia infiltrava profundamente a parede vesical atingindo a serosa e desencadeava uma

reacgio estromal desmoplasica e mixoide, por vezes pseudosarcomatosa.

Observaram-se imagens de permeagdo vascular. Apesar de com a coloragdo de rotina néo
se observarem muitas figuras de mitose (indice mittico de 0,8%), o antigénio Ki-67 permitiu
evidenciar que 65,4% das células se encontravam em replicagdo activa.

As células apresentaram imunoexpressdo citoplasmatica & Panqueratina, a Vimentina, a

Caderina E e ao CEA.
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Fig. 30 - Carcinoma indiferenciado: perda da arquitectura e atipia citologica marcada. (H&E,
A: 200x, B 600x).
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5. LESOES UROTELIAIS ASSOCIADAS AS NEOPLASIAS VESICAIS

A mucosa vesical adjacente as neoplasias uroteliais foi avaliada na totalidade da série das
neoplasias em estudo e apresentou com frequéncia hemorragias, areas de cistite cistica e

cistite glandular, por vezes com formag8o de estruturas vilosas.

As alteragdes uroteliais de tipo hiperplasico ¢ metaplasico ocorreram associadas as
neoplasias independentemente do tipo histologico mas, as lesdes de displasia de alto grau
associaram-se exclusivamente a neoplasias transicionais. Em virtude das neoplasias de tipo
histolégico nfio transicional serem em numero reduzido (n=8), bem como as lesdes de
hiperplasia e metaplasia a estas associadas, todo o estudo estatistico apresentado se refere ao

urotélio nfio neoplasico adjacente a 43 neoplasias transicionais.

As lesdes de hiperplasia (n=38) e metaplasia (n=24) encontraram-se associadas a
neoplasias transicionais com a frequéncia relativa de 88,4% e 55,8%, respectivamente. Foram
estudadas lesdes de hiperplasia simples, nodular (ninhos de von Briinn), papilar ou mista
(com presenga simultinea de mais de um tipo de hiperplasia), e lesdes de metaplasia
epiderméide, glandular ou mista (com presenga de mais de um tipo metaplésico).

As lesdes de hiperplasia observadas foram principalmente de tipo nodular (n=19; 44,2%)
seguidas das lesdes de tipo misto (n=17; 39,5%). As lesdes de metaplasia observadas foram
exclusivamente lesdes de metaplasia glandular (n=24), por vezes com focos de diferenciagdo
glandular de tipo intestinal.

As lesdes de displasia de alto grau, com pleomorfismo marcado, mitoses suprabasais,
indice mitdtico elevado, perda da polaridade celular e nuclear, ocorreram associadas a 20,9%

(n=9) das neoplasias uroteliais.

Estas lesdes associaram-se principalmente a neoplasias de alto grau, mas nem sempre a

diferenca atingiu significado estatistico (Tabela 11).
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Tabela 11 - LesGes ndo neoplasicas adjacentes as neoplasias transicionais.

Carcinomas transicionais

Lesdes uroteliais Baixo Grau Alto Grau p
n (%) n (%)

Hiperplasia
Ausente 5(20,8) 0 (0.0) 0,056
Presente 19 (79,2) 19 (100.,0)

Metaplasia
Ausente 15 (62,5) 4 (21.1) 0,007
Presente 9 (37,.5%) 15 (78,9)

Displasia
Ausente 21 (87.5) 13 (68.4) 0,150
Presente 3 (12,5%) 6 (31,6)

e N

.

&

S
Hia

Yo oK

AV l.‘ Va.
Fig. 31 - Hiperplasia nodular com areas de diferenciagdo glandular de tipo intestinal (H&E,
200x).
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INDICES DE PROLIFERACAO

Foram avaliadas apenas as lesGes de hiperplasia e o urotélio normal. As lesdes
hiperplasicas apresentaram indice mitotico superior ao do urotélio normal, com valores

similares ao das neoplasias de baixo grau. Relativamente ao indice de Ki-67, a hiperplasia
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apresentou valor mediano significativamente superior ao do urotélio normal (Fig. 32; Tabela

12), mas menor que a mediana das neoplasias transicionais (Fig. 33).

indice de Ki-67 (%)

30

p<00001

“T- Min-Max
[ 25%-75%
o Mediana

p<0,0001

T Min-Méx
1 25%75%
o Mediana

2
22
< 18
E\i
~
©
g 14
] S
8
2 10
£
8 a
2 = ]
|u]
2
Normal Hiperplasia
Fig. 32 - Diferengas entre o indice de Ki-67 do urotélio normal e
hiperplasico.
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Fig. 33 - Diferencas entre o indice de Ki-67 das lesdes hiperplasicas ¢

neoplésicas.
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Tabela 12 - Indices de proliferagdo das lesdes de hiperplasia e urotélio

normal.
Parametros Hiperplasia Normal
(n=38) (n=42)
Indice mitdtico
Mediana 0.20 0.00
(Min-Max) 0.00-1,40 0,00-0.40
Antigénio Ki-67
Mediana 6,10 1,20
(Min-Max) 0,00-27,20 0,20-11.80
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Fig. 34 - Diferenca de imunorreactividade ao Antigénio Ki-67 de um carcinoma de alto grau e

uma lesdo de hiperplasia nodular (200x).

CARACTERISTICAS IMUNOCITOQUIMICAS

Nio foi observada imunorreactividade a Vimentina no urotélio nio neoplasico.
Relativamente & Caderina E a imunomarcagio foi heterogénea e inconstante, das lesoes
estudadas (n=20), 60% apresentaram positividade citoplasmatica e 40% marcagao

citoplasmatica evidenciando a membrana celular.
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ANALISE DE CITOMETRIA DE IMAGEM

No presente trabalho o conteiido de ADN foi avaliado por Citometria de Imagem, tendo-
se estudado a totalidade da amostra (n=55) das neoplasias vesicais a que nos reportamos
previamente. Destas obtivemos histogramas interpretaveis em 53 dos casos (96,4%). Foram
excluidas 2 neoplasias transicionais por impossibilidade de efectuar a sua avaliagéo
citométrica, provavelmente devido & deficiente preservagio do material. Lembramos que a
fixacdo induz alteragdes na cromatina, pelo que esta técnica requer um controlo rigoroso das

condigdes de fixagio (Weid et al., 1989), 0 que ndo foi possivel nesta série de neoplasias.

Como referido, os histogramas de ADN foram classificados em dipldides de ADN e
aneuploides de ADN. Contudo, dentro desta Gltima categoria observou-se que o grupo de
neoplasias com conteado de ADN multipldide associou-se a caracteristicas classicamente
conotadas com comportamento biologico mais agressivo. Por esta razéio, todo o nosso estudo

vai incidir sobre estes 3 grupos neoplasicos: dipldides, aneuploides € multiploides de ADN.

NEOPLASIAS TRANSICIONAIS

1.1. VARIAVEIS AVALIADAS POR CITOMETRIA

1.1.1. PLOIDIA DE ADN

Para a analise estatistica da associagfio entre esta varidvel e os parametros patologicos foi
aplicado o teste Qui-Quadrado. No entanto, os resultados do teste foram considerados ndo
validos, provavelmente devido ao reduzido nimero de casos em cada uma das trés classes de
ploidia de ADN. Por esse facto apenas se apresentam as frequéncias relativas de cada classe.

Os resultados desta variavel citométrica encontram-se sumariados na Tabela 13 (em Anexos).

Os carcinomas transicionais apresentaram frequentemente conteudo de ADN anémalo,
observando-se aneuploidia de ADN em 28 (62,2%) dos carcinomas e ADN multiploide em 4
(8,9%). Apenas 13 (28,9%) carcinomas da nossa amostra apresentaram conteudo de ADN

diploide.
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Fig. 37 - Histograma diploide de ADN.
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de ADN diploide (H&E, 100x).
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As neoplasias diploides de ADN pertenciam principalmente ao grupo dos carcinomas de
baixo grau. Os valores percentuais de aneuploidia de ADN foram similares nos dois grupos

neoplasicos. Todas as neoplasias multiploides de ADN eram lesdes de alto grau (Tabela 14).

Tabela 14 - Associagio entre ploidia de ADN e o grau neopldsico.

Dipléides de ADN Aneupléides de ADN Multipléides de ADN
Grau neoplasico n (%) n (%) n (%)
Baixo Grau 9 (69,2) 15 (53,6) 0 (0,0)
Alto Grau 4 (30,8) 13 (46,4) 4 (100,0)

As lesdes aneuploides de ADN apresentaram frequentemente multiplicidade (n=17,
60,7%) e 20 dos casos (71,4%) apresentaram padriio arquitectural papilar; este padrdo
morfolégico ocorreu também em 12 (92,3%) carcinomas dipléides de ADN. Em 75,0% da
série de carcinomas multipléides de ADN possuiam morfologia nodular ou mista e um dos

carcinomas apresentava padrdo papilar invertido.

Padrio
E1 Papilar
20 B Nodular
. O Misto 'i

a8 15
e

8

o 10
3

b

Z 5

0 . ;
Dipléides Aneupldides Multiploides
Ploidia de ADN

Fig. 39- Associagdo entre a ploidia de ADN e o padréo arquitectural

A necrose foi mais frequentemente observada em carcinomas aneuploides (57,1%) e
multiploides de ADN (100,0%), detectando-se em apenas 30,8% das lesdes diploides de
ADN.

A invaso da parede vesical ocorreu principalmente em carcinomas aneuploides de ADN
(64,3%) e multiploides de ADN, mas em apenas 5 (38,5%) carcinomas diploides de ADN. A
invasdo das camadas muscular propria e tecidos perivesicais ocorreu quase exclusivamente

em carcinomas aneuploides e multiploides de ADN.
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Fig. 41 - Carcinoma papilar invertido de alto grau com conteido de ADN aneuploide,
evidenciando heterocromasia e anisocariose (H&E, A: 200x, B: 600x).
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Fig. 42 - Associagdo entre a ploidia de ADN e o comportamento invasor

A permeacdo vascular ocorreu com frequéncias idénticas nas neoplasias diploides
(15,4%) e aneuploides de ADN (17,9%), mas foi mais comum nas neoplasias multiploides de
ADN que apresentaram em 75% dos casos invaséo vascular.

A metastizagdo foi um evento raro, tendo ocorrido exclusivamente em carcinomas

aneuploides e multiploides de ADN.

INDICES DE PROLIFERACAO

Ao estudar a associagiio entre a ploidia de ADN e os pardmetros de proliferagdo celular,
verificdmos que os carcinomas diploides de ADN apresentaram indices mit6tico e de Ki-67
menores que as neoplasias aneuploides de ADN. No grupo de neoplasias aneuploides de
ADN, 50% apresentaram indices de proliferagdo altos; destacaram-se contudo os carcinomas

multipléides de ADN com indices de proliferagio particularmente elevados (Tabela 15)

Tabela 15 - Associagdo entre ploidia de ADN e os indices de proliferagao.

Ploidia de ADN
Pardmetros Dipléide Aneuploéide Multiploide
Mitoses
Mediana 0,40 0,90 3,20
Minimo-Maximo 0,20-2,00 0,00-3,80 2,60-12,80
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Fig. 44 - Histograma multiploide de ADN.
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Fig. 45 - Associagdo entre ploidia de ADN e a imuno-expressdo do Antigénio Ki-67.

CARACTERISTICAS IMUNOCITOQUIMICAS

Vimentina
A imunorreactividade a este marcador conjuntivo ocorreu na totalidade dos carcinomas
multiploides de ADN mas s6 foi observado em 4 (30,8%) dos carcinomas diploides € em 9

(32,1%) dos aneuploides de ADN.

Caderina E
A expressdo desta proteina de ades3o celular verificou-se na maioria das neoplasias
diploides (100%), aneuploides (81,8%) e multiploides de ADN analisadas (100%), estando

ausente em apenas duas neoplasias de contetido de ADN aneupldide.

CEA

A imunomarcag¢do ocorreu principalmente em neoplasias multipléides (n=3; 75,0%) e
diploides (n=7; 53,9%) de ADN mas foi menos frequente nos carcinomas aneupldides de
ADN (n=9; 32,1%). Verificou-se tendéncia a marcagdo citoplasmética nas neoplasias
multipléides de ADN, enquanto nos restantes grupos a expressio ocorreu quer no citoplasma

quer no revestimento apical do urotélio e areas glandulares.
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Fig. 46 - Histograma aneupléide de ADN evidenciando uma populagdo celular dipldide de ADN.
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Fig. 47 — Carcinoma de alto grau aneuploide de ADN (H&E, 400x).
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5.1.2. INDICE de ADN (ID)

O valor mediano de ID das neoplasias transicionais foi de 1,2 (minimo 0,99, maximo
4,79). Para efeitos de comparagio com as varidveis patoldgicas utilizou-se o valor mediano
como valor “cut-off” para definir os intervalos de baixo (<1,2) e alto (>1,2) ID.

