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SUMARIO

RAMOS, ADRIANO TONY, Universidade Federal de Pelotas, fevereiro de 2004. Estudo de Tumores

em: Bovinos, Ovinos, Eqliinos e Suinos. Orientadora: Prof®. Dra. Cristina Gevehr Fernandes.

Foi realizado um estudo retrospectivo da casuistica de tumores em animais de producao,
recebidos no Laboratério Regional de Diagndstico da Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal de Pelotas no periodo de 1978 a 2002. Foram recebidos 6.267 materiais dessas espécies,
para andlise, os quais foram destinados a diferentes laboratérios (patologia, microbiologia,
parasitologia e/ou virologia). Foram entdo estudadas 175 neoplasias distribuidas entre as espécies
bovina (98), ovina (09), equina (65) e suina (03). As neoplasias foram quantificadas e realizou-se um
estudo histologico detalhado das mesmas no sentido de padronizar a classificagdo (nomenclatura) ou
até reclassifica-las. Foram trabalhados dados epidemiolégicos, como sexo, idade, raca e localizagao
corpérea dos tumores. A partir do trabalho inicial optou-se por um estudo mais detalhado dos
sarcéides equinos e dos carcinomas de células escamosas, que foram considerados devido a sua
prevaléncia. Os sarcoides, que totalizavam 28 casos, despertaram o interesse também pelos seus
aspectos etiopatogénicos. Nos 50 casos de carcinomas de células escamosas buscou-se enfocar a
classificacdo dos padrdes de diferenciacao desses tumores.

Termos de indexacao: neoplasia, bovino, ovino, equino, suino, epidemiologia, histologia.
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SUMMARY

RAMOS, ADRIANO TONY, Universidade Federal de Pelotas, fevereiro de 2004. Study of Tumors
in: Cattles, Sheeps, Horses and Pigs. Adviser: Prof®. Cristina Gevehr Fernandes, DVM, MSc, PhD.

A thorough study of tumors in farm animals from 1978 to 2002 was performed at the Regional
Diagnostic Laboratory of the Veterinary School in Pelotas, Southern Brazil. From 6267 samples, 175
were tumors, 98 were tumors of cattle, 9 were tumors of sheep, 65 were tumors of horses and 3
samples were tumors of swine. The tumors were studied histologically to standardize the classification
or even rename them if necessary, considering the introduction of new diagnostic tools, such as
immunohistochemistry. Epidemiological data as sex, age, breed and anatomical distribution of the
lesions were also considered. From the initial group of tumors, equine sarcoid and squamous cell
carcinoma were further analized, due to their high incidence. /sarcoids summed up 28 and called our
attention because of their etiopathogenetic aspects. Regarding the 50 squamous cell carcinomas we

focused on the differentiation patterns

Key-words: tumors, cattle, sheep, equine, swine, epidemiology, histology.
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1. INTRODUCAO

Atualmente os termos “neoplasia” e “tumor” sdo sindnimos. A definicdo literal da palavra
neoplasia é crescimento novo, é definida como uma massa anormal de tecido, cujo crescimento
excede aquele dos tecidos normais e ndo estd coordenado com ele, persistindo mesmo apés
cessado o estimulo que induziu a alteracdo (Cotran et al. XXXX).

O estudo de tumores vem sempre ganhando espaco devido ao aumento do nimero de casos
de neoplasias em humanos e em animais. Em animais domésticos os dados sdo escassos por haver
pouco interesse por parte das autoridades, poucos centros de diagnéstico capacitados e poucos
estudos sobre essa doenca. Em animais de companhia (cées e gatos) ocorre um interesse maior,
devido ao valor afetivo desses animais 0s quais também sdo mais longevos que 0s animais de
producéo.

A mudanca do modo de vida dos animais, pelo fato da domesticacdo, € um dos principais
fatores para o aumento da incidéncia de tumores, porque este “novo modo de vida” cria situacdes
prémalignas, que unidas a outros fatores facilitam o surgimento de neoplasias (Misdorp, 1990).

Estudos prospectivos sdo praticamente impossiveis. Por outro lado, os estudos retrospectivos
sdo de dificil realizagdo, principalmente os que abrangem longos periodos, devido a varios fatores
gue impedem a obtencao de um resultado ndo tendencioso, como por exemplo a colheita de dados e
de material completo, conservacdo do material a ser utilizado para novas técnica e diferencas de
padrées de dados e materiais, ja que provavelmente foram colhidos por pessoas diferentes ao longo
dos anos.

A utilizagdo de uma nomenclatura padréo deve servir ao propdsito de facilitar o intercambio
de informag6es entre pesquisadores de todo mundo. E no futuro permitir um levantamento de dados
global sobre a situagé@o desta enfermidade em animais domésticos

A necessidade de um estudo consistente, e a possibilidade de obtencdo de um material
expressivo para tal, motivou a realizacdo deste trabalho de dissertacdo de mestrado que é
apresentada na forma de trés artigos*, redigidos e apresentados conforme as instrucfes das
respectivas revistas. Os trabalhos abordam aspectos gerais de neoplasias. O primeiro se refere ao
estudo da epidemiologia e incidéncia de tumores em animais de produc¢éo tais como bovinos, ovinos,
equliinos e suinos. No segundo, a incidéncia de carcinomas de células escamosas em bovinos, ovinos
e equinos foi quantificada e avaliaram-se diferentes aspectos desses tumores. O terceiro relata a
incidéncia de casos de sarcoide em equinos, bem como, faz uma analise clinico-patoldgica e de

aspectos da etiologia dos mesmos.

* conforme regulamentagdo do Programa de Pés-graduagdo em Veterindria, normatizado de acordo com a Pr6-
Reitoria de Pesquisa e P6s Graduagao da UFPel.



Esse estudo caracteriza-se por ser inovador em abranger varias espécies e todos os tipos de
tumores. Os trabalhos sobre carcinoma de células escamosas e sarcéide, foram realizados devido ao
fato de que o nimero de neoplasias desse tipo se destacou no levantamento da casuistica, além
disso a etiologia e patogenia ndo estdo esclarecidas nessas espécies e muitas informacdes novas
estdo surgindo gracas a técnicas de biologia molecular.

Relatos de estudos retrospectivos devem servir para encorajar a dividirmos dados sobre a

prevaléncia de neoplasias nas diferentes espécies animais.



2. TRABALHO 1: TUMORES EM ANIMAIS DE PRODUCAQ: ASPECTOS COMPARATIVOS

Este trabalho sera enviado a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira, e esta redigido conforme

as normas da mesma.



TUMORES EM ANIMAIS DE PRODUGAO: ASPECTOS COMPARATIVOS

Ramos, Adriano Tony; Souza, Arlete Benta; Norte, Diego Mollerke; Fernandes, Cristina Gevehr;

Ferreira, Jodo Luiz Montiel.
RESUMO

Com o objetivo realizar um estudo retrospectivo de tumores em animais de producédo (bovinos,
ovinos, equinos e suinos), foi realizada uma revisdo nos casos suspeitos de neoplasias recebidos
pelo Laboratdrio Regional de Diagndstico da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de
Pelotas em um periodo de 24 anos (1978 — 2002). Buscou-se relatar os aspectos epidemioldgicos de
neoplasias nestas espécies, e realizar uma classificacdo concisa para padronizar a nomenclatura,
seguindo padrdes internacionais de classificacdo histolégica de tumores. O estudo foi realizado a
partir de um universo 6267 materiais. Obtiveram-se 175 casos de tumores quantitativamente
distribuidos entre as espécies bovina (98), ovina (9), equina (65) e suina (3). Estes tumores, foram
reclassificados segundo padrées internacionais. Dados referentes a epidemiologia dos mesmos foram
tabulados para averiguacdo da sua prevaléncia quanto a raga, sexo, idade e origem do tumor. Os
tumores com maior casuistica foram os linfossarcomas nos bovinos, os carcinomas de células
escamosas nos bovinos e ovinos e os sarcoéides nos equinos.

Termos de indexacao: tumores, epidemiologia, bovinos, ovinos, eqlinos, suinos.
ABSTRACT

TUMORS IN FARM ANIMALS: COMPARATIVE ASPECTS.
A complete study on all neoplastic lesions in farm animals (cattle, sheep, horses and swine)
diagnosed in a 24 years period (1978-2002) at the Regional Diagnostic Laboratory of the Veterinary
School in Pelotas, Southern Brazil, was performed. The analysis included the review of
epidemiological data and the standardization of classification parameters considering current rules of
the international classification of tumors. Six thousand two hundred and sixty seven samples were
analyzed. The distribution among the species was: 98 in cattle, 9 in sheep, 65 in horses and 3 in pigs.
Prevalence studies over breed, sex, age and anatomical distribution of the tumors were made.
Linfossarcoma in cattle, squamous cell carcinoma in cattle and sheep, and sarcois in horses were the

tumors with higher incidence.

Index terms: tumors, epidemiology, cattles, sheeps, horses, pigs.
INTRODUCAO

Dados sobre a incidéncia de tumores em animais de producéo séo escassos. A frequéncia de
um tipo pode ser estimada somente em termos gerais, ou pela compara¢do com a frequéncia de
outros tumores que ocorrem na mesma espécie (Beveridge & Sobin 1974). Um grande progresso tem
ocorrido, nos Ultimos anos, no entendimento da complexa patogenia das neoplasias em animais

domeésticos (Cullen et al. 2002).



A classificacdo de tumores em animais domésticos, baseada em critérios histologicos
definidos, é necessaria para evitar mal entendidos na troca de informac¢fes entre profissionais da
area e para a comparacgao epidemioldgica e estudos terapéuticos. A maior parte das classificacdes é
baseada na combinacdo de critérios histogenéticos (6rgdos ou tecidos de origem), critérios
histoldgicos (descricdo), e critérios biolégicos (benignos ou malignos) (Beveridge & Sobin 1974,
Misdorp 1990).

A diferenca entre as varias classificacées gera confusées em levantamentos epidemiologicos
e em relatos de casos. Isto pode comprometer o prognoéstico e decisdes quanto a conduta clinica,
além de dificultar novos estudos. A uniformizacdo da nomenclatura é desejavel para que dados
epidemioldgicos obtidos em regides diferentes possam ser comparados e medidas terapéuticas ou
preventivas possam, também, ser comparadas em diferentes centros de pesquisa. (Chandrassoma &
Taylor 1993).

Enfim, devido a dificuldades naturais que muitas vezes inviabilizam o estudo prospectivo de
neoplasias, buscam-se estudos retrospectivos detalhados como uma ferramenta importante para o
melhor entendimento da biologia dos tumores. Acredita-se que através desses estudos poderéo ser
obtidos dados importantes acerca do comportamento, epidemiologia e etiologia de diferentes tumores
(Misdorp 1990).

