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RESUMO

A hematuria enzodtica bovina (HEB) € causada pela ingestédo crbnica de Pteridium
aquilinum e caracteriza-se pela presenca de sangue na urina e desenvolvimento de
lesBes na bexiga, sendo responséavel por grandes perdas econémicas. A intoxicacao
por esta planta também pode ocorrer em humanos. Objetivou-se avaliar lesdes de
bexigas de animais com HEB na regido sul do Espirito Santo. Para isto, foram
avaliadas 350 bexigas de bovinos em matadouro frigorifico e, destas, selecionadas
46 que apresentavam lesdes macroscopicas e/ou hematluria. Amostras de cada
bexiga foram fixadas em formol a 10% submetidas ao processamento histolégico de
rotina e classificadas histomorfologicamente. A imunoistoquimica foi realizada com
anti-vimentina, anti-citoqueratina, anti-CD31, anti-VEGF e anti-uroplaquina apenas
nas 26 bexigas que revelaram neoplasia. Les6es ndo neoplasicas foram observadas
em 100% das amostras e neoplasicas em 56,52%. A presenca de neoplasias foi
significativa (p<0,05) na porcdo caudal da bexiga. As neoplasias encontradas foram
carcinoma urotelial; carcinoma in situ, adenocarcinoma, hemangioma, mixoma e
hemangiossarcoma. Houve maior frequéncia de displasia, metaplasia de células
claras, inflamagédo e espessamento vascular em bexigas com neoplasia. A
expressdo de citoqueratina foi significativa (p<0,05) nas neoplasias epiteliais e
vimentina nas mesenquimais. A marcacdo da uroplaquina Il diferiu nos diversos
tipos neoplasicos e revelou-se tipica e atipica enquanto que a do CD31 foi
significativa (p<0,05) nas neoplasias mesenquimais vasculares. Houve diferenca
significativa (p<0,05) na quantidade de vasos extratumorais marcados pelo VEGF
entre 0s mixomas e adenocarcinomas e nos vasos intratumorais marcados por CD31
e VEGF nos diferentes tipos tumorais. Houve correlagdo positiva entre 0s vasos
extra e intratumorais nos hemangiomas, hemangiossarcomas e mixomas marcados
pelo CD31; nos hemangiomas, mixomas e adenocarcinomas marcados pelo VEGF;
entre a expressao de vimentina e CD31 e entre citoqueratina e uroplaquina. Conclui-
se que bexigas de bovinos com HEB apresentam lesdes ndo neoplasicas e
neoplasicas, isoladas ou associadas. Os biomarcadores auxiliam na diferenciagao
da histogénese das neoplasias epiteliais e mesenquimais vasculares. Uroplaquina
demonstrou-se efetiva para a avaliacdo da integridade urotelial e os marcadores
vasculares (CD31 e VEGF) para a integridade endotelial e para o prognéstico.
Palavras-chave: HEB. neoplasia. PECAM-1. VEGF. uroplaquina.



ABSTRACT

Bovine enzootic hematuria (BEH) is caused by chronic ingestion of Pteridium
aquilinum and is characterized by the presence of blood in the urine and
development of lesions in the urinary bladder and is responsible for economic losses.
Poisoning by this plant can also occur in humans. The objective was to evaluate the
lesions in bladders of animals with BEH in the south region of the Espirito Santo. For
this, were evaluated 350 bladders of bovines in a slaughterhouse and, of these,
selected 46 that had macroscopic lesions and/or hematuria. Samples of each bladder
were fixed in formalin 10% submitted to histological processing and classified by
histomorphology. The immunohistochemistry was performed with anti-vimentin, anti-
cytokeratin, anti-CD31, anti-VEGF and anti-uroplakin only in the 26 bladders that
presented neoplastic lesions. Non-neoplastic lesions were observed in 100% of
samples and the neoplastic in 56.52%. The presence of tumors was significant
(p<0.05) in the caudal portion of the bladder. Detected neoplastic types were
urothelial carcinoma, in situ carcinoma, adenocarcinoma, hemangioma, myxoma and
hemangiosarcoma. There was a higher frequency of dysplasia, clear cell metaplasia,
inflammation and vascular thickening in bladders with neoplasm. The expression of
cytokeratin was significant (p<0.05) in epithelial neoplasms and vimentin in
mesenchymal neoplasms. Uroplakin IlI differed in varied types of neoplastic lesions
and showed to be typical and atypical while that of CD31 was significantly (p <0.05)
in vascular mesenchymal neoplasms. A significant difference (p <0.05) in the number
of vessels extratumorais stained by VEGF between myxomas and adenocarcinomas,
and in intratumoral vessels stained by CD31 and VEGF in the different tumor types.
Positive correlation existed between the number of intra- and extratumoral vessels in
hemangiomas, hemangiosarcomas, and myxomas stained by CD31; between
hemangiomas, myxomas, and adenocarcinomas stained with VEGF; between the
expression of vimentin and CD31 and between cytokeratin and uroplakin. It is
concluded that bladders from bovines with BEH have non-neoplastic and neoplastic
lesions, isolated or associated. Biomarkers aid in the differentiation of the
histogenesis of epithelial and vascular mesenchymal neoplasms. Uroplakin
demonstrated to be effective for the assessment of integrity urothelial, and vascular

markers (CD31 and VEGF) for endothelial integrity and for prognosis.

Key works: BEH. neoplasm. PECAM-1. VEGF. uroplakin.
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1 INTRODUCAO

A hematuria enzodtica bovina (HEB) é uma doenca néo infecciosa e cronica,
causada pela intoxicagdo por Pteridium aquilinum, planta conhecida vulgarmente
como samambaia. Caracteriza-se pelo desenvolvimento de neoplasias na mucosa
da bexiga dos bovinos, quando ocorre ingestdo da planta. Clinicamente, os animais
afetados, apresentam hematuria intermitente e morte por anemia, uma vez que
ocorre perda de sangue sem reposicdo pela medula (anemia aplastica)
(RADOSTITIS et al., 2007). Para que a HEB ocorra é necessario, a ingestao por
bovinos, de P. aquilinum em uma quantidade inferior a 10g kg*dia™®, durante um ou
mais anos (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

Na microrregido do Caparad, ES, Silva et al. (2009) encontraram alta
prevaléncia de bovinos com HEB (56,4%) ao constatarem 22 animais com hematuria
dentre 39 bovinos enfermos. Estes autores também afirmaram que nesta regidao ha
clima e solo propicios ao crescimento e desenvolvimento da P. aquilinum. Desta
forma, a HEB tem se tornado um problema econémico importante para o0s
produtores da regido, tendo em vista a diminuicdo da producao de leite e as mortes
dos animais acometidos (NUNES, 2009).

As lesBes hemangiomatosas que sdo observadas na parede da bexiga de
animais com HEB podem estar relacionadas a diversos tipos de processos
neoplasicos de origem epitelial e mesenquimal (TOKARNIA; DOBEREINER;
PEIXOTO, 2000). Peixoto et al. (2003) afirmaram que em um mesmo animal podem
existir mais de um tipo de neoplasma, e que a histogénese destes tumores é
variada. De acordo com Souto et al. (2006), o diagnostico de HEB é estabelecido
com base na epidemiologia, sinais clinicos e nas lesdes macroscopicas e

microscopicas da bexiga.
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Tendo em vista a histogénese variada dos neoplasmas, a classificacido
tumoral pelo exame histopatolégico de rotina torna-se dificil, necessitando, algumas
vezes, da realizacdo de técnicas mais especificas. A imunoistoquimica possibilita o
diagnéstico preciso das neoplasias e o estudo de sua origem, bem como a deteccéo
de antigenos tissulares in situ por meio de anticorpos especificos e moléculas
marcadoras, combinados por meio de técnicas histoldgicas, imunoldgicas e
bioquimicas (RAMOS-VARA, 2005). Ruiz et al. (2005) comprovaram que a técnica
de imunoistoquimica tem eficiéncia em patologia veterinaria, permitindo a utilizacéao
de um espectro amplo de indicadores, incluindo aqueles para uso humano.

Desta forma, Carvalho, Pinto e Peleteiro (2006) avaliaram histologicamente
tumores na bexiga de animais com HEB e encontraram como principais tumores
malignos e benignos de origem epitelial e mesenquimal, carcinoma de células de
transicdo (41,4%), hemangioma (29,5%), papiloma (9,6%) e hemangiossarcoma
(4,9%). Por meio da técnica de imunoistoquimica, Ramos-Vara (2005) citou que 0s
tumores epiteliais como papilomas e carcinoma transicionais sdo positivos para
marcadores biomoleculares como citoqueratina e uroplaquina Ill e, para os tumores
de origem mesenquimal, como os vasculares, a vimentina, CD31 e o VEGF podem
ser mais especificos. Isto demonstra que a caracterizacdo imunoistoquimica auxilia
na deteccdo da origem tumoral e isto pode influenciar no progndstico.