Os carcinomas que apresentaram ID baixo possuiam predominantemente morfologia
papilar (91,3%) enquanto os que possuiam ID alto apresentaram com maior frequéncia padrdo
morfolégico nodular (36,4%) ou misto (9,1%). Relativamente ao grau nuclear, 14 (63,6%) dos
carcinomas de ID alto eram de alto grau enquanto os de ID baixo incluiam principalmente

carcinomas de baixo grau nuclear (n=16; 69,6%).

ID baixo
251

MID alto

201 |}

159

0]

N° neoplasias

Papilar Nio Papilar Misto

Padrfo arquitectural

Fig. 48 - Associagdo entre o indice de ADN (ID) e o padrio morfologico.

A presenca de focos de necrose observou-se principalmente em neoplasias de ID alto

(68,2%) mas foi também detectada em 39,1% das neoplasias de ID baixo (p=0,05).

Quando analisamos a relagfo entre o valor de ID e o comportamento invasor, observamos
diferengas significativas: 56,5% das neoplasias com ID baixo ndo invadiram a parede vesical,
mas este evento ocorreu em 77,3% das neoplasias de ID alto (p=0,021). A invasdo da camada

muscular propria e serosa ocorreu em 45,5% das neoplasias de ID alto € em apenas 13,0% das

de ID baixo.
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Observamos ainda diferencas relativamente & permeagéo vascular. Esta ocorreu em 7
(31,8%) das neoplasias com ID alto e em apenas 3 (13,0%) dos carcinomas com ID baixo,
ainda que estes valores ndo tenham atingido significado estatistico. O mesmo se observou

relativamente ao comportamento metastatico, apesar de a metastizagdo ter ocorrido

exclusivamente em carcinomas de ID alto.

fNDICES DE PROLIFERACAO

Relativamente aos pardmetros de proliferagdo celular encontraram-se diferencas
acentuadas. As neoplasias de ID baixo apresentaram valor mediano do indice mitdtico
significativamente menor que o dos carcinomas de ID alto (Tabela 16), o mesmo se

verificando relativamente ao numero de células marcadas pelo antigénio Ki-67.

Tabela 16 - Associagdo entre o indice de ADN (ID) e o indice mitdtico.

Indice mitético ID baixo 1D alto p
Mediana 0.4 2,00 0,002
Minimo-Maximo 0,00-2,00 0,00-12,80

p=0,02

B Ki-67 <=15%
EKi-67 >15%
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Fig. 49 - Associagdo entre o ndice de ADN (ID) e a expressdo de Antigénio Ki-67.
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CARACTERISTICAS IMUNOCITOQUIMICAS

Vimentina
A positividade a este marcador conjuntivo ocorreu preferencialmente nas neoplasias de

ID alto (n=12; 54,5%), mas em apenas 21,7% (n=5) das neoplasias de ID baixo (p=0,023).

Caderina E

A percentagem de neoplasias positivas a esta proteina foi idéntica nas neoplasias de ID
baixo e alto. A positividade ocorreu principalmente de forma focal ou multifocal, observando-
se contudo imunorreactividade difusa em 18,2% das neoplasias de ID baixo; estas diferengas

ndio atingiram significado estatistico.

CEA

A imunorreactividade a este marcador embrionario ocorreu em 50,0% (n=11) da série das
neoplasias de ID alto e em 34,8% (n=8) das de ID baixo.

Os resultados obtidos na analise univariada encontram-se sumariadas na Tabela 17 (em
Anexos).

5.1.3. CONTEUDO DE ADN SUPERIOR A 2,5¢, 5¢ E 9¢

Cada uma destas varidveis avaliadas por citometria foram categorizadas em dois

subgrupos, utilizando como “cut-off”a respectiva mediana (Tabela 18).

Tabela 18 - Intervalos de variagéio das varidveis citométricas >2,5¢, >5¢ e >9c.

Intervalo de variacio

Pardmetros Minimo Maximo Mediana Baixo Alto
>2.5¢ 3,92 100,00 43,94 <43,94 >43,94
>5¢ 0,00 81,34 3,75 <3,75 >3,75

>9¢ 0,00 36,41 0,00 0,00 >0,00

Os carcinomas de baixo grau apresentaram frac¢des de células com conteudo de ADN
>2,5¢ e >5¢ baixas, enquanto nos carcinomas de alto grau estes pardmetros citométricos

apresentaram valores significativamente superiores. Os carcinomas de alto grau apresentaram
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com maior frequéncia nicleos verdadeiramente aneupléides, com teor de ADN >5¢ (76,2%) e

>9¢ (76,2%). Estas diferengas apresentaram significado estatistico (Tabela 19).

Tabela 19 - Associacio das varidveis citométricas >2,5¢, >5¢ e >9¢ e o grau neoplasico.

>2,5¢ >5¢ >9¢

Carcinomas Baixo Alto p Baixo Alto p Baixo Alto p
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

BaixoGrau 17(773) 7(29.2) 0,002 18(783) 6(27,9) p<0,002 18(78,3) 6(27,9) p<0,002

AltoGrau  5(22,7) 16 (69,6) 521,7) 16 (69,6) 5(21,7) 16(69,6)

A multifocalidade n3o apresentou associagdo estatistica com estes pardmetros
citométricos, mas estes associaram-se de forma significativa com a padrdo de crescimento. Os

carcinomas de crescimento ndo papilar e misto apresentaram percentagens mais elevadas de

células de teor aberrante de ADN >2,5¢, >5¢ e >9¢, que as neoplasias papilares.
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o . . ,

>2.5c baixo >2,5calto >5¢ baixo >5¢ alto >9¢ baixo >9¢ alto

Fracgfo de células

Fig. 50 - Associa¢do entre a fracgdo de células com contetido anémalo de ADN (>2,5¢,

>5¢ e >9¢) e o padrdo arquitectural.

Quando avalidmos a ocorréncia de necrose verificimos que as neoplasias com frac¢do
clevada de células com conteddo de ADN superior a 2,5¢, 5S¢ e 9c apresentaram

frequentemente focos de necrose, o que foi significativamente menos comum nas neoplasias

com estes parimetros citométricos baixos.
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Foram também observadas diferencas relativamente ao comportamento invasor. As
neoplasias que possuiam elevado nimero de células com ADN andémalo (>2,5¢, >5¢ e >9c),
apresentaram frequentemente comportamento invasor e corresponderam a neoplasias que
invadiam profundamente a parede vesical. Os carcinomas que possuiam estes parametros
citométricos baixos invadiram com menor frequéncia; neste grupo incluiram-se 7 carcinomas
que infiltraram o corion (2 diploides e 5 aneuploides de ADN) e 1 carcinoma diploide com

invasdo da camada muscular propria.

Do total da série em estudo (n=45), 39 carcinomas (28 aneupldides e 11 diploides de
ADN) possufam células >5¢, dos quais 27 (69,2%) apresentaram comportamento invasor.

Dos carcinomas que apresentavam células >9¢ (n=22), 7 possuiam ID baixo e 15 ID alto.
Dos carcinomas de ID baixo, 5 possuiam comportamento invasor e apenas 2 eram diploides
de ADN. Os carcinomas de ID alto eram todos invasores excepto um, possuiam conteudo de
ADN aneupléide (n=12) ou multipléide (n=2) e 10 apresentavam invasdo da camada muscular

propria.

Invasdo

£ Ausente
p<0a00 B Corion

O Muscular prépria
O Serosa/adventicia

15+

>2,5¢ baixo >2,5¢ alto >5¢ baixo >5¢ alto >9¢ baixo >9¢ alto

Fracgfo de células

Fig. 51 - Associagdo entre a frac¢@o de células com teor anémalo de ADN (>2,5¢, >5¢,>9¢c) e a

invasdo da parede vesical
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A permeagio vascular ocorreu em neoplasias que apresentaram estes pardmetros
citométricos elevados, tendo ocorrido em apenas 2 neoplasias com valores baixos para estas
variaveis, devido 4 baixa amostragem ndo ocorreram diferengas significativas em termos
estatisticos. O mesmo se verificou relativamente ao comportamento metastatico, apesar deste
ter ocorrido exclusivamente em neoplasias com numero elevado de células com ADN >2 5c,

>5¢ e >9c.

Fig. 52 - Metastase hepatica de carcinoma de alto grau (H&E, 200x).

PROLIFERACAO CELULAR

Quando analisamos estas variaveis citométricas e os indices de proliferagdo celular,
verificamos que as neoplasias com indices mitotico e de Ki-67 baixos, apresentaram valores
significativamente mais baixos destes pardmetros citométricos e os carcinomas que possuiam
indices de proliferacdo altos apresentaram frequentemente células com ADN anomalo (>2,5c,

>5¢ e >9¢) (Tabela 20).
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Tabela 20 - Associagdo entre a fracgdo de células com conteudo de ADN anémalo (>2,5¢, >5¢, >9c¢)
e a imunorreactividade ao Antigénio Ki-67.

>2,5¢ >5¢ >9¢
Ki-67 Baixo Alto p Baixo Alto P Baixo Alto p
n(%) n(%) n(%o) n(%) n(%) n(%)

Baixo (<15%) 15 (68,2) 7(304) 0,011 16 (69,5) 6(27,3) 0,0045  16(69,5) 6(27,3) 0,0045

Alto (>15%) 7 (31,8) 16 (69,6)) 7(30,4) 16 (72,7 7(30,4) 16 (72,7)

CARACTERISTICAS IMUNOCITOQUIMICAS

Vimentina

A imunorreactividade a este marcador ocorreu principalmente em neoplasias com alta
fracgdio de células com conteudo de ADN >2,5¢, >5¢ e >9¢. Das 17 neoplasias positivas
apenas 3 possuiam baixa percentagem de células com ADN >5¢ e >9c. Estas diferengas
apresentaram elevado significado estatistico (p=0,008; p=0,0005 € p=0,0005 para as variaveis

>2.5¢, >5¢ e >9¢, respectivamente).

Caderina E

Relativamente & imuno-expressdo desta glicoproteina verificou-se positividade quer em
neoplasias com frac¢iio baixa de ADN >2,5¢, >5¢ e >9¢, quer nas que apresentaram estes
parametros altos. Apenas duas neoplasias com valores de ADN >2,5¢, >5¢ e >9c altos ndo

expressaram esta molécula de adesdo.

CEA

Apesar de ndo terem ocorrido diferengas significativas entre as neoplasias com valores
baixos e altos de ADN >2.5¢, >5¢ e >9¢, constatimos que as neoplasias com estes parametros
mais elevados apresentaram menor imunorreactividade ao CEA. Nas neoplasias com estes
pardmetros citométricos altos, a marcagdo ocorreu preferencialmente a nivel citoplasmatico,
enquanto as neoplasias com pardmetros baixos apresentaram predominantemente positividade
citoplasmatica e no revestimento apical do urot€lio ou das areas glandulares.

Os resultados obtidos na analise estatistica desta varidvel encontram-se sumariados na

Tabela 21 (em Anexos).
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5.2. CARCINOMAS BIFASICOS

As neoplasias deste tipo apresentaram contetido de ADN anomalo. Quatro carcinomas
apresentaram conteido de ADN aneupldide, quer no componente transicional quer no
adenocarcinoma, contudo nfio se observaram micleos com contetido de ADN muito aberrante
(>5¢, >9¢). A neoplasia que no exame histolégico revelou menor diferenciagdo nos dois
componentes celulares, transicional ¢ glandular, apresentou multiplos clones aneupldides no
componente transicional e aneuploidia no componente adenocarcinoma. Esta neoplasia, mais
anaplasica, possuia elevadas percentagens de células >2,5¢, >5¢ e >9¢ quer no componente
transicional  (62,33%, 19,86% e 2,74%, respectivamente), quer no componente
adenocarcinoma (56,86%, 12,9% e 1,61, respectivamente). E ainda de realgar que todas as
neoplasias que invadiram a parede vesical apresentaram células uroteliais e glandulares com

contetido de ADN nuclear superior a 5c.

5.3. ADENOCARCINOMAS

As duas neoplasias deste tipo apresentaram contetido diploide de ADN. Apesar de possuir
contetdo normal de ADN, uma das neoplasias apresentava 25,35% de células com conteudo
de ADN >2.5¢ e ntcleos verdadeiramente aneuploides, >5¢ (0,47%); esta neoplasia

apresentou também um elevado indice mitético (2,8%) e de Ki-67 (3 7,0%).