Esse trabalho teve, por objetivo a revisdo e quantificacdo acuradas da casuistica de
neoplasias em bovinos, ovinos, eqliinos e suinos do Laboratério Regional de Diagnéstico (LRD) da
Faculdade de Veterinaria da UFPel, no periodo de 1978 a 2002.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se o levantamento do banco de dados, laminario e colecdo de blocos do LRD-
UFPel, abrangendo o periodo de 1978 a 2002. Buscou-se identificar as neoplasias diagnosticadas
nas espécies bovina, ovina, eqliina e suina. Os dados foram tabulados e analisados.

A maioria do material analisado estava em blocos de parafina ou em laminas histolégicas.
Alguns cortes antigos foram descorados com acido acético e re-corados pela técnica de hematoxilina-
eosina (HE). O material que estava em blocos de parafina foi cortado a 5 micrdmetros, corado pela
HE e examinado por microscopia éptica.

Em alguns casos como adenoma, leiomiossarcoma, schwanoma, sarcoma indiferenciado e

plasmocitoma, foram empregadas técnicas de histoquimica (Gomori e Tricrdmico de Masson) e de
imunoistoquimica, para possibilitar o diagnéstico ou aumentar sua confiabilidade.
Nos procedimentos de imunoistoquimica utilizaram-se como anticorpos primarios anti-GFAP, anti-
citoqueratinas (AE1/AE3) e anti-vimentina. Realizou-se a inativacdo da peroxidase enddgena com
H,O, 3% e recuperacdo antigénica com solucédo de citrato em forno de microondas. O cromégeno
utilizado foi o DAB e os cortes foram contra-corados com hematoxilina.

A classificacdo histoldgica dos tumores foi baseada na Classificacdo Histolégica Internacional
de Tumores de Animais Domésticos da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e na classificagdo
utilizada por Moulton (1990).



RESULTADOS

No periodo 1978 a 2002 foram recebidos 6.267 materiais na forma de cadaveres enviados
para necropsia, pecas de biopsia ou materiais especificos dessas espécies, para analise no LRD e
que foram destinadas a diferentes laboratérios (patologia, microbiologia, parasitologia e/ou virologia).
Deste total, 266 casos eram suspeitos de neoplasias. A partir de todos estes materiais foram
efetivamente utilizadas neste estudo somente 175 neoplasias, que se encontravam distribuidas
durante o periodo estudado. Dados destes tumores foram resgatados a partir do estudo das fichas
correspondentes a cada caso.

Constataram-se entdo, 98 casos de neoplasias em bovinos que representam 2,22% do total
de materiais recebidos dessa espécie(4407), 9 casos em ovinos que representam 1,41% do total de
materiais dessa espécie (636), 65 em eqliinos que dos 774 materiais dessa espécie representam
8,39% e 3 em suinos representando 0,6% de 450 materiais recebidos dessa espécie. Os tumores
prevalentes, somadas todas as espécies foram os carcinomas de células escamosas, 0s
linfossarcomas e os sarcéides equinos. O sistema mais comprometido foi o tegumentar.

Diagnosticos de leiomiossarcoma, diferencial de fibrossarcoma e de sarcomas
indiferenciados, foram realizados com auxilio da coloracdo de tricrobmico de Masson e
imunoistoquimica para vimentina. Observou-se a coloracdo vermelha das fibras musculares do
leiomiossarcoma no tricrdmico e no sarcoma indiferenciado a marcacdo negativa para vimentina
confirmou o diagndstico.

O diagnéstico de schawnomas foi validado pelos resultados da imunoistoquimica negativos
para GFAP e Vimentina.

O diagnostico de um plasmocitoma foi confirmado com a realizagdo de uma imunoistoquimica
com marcacdo negativa para citoqueratinas (AE1/AE3), diferenciando-o de um carcinoma
indiferenciado.

Bovinos. Nos bovinos 42 tumores eram de origem epitelial, 26 de origem hematopoiética, 12
de origem mesenquimal, 9 de origem respiratéria, 6 originados no sistema genital, 2 de origem
nervosa e 1 de origem endécrina (Tabela 1).

Nos bovinos o sistema mais afetado foi o tegumentar (19). Detectaram-se também tumores
no sistema reprodutor masculino (6 tumores penianos). No sistema reprodutor feminino haviam 10
tumores, sendo: 8 na vagina e vulva, 1 no utero e 1 no ovario. Nos linfonodos haviam 8 tumores. No
trato digestivo (7) onde 2 localizavam-se no abomaso, 1 na lingua, 1 na boca, 1 no esbdfago e 1 no
abdome. Foram encontrados ainda 6 tumores no olho e 5 no trato respiratério, sendo 4 nos pulmdes.
Os demais casos (37) estavam distribuidos em diferentes sistemas.

Os tipos de tumores mais prevalentes foram os carcinomas de células escamosas (29), os
linfossarcomas (26), papilomas e fiboromas (4 cada). Os outros tipos somavam 45 casos. Todos 0s
tumores encontrados estéo listados na Tabela 1.

Quanto ao sexo, cerca de 49% dos tumores avaliados acometeram as fémeas, os machos
apresentaram 24% das neoplasias e em 27% néo havia informagfes quanto ao sexo do paciente. As

racas mais afetadas foram a Holandesa (21%), a Hereford (9%), Jersey (5%) e Charolesa (4%). N&o



foi informada a raca em 38% dos casos, 0s outros 33% estao distribuidos em outras racgas cruzas ou
nao (Tabela 2).

Quanto a idade foram afetados animais jovens (0 a 2 anos) com 25,50%, animais adultos (3 a
7 anos) com 36,75%e animais senis (acima de 8 anos) com 11,25% e em 30% dos casos a idade nédo
foi informada (Fig. 1).

Ovinos. A maioria dos tumores foram de origem epitelial com 89% dos casos, 0s outros 11%
eram de origem hematopoiética (Tabela 1).

Predominaram os tumores que estavam localizados no sistema tegumentar com 89% dos
casos, outros 11% se localizaram no sistema digestivo (lingua) e eram do tipo linfossarcoma, outros
11% eram papilomas. Carcinomas de células escamosas na pele totalizavam 77% dos casos (Tabela
1).

A distribuicdo dos tumores por sexo foi de 33,3 % nas fémeas, 22,2 % nos machos e 44,5%
ndo informados. As ragcas mais afetadas foram a Ideal com 33 %, seguida da Corriedale e lle de
France com 22 % e 23% dos casos ndo foram informados (Tabela 2).

Os animais afetados estavam na faixa dos 4 a 5 anos com 4 casos (adultos de 3 a 7 anos),
um ano com 2 casos (jovens de 0 a 2 anos) e 8 anos com 1 caso (senis mais de 7 anos), em 2 casos
nao foi informada a idade (Fig. 1).

Equinos. Os tumores de origem mesenquimal representaram 56,92% (37) do total. Em 15
casos a origem dos tumores foi epitelial, em 7 a origem foi hematopoiética em 3 foram originarios das
células dos sistema genital, em 2 casos de origem das células nervosas e em 1 caso se originou do
sistema urinario.

Os tumores localizados na pele representaram 53% do total. No sistema reprodutor
diagnosticou-se 12% dos casos, com 7 casos no trato genital do macho e 1 no ovario, os outros 35%
estavam distribuidos sem diferenca quantitativa nos demais sistemas.

Nos eqliinos os sarcéides totalizaram 37%, os carcinomas de células escamosas 15%, 0s
papilomas 6%, os demais tipos que totalizavam 42% estdo demonstrados na Tabela 1.

A distribuicdo por sexo foi de 41% nos machos, 31% nas fémeas, e 28% nao informado. A
raca mais afetada foi a Crioula com 35%, em seguida os animais sem raca definida com 14%, os
Puro Sangue Ingleses com 8%, o Quarto de Milha com 6%, as demais racas com 10% e em 27 %
dos casos a raca nao foi informada (Tabela 2).

A maioria dos tumores ocorreu em animais de 3 a 7 anos com 40% dos tumores, 0S animais
com menos de 3 anos somaram 10% e os animais de 9 até 25 anos tiveram 26% dos tumores. Em
24% dos casos a idade nao foi informada (Fig. 1). Os animais foram divididos em jovens (0 a 5 anos),
adultos (6 a 12 anos) e senis (mais de 12 anos).

Suinos. Os tumores se localizaram no sistema digestivo, boca (1) e estbmago (1) e no
tegumentar (1 no membro anterior). Os tumores foram dos tipos adenoma, fibroma de origem
mesenguimal e o melanoma, de origem epitelial respectivamente (Tabela 1).

Os tumores do sistema digestivo ocorreram nas fémeas (2) e o tumor do sistema tegumentar

no macho (1). As racas afetadas foram a Landrace, Duroc e um animal sem raca definida (Tabela 2).



Dois casos ocorreram em animais com 2 anos (adultos de 2 a 5 anos) e um ocorreu em um

animal com menos de 1 ano (jovem de 0 a 2 anos) (Fig. 1).

DISCUSSAO

A falta de entendimento das varias faces de alguns tipos de tumores se da devido a escassez
de relatos de casos, em patrticular relatos de periodos longos, destes mesmos casos (Dixon & Head
1999).

O comportamento clinico de uma neoplasia pode ser determinado algumas vezes a partir de
suas caracteristicas microscopicas. Porém, uma caracteristica mais Util para a previsdo do
comportamento biolégico de uma neoplasia é seu grau de diferenciacéo (Jones et al. 2000).

O prognoéstico do curso de uma neoplasia varia de paciente para paciente,
independentemente se o paciente foi tratado ou ndo. Isso se deve a existéncia de um grande nimero
de variantes em cada tipo de tumor e de caracteristicas especificas da neoplasia, como o estagio
clinico e o grau de malignidade histologica (Misdorp 1990). No presente trabalho o curso da neoplasia
nao foi avaliado devido a falta de informacdes.

Avaliacbes retrospectivas sdo importantes para estabelecer similaridades entre o
comportamento de neoplasias de humanos e de vérias espécies domésticas, 0 que possibilita busca
de informagbes sobre a biologia do tumor e em alguns casos pode permitir 0 estabelecimento de
modelos experimentais em animais para o estudo de neoplasias. Como exemplo, verificou-se que em
homens e em caes, ha estreita relacdo entre o aparecimento de alguns tipos de tumores e a inalacéo
de poluentes (Baker 1999).

Existe um significante aumento na frequéncia de neoplasias com o aumento da idade dos
animais (Cullen et al. 2002). A freqiiéncia de tumores malignos em bovinos e equinos aumenta com a
idade (Misdorp 1990). No estudo realizado, a casuistica de neoplasias em ovinos e suinos foi
relativamente baixa (6,8%) comparados com a casuistica em bovinos e equinos, concordando com
Misdorp (1990) o qual descreve que ovinos e suinos sdo, normalmente, abatidos antes da meia
idade, por isso tem poucas chances de desenvolver tumores.