Objetivou-se com esta pesquisa realizar uma avaliacdo histopatolégica e
imunoistoquimica das neoplasias de bexigas de animais que apresentam hematuria
enzodtica bovina na regido sul do Espirito Santo a fim de verificar a histogénese

tumoral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pteridium aquilinum E SEUS PRINCIPIOS TOXICOS

A Pteridium aquilinum, conhecida popularmente como “samambaia-do-
campo” ou simplesmente “samambaia”, pertence a familia Polypodiacea, ao género
Pteridium que compreende apenas uma sé espécie, P. aquilinum que, por sua vez,
contém duas subespécies P. aquilinum aquilinum e P. aquilinum caudatum.
Entretanto, no Brasil, encontra-se a P. aquilinum, subespécie caudatum, variedade
arachnoideum que ocorre em regides montanhosas e serras do Sul e Sudeste,
desenvolvendo-se melhor em zonas frias, de boa pluviosidade e com solos bem
drenados e acidos (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

Pteridium aquilinum é uma planta rizomatosa com folhas grandes bipinadas
gue medem de 60 a 180 cm de comprimento e 60 a 120 cm de largura. As folhas
formam touceiras densas, ou se estendem ao longo dos rizomas que ficam
profundamente enterrados, o que permite a planta resistir as queimadas. A espécie
€ considerada invasora, sendo bastante frequente em solos acidos, arenosos e de
baixa fertilidade, infestando campos, encosta de morros, matas ciliares, capoeiras,
beiras de matas e estradas. Pteridium aquilinum, se mantém exuberante em
ambientes onde ha pouca competicdo, por isso, a remocdo da cobertura vegetal
cria 0 habitat ideal para a invasdo. Quando infesta pastos, sua erradicacdo é muito
dificil, pois seus rizomas penetram profundamente no solo e voltam a brotar mesmo
quando as pastagens sdo renovadas e seus esporos podem viajar por quildmetros
carregados pelo ar e colonizar outras areas das pastagens (SPINOSA; GORNIAK;
PALERMO-NETO, 2008)

Pteridium aquilinum é considerada uma das plantas téxicas mais importantes
no mundo, apresenta distribuicdo cosmopolita e causa quadros de intoxicacdo em
varias espécies de animais, principalmente em rebanhos bovinos e equinos de
diversas partes do mundo (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000). Apresenta
alto potencial carcinogénico, que pode ser observado tanto em animais, quanto em
seres humanos que consomem a planta (ALONSO-AMELOT, 1999; SUGIMURA,
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2000). Pteridium spp. € a unica planta conhecida capaz de levar ao surgimento
natural de neoplasias em animais (SMITH, 1997).

Pteridium aquilinum apresenta varios principios toxicos. Dentre eles,
destacam-se a tiaminase e o ptaquilosideo. A tiaminase é uma enzima que hidrolisa
a tiamina (vitamina B;) inativando-a. Sua inibicdo altera o metabolismo de gorduras,
carboidratos e proteinas, isso ocorre, pois a tiamina é um cofator em reacdes de
descarboxilagdo, como a conversdo do piruvato a acetil-CoA e a oxidacdo de a-
cetoglutarato a succinil-CoA. A tiaminase € a responsavel por quadros neurolégicos
observados somente em monogastricos, pois ruminantes tem produgéo de tiamina
por microorganismos do rimen (SPINOSA; GORNIAK; PALERMO-NETO, 2008).

O ptaquilosideo € um glicosideo carcinogénico encontrado em Pteridium
aquilinum (SPINOSA; GORNIAK; PALERMO-NETO, 2008) e pode ser encontrado
no leite de vacas que consomem a samambaia (ALONSO-AMELOT; CASTILLO; DE
JONGH, 1993). O ptaquilosideo é um composto instadvel em solucdo aquosa na
presenca de acido, base ou calor, degradando-se rapidamente em pterosina B e D-
(+) glicose. Em condi¢@es alcalinas o ptaquilosideo pode dar origem a um conjugado
denominado dienona. A dienona € o verdadeiro composto toxico da samambaia,
pois apresenta o anel ciclopropil aberto e promove o0 aparecimento de uma
terminacdo livre (OH), que interage, preferencialmente com um atomo de nitrogénio
da base adenina do DNA. Portanto, por atravessar a membrana celular e nuclear da
célula, a dienona pode associar-se ao DNA, provocando uma alteracdo permanente
e irreparavel em determinados genes, propiciando a formacao e multiplicacdo de um
tecido afuncional e neoplasico (SPINOSA; GORNIAK; PALERMO-NETO, 2008).

Como os ruminantes apresentam urina e saliva alcalina (RADOSTITIS et al.,
2007) as neoplasias se desenvolvem principalmente nas vias digestivas superiores e
na bexiga urinaria, no entanto para que iSSo ocorra € necessario que ocorra uma
ingestdo cronica da planta (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000). O
ptaquilosideo afeta também a medula éssea causando anemia aplastica crénica
(SCHALM; JAIN, 1986).
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2.2 EFEITOS TOXICOS DE Pteridium aquilinum

O principal fator que faz com que o0s animais consumam a samambaia € a
fome, que pode ser decorrrente de uma superlotacdo dos pastos, que ocasiona falta
de material fibroso na alimentacdo e de periodos de seca. Os animais podem ainda
ser intoxicados ao serem colocados em pastos contaminados apds transporte
prolongado, pelo habito de comerem a planta e pelo uso de fenos contaminados
(GAVA, 1994).

Os animais acometidos pelos compostos quimicos de P. aquilinum podem
desenvolver diversos quadros clinicos. Em equinos é possivel observar sinais
neurolégicos e em bovinos pode-se observar trés quadros clinicos de intoxicacao
(TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

Animais monogastricos, principalmente os equinos, quando intoxicados pela
ingestdo de P. aquilinum apresentam sintomatologia neurolégica. A morte pode ser
precedida de espasmos clonicos e opistétono. Deve-se fazer diferenciagdo com
raiva, encefalomielite e leucomaléacia equina (SPINOSA; GORNIAK; PALERMO-
NETO, 2008).

Bovinos que ingerem quantidades iguais ou superiores a 10g kg™dia™, por 2-
11 semanas podem desenvolver um quadro agudo de didtese hemorragica
(TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

A didtese hemorragica manifesta-se clinicamente nos animais como uma
sindrome hemorragica, acompanhada por temperatura retal elevada, petéquias pela
pele e mucosas visiveis, corrimento nasal muco-sanguinolento, diarréia com sangue,
(TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000; MARCAL et al., 2002) e hemorragias
em locais de puncéo por agulha (RISSI et al., 2007). A morte pode ocorrer até 72
horas apds o inicio dos sintomas (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000;
MARCAL et al., 2002).

Em animais que morreram em decorréncia da diatese hemorragica, ao se
realizar a necropsia é possivel observar. lesbes hemorragicas no subcutaneo,
hemorragias no bacgo, intestino e bexiga, uUlceras nas mucosas do abomaso e
intestino delgado, edema e petéquias no trato digestivo, restos de samambaia no
ramen (MARCAL et al., 2002) e éareas de infarto nos rins e figado (RISSI et al.,
2007). Ao realizar o exame histopatologico pode-se encontrar rarefacdo de tecido

hematopoiético na medula Ossea, depressdo da série megacariocitica e
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granulocitica (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000; MARCAL et al., 2002;
RISSI et al., 2007), hemorragias intramurais e nas serosas de varios 6rgaos, areas
focais de necrose invadidas por bactérias, principalmente no figado e rim, trombos e
areas de necrose nos pulmdes (RISSI et al., 2007).

Os bovinos que ingerem P. aquilinum em uma quantidade inferior a 10g kg
'dia®, durante um ou mais anos podem desenvolver os quadros crénicos de
carcinomas de células escamosas no trato alimentar superior ou de hematuria
enzodtica bovina (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

Nos casos de intoxicagao cronica que acometem o trato alimentar superior e
causa o aparecimento de carcinoma de células escamosas é possivel encontrar 0s
quadros clinicos de: emagrecimento progressivo, tosse, timpanismo, regurgitacdo
(RISSI et al., 2007; GABRIEL et al., 2009), atonia ruminal, disfagia, estertor, apetite
seletivo, sialorréia, anorexia, extensdo do pescoco, fraqueza, dificuldade de deglutir,
halitose, decubito, dispnéia, edema de faringe, secrecao nasal e queda na producao
de leite (GABRIEL et al., 2009).