5.4. CARCINOMA INDIFERENCIADO

Esta neoplasia apresentava contéudo de ADN aneuploide e possufa elevado nimero de

células >2,5¢ (81,38), >5¢ (42,76%) e >9¢ (10,34%).

5.5. UROTELIO NAO NEOPLASICO

Lesoes de hiperplasia

Foram analisadas por citometria de imagem 20 lesdes de hiperplasia adjacentes a
carcinomas vesicais. Apenas 25% destas lesdes se associaram a carcinomas diploides de
ADN, encontrando-se as restantes na periferia de carcinomas aneupléides e multiploides . Das
lesdes hiperplasicas avaliadas, 16 (80,0%) possuiam conteudo de ADN aneuploide e apenas 4

(20,0%) eram diploides de ADN. Algumas lesdes apresentaram células com ADN superior a
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2.5¢, 5¢ e 9¢c. Os valores medianos destes pardmetros foram usados como valor cut-off para

subdividir as lesdes em dois grupos, com valores alto e baixo para estas variaveis (Tabela 22).

Tabela 22 - Valores das varidveis citométricas > 2,5¢, >5c e >9c.

Indices citométricos

Variaveis Mediana Minimo Maximo Baixo Alto
n(%) n(%)
>2.5¢ 25,73 2,82 100 9(45,0) 11(55,0)
>5¢ 0,94 0,0 16,94 10(50,0) 10(50,0)
>9¢ 0,0 0,0 2,04 16(80,0) 4(20,0)

Relativamente as lesdes hiperplasicas adjacentes as neoplasias transicionais, observamos

que estas ocorriam com frequéncia idéntica em associagdo com neoplasias de ID alto e baixo,

bem como com variaveis citométricas >2.5¢, >5¢ e >9c¢ baixas e altas. Quando comparamos

estes parimetros citométricos (>2,5¢, >5¢ e >9¢) dos dois tipos de lesdes obtivemos valores

significativamente diferentes (Tabela 23).
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Fig. 53 - Fracgdo de células verdadeiramente aneuploides (>5¢) das lesdes de

hiperplasia e neoplasia.
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Tabela 23 - Diferencas entre os indices citométricos das
lesGes de hiperplasia e neoplasia.

Hiperplasia Neoplasia

Varidveis p
>2,5¢
Mediana 25,89 43,94 0,005
(Min-Max) (7,14-100,0) (3,92-100,0)
>5¢
Mediana 1,83 3,78 0,005
(Min-Max) (0,0-16,94) (0,0-81,34)
>0¢
Mediana 0,0 0,0 0,001

(Min-Max) _ (0,0-2,04) (0,0-36,41)

Lesoes de metaplasia e displasia.

Estas lesdes encontraram-se frequentemente na periferia de carcinomas transicionais

aneupléides de ADN, com ID elevado e fracgdo alta de células com ADN >2,5¢; >5c¢; >9¢.
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DISCUSSAO

Este estudo em carcinomas do urotélio foi realizado em material vesical colhido no
Matadouro Industrial de Ponta Delgada. Era proveniente de bovinos de aptiddo leiteira,
predominantemente de raga Frisia no final da sua vida produtiva (idade média de 6 anos),
que apresentavam sintomatologia clinica de Hematiria Enzodtica; os bovinos foram
abatidos ao abrigo da Portaria 7/95 da Secretaria Regional de Agricultura e Pescas da
Regido Auténoma dos Agores, que previa o abate compulsivo de bovinos portadores de
carcinomas e indemniza¢do aos proprietarios. Apesar da alta prevaléncia das neoplasias
neste grupo de animais ndio existe predisposi¢do sexual ou racial (Cardellino, 1993). S0 0s
interesses econémicos e finalidade zootécnica que justificam o aparecimento das
neoplasias neste grupo de animais, pois os bovinos leiteiros tém uma vida média produtiva
superior aos de aptiddo carnea. A Hematuria Enzéotica Crénica ¢ um sindrome de bovinos
adultos (Ozkul e Aydin, 1996; Jean-Blain, 1998) que pode afectar todas as ragas bovinas de idade
entre os 4 e os 12 anos, sendo a doenga rara em animais jovens (Cardellino, 1993).

O nosso estudo deparou com vérias limitagdes nomeadamente, material
deficientemente preservado, por vezes em quantidades reduzidas e auséncia de estudos
sobre a biopatologia das neoplasias animais que pudessem ser utilizados como referéncia.

Para a realizagio deste trabalho, todas as neoplasias vesicais recebidas no Laboratorio
de Histologia ¢ Anatomia Patologica da UTAD entre 1994 ¢ 1996 foram reavaliadas e
seleccionadas de acordo com o descrito em Material e Métodos. A maioria das neoplasias
eram de natureza epitelial ¢ malignas, o que confirma o descrito na literatura de Medicina
Veterinaria que refere frequéncias relativas de neoplasias uroteliais primérias em bovinos
entre 80 e 90% (Pamukcu, 1974; Cardellino, 1993). Avalidmos 55 neoplasias uroteliais que em
56,4% dos casos coexistiam com outras neoplasias epiteliais ou mesenquimatosas, o que ja
foi observado em outros estudos sobre Hematuria Enzootica (Ozkul e Aydin, 1996). A
multiplicidade reflecte a existéncia de um urotélio instével por exposi¢do de toda a mucosa
vesical a agentes carcinogénicos e factores de crescimento presentes na urina (conceito de
campo) (Rao et al., 1993; Witjes et al., 1993; Chern et al., 1996; Reznikoff et al., 1996).

As frequéncias relativas dos diferentes tipos histolégicos ¢ similar a observada em

Medicina Humana, sendo as neoplasias mais comuns as de tipo transicional (85,5%) ¢
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raros os adenocarcinomas (3,6%) e os carcinomas indiferenciados (1,8%) (Pamukcu, 1974;
Murphy, 1992; Bane et al., 1996; Reznikoff et al., 1996; Murphy, 1997; Cotran et al., 1999).

Nesta série de neoplasias nio observamos nenhuma neoplasia transicional com
caracteristicas benignas.

Os carcinomas uroteliais revelaram uma grande capacidade de diferenciacdo
divergente ¢ frequentemente foram observados padrdes de crescimento variaveis entre 0s
vérios carcinomas ¢ também dentro da mesma neoplasia. Areas de diferenciacio glandular
foram observadas com uma frequéncia relativa e exuberdncia muito superior ao referido na
literatura consultada, enquanto que a diferenciagdo epiderméide, comum no homem
(Griffiths, 1992; Grignon, 1997; Murphy, 1997) apenas foi detectada num carcinoma. Quanto as
caracteristicas histologicas foram observadas formas puras de carcinomas transicionais €
carcinomas com 4reas de diferenciagdo glandular; sempre que as 4reas glandulares foram
superiores a 10% da massa neoplasica total, os carcinomas foram designados de mistos ou
bifasicos. Este tipo neoplasico caracteriza-se pela coexisténcia de extensas areas de 2 ou
mais tipos histologicos diferentes, sendo reconhecido por alguns patologistas de Medicina
Humana como uma entidade com caracteristicas morfologicas e biologicas distintas
(Murphy, 1997). Esta classificagdo néio é consensual (Ordéfiez e Rosai, 1996) € ndo ¢ considerada
em Medicina Veterindria.

Com base nestes critérios obtivemos 47 carcinomas transicionais e 5 carcinomas de
padréo bifasico.

Os carcinomas transicionais foram classificados em carcinomas de Baixo € Alto Grau
Nuclear. Com esta classificagiio pretendiamos agrupar as neoplasias em duas classes com
caracteristicas fenotipicas e biologicas distintas, evitando obter um grupo heterogéneo
como o de carcinomas Grau II da classificagdo da OMS para neoplasias vesicais.

Convencionou-se classificar os carcinomas em Baixo Grau quando apresentavam
nticleos monomorficos, pequenos, redondos ou ovdides, com contornos regulares, relagdo
nicleo:citoplasma mantida (ou ligeiramente aumentada), com cromatina homogénea, sem
nucléolo proeminente, que se distribuiam uniformemente no urotélio, sem sobreposigdes €
mantendo a polaridade. Os nicleos ndio apresentavam variagdes nas afinidades tintoriais.
As mitoses eram raras, sem atipias e localizadas geralmente nas camadas basal ou média.

Os carcinomas foram classificados de Alto Grau quando apresentavam niicleos com
anisocariose marcada, irregulares por vezes bizarros, com relagéo nucleo:citoplasma

aumentada, heterocromasia acentuada, padrio de cromatina grumosa distribuida de forma
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irregular e nucléolo proeminente, com variagéo de numero e forma. Os nicleos podiam
observar-se em aglomerados, com alteragdo de polaridade e as mitoses eram comuns com

intimeras formas anémalas, ndo se restringindo a camadas basal.

Os carcinomas de baixo grau constituiram 55,3% dos carcinomas transicionais,
apresentaram morfologia papilar (padrdo classico (n=17) ou papilar invertido (n=9)). As
papilas apresentavam-se espessadas mas as células, similares as do urotélio ndo neoplasico,
possufam atipia citolégica minima a moderada, distribuiam-se de forma homogénea pelo
epitélio e mantinham a polaridade celular; as mitoses eram raras, mas nitidamente mais
comuns nos carcinomas de padriio papilar invertido, 0 mesmo se verificando relativamente
a atipia celular e nuclear. A maioria dos carcinomas ndo apresentava comportamento
invasor, ocorrendo invasdo do cérion em apenas 7 neoplasias, 6 das quais apresentavam
padrio papilar invertido. A necrose foi um evento raro.

Os carcinomas de alto grau constitufram 44,7% da série de carcinomas transicionais.
Apresentaram predominantemente morfologia nodular ou padrio misto, mas 9 casos
possuiam padrdo arquitectural papilar (2 padrdo classico e 7 padrdo invertido). As células
evidenciavam pleomorfismo celular e nuclear acentuado, perda da polaridade (celular e
nuclear) perdendo por vezes as caracteristicas do urotélio normal; as mitoses eram comuns
e a necrose usual. A maioria das neoplasias invadia a parede vesical desencadeando
alteragdes desmopléasicas e mixéides do estroma e em 62,0% das neoplasias observou-se
invasio da camada muscular propria. Gostariamos de realgar que 6 dos 7 carcinomas
papilares invertidos possuiam comportamento invasor.

Os carcinomas de padrio bifisico constituiram 9,1% da totalidade da scrie de
neoplasias em estudo, valor superior ao referido na literatura de Medicina Humana (Murphy,
1997). Todos os carcinomas deste tipo apresentaram padrdo arquitectural papilar, 4 padrdo
classico e 1 padrio invertido. O componente transicional apresentou alteragdes citologicas
ou arquitecturais escassas e o indice mitotico foi similar ao dos carcinomas transicionais
puros. Apenas um carcinoma apresentou atipia citologica marcada e grau nuclear elevado,
apresentando areas de crescimento solido e invertido, mitoses frequentes e invasdo do
coérion. A neoplasia de padrio papilar invertido apresentou também comportamento
invasor.

O componente adenocarcinoma, caracterizou-se pela formagdo de estruturas

glandulares revestidas por epitélio simples, cubico ou colunar, com atipia escassa por vezes
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com diferenciagio glandular de tipo célon e mitoses raras. Em dois carcinomas

observaram-se dreas glandulares com maior atipia nuclear e distor¢éo da arquitectura.

As caracteristicas citologicas, arquitecturais € o comportamento invasor da série de
carcinomas transicionais puros estdo de acordo com o referido na literatura de medicina
humana analisada (Jordan et al., 1987; Carbin et al., 1991; Griffiths, 1992; Murphy, 1992; Amin et al.,
1996; Cordon-Cardo et al., 1997; Murphy, 1997; Epsterin et al., 1998; Cotran ef al, 1999). Observamos
contudo maior frequéncia de carcinomas de baixo grau enquanto em medicina humana séo
mais comuns os carcinomas de alto grau (Murphy, 1997). Os carcinomas uroteliais
apresentaram focos de diferenciagdo glandular com uma frequéncia e exuberdncia muito
superiores aos referidos na literatura, ocorrendo diferenciagdo glandular principalmente em
carcinomas de baixo grau contrariamente ao referido no Homem (Grignon, 1997). Em
Medicina humana o significado clinico da diferenciagdo glandular e da produgdo de
mucinas é desconhecido (Grignon, 1997) mas alguns estudos associaram este evento a menor
resposta a quimioterapia (Ayala e Ro, 1989; Grignon, 1997).