Além disso, a incidéncia dos tumores malignos nos bovinos foi maior nos animais adultos e
aumentou com a idade, ficando concentrada nos animais adultos, e mesmo nos adultos jovens nos
animais com maior idade. Apenas dois animais com idade inferior a 1 ano foram afetados. Outros
estudos demonstram que tumores em terneiros séo raros e, sua ocorréncia em animais jovens indica
provavel natureza congénita (Misdorp 2002).

Os tumores em bovinos podem ser divididos em: 1) tumores espontaneos do tipo congénito,
que ocorrem em fetos e recém nascidos e bezerros muito jovens (menos de 2 meses). 2) tumores
espontaneos do tipo juvenil, que ocorrem em bezerros mais velhos (2 a 12 meses); e 3) Tumores
iatrogénicos, como os papilomas causados pelo papilomavirus apds tatuagem ou descorna ou
papilomas da pele e carcinomas de células escamosas apés tatuagem com nitrogénio liquido. Esta
classificacdo indica a possivel patogenia dos tumores em bezerros, ja que os tumores do primeiro
grupo, como também os do segundo grupo sdo congénitos, pois se desenvolvem no estagio

embrionario ou imediatamente apds este (Misdorp 2002).



Foram observados dois tumores que acometeram animais com menos de 1 ano de idade. O
primeiro foi um ependimoma em um terneiro com 2 meses de idade e o segundo era um carcinoma
de células escamosas em um animal com 6 meses de idade. De acordo com Misdorp (2002), o
ependimoma estaria no grupo dos tumores espontaneos do tipo congénito e o carcinoma de células
escamosas nos tipos iatrogénicos. Sanches (2000) descreve um caso de ependimoma em um bovino,
fémea de 7 anos, no sul do Brasil. Os ependimomas sao raros em todas as espécies, porém ocorrem
com maior freqiiéncia em cées, gatos e bovinos (Koestner & Jones 2000). Esses tumores geralmente
séo de crescimento lento. Em humanos eles representam de 1,2 a 7,8 dos tumores intracraniais, sao
mais presentes em criangas (11,1%) e a taxa de recorréncia pode ser maior que 80% (Pang et al.
2002).

Os linfossarcomas sdo importantes, especialmente em bovinos, pois sua ocorréncia esta
relacionada com as dimensfes do rebanho, o que sugere haver uma predisposi¢cdo genética para o
desenvolvimento desses tumores. A forma mais comum de linfossarcoma surge endemicamente em
bovinos adultos com mais de 2 anos. Esta forma atinge diversos sistemas do organismo e
normalmente esta associada a infec¢éo pelo virus da leucemia bovina (Carlson 1993). Somente 1% a
10% desenvolvem a forma tumoral da leucose (Riet-Correa et al. 2001).

Em bovinos o linfoma é mais comum em &reas de predominio de producéo de leite. Ndo ha
predisposi¢é@o por raca ou sexo. Diferencas de incidéncia entre as racas de carne e de leite se devem
a maior diferenca na media de idade e fatores de manejo (Jacobs et al. 2002). Neste levantamento
46,2% dos tumores ocorreram em animais de racas leiteiras e 23% em animais de ragas de carne e
em 30,8% dos casos a raca ndo foi informada. Quanto ao sexo, 15 casos ocorreram em fémeas, 4
em machos e 7 ndo foram informados sobre o sexo dos animais.

O risco da ocorréncia de linfossarcomas aumenta com a idade, ocorrem dois pico de
incidéncia, o primeiro em animais até 1 ano e o segundo em animais de 5 a 8 anos (Jacobs et al.
2002). Na casuistica encontrada os linfossarcomas se distribuiram mais expressivamente em animais
de 5 a 7 anos com 10 casos em animais dessas idades.

Sarcoides sdo os tumores de pele mais comuns dos eqlinos e ocorrem em cavalos de
qualquer idade. A maioria dos casos ocorre em animais com menos de 4 anos de idade (Goldschmidt
& Hendrick 2002). Neste estudo observou-se que a incidéncia maior ocorre de 3 aos 7 anos de idade.
Esta foi a neoplasia mais prevalente em eqiinos, com 37% dos diagnoésticos.

Embora a raca Crioula tenha sido a mais afetada acredita-se que isso se deva ao fato de que
esta é raca mais presente na regido, pois ndo ha relato de predisposicao racial para qualquer
neoplasia.

Dixon & Head (1999) descrevem, em um estudo retrospectivo de tumores da regido nasal e
paranasal, que a idade média de animais com tumores de origem glandular ou epitelial foi de 14
anos, e para os tumores de origem fibro-6ssea ou éssea foi de 4 anos, isto demonstra uma diferenca
de prevaléncia quanto a idade em fungéo da origem das células tumorais.

Em suinos as neoplasias sdo muito raras, pois uma grande propor¢éo da populacdo é abatida
antes de atingir a “idade de cancer”. As neoplasias mais freqiientes sdo aquelas que afetam suinos

jovens (Sobestiansky et al. 1999). Neste estudo foram encontradas mais neoplasias em animais



adultos (2 com 2 anos de idade). Os animais eram provavelmente reprodutores, os quais S&o
abatidos com idade mais avancada.

Existem tendéncias hereditarias de suinos miniaturas (Sinclair e Hormel) e suinos da raca
Duroc a desenvolverem melanomas (Cullen et al. 2002). O melanoma detectado neste estudo afetou
um suino, sem raca definida com 6 meses de idade, localizando-se no membro anterior na regido da
escapula. Esses tumores ocorrem com maior freqiiéncia no flanco e na regido posterior do corpo
(Sobestiansky et al. 1999).

Quanto ao sexo nao foi possivel definir preferéncia devido a existéncia de muitos casos nao
informados, o que acarretam a uma concluséo tendenciosa.

O estudo de neoplasias em animais de producdo € importante para determinar perdas
econdmicas.

Com base em levantamentos da casuistica de uma determinada regido é possivel identificar o
gue realmente é problema, direcionando assim novos estudos para a patogenia, etiologia e
tratamento. Quando se conhece um determinado tumor, pode-se encontrar solucbes para 0s
mesmos, como controle e profilaxia através da escolha de uma determinada raca, da escolha de
reprodutores, quando houver predisposi¢do genética ou mudangas no manejo.

Em suinos e ovinos os tumores sdo pouco importantes, somente 1,41% e 0,6% dos materiais
recebidos em ovinos e suinos, respectivamente, eram neoplasias. Embora tenham ocorrido varios
casos de CCE em ovinos. Em bovinos, onde 2,22% dos materiais recebidos eram neoplasias, o CCE
e os linfossarcomas foram importantes e em eqlinos, onde 8,39% dos materiais eram neoplasias,

devem ser levados em consideracdo os sarcoides.
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Tabela 1. Estudo das Neoplasias em Animais de Producdo. Tumores diagnosticados

em cada espécie.

Origem Tipos de Tumores Bovinos Equinos Ovinos Suinos Total
Enddcrino Carcinoma da cortex da adrenal 1 - - - 1
Epitelial Carcinoma de células escamosas 30 9 7 - 46
Melanoma 6 - - 1 7
Papiloma 5 6 1 - 12
Tumor misto de gland. sud. apdcrina 1 - - 1
Genital Fibropapiloma * 4 1 - - 5
Tumor de células da granulosa 2 2 - - 4
Hematopoiético Linfossarcoma 26 2 1 - 29
Mastocitoma - 3 - - 3
Plasmocitoma - 2 - - 2
Mesenquimal  Fibroma ++ 6 4 - 1 11
Fibrossarcoma 2 - - - 2
Hemangioma - 1 - - 1
Hemangiossarcoma - 2 - - 2
Leiomioma 2 - - - 2
Leiomiossarcoma 1 - - - 1
Lipoma - 1 - - 1
Lipossarcoma mixéide 1 - - - 1
Sarcéide equino - 28 - - 28
Sarcoma indiferenciado - 1 - - 1
Nervoso Ependimoma 1 - - - 1
Schwanoma 1 2 - - 3
Respiratério Adenocarcinoma+ 5 - - 1 6
Carcinoma 2 - - - 2
Carcinoma broncogénico 1 - - - 1
Carcinoma epiderméide pulmonar 1 - - - 1
Urinério Nefroblastoma - 1 - - 1
Total 98 65 9 3 175

+: nos bovinos no pulm&o e no suino no estdmago.
++: incluidos 1 fibroma mole e 1 fibroma durum.

*: .um caso em bovino o fibropapiloma era transmissivel.
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Tabela 2. Estudo das Neoplasias em Animais de Producéo. Distribuicdo de casos por

raca e sexo.
Sexo
Espécie Raca F M NI Total

Bovino Aberdeen Angus 1 1 - 2
Charoles 1 3 - 4
Cruza 3 5 3 11
Devon 1 - - 1
Hereford 7 3 - 10
Holandes 21 - 2 23
Ibagé 1 1 1 3
Jersey 4 1 5
Limousin 1 - - 1
Shorthorn -1 - 1
NI 9 11 17 37

Equino Apalloosa -2 - 2
Arabe - -1 1
Crioulo 8 12 3 23
Percheron - -1 1
Porter -1 - 1
PSI 1 4 - 5
Quarto de Milha 4 - - 4
SRD 3 6 1 10
NI 4 2 12 18

Ovino Corriedale - -2 2
Ideal 1 1 1 3
lle de France 2 - - 2
NI -1 1 2

Suino Duroc i - - 1
Landrace 1 - - 1
SRD -1 - 1

Total 74 55 46 175

PSI: puro sangue inglés.

SRD: sem raga definida.

NI: ndo informados.

13



S

ST
S
o
R
P
P
P

e

e
s
s
s
s
e

St

S
i
i
i
i
S

B Suinos

@ ovinos

@ Equinos

e

e
e
e
e
e
e
e

B Bovinos

Figura 1. Estudo das Neoplasias em Animais de Produc¢do. Neoplasias diagnosticadas

por faixa etaria em cada espécie.
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3. TRABALHO 2: CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS EM BOVINOS, OVINOS E
EQUINOS: ESTUDO DE 50 CASOS

Este trabalho sera enviado a revista Journal of Comparative Pathology, e esta redigido
conforme as normas da mesma.
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CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS EM BOVINOS, OVINOS E EQUINOS: ESTUDO DE 50
CASOS

Ramos, Adriano Tony; Norte, Diego Mollerke; Elias, Fabiana; Fernandes, Cristina Gevehr.
RESUMO

Realizou-se um estudo retrospectivo dos casos de carcinoma de células escamosas em animais de
producéao (bovinos, ovinos e equinos). O material foi obtido nos arquivos do Laboratério Regional de
Diagnostico da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas. Os 50 tumores do tipo
carcinoma de células escamosas estavam distribuidos nas diferentes espécies (bovina: 30; ovina: 7 e
equina: 13). Dados como raca, sexo, idade e localizacdo corpérea, dentro de cada espécie, foram
tabulados. Classificaram-se os tumores segundo seu grau de malignidade em bem diferenciados,

diferenciados e pobremente diferenciados, através da avaliacao histolégica dos mesmos.