No hemograma dos animais com o quadro crénico de carcinoma de células
escamosas no trato alimentar superior na maioria das vezes ndo ha alteracdes, no
entanto em alguns casos, pode-se encontrar anemia arregenerativa leve, linfopenia,
eosinofilia e monocitose (GABRIEL et al., 2009).

Os achados necroscoOpicos sdo: massas tumorais no trato digestivo (base da
lingua, palato mole, faringe, eséfago, entrada do rimen), e podem estar associadas
a papilomas; metastases no pulmao, linfonodos cervicais, retrofaringeos, abdominais
e figado. Carcinomas de células escamosas e papilomas no trato digestivo sao
observados no exame histopatologico (RISSI et al., 2007).

Animais que sdo acometidos pelos carcinomas de células escamosas no trato
alimentar superior podem concomitantemente apresentar na bexiga lesbes
neoplasicas como fibroma, hemangioma, papilomas, hemangiossarcoma e
carcinoma de células de transicdo. Além das lesdes neoplésicas, lesdes nédo
neoplasicas como displasia, ninhos de Brunn, hiperplasia, cistite cistica, cistite
polipdide, dilatagéo vascular, hemorragia, edema e foliculos linféides também podem
ser observadas em associacdo (GABRIEL et al., 2009).

Outro quadro crénico causado pela intoxicacdo pela samambaia é conhecido

como hematuria enzodtica bovina que é uma doenca ndo infecciosa (TOKARNIA,
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DOBEREINER; PEIXOTO, 2000) que se caracteriza pelo surgimento de neoplasias
na mucosa da bexiga (RADOSTITIS et al., 2007).

2.3 HEMATURIA ENZOOTICA BOVINA

2.3.1 Epidemiologia

A hematlria enzodtica bovina (HEB) tem sido relatada principalmente em
locais que apresentam altitude com variacdo de 200 a 1000 metros (FRANCA,;
TOKARNIA; PEIXOTO, 2002) e, por apresentar progressdo cronica, nao tem
distribuicdo sazonal (GAVA et al., 2002).

No Brasil foi diagnosticada em diversos estados como: Rio de Janeiro, S&o
Paulo, Minas Gerais, Parana, Amazonia, Espirito Santo, Santa Catarina (PEIXOTO
et al., 2003). E uma doenca que afeta bovinos machos e fémeas, com idade superior
a dois anos e ndo tem predisposicdo por raca (TOKARNIA; DOBEREINER;
PEIXOTO, 2000).

Além dos principios toxicos imunossupressores encontados em P. aquilinum,
o papilomavirus bovino tipo 2 (BPV2) também pode estar associado na patogénese
da HEB. Acredita-se que o virus permanece em laténcia no urotélio dos animais e
gue gquando estes se alimentam de samambaia ocorre imunossupressao e, desta
forma, ha o desenvolvimento de neoplasias na mucosa da bexiga (CAMPO et al.,
1992).

O BPV-2 foi encontrado em associacdo com carcinoma papilar infiltrativo,
carcinoma papilar ndo infiltrativo, carcinoma in situ, carcinoma infiltrativo e displasia
severa (BALCOS et al., 2008).

2.3.2 Sinais clinicos

Animais intoxicados de forma crbnica que desenvolvem HEB apresentam

como sinais clinicos emagrecimento progressivo, urina escura (SOUTO et al., 2006;
RISSI et al., 2007; GABRIEL et al., 2009), palidez acentuada das mucosas,
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hematdria intermitente durante meses (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000;
SOUTO et al.,, 2006; GABRIEL et al., 2009), prostracdo, incontinéncia urinaria
(TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000; GABRIEL et al., 2009), diminui¢do na
producdo de leite, tenesmo, obstrucéo uretral, uremia, arqueamento (RADOSTITIS
et al.,, 2007), apetite seletivo, anorexia, decubito lateral, dor abdominal, fraqueza
(GABRIEL et al., 2009) e morte (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000;
RADOSTITIS et al., 2007).

Os sinais clinicos apresentados por bovinos acometidos pela HEB podem
desaparecer se 0os animais forem retirados dos pastos infestados pela samambaia e
receberem boa alimentacdo. Esta remissdo dos sinais clinicos ocorre principalmente
se a infeccdo estiver no inicio, mas podem reaparecer se 0S animais voltarem a
ingerir a planta (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

2.3.3 Diagnésticos hematolégicos, bioquimicos e urinarios

A perda continua de sangue na urina em bovinos que apresentam HEB pode
causar anemia arregenerativa com reducdo no hematécrito e na hemoglobina
(SINGH; JOSHI; RAY, 1972; GABRIEL et al.,, 2009), aumento da fragilidade de
eritrocitos, assim como, linfocitose e neutropenia devido a inflamacédo cronica
(SINGH; JOSHI; RAY, 1972), linfopenia e leucocitose por neutrofilia (GABRIEL et al.,
2009).

Animais com HEB podem apresentar quadros de macro ou microhematuria. A
macrohematuria se caracteriza pela presenca de coagulos de sangue na urina apos
centrifugacdo, enquanto que na microhematudria, o sangue pode nao ser observado
macroscopicamente. Em casos de microhematuria, os animais apresentam a forma
subclinica da doenca e, portanto, podem revelar hematocrito normal apos realizacéo
de hemograma (FALBO et al., 2005).

Exames de urina devem ser realizados para diagnéstico de HEB. Estes
exames podem ser feitos com tiras reativas que demonstram sensibilidade de
88,29% e especificidade de 99,16%, no entanto, este método n&o diagnostica
animais em quadros subclinicos, enquanto que o exame do sedimento urinario

apresenta sensibilidade de 97,87% e especificidade de 100% e € capaz de
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diferenciar macro de microhematutria (SANCHEZ-VILLALOBOS et al., 2006). A
urinalise também pode revelar proteinuria (FALBO et al., 2005).

O exame bioquimico dos animais com HEB revelam diminuicdo nos niveis
séricos de calcio (SINGH; JOSHI; RAY, 1972; FALBO et al., 2005) e fosforo, e,
aumento da creatinina sérica e fosfatase acida (SINGH; JOSHI; RAY, 1972). Ha
relatos de que os niveis de fosforo e magnésio se manteram normais em animais
com HEB (FALBO et al., 2005).

2.3.4 Diagndéstico macroscoépico

Durante o desenvolvimento embrionario, a bexiga é constituida por uma
dilatacdo que, no sentido cranial, apresenta o ducto alantéico e, no sentido caudal,
uma uretra ndo dilatada. O ducto alantéico ou Uraco acompanha a abertura umbilical
até o alantdide (expanséo extra-embrionaria), local que acumula urina. A porcéo do
ducto que fica dentro do feto sofre enrugamento e forma a cicatriz no apice da
bexiga (DYCE; SACK; WENSING, 2004).

A bexiga é um 6rgdo que possui a funcdo de estocar a urina e com
capacidade de distensdo, e por isto, seu tamanho, posicdo ou relacbes nédo sao
constantes. Quando a bexiga esta vazia sua parede se apresenta espessa e sua
localizacdo € restrita a cavidade pélvica, entretanto, ao ficar repleta, a parede
apresenta-se delgada, o 6rgao fica piriforme e divide-se em um &pice (vértice
cranial), um corpo intermediario e um colo caudal, e ocorre projecdo para a cavidade
abdominal (DYCE; SACK; WENSING, 2004).

O aspecto macroscopico das lesdes neoplasicas encontradas nas bexigas de
animais com HEB é muito variado e, de acordo com a vascularizagdo, os tumores
podem ser palidos ou hemorragicos. Assim como o tamanho das lesdes podem ser
variados, ha crescimentos exofiticos que tem o didmetro com variagdo de milimetros
a centimetros. Ha também os crescimentos endofiticos que apresentam formatos
variados, desde discretas ondula¢cdes da mucosa com mudanca moderada da cor
até crescimentos infiltrativos profundos com alteracéo acentuada na mudanca da cor
(CARVALHO; PINTO; PELETEIRO, 2006, GABRIEL et al., 2009).

Desta forma, os achados macroscopicos em bexigas de animais com HEB

podem ser: multiplas formacdes polipdides avermelhadas, massa tumoral firme de
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superficie amarelada e irregular que protui da mucosa, mdultiplas elevacdes
avermelhadas (SOUTO et al., 2006), formacdes nodulares fixas a mucosa,
formacdes verrucoides (GONZALES et al., 2004).