Detectamos também uma frequéncia relativa de carcinomas de padréo morfologico
papilar invertido superior ao descrito nos humanos, que possuiam caracteristicas
fenotipicas associadas a comportamento biolégico mais agressivo, mesmo quando
pertenciam ao grupo de carcinomas de baixo grau; apresentaram atipia celular moderada a
alta, indice mitético mais elevado. O carcinoma bifésico com este padrdo arquitectural
também invadiu a parede vesical.

Uma alta actividade mitotica pode ser uma evidéncia morfolégica de rapida
proliferagdo e malignidade nas neoplasias, nomeadamente nas vesicais (Lipponen et al., 1991;
(Limas, 1993). No nosso estudo, as neoplasias papilares de baixo grau apresentaram um
indice mitético baixo, por vezes menor que o do urotélio ndio neoplésico, enquanto as
neoplasias papilares e nodulares de alto grau apresentaram indice mitético elevado
(p<0,0001). Estas diferengas de indice mitético foram também observadas em outros
estudos (Lipponen ef al., 1991). A necrose associou-se também a carcinomas com menor

diferenciagdo e infiltrativos, o que estd de acordo com o referido por outros investigadores
(Murphy, 1997).
A elevada frac¢io de carcinomas em estadio avangado que observamos deve-se

provavelmente a detecgdo tardia da neoplasia pelos proprietarios, facilitado pelo regime de
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criacio extensiva e por outro lado, porque os interesses econdmicos subjacente a

exploragdo pecudria frequentemente superam as medidas de bem estar animal.

Relativamente aos carcinomas bifdsicos apenas observamos coexisténcia de areas
transicionais com dreas de tipo adenocarcinoma enquanto em Medicina humana ¢ mais
usual a coexisténcia de areas transicionais e epidermdides (Murphy, 1997). A literatura
consultada refere que os carcinomas bifasicos tendem a possuir maior agressividade
biolégica (Ayala e Ro, 1989; Bane et al., 1996; Grignon, 1997), mas 0s observados nesta série
apresentavam, salvo uma excep¢do, atipia citologica e arquitectural escassa a moderada,

apesar de 2 neoplasias serem invasoras.

Neste estudo a frequéncia relativa de adenocarcinomas foi de 3,6%, valor superior a0
referido na literatura de Medicina Humana (Ordéfiez e Rosai, 1996; Murphy, 1997; Cotran ef al.,
1999), mas baixo tendo em conta que nos bovinos os adenocarcinomas podem corresponder
a 10% da totalidade dos carcinomas primarios vesicais (Pamucku, 1974). As duas neoplasias
observadas apresentaram crescimento endofitico e invadiam superficialmente o corion
mas, eram distintas em termos morfologicos e proliferagdo celular. Ambos possuiam
células mucossecretoras mas uma apresentava atipia celular escassa e indices proliferativos
baixos, enquanto que a outra neoplasia apresentava atipia celular marcada, diferenciagdo
glandular de tipo colico, indice mitético elevado e necrose. Apesar de em medicina
humana se encontrarem usualmente associados a crescimento infiltrativo e mau
prognostico (Griffiths, 1992; Ordofiez e Rosai, 1996) apenas uma neoplasia possuia

caracteristicas patologicas conotadas com comportamento biolégico agressivo.

Os carcinomas indiferenciados siio neoplasias raras (Bane ef al., 1996; Ordéiiez e Rosai,
1996; Cotran et al., 1999) e constituiram 1,8% dos carcinomas vesicais em estudo. O
carcinoma observado possuia atipia citologica acentuada, alteragdo arquitectural marcada,
fracgdo de crescimento alta e infiltrava profundamente a parede da bexiga até a serosa,
observando-se imagens de permeagdo vascular. O estadio avangado desta neoplasia €
frequentemente observado em medicina humana, que conota este tipo neoplasico a mau
prognoéstico (Griffiths, 1992).

Até a data os factores mais usados para avaliar o comportamento biologico dos

carcinomas vesicais sio o estadio e o grau, baseados em pardmetros histopatologicos
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(Blomjous et al., 1990; Mellon et al., 1990; Carbin et al., 1991; Lipponen et al., 1991; Bringuier et al., 1993;
Stavropoulos et al., 1993; Goulandris ef al., 1996; Otto et al., 1997). Contudo, o comportamento das
neoplasias vesicais é imprevisivel quando baseado exclusivamente nestas caracteristicas
convencionais (De Vita ef al., 1991; Scharpers et al., 1993; Stavropoulos et al., 1993; Bane et al., 1996;
Tsuji et al., 1997). Nos tltimos anos tém sido desenvolvidos novas técnicas analiticas de
diagnéstico, como o padrdo citogenético, a ploidia de ADN, as caracteristicas
imunocitoquimicas € a ultra-estrutura (Pauwels et al., 1988; Weid et al., 1989; Blomjous et al., 1990;
Stavropoulos ef al., 1993; Bane et al., 1996).

Os estudos da cinética celular sdo tteis para a compreensdo da biopatologia tumoral,
podendo reflectir a actividade biologica e agressividade clinica (Mellon et al., 1990; Okamura et
al., 1990; Lipponen ef al., 1991). A proliferagdo celular € um processo bioldgico rigorosamente
controlado por mecanismos que coordenam o crescimento embrionario ¢ dos tecidos
adultos; alteragdes da sua regulagio podem estar na génese das neoplasias (Stein er al., 1998).
A taxa de proliferagio celular pode ser avaliada pela analise do indice mitodtico, regides
organizadoras nucleolares (AgNors), antigénio Ki-67, Antigénio de Proliferagio Nuclear
(PCNA) (Stein et al., 1998), 3H-tiamidina, Bromodesoxiuridina (BrdU) e citometria de fluxo
(Mellon et al., 1990).

O anticorpo monoclonal anti-Ki-67, descrito pela primeira vez por Gerdes et al.
(1983), reconhece selectivamente um antigénio nuclear resistente a fixa¢do (McCormick et al.,
1993), presente em células em proliferagio (Okamura et al., 1990; Stavropoulos et al., 1993; Wrobel
et al., 1996). Esta proteina nuclear ndo histona (345-395 kD) (Gerdes et al., 1991) esta envolvida
na replicagdo do ADN (Wright et al., 1995; Stein et al., 1998) € é expressa em todas as fases do
ciclo celular, com excep¢iio da fase Go (Okamura ef al., 1990; Gerdes ef al., 1991; Schiter et al.,
1993; Wrobel et al., 1996; Tsuji et al., 1997) € inicio de Gi(Mellon et al., 1990; Veronese et al., 1993;
Wrobel et al., 1996), sendo considerada um bom marcador da fracgdo de crescimento em
varias neoplasias (Mellon et al., 1990; Tsujihashi ef al., 1991; Fradet, 1992; Fradet e Cordon-Cardo,
1993; Schlter et al., 1993; Stavropoulos et al., 1993; Kriiger e Miiller., 1995; Wright et al., 1995). O
antigénio ndio se detecta durante os processos de reparagdo do ADN (Schiter ef al., 1993) € a
sua expressio decresce rapidamente apos a mitose devido a sua semi-vida bioldgica de 1-2
horas (McCormick et al., 1993; Schlter et al., 1993; Wrobel et al., 1996). O seu locus genético tem
sido assinalado no cromossoma 10 (Tsuji ez al., 1997).

O indice de Ki-67 correlaciona-se com o crescimento de muitas neoplasias humanas
(Kriiger e Miiller, 1995; Tsuji et al., 1997). Vérios investigadores referiram a existéncia de uma

correlagdo entre o aumento da sua expressdo com o estadio e o grau de carcinomas vesicais
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(Mulder et al., 1992; Fradet e Cordon-Cardo, 1993; Stavropoulos et al., 1993; Tsuji et al., 1997; Stein et al.,
1998). No nosso estudo as neoplasias transicionais apresentaram um valor mediano de
células marcadas pelo anticorpo Ki-67 de 14,8%, variando os valores entre 0,8 a 73,0%,
intervalo de variagdo superior ao referido por Wright ef al. (1-47%) (Wright et al., 1995).
Nesta série 48,9% das neoplasias apresentaram indice de Ki-67 superior a 15%. Os
carcinomas papilares de baixo grau tinham tendéncia a apresentar fracgdo proliferativa
baixa, enquanto os carcinomas de alto grau, papilares ¢ nodulares, apresentaram-se mais
proliferativos (p<0,0001), o que estd de acordo com a generalidade da bibliografia
analisada.

Tal como foi referido por outros estudos (Tachibana ef al., 1991; Mulder et al., 1992; Kriiger €
Miiller., 1995), observamos diferengas significativas entre o indice de Ki-67 dos carcinomas
invasores e nio invasores (p<0,0001). As neoplasias invasoras, principalmente de alto grau,
tendiam a apresentar valores de Ki-67 mais altos que as papilares de baixo grau, menos
invasoras. Verificamos ainda existirem diferengas entre os carcinomas que invadiam a
camada muscular propria e os carcinomas que apenas invadiam o corion, apresentando 0s
primeiros indices mais elevados; estas diferengas foram também verificadas em outros

estudos (Mulder et al., 1992; Wright et al., 1995), apesar de alguns ndo o observarem (Lianes ef al,
1998).

Encontramos ainda associacdio significativa entre os valores de Ki-67 e o indice
mitético (p<0,0001), a permeagdo linfitica (p=0,0002) e as areas de necrose no seio da
massa neoplasica (p<0,0001), pardmetros patologicos comuns nas neoplasias de alto grau e
habitualmente associados a maior agressividade biologica.

O componente transicional dos carcinomas de padrdo bifasico apresentou indice de
Ki-67 idéntico ao dos carcinomas transicionais e o componente adenocarcinoma
apresentou também fracgdo baixa de células em replicag@o.

Neste estudo observamos ainda diferencas significativas entre a fracgfio de
crescimento das neoplasias, das lesdes de hiperplasia e do urotélio normal, o que esta de

acordo com outros estudos (Limas, 1993; Stavropoulos et al., 1993; Kriger e Milller, 1995).

O antigénio carcinoembrionario (CEA), ¢ uma glicoproteina membranar de natureza
mucinosa (Cordon-Cardo e al., 1992) de 180 kD (Heyderman et al., 1984; Kim et al., 1998), membro
da superfamilia das imunoglobulinas (Bergeron et al., 1996; Kim et al., 1998). A sua sintese €
reprimida no segundo trimestre da vida embriondria, mas pode reaparecer no periodo pds-

natal em consequéncia de indiferenciago celular associada a estimulos oncogénicos (Jakse

78



Discussido

et al, 1983). Inicialmente descrito como biomarcador de neoplasias malignas do tracto
gastrintestinal (Shevchuk et al., 1981; Jakse et al., 1983; Heyderman et al., 1984; Sakai et al., 1993;
LaRue ef al., 1997), verificou-se mais tarde estar associado com outras neoplasias epiteliais,
nomeadamente prostaticas, vesicais (Shevchuk et al., 1981, Heyderman et al., 1984; Sakai et al.,
1993), pancredticas, alguns carcinomas de mama e pequenas células do pulméo (LaRue er al.,
1997). Actualmente sdo conhecidos pelo menos 29 genes da familia deste antigénio
oncofetal (Bergeron et al., 1996).

O CEA ¢ produzido pelo urotélio (Tailly er al., 1983) sendo expresso por 30 a 82% das
neoplasias transicionais (Shevchuk er al., 1981; Vogel e al, 1988). A sua formacgdo nas
neoplasias ndo é uniforme o que se reflecte na frequéncia, na distribui¢fo tecidular e na
intensidade de marcagfo (Shevchuk ef al., 1981; Jautzke et al., 1982). O CEA pode ser detectado
no citoplasma, na membrana plasmatica (Jakse ez al., 1983; Vogel et al., 1988; Kim et al, 1998) €
nas membranas das células de revestimento luminal (Shevchuk ef al., 1981). Esta tendéncia de
marcagdo nos contactos celulares sugere uma fungio na adesdo celular (LaRue er al., 1997)
que foi ja comprovada por estudos in vitro (Screaton et al., 1997). Com a indiferenciagdo
celular e invasio a marcagio membranar diminui, havendo tendéncia a aumentar a
expressdo  citoplasmdtica (Jakse er al, 1983). No nosso estudo observamos
imunorreactividade ao CEA em 40,4% das neoplasias transicionais, valor similar aos
referidos pela bibliografia analisada, ¢ proximos aos detectados por Heyderman (35%) e
Wahren (48%) (Heyderman et al., 1998).