Termos de indexagdo: tumores, animais de producdo, epidemiologia, carcinoma de células

escamosas.
ABSTRACT

SQUAMOUS CELL CARCINOMA IN CATTLE, SHEEP AND HORSE. STUDY OF 50 CASES

A retrospective study of squamous cell carcinoma in farm animals was made. The samples were
obtained at the Regional Diagnostic Laboratory of the Veterinary School in Pelotas, Southern Brazil.
The distribution of the neoplasm among the species was as follows: 30 in cattle, 7 in sheep and 13 in
horses. Epidemiological data as breed, sex age, and anatomical location of the tumors were
statistically analyzed. The histological classification of the tumors graded from well differentiated to

poorly differentiated.

Index terms: tumors, farm animals, epidemiology, squamous cell carcinomas.
INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCE) é um tumor maligno dos queratinécitos. E também
conhecido por carcinoma de células espinhosas, carcinoma espinocelular ou carcinoma epiderméide
(Fernandes, 2001). Existem muitos fatores que estdo associados ao desenvolvimento de carcinomas
de células escamosas, incluindo a exposi¢cdo prolongada a luz ultravioleta, falta de pigmento na
epiderme, perda de pélos ou cobertura de pélos muito esparsa nos locais afetados (Goldschmidt &
Hendrick, 2002).

S&do0 neoplasias comuns em todas as espécies e podem ocorrer em animais jovens, mas a
incidéncia aumenta com a idade (Fernandes, 2001; Goldschmidt & Hendrick, 2002).

Quando os bovinos sédo expostos a radiacdo solar, em grandes altitudes ha um aumento na
incidéncia desse tipo de tumor. Animais sem pigmentacdo periocular, incluindo o Hereford e

Simmental também apresentam maior susceptibilidade. As racas de eqiiinos com maior risco sdo o
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Belga, Clydesdale, Shire e Appaloosa. Nao foi notada predisposicdo sexual (Goldschmidt & Hendrick,
2002).

O tumor pode ocorrer em qualquer lugar do corpo nas diferentes espécies (Fernandes, 2001;
Goldschmidt & Hendrick, 2002). Nos eqliinos e bovinos os carcinomas de células escamosas ocorrem
primariamente nas juncfes muco-cutaneas, particularmente nas péalpebras. Nas ovelhas as orelhas
sdo os sitios mais afetados (Evans, 1993).

A dermatose solar é a primeira alteracao significativa nas jungdes muco-cutaneas ou na pele
gue esta com pouco pélo e sem pigmentagdo. Eritema, edema, e descamacao sdo seguidos por
formacgdo de crostas e adelgacamento da epiderme com subseqiiente ulceracdo. Quando o tumor
comeca a invadir a derme, a lesdo fica mais endurecida. Com o tempo as Ulceras aumentam de
tamanho e profundidade, e infec¢Bes bacterianas secundarias resultam em um exsudato purulento na
superficie da massa tumoral (Goldschmidt & Hendrick, 2002).

A queratose actinica ou carcinoma de células escamosas exibe uma hiperplasia dérmica,
hiperqueratose, paraqueratose, acantose, aumento da rede dérmica e displasia dos queratindcitos
(Goldschmidt & Hendrick, 2002).

Os tumores podem ser de dois tipos: produtivos ou erosivos. Os produtivos possuem aspecto
papilar de tamanho variavel com aspecto de couve-flor, normalmente com superficie ulcerada e
sangram com facilidade. Os erosivos sdo 0s mais comuns e sao formados por Ulceras cobertas com
crostas, que se tornam profundas e formam crateras (Fernandes, 2001).

Na histologia observa-se que a lesdo se estende através da derme estando ou ndo associada
a proliferagdo ou espessamento da epiderme, formando ilhas, cordas e trabéculas de células
epiteliais neoplasicas que demonstram um grau varidvel de diferenciacdo escamosa. Queratina tem
sido observada no citoplasma, assim como um material fibrilar eosinofilico, produzido pelas células
neoplasicas. Este material é totalmente variavel. Os tumores bem diferenciados sdo compostos por
células escamosas organizadas em cordas ou digitais com centros queratinizados (Weiss & Freze,
1974). Existe a formacéo de pérolas de queratina distintas (Goldschmidt & Hendrick, 2002; Weiss &
Freze, 1974) e ocorre também queratinizacdo de células Unicas (Weiss & Freze, 1974).
Desmossomos sdo faceis de achar e Uteis para distinguir o carcinoma de células escamosas do
tumor de células basais. E comum infiltrado inflamatorio na periferia (Weiss & Freze, 1974).

Nos tumores diferenciados existe queratinizacdo de células Unicas, porém pérolas de
queratina e desmossomos sdo menos comuns (Weiss & Freze, 1974). E possivel também reconhecer
0s desmossomos, principalmente em areas em que o0 edema intercelular permite que isto seja
identificado mais facilmente (Goldschmidt & Hendrick, 2002).

Nos tumores pobremente diferenciados é dificil de reconhecer entre as células tumorais as
células escamosas (Weiss & Frese, 1974), e somente algumas células tem material fibrilar
eosinofilico intracitoplamatico (Goldschmidt & Hendrick, 2002). A queratinizagdo € rara e quando
presente é restrita a células individuais e acompanhada de cariorexia e ndo de picnose como nos
bem diferenciados (Weiss & Frese, 1974). Células tumorais individuais sdo grandes e ovoéides.

Freqglientemente o nucleo vesicular contém um dnico nucléolo central e proeminente, o citoplasma
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abundante varia do eosinofilico palido ao brilhante e as bordas das células sao distinguiveis
(Goldschmidt & Hendrick, 2002).

Mitoses sdo comuns em todos os tipos de CCE porém séo mais freqlientes e mais atipicas no
tipo pobremente diferenciado (Weiss & Frese, 1974).

Em humanos alguns fatores para estabelecer o prognéstico incluem o tamanho do tumor,
profundidade da invasédo, diferenciacdo histologica, localizacdo anatbémica, invasdo perineural,
crescimento rapido, histérico de tratamentos anteriores, imunossupressdo do hospedeiro e fatores
etiolégicos como cicatriz de queimaduras, radiacao e ulceragéo crénica (Rinker et al., 2001).

A caracterizacdo do grau de malignidade e do padrdo de diferenciagcdo dos CCE permite
modificacdes na conduta clinica e progndstico dos mesmos, além de propiciar novos estudos que
possibilitem o maior entendimento da biologia e etiopatogenia dos mesmos. Em humanos o CCE é
facilmente tratavel e tem freqlentes recidivas e metastases, o que conduz para uma significativa
morbidade e mortalidade. Assim sendo, € importante identificar os tipos mais agressivos e que
requerem maior acompanhamento e possivelmente tratamentos adjuvantes (Rinker et al., 2001).

O objetivo deste trabalho foi de realizar um estudo retrospectivo de carcinomas epidermoides
em bovinos, ovinos e eqiinos na regido sul do Rio Grande do Sul, avaliando-se dados de prevaléncia

desses tumores nessas espécies, bem como os padrdes de diferenciacdo predominantes.

MATERIAL E METODOS

Os tumores foram obtidos através de levantamento no banco de dados, laminéario e colecao
de blocos do LRD - UFPel e abrangeu o periodo de 1978 a 2002. Objetivou-se estudar os tumores do
tipo carcinoma de células escamosas nas espécies bovina, ovina e eqina.

O material analisado estava em blocos de parafina ou em laminas histologicas. Alguns cortes
antigos foram descorados com &cido acético e recorados pela técnica de hematoxilina e eosina (HE).
O material que estava em blocos de parafina foi cortado, corado pelo HE e examinado por
microscopia optica.

Realizou-se a quantificacao da incidéncia desses tumores nas diferentes espécies, tabulando
dados como idade, sexo e raca dos animais afetados e classificando os tumores diagnosticados
como CCE segundo os critérios da Organizacdo Mundial da Salde e Moulton (1990) em pobremente

diferenciados, diferenciados e bem diferenciados.

RESULTADOS

De um total de 175 casos de neoplasias diagnosticadas através de um levantamento prévio
da casuistica do Laboratério Regional de Diagnéstico da Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal de Pelotas, no periodo de 1978 a 2002, foram obtidos 50 carcinomas de células escamosas.
Deste total, 30 tumores em bovinos, 7 em ovinos e 13 em eqilinos. Sendo que os CCE representam
30,6% do total de tumores em bovinos, 77,7% do total de tumores diagnosticados em ovinos e 20%
do total de tumores diagnosticados e equinos neste periodo.

Bovinos
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Nos bovinos 63,33% ocorreram em fémeas, 10% em machos e 26,67% dos casos 0 sexo ndo
foi informado.

As ragas bovinas afetadas foram Holandés (11), Hereford (6), Cruza (3), Charolés (1), Jersey
(1) e em 8 bovinos nao havia informacéo sobre a raca.

Nesta espécie a distribuicdo etaria foi de 8 tumores em jovens (0—2 anos), 8 tumores em
adultos (3—7 anos) e 7 em animais senis (acima de 7anos).O restante néo foi informado (7) (Fig. 3).

Ocorreram com maior freqiiéncia tumores localizados na regido da vulva e na regido dos
olhos, ambos com 7 casos. Logo em seguida apresentaram-se 0s tumores na regido dos linfonodos
com 5 casos. Os tumores restantes estavam localizados no pulméo (1), es6fago (1) e cabecga (1). Do
total 8 casos ndo foram informados sua localizagdo. Os tumores encontrados nos linfonodos e
pulmdes provavelmente se tratavam de metastases de tumores primarios, os quais ndo foram
detectados pois a maioria desses materiais ndo procedia de necropsia e sim de fragmentos de 6rgaos
enviados ao LRD.Em 8 casos a localizacdo do tumor néo foi informada.

O tipo mais prevalente foi o diferenciado, com 43,75% do total; 31,25% eram do tipo
indiferenciado e 25% eram do tipo bem diferenciado (Fig. 4).

Ovinos

Nos ovinos 42,86% dos tumores localizavam-se nas fémeas, 14,29% nos machos e em
42,86% dos tumores nao foram informados quanto ao sexo dos pacientes.

A maioria dos casos ocorreram em animais da raca Ideal (3), seguidos dos animais da raca
lle de france (2) e Corriedale (1). Em um caso a raca nao foi informada.

Nesta espécie 2 tumores estavam em animais jovens (0 - 2 anos), 3 em animais adultos (3 —
7 anos) e 1 em um animal senil (acima de 7 anos) (Fig. 3).

A incidéncia maior foi na regido da cabeca (narinas e orelhas) com 4 casos. Os outros 3
casos localizavam-se na vulva (1), no olho (1) e um animal possuia tumores generalizados.

Predominaram os carcinomas de células escamosas do tipo indiferenciado com 66,67% dos
casos e 33,33% do tipo bem diferenciado. N&do houve relato de casos de carcinomas do tipo
diferenciado (Fig. 4).