Além disto, ao realizar a necropsia dos animais com HEB, €& possivel
encontrar urina vermelha, tumores, ulceracdo e acumulo de fibrina na mucosa
vesical (FALBO et al.,, 2005; RISSI et al., 2007), mucosa oral e ocular palidas,
sangue de aspecto aquoso, bexiga aumentada de volume, hidronefrose (SOUTO et
al., 2006, GABRIEL et al., 2009, NUNES et al., 2011), hidroureter (GABRIEL et al.,
2009, NUNES et al.,, 2011), mucosa vesical enrijecida, degeneracdo da mucosa,
massas gelatinosas escuras (GONZALES et al., 2004); hemorragias multifocais na

mucosa da bexiga, pielonefrite e ruptura da bexiga (GABRIEL et al., 2009).

2.3.5 Diagnédstico microscopico

A bexiga apresenta como estruturas histolégicas normais: mucosa formada
por epitélio de transi¢do e por lamina propria de tecido conjuntivo que varia de frouxo
a denso, tanica muscular formada por uma camada longitudinal interna e circular
externa e a parte superior revestida por serosa, enquanto a parte inferior é revestida
por adventicia (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

O urotélio que reveste a bexiga tem origem embriolégica distinta de acordo
com a regido do 6rgdo. O epitélio da regido trigonal dorsal é originado do
mesoderma do ducto mesonéfrico, enquanto o epitélio da parte remanescente
origina-se do endoderma do intestino posterior. O mesoderma local origina as
camadas mais externas da parede da bexiga (DYCE; SACK; WENSING, 2004).

As células mais superficiais do epitélio de transicao apresentam na membrana
plasmatica placas espessas com a fungdo de realizar uma barreira osmoética entre a
urina e os fluidos teciduais (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Na avaliacdo microscopica de bexigas de bovinos com HEB pode-se
encontrar lesbes ndo neoplasicas como: espessura variada de uma a varias
camadas do epitélio transicional caracterizando hiperplasia (PEIXOTO et al., 2003;
FALBO et al., 2005; CARVALHO; PINTO; PELETEIRO, 2006; BALCOS et al., 2008;
OLIVEIRA, 2009; GABRIEL et al., 2009), forma¢cbes metaplasicas de tipo epitelial
escamoso ou epitelial cilindrico (PEIXOTO et al., 2003; FALBO et al., 2005;
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CARVALHO; PINTO; PELETEIRO, 2006; OLIVEIRA, 2009; GABRIEL et al., 2009),
infiltrado inflamatério mononuclear com formacgédo de noédulos (PEIXOTO et al.,
2003; GONZALES et al., 2004; FALBO et al, 2005; CARVALHO; PINTO;
PELETEIRO, 2006; BALCOS et al., 2008; OLIVEIRA, 2009; GABRIEL et al., 2009),
hemorragia (PEIXOTO et al., 2003; GONZALES et al., 2004; OLIVEIRA, 2009;
GABRIEL et al.,, 2009), displasia (PEIXOTO et al., 2003; BALCOS et al., 2008;
OLIVEIRA, 2009; GABRIEL et al., 2009), cistite cistica, ninhos de Brunn (PEIXOTO
et al., 2003; CARVALHO; PINTO; PELETEIRO, 2006; OLIVEIRA, 2009; GABRIEL et
al., 2009), proliferagdo vascular, fibrose (PEIXOTO et al., 2003; OLIVEIRA, 2009;
GABRIEL et al., 2009), cistite hemorragica (SOUTO et al., 2006) e a hematuria em
alguns casos pode estar associada apenas a congestdo e a ectasia de vasos
sanguineos (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000; OLIVEIRA, 2009).

Além das lesdes ndo neoplasicas podem ser encontrados focos de
hematopoese extramedular em 6rgdos como baco e figado (SOUTO et al., 2006).

Os tumores encontrados no exame histopatolégico de bexigas de animais
com HEB podem ser tanto de origem epitelial quanto mesenquimal, entretanto para
qualguer origem embriolégica metastases destes tumores sdo raras (TOKARNIA;
DOBEREINER; PEIXOTO, 2000; PEIXOTO et al., 2003). No entanto, em casos de
carcinomas de células escamosas e hemangiossarcomas, podem ocorrer
metastases para linfonodos regionais (GABRIEL et al., 2009). O local em que os
tumores sdo mais comumente encontrados € a regido do trigono vesical (OLIVEIRA,
2009; GABRIEL et al., 2009).

Os tipos de neoplasias mesenquimais que podem ser encontradas sao:
hemangiomas, hemangiossarcomas, (PEIXOTO et al., 2003; SOUTO et al., 2006;
GONZALES et al., 2004; CARVALHO; PINTO; PELETEIRO, 2006; RISSI et al.,
2007; CARVALHO et al., 2009; GABRIEL et al., 2009), hemangiopericitossarcoma,
mixossarcoma, rabdomiossarcoma, leiomiossarcoma (GONZALES et al., 2004),
hemangioendotelioma (CARVALHO; PINTO; PELETEIRO, 2006; CARVALHO et al.,
2009), fiboroma (CARVALHO; PINTO; PELETEIRO, 2006).

De origem epitelial podem ser encontrados: carcinoma de células escamosas
(PEIXOTO et al., 2003; GONZALES et al., 2004; CARVALHO; PINTO; PELETEIRO,
2006; SOUTO et al., 2006; GABRIEL et al., 2009), carcinoma de células
transicionais (PEIXOTO et al., 2003; GONZALES et al., 2004; FALBO et al., 2005;
CARVALHO; PINTO; PELETEIRO, 2006, GABRIEL et al., 2009), carcinoma in situ,
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carcinoma papilar, carcinoma tubular (PEIXOTO et al., 2003; GONZALES et al.,
2004), papiloma (PEIXOTO et al., 2003; GONZALES et al., 2004; CARVALHO;
PINTO; PELETEIRO, 2006; GABRIEL et al., 2009), adenocarcinoma (PEIXOTO et
al., 2003; CARVALHO; PINTO; PELETEIRO, 2006), carcinoma trabecular com
diferenciacdo em células de Paneth, adenoma e adenocarcinoma mesonefréides,
carcinoma signet ring (anel de sinete), carcinoma plasmocitoide, carcinoma de
células cromoéfobas, carcinoma transicional tipo ninhado (PEIXOTO et al., 2003),
papiloma invertido, adenoma (CARVALHO; PINTO; PELETEIRO, 2006).

2.3.6 Métodos auxiliares no diagnostico da HEB

2.3.6.1 Histoquimica

O método histoquimico pode ser utilizado no diagndstico de HEB com o intuito
de auxiliar na classificacdo de alguns tipos neoplasicos bem como identificar
algumas lesdes ndo neoplasicas. A histoquimica de Hale, por exemplo, pode ser
empregada para o diagndstico de mixossarcomas, enquanto que, o tricromico de
Masson pode identificar rabdomiossarcomas e leiomiossarcomas (GONZALES et al.,
2004). Nos casos em que ha necessidade de fazer uma melhor avaliacdo do tecido
conjuntivo o acido periddico de Schiff (PAS), o azul de toluidina e o tricrdmico de
Masson podem e devem ser utilizados (PEIXOTO et al., 2003).

Em lesBes ndo neoplasicas como as metaplasias glandulares em que ocorre
a producédo de muco pode-se utilizar os corantes acido periddico de Schiff (PAS) e
azul alciano (alcian blue) (GABRIEL et al., 2009).

2.3.6.2 Imunoistoquimica

A imunoistoquimica € uma técnica que combina técnicas histologicas,
imunologicas e bioquimicas, para detectar antigenos nos tecidos por meio de
anticorpos especificos e moléculas marcadoras, pode e deve ser utilizada para o
diagnéstico preciso das neoplasias (RAMOS-VARA, 2005).
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A imunoistoquimica pode ser utilizada a fim de auxiliar no diagnostico e no
progndéstico das neoplasias encontradas em bexigas. Os anticorpos ja utilizados
para realizacdo da técnica em neoplasias de bexigas de animais com HEB foram:
anti-CD31, anti-fator VIII, anti-uroplaquina, anti-p53, anti-ciclina D1 (CARVALHO et
al., 2009), anti-citoqueratina e anti-vimentina (GABRIEL et al., 2009).