Ha evidéncias que a sobre-expressdo desta molécula bloqueia a diferenciagéo celular
(Screaton et al., 1997). Varios investigadores referiram a existéncia de correlacdo entre a
expressdo de CEA ¢ a anaplasia e invasio em carcinomas transicionais (Tailly ef al., 1983;
Vogel et al., 1988; Jautzke e Altenachr, 1997; Moreno Sierra et al., 1997). No nosso estudo
observamos também imunomarcagdo predominantemente em carcinomas de alto grau e em
neoplasias que invadiam profundamente a parede vesical, tendo os carcinomas papilares de
baixo grau expressio menor. Contudo, outros investigadores ndo encontraram qualquer
associagiio entre a reactividade ao CEA e a indiferenciacdo (Jakse ef al., 1983; Tailly et al., 1983)
e outros referiram mesmo maior expressdo em neoplasias papilares superficiais, bem
diferenciadas (Jakse et al., 1983; LaRue et al., 1997).

A imuno-expressdo observou-se predominantemente no citoplasma e nas camadas
médias e superficiais do urotélio, o que ja foi descrito em outros estudos (Jautzke e Altenachr,

1997). As neoplasias papilares de baixo grau apresentaram com maior frequéncia
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positividade no revestimento apical do urotélio, evento ja referido por Bergeron ef al.
(Bergeron et al., 1996). Neste estudo observamos associagéo significativa entre a expressdo
citoplasmatica e a invasio da parede vesical.

Nas neoplasias bifasicas, o componente adenocarcinoma revelou positividade intensa,

multifocal ou difusa, mas a imunorreactividade foi escassa nas areas transicionais.

A imunorrectividade 3 vimentina ocorreu em 36,2% das neoplasias transicionais,
tendo sido detectada com maior frequéncia em carcinomas de alto grau de caracteristicas
invasoras e com fracgdo de crescimento elevada, o que ja foi também referido em outros
carcinomas, nomeadamente mamarios (Domagala ef al., 1990). A expressdo deste marcador
conjuntivo pelas células carcinomatosas revela menor diferenciagdo celular, ndo se
observando imunorreactividade no urotélio nio neoplasico. Os carcinomas bifasicos foram

também negativos a este marcador.

As moléculas de adesiio celular desempenham papel critico durante a embriogénese
(Pignatelli, 1993; Lipponen et al., 1996; Shiozaki et al., 1996; Jankowski et al., 1996) e no estado adulto,
na regulagfio da diferenciagdo celular (Lipponen ef al., 1996), manutencao da integridade e da
fisiologia dos tecidos (Mayer er al., 1993; Jeffers et al., 1997; Nakanishi et al., 1997; Hamada et al.,
1998: Liu et al., 1998). Tém ainda ac¢fio fundamental no processo de carcinogenese € biologia
tumoral (Paul et al., 1997).

Durante a progressio a célula adquire propriedades malignas como crescimento
excessivo, migragdo, invasio e poder metastatico, o que envolve interac¢des entre as
células malignas e os tecidos normais adjacentes (Hamada er al., 1998). As moléculas de
adesdo intervém neste processo de varias formas. Algumas como as caderinas mantém a
homeostasia pela manutengdo dos contactos celulares, outras como o CD44, as integrinas e
a superfamilia das imunoglobulinas sdo necessarias para a migragdo, invasdo €
metastizacdo. As moléculas de adesdo actuam como supressores ou promotores da
carcinogénese (Hamada et al., 1998).

Sio conhecidas varias familias de moléculas de adesdo celular (caderinas, selectinas,
integrinas e a superfamilia das imunoglobulinas) (Bringuier ef al., 1993; Vet et al., 1994; Paul et
al., 1997; Stein er al., 1998), sendo de particular interesse a familia das caderinas, receptores

membranares cuja fungfo é essencial para manutenggo da integridade estrutural e funcional
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da maioria dos tecidos adultos (Elangbam et al., 1997; Stein ef al., 1998). Estas glicoproteinas
medeiam a adesdo celular por meio de interac¢des homofilicas € homotipicas, dependentes
do calcio (Pignatelli ef al., 1994; Hong et al., 1995; Lipponen et al., 1996; Cohen et al., 1997, Mialhe et al.,
1997; Richmond et al., 1997).

Foram descritas vérias classes de caderinas, das quais a caderina E parece ser o
principal mediador de adesdo, diferenciagdo e manutencdo da integridade epitelial
(Vleminckx et al., 1991; Pignatelli ez al., 1994; Griffiths et al., 1996; Elangbam et al., 1997; Richmond et al.,
1997). Esta proteina, também designada de L-CAM, Uvomorulina, Arc-1 e cell-CAM
120/80 (Bringuier e al., 1993; Pignatelli, 1993), é uma glicoproteina de 120 kD (Vleminckx et al.,
1991; Vet et al., 1994; Syrigos et al., 1995; Griffiths et al, 1996; Smith e Pignatelli, 1997) que actua
como molécula supressora da invasdio (Vieminckx et al., 1991; Bringuier et al., 1993; Vet et al.,
1994; Shimazui et al., 1996; Smith e Pignatelli, 1997; Stein et al., 1998) e metastizagio (Hong et al.,
1995). O gene que a codifica parece actuar como um gene supressor (Griffiths ef al.,, 1996).

As células epiteliais nfio neoplasicas apresentam imuno-expressdo uniforme na
membrana celular, em particular nas jungdes intercelulares (Bringuier et al., 1993; Griffiths et al,
1996, Shiozaki ef al., 1996, Richmond et al., 1997) ndo apresentando imunorreactividade a por¢éo
da membrana celular em contacto com a membrana basal (Griffiths ef al, 1996) e a superficie
luminal do urotélio na maioria das células em “umbrella” (Syrigos ef al., 1995). Este padrdo
de marcagiio observa-se também em neoplasias bem diferenciadas. Contudo, no nosso
estudo a marca¢fio correu em apenas 4,8% das neoplasias transicionais observando-se
principalmente no citoplasma, de forma difusa ou em grumos (“dott like™); este padrdo de
distribuigio anoémalo sugere alteragdes no processamento ou localizagdo da proteina
(Morton ef al., 1993), distirbios nas interac¢des das caderinas com o citoesqueleto (Bringuier ef
al., 1993) ou pode ser um artefacto consequente da fixagdo do material com formaldeido
(Ross et al., 1995).

A marcagio citoplasmatica e ou heterogénea foi também referida em neoplasias
esofagicas (Bringuier et al., 1993), gastricas (Bringuier et al., 1993; Mayer et al., 1993; Paul et al., 1997),
de mama, ginecologicas (Bringuier et al., 1993) € vesicais (Ross et al., 1995; Syrigos et al., 1995). A
maioria dos estudos raramente refere marcagio simultinea no citoplasma ¢ membrana
celular (Bringuier ef al., 1993) no entanto, 85,7% das neoplasias da nossa série, bem como a
maioria das amostras de tecido ndo neopldsico, apresentaram este padrdo de
imunomarcacio.

Neste trabalho, a imuno-expressio revelou-se heterogénea, o que pode ser justificada

pela ocorréncia de heterogeneidade tumoral (Shiozaki er al., 1996), perda da expressdo da
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molécula, ou marcagio inespecifica, visto o anticorpo utilizado (HECD-1) ser monoclonal
e especifico para antigénios humanos. Gostariamos de realgar que as moléculas de caderina
estdo descritas em varias espécies de vertebrados (Paul ef al, 1997) sendo especificas de
espécie, apesar de possuirem uma homologia interespecifica de 30 a 60% (Shiozaki ef al,
1996; Paul ef al., 1997). A redugio da expressdo pode estar tambeém associada a supressdo ou
diminui¢do da transcrigo do gene da caderina E (Morton ef al., 1993; Shiozaki ef al., 1996),
alteragdes de translagfio (Otto et al., 1994, Griffiths e al, 1996; Paul et al,1997), clivagem
proteolitica dos péptidos de caderina ou mutago genética (Morton ef al., 1993; Shiozaki et al.,
1996). A perda alélica de 16q, locus do gene (Umbas ef al., 1994; Otto et al., 1994; Paul et al, 1997),
foi detectada em neoplasias de mama (Otto et al., 1994; Paul et al.,1997), prostata (Umbas et al.,
1994; Otto et al., 1994; Griffiths et al, 1996) estOmago (Umbas et al., 1994; Paul et al,1997)
endométrio (Umbas ef al., 1994), mas ndo na bexiga humana (Bringuier ef al., 1993).

Estudos in vitro € in vivo demonstraram que a perda de caderina E ¢ um passo critico
para a aquisi¢do de comportamento invasor (Vleminckx et al., 1991; Otto et al., 1994; Hong et al.,
1995; Paul et al., 1997) € metastatico (Vet et al., 1994; Lipponen et al., 1996; Richmond ef al., 1997, Stein
et al., 1998). A expressio de caderina E estd diminuida em varios carcinomas humanos
(Mayer ef al., 1993), ¢ inimeros estudos clinico-patologicos demonstrado a existéncia de
associagdo entre a perda de expressdo, estadios avangados e graus histolégicos elevados
em carcinomas mamarios (Pignatelli er al., 1994; Syrigos et al., 1995; Smith e Pignatelli, 1997),
gastricos (Nakanishi et al., 1997; Smith e Pignatelli, 1997), esofagicos (Smith e Pignatelli, 1997),
pancreaticos (Syrigos et al., 1995; Smith e Pignatelli, 1997) colorectais, prostéticos (Pignatelli et al,
1994, Syrigos et al., 1995; Cohen et al., 1997; Nakanishi et al., 1997 Umbas ef al., 1997), de cabega €
pescoco (Otto et al., 1994; Pignatelli ef al., 1994; Syrigos et al., 1995; Smith e Pignatelli, 1997) e vesicais
(Pignatelli et al., 1994; Ross et al., 1995; Syrigos et al., 1998; Griffiths et al., 1996, Cohen et al., 1997,
Nakanishi ef al., 1997; Stein ef al., 1998). Contudo, outros estudos em carcinoma vesicais nao
encontraram associagio entre a expressio de caderina E e o estadio ou o grau (Paul et
al, 1997). Neste trabalho a totalidade da nossa amostra de neoplasias papilares de baixo grau
apresentou positividade a caderina E, enquanto 22.2 % das neoplasias papilares e nodulares
de alto grau ndio apresentaram imuno-expressdo, 0 que esta de acordo com varios estudos
que associaram a perda ou desregulagéo desta proteina e a indiferenciagdo celular (Pignatelli,
1993; Ross et al, 1995). Todos os carcinomas bifasicos analisados apresentaram
imunorrectividade a esta glicoproteina.

No nosso estudo ndo observamos diferencas acentuadas entre carcinomas transicionais

de crescimento infiltrativo e ndo infiltrativo, o que ja foi referido por outros autores (Ross ef
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al. 1995). Outros estudos observaram também correlagio entre a diminuigdo da expressdo ¢
o aumento das dimensdes, progressdo neoplasica (Ross et al., 1995; Syrigos et al., 1995; Griffiths
et al., 1996; Smith e Pignatelli, 1997), envolvimento ganglionar ¢ metastases a distincia (Nakanishi
et al., 1997).

Verificdmos com alguma frequéncia que carcinomas pouco diferenciados e
infiltrativos apresentavam imunorreactividade citoplasmatica a caderina E, evento que tem
sido referido em varios estudos (Mayer et al., 1993; Morton ef al., 1993; Umbas et al., 1994; Shiozaki
et al., 1996). Tal pode dever-se a produgdo de uma proteina afuncional cujos epitopes sio
reconhecidos pelo anticorpo HECD-1 (Pignatelli ef al., 1993; Jeffers et al., 1997) ou disturbios na
interac¢do catetina-caderina (Otto ef al., 1994; Morton et al., 1993; Paul et al., 1997, Richmond e al.,
1997). A funcdio da caderina é mediada por um grupo de proteinas citoplasmaticas
designadas catetinas (Alfa, Beta e Gama) que conectam o dominio intracelular da caderina
aos microfilamentos do citoesqueleto (Morton er al., 1993; Pignatelli et al., 1993; Syrigos et al.,
1995; Shimazui et al., 1996; Mialhe et al., 1997; Paul et al., 1997; Richmond et al., 1997; Stein et al., 1998).
Alteracdes estruturais ou funcionais destas proteinas reguladoras podem conduzir a
inactivagdo funcional da caderina-E na auséncia de perda de expressdo (Morton ef al., 1993;
Umbas ef al., 1994; Shimazui et al., 1996; Jeffers et al., 1997; Umbas ef al., 1997) como foi referido no
cancro gastrico (Bringuier ef al., 1993; Morton et al., 1993) € prostatico (Morton ef al., 1993; Jeffers et
al., 1997). As células expressam caderina E mas apresentam adesividade diminuida, sendo
esta incrementada apds transfec¢do de cADN de catetina (Pignatelli er al., 1993; Paul et al,
1997). Pequenas variagdes na combinagdo, concentragdo, fungdo e distribuicdo das catetinas
podem conduzir a transformagio neoplasica das células (Jankowski ez al., 1996). Em neoplasia

vesicais o valor prognostico destas proteinas ¢ idéntico ao das caderinas (Shimazui et al.,
1996).