Equinos

Nos equinos a maioria dos tumores do tipo carcinoma de células escamosas ocorreram nos
machos (66,67%), seguidos das fémeas (25,00%) e os que o sexo do paciente ndo foi informado
(8,33%).

Os equinos sem raca definida foram os mais afetados com 3 casos, seguidos das racas
Crioula e Quarto de milha com 2 casos cada, e das racas Apaloosa, Porter com 1 caso cada. Em 4
casos a raca ndo foi informada.

Em 6 casos o0s tumores estavam em animais adultos (6—12 anos) e 5 tumores em animais
senis (acima de 12 anos). Em 2 casos a idade ndo foi informada (Fig. 3).

O maior nimero de tumores ocorreu na regido da genitalia dos machos com 6 casos. Dos
demais, 2 casos se localizavam no membro anterior, 2 outros na regido dos olhos e em 3 casos a

localizacdo ndo foi informada.
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Os carcinomas foram na maioria do tipo bem diferenciado, representando 55,56% do total,
33,33% foram bem diferenciados e 11,11% do tipo indiferenciado (Fig. 4).

DISCUSSAO

O carcinoma de células escamosas é o0 segundo tipo de cancer de pele mais comum em
humanos (Rinker et al., 2001). O CCE ocorre em todas as espécies domésticas (Evans, 1993), e é
comum nos equinos, bovinos, felinos e caninos, relativamente incomum nos ovinos, e raro nos
caprinos e suinos (Goldschmidt & Hendrick, 2002). Constitui-se no tumor ocular mais comum no
bovino, e 0 segundo tumor mais comum identificado no cavalo. Na casuistica encontrada foi mais
comum nos ovinos com 77,7% de todas as neoplasias diagnosticadas no periodo.

As lesdes precursoras contém células descamativas, queratinizadas anucleadas e células nas
camadas mais profundas com nucleos aumentados e aglomeracdes grosseiras de cromatina. Nas
biopsias a membrana basal se encontra integra. Nas lesdes malignas encontramos células
pleomérficas com formas bizarras, grandes nuicleos hipercromaticos com grandes aglomerados de
cromatina e nucléolos proeminentes. Normalmente encontra-se a formacédo de pérolas de queratina
(Moore, 1993).

Existe uma expressiva relacdo na distribuicdo corpérea dos carcinomas de células
escamosas e espécie animal afetada. Nos equinos, esses tumores freqlientemente ocorrem no pénis
e bainha prepucial de animais castrados e garanhdes idosos. Ocorrem também nos labios, focinho e
orelhas dos cavalos (Evans, 1993). Neste estudo, 6 tumores foram encontrados nos 0Orgaos
reprodutores de machos, dos quais 4 eram do tipo diferenciado e 2 eram do tipo bem diferenciado. A
idade média dos animais portadores de carcinomas de células escamosas no 6rgao reprodutor ficou
em 16 anos.

Nos animais o CCE ocular é a neoplasia economicamente mais importante para os bovinos e
em termos de prevaléncia € o mais importante para os eqiiinos (Moore, 1993). Nesse levantamento
23,33% dos tumores em bovinos se localizavam nos olhos,

O carcinoma de células escamosas do olho de bovinos € mais comum em animais mais
idosos, com a prevaléncia etaria de pico ficando em torno dos 7-8 anos (Moore, 1993). No presente
estudo os tumores de olho foram encontrados em animais de 7-10 anos de idade sendo a maioria
dos casos na raca Hereford (4 de 7 casos).

A prevaléncia de carcinomas epidermoides oculares incluindo tumores ndo invasivos,
envolvendo rebanhos Hereford em locais com muita iluminacdo solar varia de 20 a 40 por cento, dos
quais 10% terdo alto grau de malignidade (Moore 1993). Em apenas um dos casos avaliados neste
relato o tumor era pobremente diferenciado (25%). Em 57% dos casos 0s animais eram da raca
Hereford, porcentagem maior que a observada por Moore (1993). Em dois casos os animais
pertenciam a raca Holandesa. As racas de leite, e especialmente as fémeas destas racas, devem ter
maior susceptibilidade a esses tumores, provavelmente por possuirem a areas de pelagem branca e
também uma longevidade maior que as racas de corte.

O CCE é descrito por Evans (1993) como o tumor mais comum da orelha dos ovinos. Neste

estudo retrospectivo o carcinoma foi encontrado em 6 animais na regido da cabeca e em dois destes
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casos a neoplasia se localizava na orelha (um generalizado). A regido é desprovida de 1a e nela os
tumores tem localizagao muito freqliente (Dodd, 1923; Lloyd, 1961).

Esta neoplasia ocorre também no perineo, focinho e palpebra (Davis & Shorten, 1952; Monlux
et al., 1956; Lloyd, 1961, Vandergraff, 1976). Dos casos de tumores localizados na cabeca, 4
estavam situados nas narinas dos animais (57%). Nos garanhdes, a neoplasia mais comum na
genitalia € o carcinoma de células escamosas. Geralmente esses tumores sdao bem diferenciados e
circundados por eosinéfilos (Youngquist, 1993). Na casuistica avaliada somente 33% dos tumores da
genitalia em equinos foram bem diferenciados, e 67% foram do tipo diferenciados.

O carcinoma de células escamosas ocular tem sido descrito em uma grande variedade de
racas bovinas. Na raca Hereford o diagnostico é mais freqlente, devido a raga ser comumente
empregada na criacdo extensiva e por possuir uma caracteristica vigorosa a apresentar a cara
branca, portanto a selecdo para pele periocular pigmentada reduz a ocorréncia desse tumor (Moore,
1993).

Alguns subtipos histologicos, sdo descritos em humanos: queratoacantoma, acantolitico,
células fusiformes, verrucoso, células claras, papilar e anel de sinete, pigmentados e carcinoma de
células escamosas desmoplasico (Rinker et al., 2001). Nesse estudo os subtipos ndo foram avaliados
por falta de informacdes, principalmente a respeito da macroscopia.

Em ovinos, Riet-Correa et al. (1981) descrevem tumores do tipo bem diferenciado no focinho,
orelha e labio inferior. No olho foram descritos casos de tumores do tipo bem diferenciado e um tumor
do tipo pouco diferenciado. Os tipos de tumores encontrados em ovinos foram os indiferenciados
(66,67%) e os bem diferenciados (33,33%) (Fig. 5). Assim sendo, verificou-se que ndo ha relagédo que
indigue a prevaléncia de um determinado grau de diferenciacdo escamosa em uma de terminada
espécie.

N&o se observou também qualquer relacdo de um determinado grau de diferenciagdo do
tumor com a idade dos animais.

O desenvolvimento dos CCE esta ligado a exposicdo a radia¢do solar, entretanto, outros
fatores predisponentes podem estar envolvidos (Fernandes, 2001).

A etiologia provavelmente seja multifatorial, com fatores genéticos, ambientais e virais
comprovados ou suspeitos (Moore, 1993). A causa da neoplasia seria a acdo das radiacBes solares
sobre areas de pele despigmentada e desprovida de 1a (Lloyd 1961; Vandergraff 1976)

Marder et al. (2000) relata a possibilidade do surgimento de um carcinoma de células
escamosas apos a marcacgdo a fogo de um bizao americano. Essa relacédo é citada em bovinos apés
marcacdes a frio ou com nitrogénio liquido (Yeruhan et al., 1996, Misdorp, 2002) ou calor (Yeruhan et
al., 1996). Moore (1993) relata a possibilidade de que o carcinoma epidermdide ocular bovino possa
ser induzido por agentes virais como o virus do papiloma.

Um caso dos casos de carcinoma de células escamosas detectado nesse estudo ocorreu no
esdfago de um bovino proveniente de uma regido onde existe samambaia (Pteridium aquilinum). Em
animais que ingerem samambaia o papiloma virus bovino tipo 4, induz a formacao de papilomas no

trato gastrointestinal superior, que tem grandes chances de se transformar em céncer (Campo, 2002).
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O papiloma virus bovino tipo 4 infecta mucosa do trato gastrointestinal superior, rapidamente
transforma as proteinas e gera papilomas. Essas séo lesdes hiper proliferativas benignas, em um
animal saudavel e imunocompetente regridem através de uma resposta imune celular. Nos bovinos
que comem a samambaia, o0 sistema imune estid cronicamente imunossuprimido por substancias
presentes na planta ndo havendo resposta efetiva. A rapida divisdo das células do papiloma inicia a
divisdo da camada abaixo da pele que resulta em uma transformacéo total em carcinoma escamoso
(Campo, 2002).

Para Moore (1993) o tumor se desenvolve, em qualquer espécie, através de uma série de
estagios pré-malignos (placas hiperplasicas e papilomas) progredindo ao longo de meses e anos até

carcinoma in situ e até um carcinoma epiderméide invasivo.
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Figura 4. Carcinoma de Células Escamosas em Animais de Produc&o. Graus de

diferenciacdo dos carcinomas de células escamosas. A) bem diferenciado,
B) diferenciados e C) pobremente diferenciados. D) arranjo em trabéculas e
ninhos. E) pérola de queratina (detalhe canto inferior esquerdo). F) aspecto

pleomérfico evidente dos tumores pobremente diferenciados
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4. TRABALHO 3: SARCOIDE EQUINO: ESTUDO DE CASUISTICA

Este trabalho sera enviado a revista The Veterinary Journal, e esta redigido conforme as
normas da mesma.
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SARCOIDE EQUINO: ESTUDO DE CASUISTICA

Ramos, Adriano Tony; Coimbra, Helen Silveira; Fernandes, Cristina Gevehr; Schuch, Luiz

Filipe Damé; Norte, Diego Mollerke.
RESUMO

Neste estudo objetivou-se estudar aspectos epidemiolégicos e etiologicos de 28 sarcoides equinos.
Dados como raca, idade, sexo dos animais afetados e localizacdo corpdérea do tumor foram
observados. No estudo etiologico utilizou-se a reacdo da polimerase em cadeia para avaliar o papel
do papiloma virus bovino neste tipo de tumor. Um namero maior de casos foi encontrado nos animais
da racga Crioula.Os tumores estavam igualmente distribuidos pelo corpo dos animais.A maioria dos
tumores ocorreram nos animais com idade entre 3-7 anos. O exame de reacdo em cadeia da

polimerase foi positivo para o papiloma virus bovino tipo 2 em todas as 3 amostras.

Termos de indexacao: tumores, sarcéide equino, epidemiologia, Papiloma Virus Bovino, PCR.
ABSTRACT

EQUINE SARCOID: A 28 CASES STUDY

Epidemiological and etiological data of 28 equine sarcoid were analyzed. Data as breed, age, sex and
anatomical distribution of the tumors were statistically analized. Polimerase Chain Reaction was
performed to detect Bovine Papilloma Virus type 1 and 2 on tumor cells. It was observed a high
prevalence on a local breed (Crioula). An even skin distribution of the lesions was also observed.
Higher prevalence on females and in 3-7 year-old animals was depicted. Polimerase Chain Reaction

only detected the presence of Bovine Papilloma Virus type 2 on three samples.