As citoqueratinas englobam uma grande gama de proteinas filamentares de
tamanho médio que compdem o citoesqueleto das células epiteliais (MOLL et al.,
1982). Os anticorpos monoclonais AE1 podem identificar citoqueratinas acidas
(baixo peso molecular 56,5 kDa), enquanto o0s anticorpos monoclonais AE3
identificam citoqueratinas basicas (alto peso molecular de 65 a 67 kDa) (SCHLEGEL
et al., 1980). As citoqueratinas de baixo peso molecular, que sdo encontradas no
epitélio simples e ductal e ndo no epitélio escamoso, sdo marcadas pelo CAM 5.2, e
as citoqueratinas de alto peso molecular, presentes no epitélio escamoso e ductal e
ausentes no epitélio simples, sdo marcadas pelo 34Bel2 (ALVES, 1995).

A vimentina € o principal filamento intermediario que compde o citoesqueleto
e participa na arquitetura celular, integridade tecidual, adesdo, migracdo e
sinalizacao celular (IVASKA et al., 2007). Entretanto, apresenta apenas um tipo de
molécula com peso molecular de 55 kDa (ALVES, 1995) e é encontrada nas células
de origem mesenquimal como os fibroblastos, células musculares, adip6citos,
células endoteliais, leucocitos (ALVES, 1995; IVASKA et al.,, 2007) e células
mioepiteliais (IVASKA et al., 2007).

As uroplaquinas formam um complexo pouco solivel e sdo encontradas
quando em estagios avancados de diferenciacao nas células superficiais do urotélio.
Apresentam pesos moleculares variados que permitem classifica-las em diferentes
tipos como: uroplaquina | (27 kDa), uroplaquina Il (15 kDa) e uroplaquina Il (47 kDa)
estes trés tipos foram isoladas da bexiga de bovinos. Entretanto, as uroplaquinas | e
II foram encontradas apenas na superficie do urotélio e a uroplaquina 1l foi
encontrada em todas as camadas do urotélio maduro (WU et al., 1990).

A bexiga de bovinos apresenta duas isoformas para a uroplaquina |,
uroplaquina la com 27 kDa e uroplaquina Ib com 28 kDa (YU et al., 1994). Os quatro
tipos de uroplaquina, la, Ib, Il e Ill foram encontradas também no urotélio de bexigas
de humanos, macacos, ovinos, suinos, caninos, coelhos, ratos e camundongos (WU
et al., 1994).


http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-98681998000100003&lang=es#schlegel
http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-98681998000100003&lang=es#schlegel
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Os vasos sanguineos mantém sua integridade devido a presenca da molécula
de adesado celular endotelial plaguetaria 1 (PECAM-1) também conhecida como
CD31 nas células endoteliais. O CD31 mantém a integridade endotelial através da
adeséao célula-célula ou célula-matriz extracelular e auxilia na passagem das células
sanguineas para a luz dos vasos (BEHAR et al., 1996; BLANKENBERG; BARBAUX;
TIRET, 2003; LISTI et al., 2004). Esta molécula pode se expressar na superficie de
células endoteliais, plaquetas e leucocitos (ELRAYESS; TALMUD, 2005), como
macrofagos e histiocitos (AKIBA et al., 2011).

Outra glicoproteina que pode ser encontrada nos vasos sanguineos € o fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF). Esta glicoproteina aumenta a
permeabilidade microvascular, estimula a proliferacdo e migracdo de células
endoteliais, promove a angiogénese (YLA-HERTTUALA et al., 2007) e participa
efetivamente na patogénese de malformacgdes vasculares (PAVLOV et al., 2011).

Os anticorpos anti-CD31 e anti-fator VIII foram utilizados no diagnéstico de
neoplasias de bexigas de bovinos com HEB de origem vascular e o CD31 se
mostrou mais sensivel para o diagndstico de tais neoplasias. Entretanto a
uroplaquina foi utilizada para caracterizar o urotélio destas bexigas (CARVALHO et
al., 2009).

Os biomarcadores anti-citoqueratina e anti-vimentina foram utilizados para
distinguir a origem epitelial e mesenquimal, respectivamente, das neoplasias
vesicais de bovinos com HEB (GABRIEL et al., 2009). Enquanto que anti-ciclina D1
e anti-p53 foram utilizados para avaliar o comportamento tumoral e apresentaram
maior expressédo nos tumores com maior grau de malignidade (CARVALHO et al.,
2009).

O VEGF é um marcador que pode ser utilizado para estabelecer correlacao
significativa com os diferentes aspectos clinicopatolégicos tumorais, como o0
tamanho da lesdo, presenca de invasdo vascular, presenca de metastases
linfonodais, diferenciacéo tumoral e, em especial, como progndstico do paciente que
pode ser observado através de taxas de sobrevida apés o tratamento (PINHO,
2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Blankenberg%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Barbaux%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tiret%20L%22%5BAuthor%5D
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2.3.6.3 Outros métodos de diagndstico

Novos métodos para o diagnéstico de hemataria enzodtica bovina tém sido
propostos como as avaliacdes ultrassonograficas por via retal em bovinos para
deteccdo de neoplasias na bexiga. Este método tem se demonstrado n&o invasivo e
efetivo no diagndstico precoce de HEB e se baseia no espessamento da parede
vesical e na ecogenicidade tanto da parede quanto do contetdo vesical (HOQUE et
al.; 2002; CAMARA et al.; 2009).

Outro método avancado para o diagnostico de HEB é o teste citogenético.
Este teste permite avaliar células com aneuploidias, quebras de crométides, quebras
cromossOmicas, aberragdes estruturais celulares e tem sido comprovado que tais

alteracdes sdo maiores em animais acometidos pela doenca (PERETTI et al., 2007).
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3.1 RESUMO

A hematuria enzodtica bovina é causada pela intoxicacao por Pteridium aquilinum e
caracterizada pela presenca de sangue na urina e desenvolvimento de neoplasias
na bexiga. Objetivou-se com este trabalho caracterizar histopatologicamente bexigas
de bovinos associadas a hematlria enzodtica e obter dados epidemiolégicos
relacionados a esta doenca na microrregido do Caparad, ES. Bexigas de bovinos
oriundos de municipios com a presenca de Pteridium aquilinum que apresentaram
lesGes macroscopicas e/ou hematuria foram selecionadas no matadouro frigorifico
de Muniz Freire, ES. Amostras com quatro fragmentos de cada bexiga foram fixadas
em formol a 10%, submetidas ao processamento histoldgico de rotina e classificadas

histomorfologicamente. Os dados epidemiolégicos mostraram que as bexigas
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utilizadas eram oriundas de bovinos dos municipios de: Guagui, ES, Muniz Freire,
ES, Alegre, ES, luna, ES, Afonso Claudio, ES e Mutum, MG. Dos bovinos 36,95%
eram machos e 63,05% fémeas. Macrohematuria foi observada em 50% e
microhematudria em 50% das bexigas. As lesdes macroscopicas incluiram petéquias,
lesbes papilomatosas, hemangiomatosas, sobrelevadas em placa e depressdes
brancacentas. Lesdes ndo neoplésicas foram observadas em 100% das amostras.
Os processos ndo neoplasicos revelaram displasia, metaplasia de células claras,
hiperplasia, hemorragia, cistite cistica, ninhos de Brunn, inflamacao, proliferacéo,
dilatacdo, ectasia e espessamento vascular. LesGes neoplésicas foram encontradas
em 56,52% das bexigas e 53,85% eram epiteliais e 88,46% mesenquimais. As
lesdes neoplasicas encontradas foram: carcinoma urotelial, carcinoma in situ,
adenocarcinoma, hemangioma, mixoma e hemangiossarcoma. A presenca de
neoplasias foi significativa (p<0,05) na porcdo caudal da bexiga. Houve maior
frequéncia (p<0,05) de displasia, metaplasia de células claras, inflamacédo e
espessamento vascular em bexigas com neoplasia. Conclui-se que bexigas de
bovinos com hematlria enzoltica apresentam lesfes ndo neoplasicas e
neoplasicas, isoladas ou associadas, que estdo envolvidas nos sinais clinicos da
doenca. Os dados epidemioldégicos mostraram que existem animais com HEB em
municipios da microrregido do Caparad, ES e regides limitrofes.

Palavras-chave: HEB. bexiga. neoplasma. histogénese tumoral.