Estes resultados parecem confirmar que os estudos de imunocitoquimica da caderina E
subestimam a extensdo das alteracdes funcionais e estruturais do sistema de adesdo celular
caderina/catetina nas células malignas (Jeffers ef al, 1997). E pouco provavel que processos
biolégicos tdo complexos como a diferenciagio, invasdo ¢ metastizagdo, sejam regulados
por uma unica molécula (Pignatelli et al., 1993; Pignatelli, 1994; Jeffers e al., 1997). A aquisi¢do de
caracteristicas fenotipicas que favorecem a invasdo provavelmente requer interac¢des
complexas e multiplas entre membros de moléculas de adesdo (Pignatelli er al., 1994; Jeffers et
al.,, 1997). S3io pois necessdrias investigagdes de outras proteinas envolvidas na invasio e
metastizagio, como proteases e inibidores proteicos, moléculas de adesdo heterotipicas ¢

factores de motilidade (Hong et al., 1995).
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O gene TP53 ¢ gene supressor com locus no cromossoma 17p13.1 e codifica uma
fosfoproteina nuclear de 53 kD envolvida no controle do ciclo celular (Thomas et al., 1993;
Cordon-Cardo ef al., 1994; Bartsch e Hietanen, 1996; Chern ef al , 1996; Reznikoff et al., 1996; Tsuji et al.,
1997; Raitanen et al., 1997; Stein et al., 1998), da diferencia¢do celular, da integridade do genoma e
da apoptose em resposta a um estimulo genotdxico (Chern er al , 1996; Cordon-Cardo et al , 1997b;
Lyons e Clarke, 1997; Omtoft e Wolf, 1997; Wolf et al, 1997; Cotran et al., 1999). As mutagles no gene

TP53 sdo comuns na maioria das neoplasias humanas (Cordon-Cardo et al., 1994; Griffiths ef al.,
1995; Wright et al., 1995; Bartsch e Hietanen, 1996; Chern et al , 1996; Reznikoff et al., 1996; Wolf et al., 1997;
Stein ef al., 1998; Cotran et al.,1999).

A proteina p53 normal (“wild”) é capaz de suprimir a proliferagdo celular ¢
transformago neoplasica (Reznikoff ef al., 1996; Shiina et al., 1996; Wolf et al, 1997). Pensa-se que o
gene TP53 mantenha a integridade do genoma, iniciando uma cascata de eventos em resposta
a estimulos genotéxicos, impedindo a replicagdo do erro genético (Reznikoff et al., 1996; Stein et
al., 1998; Cotran et al., 1999) ou induzindo apoptose (Thomas et al., 1993; Caliskan ef al., 1996; Raitanen
etal., 1997).

A inactivagiio ocorre frequentemente associada a delec¢des do alélo 17p (Presti ef al., 1991;
Cotran ef al., 1999) ou por mutacfio pontual em varios exdes do gene. Existem dominios do gene
TP53 entre os exdes 5 e 8 que sio altamente conservados na escala filogenética e 98% das
mutagdes pontuais humanas ocorrem nesta regido (Reznikoff er al., 1996; van Lecuwen er al., 1996;
Wolf et al, 1997). Dois eventos distintos podem ocorrer: a proteina mutada tem efeito dominante
mesmo na presenca de proteina “wild” funcional (Thomas ef al., 1993; Reznikoff ef al., 1996; Shiina

et al., 1996) ou a p53 mutada, afuncional, ganha estabilidade (Thomas er al., 1993; Griffiths ef al.,
1995; Chern et al., 1996; Reznikoff et al., 1996; Shiina et al., 1996; Cordon-Cardo et al , 1997b; Tsuji et al.,

1997; Stein et al., 1998) e forma complexos com a proteina “wild” com perda da sua actividade
reguladora (Wright e al., 1995; Caliskan ef al., 1996; Wolf et al., 1997). Se ocorre inactivagdo do gene
TP53 a célula, menos estavel em termos genéticos, irda acumular mutagdes podendo ocorrer a
seleccdio de clones malignos (Thomas ef al., 1993; Bartsch e Hietanen, 1996).

No homem a sobre-expressdo nuclear de proteina p53 € geralmente aceite como
evidéncia de mutacgio no gene Tp53 (Cordon-Cardo ef al., 1994; Wright et al., 1995; Ordéfiez e Rosai,
1996; Cordon-Cardo et al., 1997b; Tsuji et al., 1997, Wolf et al., 1997, Stein et al., 1998). Contudo, alguns
estudos ndio observaram associacfio entre a sobre-expressio nuclear de p53 e a perda da

heterozigotia para 17p, nem com a detecgdo de mutagdes por SSCP (Cordon-Cardo et al., 19972);
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o aumento da detecgio de proteina p53 pode apenas reflectir lesdo gendmica (Wright er al., 1995;
Wolf et al., 1997).

A auséncia de imunorreactividade & proteina p53 nfo é sinénimo de auséncia de mutagao
(Raitanen ef al., 1997, Cordon-Cardo er al , 1997b). Algumas mutagdes induzem formag¢do de
proteinas inviaveis ou instaveis, rapidamente degradadas (Cordon-Cardo et al, 1997b; Wolf et al.,
1997).

Mutagdes do TPS53 sfo comuns em carcinomas transicionais humanos e varios estudos
referem a sua correlagio com o grau, o estadio ¢ a progressdo da doenga (Presti er al., 1991;
Griffiths ef al., 1995; Reznikoff et al., 1996; Shiina et al , 1996; Stein et al , 1996; Cordon-Cardo et al., 1997b;
Cotran et al.,1999).

No nosso estudo nfio observamos imunorreactividade a proteina p53 mas, carcinomas
epidermoides da terceira palpebra de bovinos evidenciaram imunomarcacdo nuclear. A
auséncia de marca¢do pode ser justificada por: 1) incapacidade do anticorpo em detectar
proteinas p53 mutadas (por perda da antigenicidade da proteina devido a fixagdo) ou
incapacidade em reconhecer os epitopes da proteina p53 bovina; 2) ocorréncia de mutag¢do
nfo associada a produgdo de proteinas ou com formacdo de proteinas instaveis; 3) mutagdo
em 4reas do genoma ndo conservadas associadas a produgéo de proteinas ndo detectaveis pelo
anticorpo usado; 4) auséncia de mutagio no gene TP53.

A realizagio de estudos de citogenética e biologia molecular s3o pois necessarios para
esclarecer a importancia deste gene no mecanismo de tumorigénese das neoplasias uroteliais

bovinas.

A instabilidade genética das células neoplasicas reflecte-se em aberragdes
cromossomicas e de ploidia (Bane et al., 1996; Nenning et al, 1997) que estdo implicadas na
patogenia, progressdo (Fradet, 1992; Sasaki ef al., 1995) € metastizagdo de varias neoplasias
(Vindelov et al., 1995), nomeadamente de bexiga (Merkel ez al., 1987).

Apesar das alteragdes da ploidia de ADN se relacionarem com o grau citologico ¢
histolégico das neoplasias (Farsund ef al., 1984), nem sempre 0 seu comportamento bioldgico
é previsivel pelos parimetros histolégicos convencionais (Auer et al., 1980; Schapers et al., 1993;
Auer et al., 1995; Vindelav et al., 1995).

Os estudos iniciais de citometria de fluxo demonstraram que a aneuploidia de ADN

ocorre em aproximadamente 66% das neoplasias solidas (Bocking er al, 1994) € esta
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correlacionada com a malignidade (Tétu et al., 1987; Fradet, 1992; Stockle er al., 1993; van der Poel
et al., 1997). Ndo é contudo sinénimo de malignidade ou de alteragdo nuclear irreversivel
(Murphy, 1992; Auer et al, 1995) e muitas neoplasias de alto grau, estadio avancado ou
metastaticas apresentam conteido de ADN diploide (Chin et al., 1985; Murphy, 1992). Varios
estudos demonstraram que as alterages citologicas e histologicas das neoplasias sdo
precedidas por alteragdes da ploidia de ADN, detectadas muitos anos antes da
transformagfio maligna (Auer et al., 1989; Norming et al., 1992b; Bocking ef al., 1994). Neoplasias
benignas, lesdes pré-cancerosas e¢ mesmo lesdes reactivas podem possuir conteudo
aneuploide de ADN (De Vita et al, 1991), 0 que sugere que a aneuploidia ¢ um evento
precoce no processo de tumorigénese (De Vita er al., 1991) e reflecte distirbios no genoma
que estio correlacionados com o aumento do risco de transformag&o maligna (Auer ef al.,
1989)..

Virios estudos de citometria de imagem e de fluxo encontraram associagdio entre a
ploidia de ADN e o grau histolégico (Merkel et al., 1987; Koss et al., 1989; De Vita et al., 1991;
Campanella et al., 1992; Rao ef al., 1993; Clemo et al., 1994; van Velthoven ef al., 1995; Orddiiez e Rosai,
1996; Nenning ef al., 1997; Toakim-Liossi et al., 1999), a invasdo da parede vesical (Koss et al., 1989;
Campanella et al., 1992; Vindelov et al., 1995; Nenning et al., 1997; loakim-Liossi et al., 1999), a
permeacdo vascular (Bittard et al., 1996), a metastizag8o (Lee et al., 1994; Raitanen et al., 1997), a
recorréncia (Koss ef al., 1989; Fradet, 1992; Miao ef al., 1992; Bocking et al., 1994; Lee et al., 1994) € &
progressdo da doenga (Merkel et al., 1987; Masters et al., 1989; Nenning et al., 1997). Contudo
outros autores nio encontraram associacdo entre a ploidia de ADN, o grau ou o estadio

(Thomas et al., 1993; Vindelov ez al., 1995) ou 0 comportamento metastatico (Lianes et al., 1998).

No nosso estudo 71,1% dos carcinomas transicionais apresentaram conteido de ADN
aneupléide e apenas 28,9% eram diploides de ADN, valores proximos aos referidos pela
maioria dos estudos de citometria de imagem (Stockle ef al., 1991; Scharpers et a.l. , 1993; Lianes
et al,, 1998). Das neoplasias aneupléides de ADN, 12,5% possuiam mais de um clone de
células aneuploides, valor muito inferior ao observado em alguns estudos de citometria de
fluxo onde sdo referidas frequéncias relativas de carcinomas multiploides de ADN entre
22% e 87,5% (Masters et al., 1989; De Vita et al., 1991; Campanella ez al., 1992; Sasaki et al., 1992). As
neoplasias multipléides de ADN estdo associadas a comportamento biologico mais

agressivo (Masters et al., 1989; Campanella et al., 1992; Norming et al., 1992a; Norming et al., 1992b;
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Vindelov et al., 1995) o que esta de acordo com 0S NOSsOS resultados, como exporemos
adiante.

As neoplasias dipléides de ADN ocorreram principalmente no grupo dos carcinomas
de baixo grau, de morfologia papilar. A frequéncia relativa de aneuploidia de ADN foi
similar nos grupos neopléasicos de baixo e alto grau. Todas as neoplasias multipldides de
ADN eram lesdes de alto grau, 3 (75%) possuiam morfologia nodular ou mista e 1 padrdo
papilar invertido. Estas observagdes confirmam a generalidade dos resultados referidos na
literatura (Farsund ef al., 1984; Wijkstrom et al., 1984; Tachibana et al., 1991; Cordon-Cardo et al., 1992)
e revelam que o pleomorfismo celular ¢ padrdo de cromatina grumosa sdo geralmente
reflexo de aneuploidia de ADN, enquanto nucleos monomoérficos com cromatina fina e
homogénea estio geralmente associados a conteudo diploide de ADN (Murphy, 1997).

Os carcinomas dipléides de ADN apresentavam morfologia papilar em 92,3% dos
casos mas, 70% dos carcinomas aneuploides de ADN também possuiam crescimento
papilar. Apenas uma lesdo nodular era diploide de ADN. A associagio entre a ploidia e o
padrdo de crescimento € interessante e significativa; o facto de a maioria das neoplasias
ndo papilares serem aneupldides de ADN pode estar relacionado com a evolugéo clinica
desfavoravel deste grupo neoplasico (De Vita ef al, 1991). Contudo, algumas neoplasias
papilares de baixo grau apresentam contetiido de ADN elevado, enquanto algumas papilares
de grau e estadio altos possuem conteido de ADN dipléides, o que confirma que o padréo

morfolégico nfio é indicador independente do comportamento biologico (Campanella et al.,
1992; van Velthoven et al., 1995).