Index terms: tumors, equine sarcoid, epidemiology, Bovine Papilloma Virus, PCR.
INTRODUCAO

SarcoOides sdo os tumores de pele mais comuns dos eqliinos. Sdo neoplasias benignas,
localmente invasivas e geralmente Unicas. Sdo tumores com um componente epidérmico variavel
muito propenso a recidivas (Knottenbelt & Matthews, 2001). O nome sarcéide é utilizado para
enfatizar as diferengas clinicas e patologicas deste tumor em relagdo ao papiloma, fibroma,
fibrossarcoma e para sugerir uma aparéncia sarcomatosa da leséo. A doenca tem ocorréncia mundial
(Knottenbelt & Kelly, 2000).

Essas lesBes ocorrem em cavalos de qualquer tipo (trabalho, corrida, etc.), cor e sem
predilecdo por sexo. (Knottenbelt & Kelly, 2000). Embora a doenga acometa animais de qualquer
idade (Knottenbelt & Kelly, 2000; Goldschmidt & Hendrick, 2002), a maioria dos casos ocorre em

animais com menos de 4 anos de idade (Goldschmidt & Hendrick, 2002).

28



Em alguns paises, 50% dos tumores de pele de eqiinos séo sarcoides (Weiss, 1974). O
sarcoide ocorre em qualquer parte do corpo, mais freqiientemente na cabeca, l4bio, pernas e tronco
ventral. Cerca de 40% dos cavalos afetados tem multiplos sarcéides (Goldschmidt & Hendrick, 2002).

Na maioria dos casos, o diagndstico é relativamente simples, porém outras vezes pode ser
problematico, e podem ocorrer confusdes em reconhecer os varios tipos clinicos de sarcoides. As
diversas manifestacdes clinicas do tumor e seu aspecto similar com outras doencas de pele sugerem
gue um diagnéstico definitivo € desejavel a partir de uma perspectiva clinica (Knottenbelt & Matthews,
2001).0s diagnosticos diferenciais de sarcéide sado os fibrossarcomas, os schwanomas, o carcinoma
de células escamosas, a habronemose e a pitiose.

Varias vezes o diagnéstico é relativamente simples, porém outras vezes pode ser
problematico, e podem ocorrer confusdes em reconhecer os 6 tipos clinicos de sarcoides. As diversas
manifestacdes clinicas do tumor e seu aspecto similar com outras doencas de pele sugere que um
diagnéstico definitivo € desejavel a partir de uma perspectiva clinica (Knottenbelt & Matthews, 2001).
Apesar dos sarcéides ndo metastatizarem, eles exibem uma manifestagdo clinica variavel, desde o
crescimento infiltrativo e agressivo até a regressao espontanea (Nasir & Reid, 1999).

Inicialmente foram propostos apenas 4 tipos morfolégicos macroscopicos: verrucoso,
fibroblastico, misto e plano (Goldschmidt & Hendrick, 2002). Novos tipos de sarcéides vem sendo
constantemente relatados como o oculto (Martens et al, 2000) e o maligno (Pascoe & Knottenbelt
,1999). Histologicamente a maioria das lesdes sdo compostas de um epitélio fino com proeminentes
reentrancias epiteliais as quais se estendem para o interior da proliferacdo dérmica, na qual
fibroblastos estdo arranjados em digitais, entrelacados, ou em forma de zigue-zague e contém
pequena quantidade de colageno. O pleomorfismo nuclear e as mitoses variam, mas podem ser bem
pronunciadas em tumores de crescimento rapido ou tumores recorrentes. Pode ser bem dificil
diferenciar alguns sarcoides dos fibrossarcomas ou schwanomas, especialmente se 0 sarcoide
estiver ulcerado ou sem o componente epidérmico distinto (Goldschmidt & Hendrick, 2002).

O tumor é autotransplantado para pele lesada, isto provavelmente por ser induzido por virus
(Weiss, 1974). A etiologia suspeita é o papiloma virus bovino 1 e 2, pois o DNA do virus foi
encontrado em tumores. Tumores semelhantes sdo reproduzidos pela injecdo intradérmica do
papilomavirus bovino em equinos (Blood & Radostits, 1990). O papiloma virus bovino é capaz de
induzir transformacdes malignas em algumas linhagens de células como os fibroblastos de bovinos e
equinos (Carr et al.,, 2001). Além disso o fato do tumor ser autotransplantado para pele lesada,
corrobora com a possibilidade dele ser induzido por virus ( Weiss, 1974).

Este estudo documenta a evidencia da ativagdo e a expressdo do gene E5 em sarcoéides

equlinos.

MATERIAIS E METODOS

Realizou-se um estudo dos tumores do tipo Sarcoide eqiino. O material foi obtido através de
levantamento no banco de dados, laminario e colecdo de blocos do Laboratério Regional de

Diagnostico (LRD) da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e
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abrangeu o periodo de 1978 a 2002. A maior parte do material avaliado encontrava-se em blocos de
parafina nos arquivos do LRD.

O diagnéstico foi confirmado através da avaliacdo dos tumores por microscopia 6ptica de
cortes histologicos corados pela hematoxilina e eosina (HE).

Trés das 28 amostras, das quais havia material conservado sob congelamento, foram
submetidas a amplificacdo de DNA através da técnica de PCR com o objetivo de identificar a
presenca de DNA de papiloma virus bovino (PVB) no tecido neoplasico. A técnica foi realizada
utilizando-se dois pares de oligonucleotideos iniciadores, um capaz de amplificar a regido que
codifica para a proteina E5, tanto do PVB-1 como do PVB-2, enquanto o segundo par de
oligonucleotideos, permite a amplificacdo especifica de uma regido do gene E6 do PVB-1, conforme
descrito por Teifke & Weiss (1991) e expresso na Tabela 3. O material foi preparado e o DNA
extraido. As reacdes de PCR foram realizadas em um termociclador em 40 ciclos de amplificacdo
para proceder a eletroforese em gel de agarose. Consideraram-se positivas para a presenca de DNA
de PVB-1 aquelas amostras que apresentaram bandas de 243 pb na reacdo com primers E5 e 250 pb
naquelas com E6. Amostras que apresentaram amplificagdo somente com E5 foram classificadas
como PVB-2. Amostras de papilomas bovinos foram utilizadas como controle positivo. Tubos com

agua ultra pura, foram utilizados como controle negativo.
RESULTADOS

De um total de 6267 materiais, recebidos no LRD, no periodo de 1978 a 2002. 175 eram
tumores. Destes, 65 tumores eram da espécie eqliina e destes 28 eram sarcdides (43% do total de
tumores diagnosticados neste periodo) (Fig. 6).

O diagnéstico dos sarcoides baseou-se na avaliagcdo histolégica. A classificagdo clinico-
macroscopica dos tumores nao foi efetuada pois se tratou de um estudo retrospectivo de material
arquivado e as informagdes acerca das caracteristicas do tumor que constavam nas fichas eram
escassas. Apenas em alguns casos em que o tumor avaliado era bastante pequeno, observava-se no
préprio corte histolégico o aspecto verrucoso.

Os sarcéides eqliinos tiveram maior prevaléncia na faixa dos 3 aos 7 anos, sendo que 11
tumores estavam em animais jovens (0 a 5 anos), 9 tumores nos animais adultos (6 a 12 anos), e 5
tumores nos animais senis (13 a 40 anos) e 3 casos nao informados (Fig. 7).

Quanto ao sexo, 43% dos tumores ocorreram em fémeas, 39% ocorreram em machos e em
18% dos casos néao foi informado sexo do portador (Fig. 8). A raca mais afetada foi a Crioula seguido
pelos animais sem raga definida (SRD) (Fig. 9). Os tumores se localizam em diferentes regides do
corpo do animal, aparecendo com a mesma freqiiéncia nos membros, cabeca e tronco com 17,86%
em cada. Em 28,57% dos casos os tumores eram multiplos e estavam distribuidos por todo o corpo e
em 17,86% dos casos nao foram informadas as localizagc6es dos tumores (Fig. 10).

No exame histolégico os tumores apresentaram caracteristicas tipicas dos sarcéides como
hiperqueratose, epitélio delgado com digitacbes que se estendiam para o interior do tumor. Na
metade dos tumores as digitacdes se entrelacavam formando os rete pegs. Em todos os tumores, foi

notada diminuicdo do numero de foliculos pilosos e glandulas sudoriparas. O componente
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fibroblastico variava sua densidade, assim como a forma de disposicao de suas células, que na
maioria das vezes, estavam arranjadas em digitais e algumas vezes entrelagadas ou em bandas ou
em feixes. Na sua totalidade os sarcéides possuiam pouco coldgeno. Em alguns casos a epiderme
estava ulcerada. Nos casos em que havia ulceracdo epidérmica, mesmo que parcial, encontrava-se
um infiltrado inflamatério de células polimorfonucleares.

O exame de PCR foi positivo para o papiloma virus bovino tipo 2 confirmado pela presenca
de uma banda fluorescente especifica aos 250 bp. nas 3 amostras e negativo para o tipo 1 pela
auséncia da banda aos 243 pb. nas 3 amostras. A autenticidade do teste foi confirmada pelas
amostras positivas de papilomas bovinos com bandas semelhantes nos dois casos (E5 e E6) (Fig.
11).

DISCUSSAO

Os sarcéides equinos tém sido descritos freqlientemente como tumores bifasicos com dois
componentes: um dérmico e outro epidérmico (Martens et al., 2000).

Os fibroblastos na jungdo dermo-epidérmica estdo frequentemente dispostos
perpendicularmente a membrana basal. A propor¢cao dos componentes dérmico e epidérmico pode
variar nos diferentes tipos de sarcéide. Nos tipos verrucosos, em geral, 0 componente epidérmico &
relativamente maior, enquanto que nos tipos fibroblasticos o componente dérmico é maior (Evans,
1993). Esta comparag¢do entre os componentes epidérmico e dérmico, nédo foi realizada pois as
amostras muitas vezes nao possuiam padrdes para esses tipo de avaliacéo.

N&o foi notado aumento da densidade dos fibroblastos localizados logo abaixo da epiderme
como relata Martens et al. (2000) ao descrever o tipo oculto. A presenca de outras caracteristicas foi
variavel e ndo foi suficiente para permitir diferenciar os tipos clinicos baseados na histologia (Martens
et al.,2000).

Martens et al. (2000) classificam os sarcoides em 5 tipos clinicos: oculto, verrucoso,
fibroblastico, nodular e misto. Os sarcoides ocultos apresentam superficie com pouco pélo, rugosa e
circular. O tipo verrucoso aparece como uma leséo vegetativa e séssil. O tipo fibroblastico tem uma
aparéncia ulcerada e brilhosa. O tipo nodular € uma massa firme disfarcada sobre uma pele
aparentemente normal. Os mistos sdo uma combinacdo dos componentes dos tipos verrucosos,
nodulares e fibroblasticos.