3.2 ABSTRACT

Bovine enzootic hematuria is caused by poisoning Pteridium aquilinum and
characterized by the presence of blood in the urine and bladder neoplasms
development. The objective of this study was to characterize histopathologically
bladders of bovines associated with enzootic hematuria and obtain epidemiological
data related to this disease from Caparad microregion in the state of Espirito Santo,
Brazil. Urinary bladders from cattle coming from municipalities with the presence of
Pteridium aquilinum presenting macroscopic lesions and/or hematuria were selected
at the slaughterhouse from the Muniz Freire, ES. Samples with four fragments of

each bladder were fixed in formalin 10%, submitted to routine histological processing
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and ranked histomorphologically. The epidemiological data revealed that the
bladders used were from bovines of the municipalities: Guacui, ES, Muniz Freire, ES,
Alegre, ES, Iuna, ES, Afonso Claudio, ES and Mutum, MG. Of bovines 36.95% were
males and 63.05% females. Macrohematuria was observed in 50% and
microhematuria in 50% of the bladders. The macroscopic lesions included petechia,
papillomatous lesions, hemangiomatous lesions, lesions in high relief plate-shaped,
and low relief. Non-neoplastic lesions were observed in 100% of the samples. The
non-neoplastic processes revealed dysplasia, clear cell metaplasia, hyperplasia,
hemorrhage, cystic cystitis, Brunn nests, inflammation, vascular proliferation,
vascular dilatation, vascular thickening, and vascular ectasia. Neoplastic lesions
were found in 56.52% of the bladders, and of these 53.85% were epithelial origin and
88.46% mesenchymal origin. The neoplastic processes were urothelial carcinoma, in
situ carcinoma, adenocarcinoma, hemangioma, myxoma and hemangiosarcoma.
The presence of neoplasms was significant (p<0.05) in the caudal portion of the
bladder. There was a higher frequency (p<0.05) of dysplasia, clear cell metaplasia,
inflammation and vascular thickening in bladders with neoplasm. It is concluded that
in bladders of cattle with enzootic haematuria have non-neoplastic and neoplastic
lesions, isolated or associated, which are involved in clinical signs of disease. The
epidemiological data showed that there are animals with BEH in the municipalities of

the Caparad microregion, Espirito Santo state, Brazil and neighboring regions.

Keywords: HEB. bladder. neoplasm. histogenesis.

3.3 INTRODUCAO

Pteridium aquilinum é considerada uma das plantas téxicas mais importantes
no mundo e é conhecida popularmente como samambaia. Esta planta apresenta
distribuicdo cosmopolita e causa quadros de intoxicacdo em varias espécies de
animais, principalmente em bovinos. Possui ainda alto potencial carcinogénico, que
pode ser observado tanto em animais, quanto em seres humanos que consomem a
planta (ALONSO-AMELOT, 1999; SUGIMURA, 2000).

Bovinos que ingerem P. aquilinum em quantidade inferior a 10g kgdia™,

durante um ou mais anos podem desenvolver quadros cronicos de intoxicacao:
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hematuria enzootica bovina (HEB) ou carcinomas do trato alimentar superior
(TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000). O papilomavirus bovino (BPV) pode
estar associado com a samambaia na patogénese da doenca (CAMPO et al., 1992;
BALCOS et al., 2008).

A HEB é caracterizada clinicamente pela presenca de sangue na urina dos
animais e pelo desenvolvimento de neoplasias na mucosa da bexiga dos bovinos
(RADOSTITIS et al., 2007). Vale ressaltar que as neoplasias encontradas na bexiga
de animais com HEB apresentam, na maioria das vezes, histogénese variada e pode
existir mais de um tipo de neoplasia no mesmo animal (TOKARNIA; DOBEREINER,;
PEIXOTO, 2000; PEIXOTO et al., 2003).

Entretanto, lesdes ndo neoplasicas como displasia, metaplasia, hiperplasia,
hemorragia, inflamacéo e proliferacdes vasculares também podem ser encontradas
nas bexigas de bovinos com HEB e participam efetivamente no surgimento dos
sinais clinicos, associadas ou ndo a presenca de neoplasia (OLIVEIRA, 2009).

Objetivou-se com este trabalho realizar a caracterizacdo histopatologica de
bexigas associadas a hematlria enzodtica bovina, bem como obter dados
epidemioldgicos relacionados a esta doenca na microrregido do Caparad, Espirito
Santo.

3.4 MATERIAL E METODOS

No matadouro frigorifico de Muniz Freire, ES, foram avaliadas 350 bexigas de
bovinos, machos e fémeas, oriundos de propriedades localizadas em municipios da
microrregido do Caparad, ES com histérico da presenca de Pteridium aquilinum.

Prosseguiu-se a abertura das bexigas no sentido caudo-cranial pela face
ventral do Orgdo para verificacdo da presenca de hemataria e/ou lesdes
macroscopicas na mucosa. As bexigas que ndo apresentavam nenhum destes
elementos foram descartadas.

As bexigas selecionadas foram identificadas quanto a procedéncia e
acondicionadas separadamente em sacos plasticos transparentes. Juntamente com
as bexigas foi coletada urina em tubos de 10 mL. Os tubos com urina e as bexigas
foram colocados em caixas isotérmicas com gelo para o transporte ao Setor de

Patologia Animal da Universidade Federal do Espirito Santo.
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No Setor de Patologia Animal, a urina foi centrifugada a 2500 rpm por 10
minutos e em seguida avaliada a presenca de macro ou microhematuria, segundo o
meétodo descrito por Falbo et al. (2005). Em seguida as bexigas foram divididas em
quatro quadrantes (A, B, C e D) e coletadas todas as lesbes macroscopicas
observadas. No quadrante que ndo existiam lesdes visiveis, foi coletado um
fragmento aleatério do centro do quadrante, para avaliagdo microscépica. A

distribuicdo por quadrantes esta representada na Figura 1.

Figura 1- Fotomacrografia de bexiga de bovino com hematuria enzéotica, (amostra
P241/10) com a ilustracdo da divisdo em quadrantes. A e B — quadrantes localizados
na porcao cranial da bexiga e C e D — quadrantes localizados na porcao caudal da
bexiga.

Posteriormente as amostras foram submetidas ao processamento histoldgico
de rotina para inclusdo em parafina. Em seguida, foi realizada a microtomia para a
seccao de cortes histologicos de trés micrometros. Os fragmentos foram depositados
em laminas de vidro com extremidade fosca e corados pelo método Hematoxilina-
Eosina (HE) para avaliacdo das alteracbes morfoldgicas e classificacdo das lesdes.
Microscopicamente as lesdes foram diferenciadas em neoplasicas e néo

neoplasicas, seguindo a metodologia descrita por Oliveira (2009). Entretanto, para



35

identificar e classificar as lesbes ndo neoplasicas, as alteragbes que acometiam o
urotélio foram separadas das que acometiam a lamina propria.

A andlise estatistica descritiva foi utilizada para a classificacdo
histomorfoldgica das lesdes. Para analisar a distribuicdo das neoplasias por regiao
da bexiga, bem como, a associacdo entre as lesées ndo neoplasicas e neoplasicas
em cada bexiga foi realizado o teste de Qui-quadrado acompanhado do teste exato

de Fisher ao nivel de 5% de significancia.

3.5 RESULTADOS

Das 350 bexigas avaliadas, 46 foram selecionadas por apresentarem lesdes
macroscopicas e/ou hematuria. Em relacdo aos dados epidemioldgicos, verificou-se
que as bexigas utilizadas neste estudo eram oriundas de bovinos dos municipios de:
Guacui, ES 50% (23/46), Muniz Freire, ES 19,57% (9/46), Alegre, ES 13,04% (6/46),
lUna, ES 8,69% (4/46), Afonso Claudio, ES 4,35% (2/46) e Mutum, MG 4,35% (2/46).
Observou-se que 36,95% (17/46) dos bovinos eram machos e 63,05% (29/46)
fémeas.

Foi encontrada macrohematiria em 50% (23/46) das bexigas e
microhemataria em 50% (23/46) e as lesdes macroscépicas estavam presentes em
86,96% (40/46) e ausentes em 13,04% (6/46). As lesdes macroscopicas
encontradas foram: petéquias em 63,04% (29/46), lesGes papilomatosas em 45,65%
(21/46), lesdes hemangiomatosas em 34,78% (16/46), lesbes sobrelevadas em
placa 10,86% (5/46) e lesdes deprimidas brancacentas em 6,52% (3/46). Estes
resultados revelam que em uma mesma bexiga pode-se encontrar mais de uma
lesdo macroscopica. A Figura 2 ilustra a caracterizacdo das lesées macroscépicas

observadas nas bexigas.



36

Figura 2 - Fotomacrografia de lesbes macroscépicas encontradas na mucosa da
bexiga de bovinos com hematuria enzodtica. A — lesdo hemangiomatosa (seta) e
petéquias (cabeca de seta), amostra P227/10. B — lesdo sobrelevada em placa
(seta), amostra P217/10. C — lesdo papilomatosa (seta), amostra P456/10. D — lesdo
brancacenta deprimida (seta), amostra P244/10.