No nosso estudo, assim como o referido em vérios estudos de citometria de imagem e
de fluxo, as neoplasias aneuploides de ADN apresentaram maior tendéncia a invadir a
parede vesical (Wijkstrom et al., 1984; De Vita et al,, 1991; Tachibana et al., 1991; Koss e Czerniak,
1992; Stockle et al, 1993) e de invadir a camada muscular propria (Wijkstrom et al., 1984;
Tachibana et al., 1991; Koss e Czerniak, 1992). Salientaram-se as neoplasias multiploides de ADN
que apresentaram invasdo da muscular propria em 100% dos casos. Apenas 3 carcinomas
dipléides de ADN invadiram o corion, 2 das quais invadiram também a camada muscular
propria. Estes resultados indicam que as neoplasias diploides de ADN, predominantemente
de baixo grau, ndo sdo invasoras ou raramente progridem além da ldmina propria (Wijkstrom
et al., 1984; Koss e Czerniak, 1992).

Em relagio aos carcinomas que infiltraram o corion, 39,3% eram aneuploides de
ADN, valor compreendido nos referidos na literatura consultada que variam entre 19,3% e

56% (Chin et al., 198). A ocorréncia de aneuploidia nestas neoplasias pode justificar o seu
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comportamento imprevisivel, a recorréncia local e a invasio muscular que por vezes
apresentam (Hug et al., 1992). Contudo existem carcinomas vesicais restritos ao urotélio ou
com invasdo superficial que sdo aneupldides de ADN mas ndo progridem e algumas
neoplasias dipléides que evoluem de forma adversa (van Velthoven ef al., 1995).

Os carcinomas invasores da camada muscular prépria ndo possuem necessariamente
contetido de ADN aneupléide, o que estd de acordo com o nossos resultados e observagdes
de outros investigadores (Chin et al., 1985). Jakobson ef al. (1989), Kossa e Kaalhus (1985) e
Blomjours et al. (1988) encontraram neoplasias dipléides de ADN com frequéncias entre
17 € 33% (Masters et al., 1989; Hug et al., 1992).

A permeagio vascular ocorreu com frequéncias idénticas nas neoplasias dipldides e
aneuploides de ADN, mas foi mais comum nas neoplasias multipléides de ADN. A
metastizagio foi detectada exclusivamente em carcinomas aneuploides e multiploides de
ADN, apesar de alguns estudos observarem neoplasias metastaticas diploides de ADN.

Estas lesdes invasivas e aneupldides tém tendéncia a apresentar células menos
diferenciadas (Nenning er al, 1997) e indices de proliferagéo elevados (Tachibana ef al., 1991;
Mulder et al., 1992), 0 que estd de acordo com os valores dos indices de proliferagdo celular
por nos observados (indice mitético e de Ki-67). Todas as neoplasias multiploides de ADN
e metade das neoplasias aneupléides de ADN apresentaram valores Ki-67 altos (superiores
a 15%), mas as neoplasias dipldides de ADN apresentaram menores taxas proliferativas.
Todos os carcinomas com invasdo profunda da parede vesical apresentavam indice de
Ki-67 alto. Constata-se assim que as neoplasias mais agressivas sdo aneuploides e
multipléides de ADN e quanto mais agressiva, maior € a taxa de proliferagdo (De Vita et al.,

1991; Mulder et al., 1992).

O indice de ADN (ID) das neoplasias transicionais variou entre 09 e 4,79,
convencionando-se que ID=1 ocorre em carcinomas dipldides de ADN. Relativamente ao
ID verificamos a existéncia de uma associagfio estatisticamente significativa entre este
pardmetro citométrico e o grau histolégico, tal como detectado por outros investigadores
(van Velthoven et al., 1995). Os carcinomas de ID alto pertenciam predominantemente ao
grupo de carcinomas de alto grau, tendiam a apresentar morfologia nodular ou mista
(p=0,002), possuiam frequentemente necrose (p=0,05) e infiltravam a parede vesical
(p=0,02), ocorrendo invasdo da camada muscular propria em 45,5% dos carcinomas de ID

alto (p=0,005); frequentemente observaram-se émbolos vasculares e apresentavam valores
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altos dos indices mitotico (p=0,002) e de antigénio Ki-67 (p=0,0025). A metastizagdo
ocorreu exclusivamente nas neoplasias de ID alto, mas ndo ocorreu uma associagdo
estatisticamente significativa entre estes parmetros, provavelmente devido ao reduzido
tamanho da amostra. Estas neoplasias revelaram frequentemente imunorreactividade a
vimentina (p=0,03), mas ndo se observou associag¢io com a imuno-expressdo de CEA ¢
caderina E.

As neoplasias de ID baixo pertenciam ao grupo dos carcinomas de baixo grau, de
morfologia papilar, nfo invasoras ou com invasdo do cdrion, com indices proliferativos

baixos. Alguns autores defendem que ID altos sdo preditivos do comportamento invasor
(Vindelov et al., 1995).

Em carcinomas transicionais a presenca de células com conteudo de ADN aberrante
tem sido associada a grau histologico elevado (Norming er al, 1989; Rao et al, 1993). A
detecgdo de células verdadeiramente aneupldides (Stockle et al., 1993; Bocking et al., 1994) >5c¢,
>8¢ e >9¢ & importante por poderem ser marcadores de instabilidade e agressividade das
neoplasias vesicais (Rao et al., 1993; van Velthoven et al., 1995). Varios estudos encontraram
correlagdio entre o nimero de células >5¢ com o grau (Schapers et al, 1993; van Velthoven et dl.,
1995), 0 estadio (Nenning et al., 1997) e a progressdo da doenga (Schapers ef al., 1993). Quando
associamos as variaveis citométricas >2,5¢, >5¢ e >9¢ com os varios parametros
patolégicos verificamos tendéncia dos carcinomas de baixo grau para possuirem estes
pardmetros baixos, ou seja baixo niimero de células com conteudo aberrante de ADN, e
tendéncia dos carcinomas de alto grau a apresentarem valores altos para as mesma
varidveis. Os carcinomas com estes pardmetros altos possuiam predominantemente
morfologia nodular, apesar de existirem carcinomas de morfologia papilar com estes
parametros altos. A necrose ¢ invasio, indices proliferativos altos e positividade a
vimentina ocorreram predominantemente em carcinomas com os parmetros >2,5c, >5c e
>9c¢ altos.

Como a fracgdo de células >2,5¢ pode representar a fracgfo de proliferacdo,
confirmamos que os carcinomas de baixo grau possuem baixa frac¢do de crescimento,
enquanto os carcinomas de alto grau tém tendencia a apresentar maior actividade
replicativa.

Os carcinomas que apresentavam células com contetido de ADN >5c eram
maioritariamente aneuploides de ADN (72,0%) e invasores (69,0%), pelo que este

pardmetro citométrico pode estar conotado com evolugdo neopldsica adversa,
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nomeadamente com invasdo da parede vesical. Todos os carcinomas com células de
contetdo de ADN >9¢ eram aneuploides ou multiploides, com excepgdo de 2 carcinomas
dipléides de crescimento infiltrativo. A presenga destas células aberrantes em carcinomas
diploides pode ser um marcador de agressividade biolégica ou eventualmente podem
constituir populagdes celulares de tal forma aberrantes que ndo sdo viaveis.

Esta associacio entre valores altos de células verdadeiramente aneuploides, o grau

histolégico e o estadio foi também observado em alguns estudos de citometria de fluxo

(Scharpers et al., 1993; Nenning et al., 1997).

Todos os carcinomas bifasicos apresentaram conteido de ADN anomalo. Quatro
carcinomas apresentaram contetido de ADN aneupléide, quer no componente transicional
quer no adenocarcinoma, contudo no se observaram niicleos com conteudo de ADN muito
aberrante (>5c¢, >9¢c). A neoplasia que no exame histologico revelou menor diferenciagdo nos
dois componentes celulares, transicional e glandular, apresentou miiltiplos clones aneuploides
no componente transicional e aneuploidia no componente adenocarcinoma. Esta neoplasia,
mais anapldsica, possuia elevadas percentagens de células >2,5¢, >5¢ e >9¢ quer no
componente transicional quer no componente adenocarcinoma. E ainda de realcar que todas
as neoplasias que invadiram a parede vesical apresentaram células uroteliais e glandulares

com conteudo de ADN nuclear superior a Sc.

Classicamente a caracterizagio das neoplasias ¢ realizada com base nas caracteristicas
citolégicas e histologicas. Contudo, & medida que novos conhecimentos emergem, novas
técnicas sdo usadas para apoiar o diagnostico histologico, estabelecer o progndstico e
melhorar o conhecimento da histéria natural das neoplasias. A classificagdo histologica das
neoplasias vesicais, baseada no grau de homologia com o urotélio ndo neoplésico, continua a
ser o melhor meio de prever a sua evolugfo. Permite categorizar as neoplasias em fungéio do
grau de diferenciagdio celular, tendo subjacente o pressuposto que quanto menor for o grau de
diferenciacio da célula neopldsica, maior é a sua plasticidade, adaptabilidade e claro
agressividade biologica. O padrio de crescimento ¢ também um pardmetro importante a
analisar, as neoplasias benignas possuem arquitectura papilar, bem como a maioria dos
carcinomas de grau baixo; estes como nos verificamos, tendem a ser pouco invasores, pouco
proliferativos e geralmente possuem conteudo de ADN dipldide, enquanto as lesSes de alto

grau, preferencialmente de morfologia nodular e invasoras, possuem taxas de proliferagdo
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altas e conteudo de ADN anémalo. Os carcinomas de crescimento papilar invertido surgiram
frequentemente associados a pardmetros patologicos conotados com agressividade. Apesar
destas constatagdes, observamos alguns carcinomas de padrdo papilar classico altamente
infiltrativo e alguns carcinomas nodulares pouco invasivos, pelo que pensamos que o padrdo
arquitectural ndo pode ser considerado como factor independente do grau de atipia citologica.

Em Medicina Humana os carcinomas bifasicos estdo associados a evolugdo adversa. No
nosso estudo, apesar de a maioria ter apresentado atipia citologica escassa, quer o componente
transicional quer o adenocarcinoma apresentaram na totalidade da série, conteudo de ADN
anémalo o que pode revelar instabilidade genética aumentada, evento normalmente conotado
com agressividade biolégica. Contudo, o reduzido numero da amostragem nio nos permite
tirar grandes ilagdes.

Apesar de ndo termos observado diferengas acentuadas na maioria dos marcadores de
proliferagdio e diferenciagdo celular entre estes carcinomas € 0s carcinomas transicionais,
pensamos que dada a exuberdncia e heterogeneidade morfologica relativamente aos
transicionais puros, estas neoplasias devem ser classificadas como grupo independente, pelo
que propomos a introdugdo deste tipo neoplasico na classificagdo de neoplasias vesicais

animais.

A classificacio da OMS para os animais domésticos (1974) ¢ idéntica a classificagdo da
OMS para Medicina Humana de 1973 e apesar das inimeras propostas de alteragfio a esta
classificagio que surgiram em Medicina Humana, em particular na classificagdo dos
carcinomas transicionais, em Medicina Veterinaria ndo houve qualquer inovagdo. Contudo,
como verificado na clinica humana, este sistema de avaliagdo cria um grupo de neoplasias de
grau II amplo e heterogéneo, com comportamento biologico imprevisivel (Carbin et al., 1991;
Decaestecker et al., 1996; Murphy, 1997) € a maioria das neoplasias sdo consideradas malignas
(Murphy, 1992) apesar de vérios estudos clinico-patologicos terem verificado que a maioria dos
carcinomas de grau I ndio progrediam, tendo surgido uma grande polémica quanto a sua
malignidade bioldgica (Amin et al., 1996).

No final de 1998 é publicado um sistema de classificagéo baseado na reunidio de consenso
da OMS e Sociedade Internacional de Patologia Urolégica, que reconhece pela primeira vez
um grupo de neoplasias uroteliais papilares de baixo potencial maligno (Epstein e al, 1998;
Cotran ef al, 1999), classe neoplasica é também considerada na classificagdo da OMS para

Medicina Humana recentemente publicada (1999).
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Este grupo das neoplasias papilares de baixo potencial maligno inclui algumas neoplasias
grau I da classificagdo da OMS de 1973, com morfologia similar a4 do papiloma: lesdes
pequenas, solitérias, constituidas por células bem diferenciadas assemelhando-se as células
transicionais normais, com atipia citolégica e arquitectural minima. Possuem mitoses raras
mas a taxa de proliferagfio é superior & dos papilomas, o que se pode traduzir por um ligeiro
aumento do numero de camadas de células e ligeira perda de polaridade (Epsterin ef al., 1998;
Cotran ef al., 1999; Mostofi et al., 1999).