Pascoe & Knottenbelt (1999) relatam ainda o tipo maligno na sua classificagcao. Este ultimo
tipo foi descrito como uma variante que se infiltra através dos vasos linfaticos propiciando o
desenvolvimento de massas tumorais multiplas (Knottenbelt et al., 1995).

Os sarcOides ocultos muitas vezes sao negligenciados na avaliagdo histolégica e os
sarcéides nodulares sdo algumas vezes identificados como fibromas, neurofiboromas ou
fibrosarcomas (Martens et al., 2000).

Goldschmidt & Hendrick (2002) relata que a maioria dos casos ocorre em animais com menos
de 4 anos de idade. No estudo observou-se que a incidéncia maior ocorre de 3 aos 7 anos de idade
dos animais. Blood & Radostits (1990) citam que pode haver além de uma predisposicao familiar,

uma tendéncia a doenga ocorrer com maior freqiiéncia em animais com menos de 6 anos de idade.

31



Para Evans (1993) ndo ha predisposicao por idade, raca, sexo ou coloragdo da pelagem. Nado ha
relatos da prevaléncia maior do tumor em uma determinada raca. Neste levantamento a raga com
maior nimero de casos foi a Crioula.

A etiologia dos sarcdéides é provavelmente multifatorial. Deve estar ligada a combinacéo de
fatores como exposicdo ao agente viral, predisposicdo genética (Evans, 1993, Blood & Radostits,
1990) e traumatismo cutaneo (Evans, 1993).

A participacdo de um componente viral vem sendo exaustivamente estudada. Exames de
PCR invariavelmente séo positivos para papiloma virus bovino (PVB) tipo 1 ou 2 (Nasir & Reid, 1999).
A partir desta avaliacdo, demonstrou-se que o PVB 2, também esta presente nos sarcoides equlinos
diagnosticados na regido sul do Brasil. Assim como para Martens et al. (2000) todos tumores foram
positivos para a presenca do DNA do papiloma virus bovino. Os resultados diferem no sentido de ter-
se encontrado somente 0 PVB-2 (100%). Geralmente é relatada maior presenca do PVB-1 (74%) do
que a presenca do PVB-2 (26%) nas amostras (Martens et al., 2000).

Ha discussfes, porém, quanto a real participagédo do virus na etiologia do tumor. O gene E2
esta associado a cromossomos mitéticos e consequentemente a proliferacéo celular e a difusédo do
genoma viral nas células descendentes.O gene E5 esta envolvido no mecanismo de contra corrente
do MHC I, atuando em varios niveis, incluindo a transcricdo do MHC | (Campo, 2002). Nasir & Reid
(1999) utilizaram o genoma do papiloma virus composto de genes precoces (E5 e E6) que sao
transformadores de proteinas. Numa infeccdo produtiva 0os genes precoces sdo expressos por todo
epitélio, porém os genes tardios sdo expressos somente na diferenciacdo terminal dos queratindcitos.
Assim sendo, € possivel que o PVB realmente colaborou no desenvolvimento desses tumores.

Outro ponto que vem sendo questionado é a localizagdo do virus na lesdo. Estudos
realizados com hibridizagao in situ revelaram que o DNA viral estd no componente fibroblastico
proximo da juncdo dermo-epidérmica (Lory et al.,1993; Teifke et al., 1994). Mais recentemente, 0
DNA do PVB foi detectado na superficie intacta de tumores, através de exame de PCR de swabs e

raspagens de epitélio (Martens et al., 2001).
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Figura 5. Sarcéide Eqiino: Estudo de Casuistica. NUmero de sarcoéides recebidos a
cada ano no LRD-UFPel.
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Figura 6. Sarcdéide Equino: Estudo de Casuistica. Incidéncia do tumor de acordo com

aidade dos animais.
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Figura 7. Sarcdide Equino: Estudo de Casuistica. Grafico representando a distribuigcéo

do tumor quanto ao sexo dos animais. F: fémeas;M: machos; NI: né&o

informados.
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Figura 8. Sarcéide Eqiiino: Estudo de Casuistica. Representagdo da distribuicdo dos
tumores nas racas de equinos. PSI: puro sangue inglés; SRD: sem raca

definida; NI: ndo informados.
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Figura 9. Sarcoide Eqiiino: Estudo de Casuistica. Distribuicdo dos sarcoides de
acordo com a localizagdo corpérea dos tumores. NI: ndo informados, MT:

multiplos tumores.
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Figura 10. Sarcdlide Equino: Estudo de Casuistica. Eletroforese em gel de agarose
indicando o produto do PCR do DNA do PVB. Nas colunas A e E,
demonstram-se as amostras de papilomas bovinos positivos para o PVB-1 e
2. Nas colunas B, C e D, encontram-se amostras de sarcéide positivos para
PVB-1 e 2. Nas colunas G, amostras de papilomas bovinos positivos para o
PVB-1. Nas colunas H, | e J, amostras de sarcoide eqliino negativos para
PVB-1. Na coluna K, papiloma bovino negativo para p PVB-1. Nas colunas F
e L, controle negativo para PVB-1 e PVB-2 respectivamente. Na coluna M

marcador com 100 pb.
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Tabela 3. Sarcéide Eqiino: Estudo de Casuistica. Sequiéncia de bases usadas no

PCR.
Oligonucleotideo Sequéncias de bases (5’ 3")
E5 + CAA AGG CAAGACTTT CTG AAA CAT
ES - AGA CCT GTA CAG GAG CACTCAA
E6 + ATG GAC CTG aAA ccT TTT gC*
E6 - TGG GTAtTT GGA CCT TGA AC*

(*) letras minUsculas para “MistMatches” para BPV-2
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Anexo 1. Normas da revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em TITULO, ABSTRACT,
RESUMO, INTRODUGCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO,
CONCLUSOES (ou combinacées destes trés ultimos), AGRADECIMENTOS e
REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteddo do trabalho;

b) Abstract, um resumo em inglés, devera ser apresentado com os elementos
constituintes observados nos artigos em portugués, publicados no udltimo nimero da
revista, ficando em branco apenas a paginacéo, e, no final, tera indicacdo dos "index
terms";

c) o Resumo deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, dando os mais importantes resultados e conclusdes; sera seguida da
indicacdo dos termos de indexac¢éo; nos trabalhos em inglés, Resumo e Abstract
trocam de posicao e de constituicdo (veja-se como exemplo sempre o ultimo fasciculo
da revista);

d) a Introducédo deve ser breve, com citacao bibliografica especifica sem que a
mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicacdo do objetivo do
trabalho;

e) em Material e Métodos devem ser reunidos os dados que permitam a repeticdo do
trabalho por outros pesquisadores;

f) em Resultados deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados obtidos; quadros
devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado,
médias de varias repeticdes; é conveniente, as vezes, expressar dados complexos
por gréaficos, ao invés de apresenta-los em quadros extensos;

g) na Discussao os resultados devem ser discutidos diante da literatura; ndo convém
mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma
obrigacdo do autor e da revista de publica-los;

h) as Conclusbes devem basear-se somente nos resultados apresentados no
trabalho;

i) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em notas
de rodapé;

J) a lista de Referéncias, que s0 incluira a bibliografia citada no trabalho e a que
tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando os nomes de todos os
autores, o titulo de cada publicacdo e, por extenso ou abreviado, o nome da revista
ou obra, usando as intru¢cfes de "Normalizacdo da Documentacdo no Brasil" (IBICT-
ABNT), "Style Manual for Biological Journals" (American Institute for Biological
Sciences) e/ou "Bibliographic Guide for Editors and Authors" (American Chemical
Society, Washington, D.C.).

2. Na elaboracdo do texto deverdo ser atendidas as normas abaixo:

42



a) os trabalhos devem ser apresentados em uma s6 face do papel, em espaco duplo
e com margens de, no minimo, 2,5 cm; o texto sera escrito corridamente; quadros
serao feitos em folhas separadas, usando-se papel duplo oficio, se necessario, e
anexados ao final do trabalho; as folhas, ordenadas em texto, legendas, quadros e
figuras, serdo numeradas seguidamente;

b) a redacéo dos trabalhos deve ser a mais concisa possivel, com a linguagem, tanto
quanto possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas
de rodapé serdo numeros arabicos colocados um pouco acima da linha de escrita,
apo6s a palavra ou frase que motivou a nota; essa numeracao sera continua; as notas
serdo lancadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada; todos
0s quadros e todas as figuras serdo mencionados no texto; estas remissdes serao
feitas pelos respectivos numeros e, sempre que possivel, na ordem crescente destes;
Resumo e Abstract serdo escritos corridamente em um sdé paragrafo e ndo deveréo
conter citacdes bibliogréficas;

¢) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional do(s)
autor(es);

d) siglas e abrevia¢cbes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela primeira vez
no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

e) citacdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema "autor e ano"; trabalhos de dois
autores seréo citados pelos nomes de ambos, e de trés ou mais, pelo nome do
primeiro, seguido de "et al.", mais o ano; se dois trabalhos ndo se distinguirem por
esses elementos, a diferenciacao sera feita pelo acréscimo de letras minusculas ao
ano, em ambos; todos os trabalhos citados terdo suas referéncias completas incluidas
na lista prépria (Referéncias), inclusive os que tenham sido consultados
indiretamente; no texto ndo se fara mencéo do trabalho que tenha servido somente
como fonte; este esclarecimento sera acrescentado apenas ao final das respectivas
referéncias, na forma: "(Citado por Fulano 19...)"; a referéncia do trabalho que tenha
servido de fonte sera incluida na lista uma s6 vez; a menc¢ao de comunicacdo pessoal
e de dados néo publicados é feita, de preferéncia, no proprio texto, colocada em
parénteses, com citacdo de nome(s) ou autor(es); nas citacdes de trabalhos
colocados entre parénteses, ndo se usara virgula entre o nome do autor e o ano, nem
ponto-e-virgula apés cada ano; a separacdo entre trabalhos, nesse caso, se fara
apenas por virgulas, exemplo: (Flores & Houssay 1917, Roberts 1963a,b, Perreau et
al. 1968, Hanson 1971);

f) a lista das referéncias devera ser apresentada com o minimo de pontuagéo e isenta
do uso de caixa alta, sublinhando-se apenas os nomes cientificos, e sempre em
conformidade com o padrdo adotado no ultimo fasciculo da revista, inclusive quanto a
ordenacao de seus varios elementos.