Ao exame microscoépico, lesbes ndo neoplasicas foram observadas em 100%
(46/46) das bexigas, enquanto as lesdes neoplasicas foram encontradas em 56,52%
(26/46).

As lesbes nao neoplasicas encontradas no urotélio foram: displasia em
93,48% (43/46), metaplasia de células claras em 100% (46/46), hiperplasia em
89,13% (41/46), hemorragia em 28,26% (13/46), cistite cistica em 17,39% (8/46) e
ninhos de Brunn em 8,69% (4/46). Na lamina prépria foram encontradas: inflamacao
em 93,48% (43/46), proliferacdo vascular em 100% (46/46), hemorragia em 60,87%
(28/46), ectasia vascular em 93,48% (43/46), dilatacado vascular em 50% (23/46) e
espessamento vascular em 84,78% (39/46). A Figura 3 ilustra algumas das lesbes

nao neoplasicas observadas neste estudo.
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Das 26 bexigas com neoplasia 50% (13/26) apresentaram apenas um tipo
neoplasico, 26,93% (7/26) dois tipos neoplasicos, 15,38% (4/26) trés tipos

neoplasicos e 7,69% (2/26) quatro tipos neoplasicos.

: : R DN O R NN
Figura 3 — Fotomicrografia de leses ndo neoplasicas observadas em bexigas de
bovinos com hematuria enzodtica. A — metaplasia de células claras (MC) e no
urotélio e inflamacéo (l) na lamina propria, amostra P241/10. B — cistite cistica (CC)
e ninhos de Brunn (NB), amostra P229/10. C — hiperplasia urotelial (DP) e
proliferacdo vascular (PV) na lamina propria, amostra P421/10. D — displasia urotelial
(DP), hemorragia (H) e proliferagdo vascular (PV) na lamina propria, amostra
P229/10. Coloracao de hematoxilina-eosina, objetiva de 20x (barra= 50um).

Dentre as neoplasias encontradas nas bexigas 53,85% (14/26) eram tanto de
origem epitelial e 88,46% (23/26) quanto de origem mesenquimal. Em 38,46%
(10/26) das bexigas foram encontradas neoplasias de origem epitelial e
mesenquimal, em 23,08% (6/26) mais de um tipo de neoplasia de origem epitelial e
em 15,38% (4/26) mais de um tipo de neoplasia de origem mesenquimal. As
neoplasias de origem epitelial foram: carcinoma urotelial em 34,61% (9/26);



38

carcinoma in situ em 30,77% (8/26); adenocarcinoma em 15,38% (4/26). As

neoplasias de origem mesenquimal foram: hemangioma em 50% (13/26); mixoma
em 42,31% (11/26) e hemangiossarcoma em 7,69% (2/26). A Figura 4 ilustra as
lesGes neoplasicas observadas neste estudo.

IR ol g . Sh e SRS R S I R
Figura 4 — Fotomicrografia de lesdes neoplasicas observadas em bexigas de
bovinos com hematuria enzodtica. A — carcinoma urotelial (seta), amostra P456/10.
B — adenocarcinoma (seta), amostra P241/10. C — hemangioma (seta), amostra
P456/10. D — mixoma (seta), amostra P449/10. Coloragdo de hematoxilina-eosina,
objetiva de 10x (barra= 100um).

Quando avaliada a distribuicdo das neoplasias por regido da bexiga, ou seja,
por quadrante, observou-se que 13 neoplasias foram encontradas no quadrante A,
11 no quadrante B, 25 no quadrante C e 24 no quadrante D. Estes dados estdo
dispostos na Tabela 1.
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Tabela 1. Distribuicdo dos diferentes tipos de neoplasias encontradas em cada
regido da bexiga em bovinos com hematuria enzodtica na microrregido do Caparao,
Espirito Santo.

Quadrantes*
Neoplasia Total
A B C D
Carcinoma urotelial 2 0 4 4 10
Carcinoma in situ 2 2 5 6 15
Adenocarcinoma 3 1 3 2 9
Hemangioma 2 4 6 8 20
Mixoma 3 4 5 4 16
Hemangiossarcoma 1 0 2 0 3

Total 134 114 258 245 73

"Letras distintas na mesma coluna diferem significativamente pelo teste do Qui-quadrado (p<0,05).

Houve maior ocorréncia de neoplasias nos quadrantes C e D (caudais)
guando comparados com os quadrantes A e B (craniais) demonstrando diferenca
significativa (p<0,05).

Quando foi avaliada a associagao entre a existéncia de lesbes macroscopicas
com a presenca de neoplasias observou-se: nos carcinomas uroteliais, em 88,88%
(8/9) havia lesbes papilomatosas e 11,12% (1/9) lesbes hemangiomatosas; nos
carcinomas in situ, em 25% (2/8) havia lesdes deprimidas brancacentas, em 25%
(2/8) lesbes sobrelevadas em placa, em 12,5% (1/8) hemangiomatosas, 12,5% (1/8)
papilomatosas, 12,5% (1/8) petéquias e 12,5% (1/8) ndo apresentaram lesdes
macroscopicas; nos adenocarcinomas, em 75% (3/4) havia lesdes sobrelevadas em
placa e em 25% (1/4) lesbes deprimidas brancacentas; nos hemangiomas em
76,92% (10/13) havia lesdes hemangiomatosas, em 15,38% (2/13) petéquias e em
7,7% (1/13) lesbes papilomatosas; nos mixomas, em 72,73% (8/11) havia lesGes
papilomatosas, em 9,09% (1/11) hemangiomatosas, em 9,09% (1/11) petéquias e
em 9,09% (1/11) lesbes sobrelevadas em placa; nos hemangiossarcomas, em 100%
(2/2) havia les6es hemangiomatosas.

Lesbes nao neoplasicas foram encontradas em petéquias, lesdes
papilomatosas, lesbes hemangiomatosas, lesdes sobrelevadas em placa e lesGes
deprimidas brancacentas da mucosa da bexiga. Em algumas amostras néo foi

observada qualquer lesdo visivel e, mesmo assim, havia altera¢cdes microscépicas
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do tipo ndo neoplasicas. Desta forma, ndo foi possivel estabelecer as principais
lesBes macroscopicas observadas nos processos ndo neoplésicos.

Houve maior frequéncia de displasia, metaplasia de células claras, inflamacéo
e espessamento vascular em bexigas com neoplasia demonstrando diferenca

significativa (p<0,05).

3.6 DISCUSSAO

A confirmacdo de que os animais deste estudo apresentavam hematuria
enzodtica bovina (HEB) foi realizada de acordo com o estabelecido por Souto et al.
(2006), ao observar os sinais clinicos, as lesdes macro e microscopicas da bexiga e
a epidemiologia.

Os dados epidemiol6gicos com relacdo aos municipios de procedéncia das
bexigas utilizadas neste estudo concordam com Silva et al. (2009). Estes autores
comprovaram que esta regido apresenta relevante prevaléncia para HEB, 56,4%. A
presenca de animais com HEB em municipios da mesma regido também foi
observada por Tokarnia, D6bereiner e Peixoto (2000) e Nunes et al. (2011).

Foram encontradas neoplasias também em animais provenientes dos
municipios de Afonso Claudio, ES e Mutum, MG, que nao fazem parte da
microrregido do Caparad, ES, mas sdo municipios limitrofes e podem apresentar
clima e solo propicios ao desenvolvimento de P. aquilinum.

Ao avaliar o sexo dos animais contatou-se que tanto machos quanto fémeas
apresentaram a doenca. Estes achados estdo de acordo com; Tokarnia, Dobereiner
e Peixoto (2000) e Nunes et al. (2011) que relataram que se pode encontrar esta
doenca em machos e fémeas. Entretanto, Silva et al. (2009) encontraram
predominéancia de HEB em fémeas, ressalta-se que estes pesquisadores estudaram
a doenca apenas em vacas destinadas a producéo de leite.

Os animais acometidos pela doengca podem apresentar tanto macro quanto
microhematiria (FALBO et al.,, 2005; SANCHEZ-VILLALOBOS et al., 2006).
Entretanto, os animais que apresentam microhematuria na maioria das vezes
apresentam um quadro subclinico e sao diagnosticados apenas na urinalise (FALBO

et al., 2005). Os dados coletados para a avaliagdo da urina revelam que o nimero
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de animais que apresentaram a forma clinica da doenca foi igual aos que
apresentaram a forma subclinica.