Algumas das neoplasias observadas de padro papilar cldssico, com atipia citologica
escassa, indice mitdtico baixo idéntico ou menor que o do urotélio ndo neoplasico, ndo
invasoras, que os estudos de citometria revelaram possuir contetdo diploide de ADN, dever&o
também ser incluidas neste novo grupo neoplasico, a semelhanga do que ocorre em Medicina

Humana.
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CONCLUSOES

O estudo realizado permitiu as seguintes conclusdes:

_ Os carcinomas transicionais de baixo grau apresentaram exclusivamente morfologia
papilar e eram no geral ndo invasivos, enquanto que oS carcinomas de alto grau,
predominantemente de morfologia nodular ou padrdo misto, tendiam a apresentar
comportamento invasor. Os carcinomas de padrdo papilar invertido associaram-se a
caracteristicas fenotipicas de agressividade biologica com frequéncia superior aos carcinomas

papilares classicos.

- Apesar do padriio arquitectural estar frequentemente associado as caracteristicas de
diferenciagdo celular e invasdo, nio é um pardmetro independente do grau histologico e do

estadio na avaliago da historia natural das neoplasias transicionais.

- O indice mitético e de antigénio Ki-67 revelaram-se bons marcadores da actividade
replicativa apresentando associagio com o grau de diferencia¢io celular e com o

comportamento invasor.

- A imunoexpressio de vimentina associou-se directamente com o grau a invasio e
indices de proliferagdo altos. O CEA associou-se frequentemente a carcinomas de alto grau,

invasores, apesar desta diferenga ndio de ndo ter atingido significancia estatistica.

- Nos carcinomas de padrio bifasico, a exuberancia e heterogeneidade de padrdes
morfolégicos observados nas areas de tipo adenocarcinoma leva-nos a sugerir a criagdo na

classificagiio de Medicina Veterinaria desta nova classe neoplasica.

- As neoplasias diploides de ADN associaram-se a grau histologico e estadio baixos,
padriio arquitectural papilar e indices de proliferagdo baixos, enquanto 0s carcinomas
aneupldides se associaram-se a grau e¢ estadio altos, crescimento nodular e fracgdo de
crescimento alta. Os carcinomas multipléides de ADN revelaram sempre caracteristicas

conotadas com elevada agressividade biologica.
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- A fracgdo de células verdadeiramente aneupléides >5¢ e >9¢ pode permitir identificar

carcinomas com maior risco de progressio, em particular .

- O ocorréncia de aneuploidia em carcinomas de baixo grau e no urotélio néio neoplasico
& um indicio que as alteragdes genéticas s3o evento precoce nos mecanismos de tumorigénese.

Revela que o urotélio ndo neoplasico possui instabilidade genética.
- As associacOes estatisticamente significativas encontradas confirmam o valor do

conteudo de ADN, avaliado por citometria de imagem, no estudo das caracteristicas

biolégicas das neoplasias vesicais bovinas.
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Tabela 5: Associagio entre as variaveis patologicas ¢ o grau nuclear.

Carcinomas Carcinomas
Parimetros Baixo Grau Alto Grau p
n (%) n (%)
Multiplicidade:
Ausente 10 (38,5) 11(52,4) 0,34
Presente 16 (61,5) 10 (47,6)
Coexisténcia com
neoplasia vascular
Nio 17 (65.4) 13 (61,9) 0,81
Sim 9 (34,6) 8 (38,1)
Crescimento
Papilar 26 (100.0) 9 (42,9) p<0,0001
N&o papilar 0(0.0) 10 (47,6)
Misto 0(0.0) 2(9,5)
Necrose
Ausente 20 (76,9) 3(14,3) p<0,0001
Presente 6 (23,1) 18 (85,7)
Invaséo
Nio invasivo 19 (73,1) 1(4,8) p<0,0001
Invasivo 7(16,9) 20 (95,2)
Embolia
Ausente 26 (100,0) 11(52,4) p<0,0001
Presente 0(0,0) 10 (47,6)
Metastizagio
Ausente 26 (100,0) 19 (90,5) 0,19
Presente 0(0,0) 2(9,5)
Areas glandulares
Ausente 6 (23,1) 8 (38,1 0,26
Presente 20 (76,9) 13 (61,9)
Areas invertidas
Ausente 10 (38,5) 14,8 0,012
Presente 16 (61,5) 20 (95,2)
A solidas
Ausente 15 (57,7) 15(71,4) 0,33
Presente 11(42,3) 6 (28,6)
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Tabela 9 - Estudos de imunocitoquimica realizados na anilise dos carcinomas transicionais.

Carcinomas Carcinomas
Parametros Baixo Grau Alto Grau p
n (%) n (%)
Vimentina
Ausente 24 (92,3) 6 (28.5) p<0,0001
Presente 2(17) 15(71,4)
CEA (extenséo)
Negativo 16 (61,5) 12 (§7.1) 0,67
Focal 0(0,0) 0 (0,0)
Multifocal 6 (23,1) 7 (33,3)
Difuso 4 (154) 2(9.5)
CEA (local)
Apical 0 (0,0) 0 (0,0) 0,069
Citoplasma 2 (20,0) 6 (66,7)
Apical+citoplasma 8 (80,0) 3 (33,3)
Caderina E (extensdo)
Negativo 09,9) 2(22,2) 0,075
Focal 5(38,5) 2(22,2) :
Multifocal 4 (30,8) 5(55,6)
Difuso 4 (30,8) 0 (0,0)
Caderina E (local)
Membrana 0(0,0) 1(12,5) 0,24
Citoplasma 2 (154) 0 (0,0)
Citoplasma+membrana 11 (84,6) 7 (87.5)

Tabela 13 - Associagio entre a ploidia de ADN e os pardmetros patologicos.

Ploidia de ADN
Parémetros Diploides Aneupléides Multipléides
n (%) n (%) n (%)
Crescimento
Papilar 12 (92,3) 20 (71,4) 1(25,0)
Nio papilar 1(7,7) 8 (28,6) 3 (75,0)
Necrose
Ausente 9(69,2) 12 (42,9) 0 (0,0)
Presente 4 (30,8) 16 (57,1) 4 (100,0)
Invasédo
Ausente 8 (61,5) 10 (35,7) 0 (0,0)
Presente 5(38,9) 18 (64,3) 4 (100,0)
Embolia
Ausente 11 (84,6) 23 (82,1) 1(25,0)
Presente 2 (15,4) 50179 3 (75,0
Metastases
Ausente 13 (100,0) 27 (96,4) 3 (75,0)
Presente 0 (0,0) 1(3,6) 1(25,0)
Vimentina
Ausente 9 (69,2) 19 (67,9) 0 (0,0)
Presente 4 (30,8) 9 (32,1) 4 (100,0)
CEA
Ausente 6 (46,2) 19 (67.,9) 1(25,0)
Presente 7 (53,9) 9 (32,1) 3 (75,0)
Caderina E
Ausente 0 (0,0) 2(18,2) 0 (0,0)
Presente 7 (100,0) 9 (81,8) 3 (100,0)
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Tabela 17 - Associagdo entre 0 Indice de ADN e os pardmetros patologicos.

ID
Parametros Baixo Alto p
n (%) n (%)

Crescimento
Papilar 21 (91,3) 12 (54,5) 0,05
Nio papilar 2(8,7) 10 (45,4)

Necrose
Ausente 14 (60,9) 7 (31,8) 0,05
Presente 9 (39,1) 15 (68,2)

Invasio
Ausente 13 (56,5) 5(22,7) 0,021
Presente 10 (43,5) 17 (77,3)

Embolia
Ausente 20 (87,0) 15 (68,2) 0,17
Presente 3(13,0) 7 (31,8)

Metastases
Ausente 2(8,7) 20 (90,9) 0,23
Presente 21(91,3) 2(9,1)

Vimentina
Ausente 18 (78,3) 10 (45,5) 0,023
Presente 5217 12 (54,5)

CEA
Ausente 15 (65,2) 11 (50,0) 0,30
Presente 34,8 (34,8) 11(50,0)

Caderina E
Ausente 19,1 1(10,0) 1
Presente 10 (90,9) 9 (90,0)

Tabela 21 - Associagiio entre as varidveis citométricas >2,5¢, >5¢ e >9¢ e 0s parametros patologicos.

>2.5¢ >5¢ >9¢
Baixo Alto p Baixo Alto p Baixo Alto p
Crescimento
Papilar 21(95,5) 12(522) 0,001 22(95,7) 11 (50,0) 10,0005 22(95,7) 11 (50,0) 0,0005
Nio papilar 1 (4,5) 11 (47,8) 1(4,3) 11 (50,0) 1(4,3) 11 (50,0)
Necrose
Ausente 16 (72,7)  5(21,7) 0,0006 16 (69,6) 5(22,7) 0,0002 16 (69.6) 5(22,7) 0,0002
Presente 6(27,3) 18(78,3) 7 (30,4) 17 (77,3) 7 (30,4) 17 (77,3)
Invasdo
Ausente 14 (63,6) 4(17,4) 0,001  15(65,2) 3(13,6) 0,0004 15(65,2) 3(13,6) 0,0004
Presente 8(36,4) 19(82,6) 8 (34,8) 19 (86,4) 8 (34,8) 19 (86,4)
Embolia
Ausente 20(90,9) 15(65,2) 0,07 21(91,3) 14 (63,6) 0,04 21(91,3) 14 (63,6) 0,04
Presente 2(9.1) 8 (34,8) 2 (8,7) 8 (36,4) 2(8,7) 8 (36,4)
Metéastases
Ausente 23 (100,0) 20(90,9) 0,23 23(100,0) 20 (90,9) 0,23 23(100,0) 20(909) 023
Presente 0 (0,0) 2(9,1) 0 (0,0) 2(9,1) 0(0,0) 2(9,1)
Vimentina
Ausente 18(81,8) 10(43,5 0,008 20(87,0) 8(36,4) 10,0004 20 (87,0) 8(36,4) 10,0004
Presente 4(18,2) 13(56,5) 3(13,0) 14 (63,6) 3 (13,0) 14 (63,6)
CEA
Ausente 14(65,2) 12(522) 043 12 (52,2) 14 (63,6) 0,4 12 (52,2) 14 (63,6) 0,4
Presente 8(348) 11(47.8) 11 (47,8) 8 (36,4) 11 (47,8) 8 (36,4)
Caderina E
Ausente 1(9,1) 1 (50,0) 0,9 0 (0,0) 2(22,2) 0,09 0 (0,0) 2(22,2) 0,09
Presente 10(90,9)  1(50,0) 12 (100,0)  7(77.8) 12 (100,0)  7(77.8)
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ESTUDOS FUTUROS

Os resultados do trabalho por nds desenvolvido despertaram-nos o interesse para a
continuacdo da realizagio de estudos nas neoplasias uroteliais vesicais. Assim, achamos

pertinente realizar:

- O estudo das diferengas entre os carcinomas de padrio bifasico e os transicionais;
analise da importincia das 4reas de tipo adenocarcinoma e da sua associagdo com o
comportamento biologico das neoplasias. Tal estudo implicara o alargamento da presente

série de carcinomas vesicais.

- O estudo das moléculas de adesdio, nomeadamente das catetinas alfa, beta ¢ gama, €
integrinas; estudos mais aprofundados sobre a importancia da caderina E e CD44 na

tumorigénese das neoplasias bovinas, por técnicas de biologia molecular.

- A analise das alteracdes génicas associadas ao processo de cancerizagdo vesical, em
particular dos genes TP53, ras, c-erbB-2, Bcl2 por técnicas de PCR, SSCP ¢ sequenciagdo de

genes.

- O estudo da instabilidade das sequéncias de microssatélites das lesdes neoplésicas e pré-

neoplasicas.

- Estudos sobre a importancia do Papilomavirus Bovino tipo 2 (PVB-2) na etiologia das

neoplasias uroteliais.

- Estudos ultraestruturais nos vérios tipos histologicos de neoplasias do urotélio bovino

observados
- Realizagdio de um modelo experimental, com estudo da morfologia, ploidia de ADN e

ultraestrutura das lesdes vesicais induzidas em animais de laboratorio alimentados com o feto

P aquilinum.
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