3. As figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) deverao ser apresentadas em
tamanho maior (cerca de 150%) do que aquele em que devam ser impressas, com
todas as letras ou sinais bem proporcionados para assegurar a nitidez apés a reducao
para o tamanho desejado; parte alguma da figura sera datilografada; a chave das
convencdes adotadas serd incluida preferentemente, na area da figura; evitar-se-a o
uso de titulo ao alto da figura; desenhos deverao ser feitos com tinta preta em papel
branco liso ou papel vegetal, vedado o uso de papel milimetrado; cada figura sera
identificada na margem ou no verso, a traco leve de lapis, pelo respectivo nimero e o
nome do autor; havendo possibilidade de duvida, deve ser indicada a parte superior da
figura; fotografias deverédo ser apresentadas em branco e preto, em papel brilhante, e
sem montagem, ou em diapositivos ("slides™) coloridos; somente quando a cor for
elemento primordial a impressédo das figuras serd em cores; para evitar danos por
grampos, desenhos e fotografias deverdo ser colocados em envelope.
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4. As legendas explicativas das figuras conterdo informacdes suficientes para que estas
sejam compreensiveis e serdo apresentadas em folha separada que se iniciara com o
titulo do trabalho.

5. Os quadros deveréao ser explicativos por si mesmos; cada um tera seu titulo completo
e sera caracterizado por dois tragos longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das
colunas; entre esses dois tracos podera haver outros mais curtos, para grupamento de
colunas; nao ha tracos verticais; os sinais de chamada serao alfabéticos, recomecando
de a em cada quadro, e as notas seréo lancadas logo abaixo do quadro respectivo, do
qual serdo separadas por um traco curto, a esquerda.
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Anexo 2. Normas da revista Journal of Comparative Pathology.

author&YATEWAY

S Journal of Comparative Pathology

Guide for Authors

The Journal exists to publish articles recording research and original scientific findings and
topical reviews relevant to the diseases of domesticated and other vertebrate animals.
Articles on diseases of man are also appropriate if the present features of special interest
when viewed against the general background of vertebrate pathology. The Editorial Board
accepts papers on the understanding that they have not been published elsewhere and, if
accepted, will not be reprinted in whole or in part without the Board's written approval.
The Board reserves the right to reject any manuscript submitted to it.

Articles must be concise and unnecessary duplication of data in text, tables and graphs should be
avoided. Allusions to published work must be brief and limited to what is necessary to evaluate the
findings in the manuscript. Extensive reviews of the literature will not be accepted.

Papers for publication should be sent to: Dr G. R. Smith, Department of Pathology and Infectious
Diseases, The Royal Veterinary College, Royal College Street, London, NW1 OTU or to any member of
the Editorial Board.

Number of Copies

Manuscripts should be typed with generous margins and double spacing throughout. Two clearly
typed copies, one of which should be the top copy, and two sets of illustrations should be submitted.
Papers will be published with the minimum of delay, bearing the dates of receipt and acceptance.

Title

Papers should normally comprise: 1. A Summary of the findings presented in the paper and the
conclusions drawn from them. 2. A brief Introduction stating the purpose of the paper. 3. A concise
account of the Materials and Methods used. 4. A record of the Results. 5. A Discussion of the
significance of the results. 6. Any necessary Acknowledgments for assistance. 7. References to
published work cited in the text, in alphabetical order.

Reference Format

The form of references should be: Name, Initials (Date), Title, Periodical or other source in full.
Volume number, First and last page numbers, e.g. Komuro, T. (1969). The fine structure of crayfish
muscle. Journal of Electron Microscopy, 18, 291-297. In the text, references to publications by three
or more authors are given in the style Jones et al. on each occasion.

Titles of books must be given in full with Publisher, place of publication and edition if other than first,
e.g. Ebashi, S., and Endo, M. (1968). Calcium ion and muscle contraction. In Progress in Biophysics.
J. A. V. Butler and N. Noble, Eds, Pergamon Press, New York.

Figures

All illustrative materials must be of high quality. Diagrams and charts should be drawn in indian ink
on Bristol-board, smooth surfaced white cartridge paper, or blue, feint-lined graph paper. Their
proportions should be related to those of the printed page and they should be about twice as large as
their intended final size. All symbols, figures and lettering should be written lightly in pencil on a
transparent overlay.

Photomicrographs and photographs should be submitted as sets of separate glossy prints. Text
figures and half tones will be inserted in the text at an appropriate place, which authors might like to
indicate on their manuscript. Authors may wish to have several half tones grouped into a composite
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plate. In this case the author should submit a sketch plan of the suggested layout and not mount or
number the photographs as this work will be undertaken by the Publisher. Such composite blocks
should be of the same proportion as the page of the Journal. All figures must be numbered lightly in
pencil on the back, and where the author wishes to draw attention to particular features by means of
arrows or lettering, these should not be superimposed directly on the photographs but their positions
should be clearly indicated by drawing them on a piece of tracing paper laid over the surface of the
photographs. Although no charge will be made for a reasonable nhumber of text figures or black and
white half tones the Publisher reserves the right to require authors to contribute towards the cost of
plates. If an author believes that the presentation of his results would be enhanced by the use of
colour, an extimate of the cost will be provided on request. The maximum page area available for
blocks is 23 x 16.9 cm. Figures designed to span one or both columns on a page should be 8.2 cm or
16.9 cm wide, respectively. Legends to all illustrations should be shown separately and, where
appropriate, should state the stain and the magnification. The latter should preferably be given in the
form of a magnification bar.

Tables

Tables require captions and should be self explanatory. They should be submitted on separate sheets
and designed to fit into the type area of one printed page or less. Extensive tabular matter may not
need to be published but can be consulted by interested parties if a footnote indicates where it is
available.

Units & Abbreviations

Before submitting manuscripts authors are recommended to consult previous issues of the Journal to
see the form in which the article appear. Systeme Internationale (S.l.) units should be used where
appropriate including data on chemical pathology.

Case Reports

The Journal will contain a separate section of short papers. This section is intended to include reports
of small completed investigations, new techniques or case descriptions. They may not always require
the subdivisions of a full length paper but should include a brief summary and essential references.
They must not exceed four printed pages, including tables and figures, and should be clearly marked
'Short Paper'. Single Case Reports will only be accepted if they make a significant contribution to
knowledge.

From time to time the Journal publishes by invitation Review Articles on topics of broad interest from
authors with acknowledged expertise in their field. Only in exceptional circumstances will unsolicited
Review Articles be considered.

Copyright Information

Authors submitting a manuscript do so on the understanding that it is accepted for publication,
exclusive copyright in the paper shall be assigned to the Publisher. In consideration for the
assignment of copyright, the Publisher will supply 25 offprints of each paper. Further offprints may be
ordered at extra cost at the proof stage. The Publisher will not put any limitation on the personal
freedom of the author to use material contained in the paper in other works.

Proofs
Page proofs are submitted to authors to check with their manuscript: a charge may be made for
amendments introduced at proof stage.

Offprints
In consideration for the assignment of copyright, the Publisher will supply 25 offprints of each paper.
Furhter offprints can be ordered at extra cost at proof stage.

OV ATEWAY
copyright Elsevier

46



Anexo 3. Normas da revista The Veterinary Journal.

authorCYATEWAY

The Veterinary Journal

Guide for Authors

The Veterinary Journal is an international journal of veterinary research which publishes
original papers and reviews on all aspects of veterinary science. Contributions reporting
investigative work in the scientific disciplines involving veterinary species are particularly
welcome. Manuscripts may describe original work in a full paper or a short
communication or may form a review of the existing state of knowledge on a particular
aspect of veterinary science. Reviews should, in general, be written in support of original
investigations. The Journal will reject any paper where there is reason to believe that
animals have been subjected to unnecessary pain or distress. Papers are accepted for
publication on the understanding that they have not been published and are not being
considered for publication elsewhere.

Manuscripts should be submitted in triplicate to the Editor. The author should keep a further copy.
They should be written in the English language and spelling should follow the Oxford English
Dictionary.

Manuscripts may be submitted to:

The Veterinary Journal
Animal Health Trust
Lanwades Park
Kentford

Newmarket

Suffolk, CB8 7DW

UK

E-mail: tvj@aht.org.uk

Ethics

Typescripts that contain the results of animal studies will be accepted for publication only if it is made
clear that a high standard of ethics was applied in carrying out the investigations.

Papers reporting clinical studies should, where appropriate, contain a statement that they have been
carried out with ethical committee approval. Single case studies are not usually acceptable.

Digital Object ldentifier

Digital Object Identifier: Churchill Livingstone assigns a unique digital object identifier (DOI) to every
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Anexo 4. Protocolo de realizacdo do exame de PCR.

O material previamente congelado foi macerado com uma navalha e digerido com proteinase
K (50 ug/ml), por 10 minutos a 56 °C. A extracao foi realizada pelo método do fenol-cloroférmio,
seguido pela precipitagdo com etanol. Apés, O sedimento foi seco ao ar e resuspendido em 100ul do
tampdo TE (Tris HCI 10mM (pH 7,4), EDTA 1mM com pH ajustado para 8,0). As reacdes de PCR
foram realizadas em um volume final de 25ul, sendo utilizado em cada reacdo 1U taq DNA
Polymerase (Life Technologies), 20mM de Tris-HCI (pH 8,4) e 50 mM de KCI (Life Technologies) e
400 pM dNTP (Amersham Pharmacia Biotech Inc) MgCl2 a 1,5 mM, 40 pmol de cada
oligonucleotideos iniciador. Para a realizacdo do PCR utilizou-se 2,5ul do DNA alvo. O volume final
de 25 ul foi alcangado acrescentando-se quantidade suficiente para (qsp) de agua milli Q estéril.
Amplificacdo do DNA foi realizada em um termociclador Perkin ElImer 480. Ap6s uma desnaturacao
inicial por 5 min a 95 °C foi feita a amplificacdo em 40 ciclos. Cada ciclo era composto por 1 min de
desnaturacdo a 92,5 °C, por 1 min de anelamento em 63 °C (E5) e 55 °C (E6) respectivamente e
depois um passo de prolongamento (DNA) por 2 minutos em 72 °C. Apds o ultimo ciclo foi efetuada
uma fase de extensdo de 5 min. Apds as amostras eram resfriadas a 4 °C até que o material fosse
manipulado ou retirado e conservado sob refrigeracédo até proceder-se a leitura do produto do PCR.
Um volume de 15ul do produto do PCR adicionado a 3ul de tampao de corrida (LB-Sacarose a 40%,
com azul de bromocresol a 0,06%) foi submetido a eletroforese em gel de agarose (gibcoBRL) a 1,5%
conduzida a 100 V por 60 min, e visualizado em transluminador MacoVue, UV-25 hoefer. Considerou-
se positivas para a presenca de DNA de PVB-1 aquelas amostras que apresentaram bandas de 243
pb na reacdo com primers E5 e 410 pb naquelas com E6. Amostras que apresentaram amplificacéo
somente com E5 foram classificadas como PVB-2. Amostras de papilomas bovinos previamente
caracterizados como PVB-1 e PVB-2 foram utilizadas como controle positivo. Tubos onde o DNA alvo

foi substituido por 4gua, foram utilizados como controle negativo.
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