Ao avaliar macroscopicamente as bexigas foi possivel observar diversos tipos
de lesGes e estas foram semelhantes as observadas por Carvalho, Pinto e Peleteiro
(2006). Nas bexigas de animais com HEB podem ainda ser encontrados tumores de
outros aspectos como: multiplas formacdes polipdides avermelhadas, massa tumoral
firme de superficie amarelada e irregular que protui da mucosa, multiplas elevacdes
avermelhadas (SOUTO et al., 2006), formacfes nodulares fixas a mucosa e
formacdes verrucoides (GONZALES et al., 2004).

Na avaliagdo microscopica observou-se presenca de diversas lesdes nao
neoplasicas que foram semelhantes as encontradas por Oliveira (2009). A existéncia
de lesdes neoplasicas e ndo neoplasicas em uma mesma bexiga também foi
encontrada por Carvalho, Pinto e Peleteiro (2006). Além disto, neste estudo foi
observado mais de um tipo de neoplasia por bexiga o que concorda com os relatos
de Tokarnia, Dobereiner e Peixoto (2000), Peixoto et al. (2003), Gonzales et al.
(2004), Carvalho et al. (2009) que encontraram na bexiga de animais com HEB
diversos tipos de processos neoplasicos de origem epitelial e mesenquimal, e
afirmaram que o mesmo animal pode apresentar histogénese variada nesses
tumores.

Os tipos de tumores encontrados neste estudo sdo semelhantes aos
encontrados por Carvalho, Pinto e Peleteiro (2006). No entanto, estes autores
observaram predominancia de neoplasias de origem epitelial, inclusive papilomas,
engquanto que neste estudo a predominancia foi de neoplasias mesenquimais e nao
foi constatada a presenca de papilomas. Gonzales et al. (2004) também
encontraram carcinomas uroteliais, carcinomas in situ, hemangiomas e
hemangiossarcomas e, semelhante a este estudo, encontraram predominéncia de
neoplasias mesenquimais. Hemangiomas e hemangiossarcomas também foram
encontrados por Souto et al. (2006); Carvalho et al. (2009).

Ao avaliar a localizagdo das lesGes neoplésicas, estas predominaram nos
quadrantes C e D, porcao caudal da bexiga. Estes achados foram semelhantes ao
descrito por Oliveira (2009) que encontrou lesbes predominantemente proximas ao
trigono vesical. Este autor atribuiu o fato das lesdes serem mais concentradas nesta
regido devido a complexa formacdo embriolégica desta estrutura. Segundo Moore e

Persaud (1995) a bexiga é originada da parte vesical do seio urogenital, porém o
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trigono vesical origina-se das extremidades caudais dos ductos mesonefroides.
Outra explicacdo para a maior quantidade de neoplasmas na porcédo caudal da
bexiga pode ser devido a maior exposicao desta area da mucosa vesical ao principio
toxico de P. aquilinum (OLIVEIRA, 2009).

Ao comparar o perfil das lesdes na macroscopia e na microscopia constatou-
se que ndo é possivel estabelecer uma relacédo entre estes achados. Observou-se
que diferentes apresentacdes na macroscopia podem ter o mesmo diagndstico
microscopico, ou seja, uma mesma neoplasia pode revelar formas macroscopicas
distintas. De forma semelhante uma mesma apresentacdo macroscopica pode
revelar diagndéstico microscopico diferente, isto €, neoplasias diferentes podem
mostrar 0 mesmo aspecto microscopico.

Neste estudo notou-se que apenas no caso dos hemangiossarcomas a
mesma apresentacdo macroscoépica foi observada, lesdo hemangiomatosa. No
entanto, lesbes hemangiomatosas também foram encontradas em carcinomas in
situ, carcinomas uroteliais, hemangiomas e mixomas. Portanto, ndo ha como
associar uma caracteristica macroscopica especifica a algum tipo tumoral.

Observou-se neste estudo que todas as bexigas apresentaram algum tipo de
lesdo ndo neoplasica ao exame microscopico. No entanto somente as lesGes de
displasia, metaplasia de células claras, inflamagéo e espessamento vascular foram
significativas em associacdo aos processos neoplasicos. Acredita-se que as lesdes
nao neoplasicas sejam, na realidade, lesdes pré-neoplasicas e, desta forma, causem
a progressao tumoral conforme citado por Franco et al. (2010) que afirmaram que
lesbes como displasia, metaplasia e inflamacéo sao lesdes pré-neoplasicas e que se
nao retirado o agente agressor estes processos podem evoluir para neoplasias.
McGavin e Zachary (2009) também citaram que condi¢cdes inflamatoérias cronicas
aumentam o risco de cancer nos 6rgaos afetados.

O fato de bexigas que nao revelaram lesdes neoplasicas terem mostrado
processos ndo neoplasicos indica que em casos de HEB estas lesdes podem estar
envolvidas na patogénese da doenca e podem levar o animal a morte por causarem

quadros hemorragicos.
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3.7 CONCLUSOES

Os dados encontrados neste estudo revelaram que em bexigas de bovinos
com hematuria enzodtica da microrregido do Caparad, ES é possivel encontrar
lesbes ndo neoplésicas e lesdes neoplasicas isoladas ou em associacao.

As lesBes nao neoplasicas encontradas foram displasia, metaplasia de células
claras, hiperplasia, cistite cistica, ninhos de Brunn, hemorragia, inflamacéao,
proliferacéo vascular, ectasia vascular, dilatacdo vascular e espessamento vascular.
Enquanto que as lesdes neoplasicas encontradas foram carcinoma urotelial,
carcinoma in situ, adenocarcinoma, hemangioma, mixoma e hemangiossarcoma.

Em relacdo aos dados epidemiologicos da doenca na regido foi possivel
observar que diversos municipios da microrregido do Caparaé bem como municipios

adjacentes apresentam animais acometidos e ndo ha predisposi¢&o por sexo.
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4.1 RESUMO

A hematlria enzodtica bovina é caracterizada pelo desenvolvimento de lesbes
hemangiomatosas relacionadas a diversos tipos de processos nheoplasicos de
origem epitelial e mesenquimal. O uso de biomarcadores pode auxiliar na
classificacdo tumoral. Objetivou-se com este trabalho determinar a histogénese das
lesbes neoplasicas encontradas em bexigas, de animais da microrregido do

Caparad, ES com hematlria enzootica bovina. Para isto foi realizada a
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imunoistoquimica com 0s anticorpos primarios: anti-vimentina, anti-citoqueratina,
anti-CD31 e anti-uroplaquina. As neoplasias encontradas foram carcinoma urotelial,
carcinoma in situ, adenocarcinoma, hemangioma, mixoma e hemangiossarcoma. As
marcacfes da citoqueratina em neoplasias epiteliais e da vimentina em neoplasias
mesenquimais foram significativas (p<0,05). CD31 mostrou positividade em todos os
vasos de todas as amostras, no entanto, a marcacao foi significativa (p<0,05) nas
células endoteliais tumorais das neoplasias mesenquimais de origem vascular, como
hemangiomas e hemangiossarcomas. A marcacao da uroplaquina Il foi diferente
nos diversos tipos neoplasicos e ndo demonstrou diferenca significativa (p>0,05).
Em relagdo ao tipo de marcagdo no urotélio, observou-se que a maioria das
neoplasias mostrou marcacao atipica, entretanto, nos hemangiossarcomas nhao
houve marcacédo do urotélio em nenhuma das amostras. A analise estatistica de
Spearman revelou correlacdo positiva (rs= 0,63, p= 0,05) entre vimentina e CD31 e
entre citoqueratina e uroplaquina (rs= 0,61, p= 0,05). Concluiu-se que o0s
biomarcadores anti-citoqueratina, anti-vimentina e anti-CD31 sdo importantes para o
diagnéstico das neoplasias epiteliais, mesenquimais e vasculares, respectivamente.
E possivel utilizar em associacdo vimentina e CD31 em neoplasias mesenquimais
vasculares e citoqueratina e uroplaquina em neoplasias epiteliais. A uroplaquina
demonstrou-se um marcador efetivo ndo somente para o diagndstico tumoral, mas

também para a avaliacdo da integridade urotelial.

Palavras-chave: citoqueratina. vimentina. CD31. uroplaquina IIl.

4.2 ABSTRACT

Bovine enzootic hematuria is described by the development of hemangiomatous
lesions related to the several types of neoplastic process from epithelial and
mesenchymal origin. The application of biomarkers can help in the tumor
classification. This research intends to determine the histogenesis of neoplastic
lesions found in bladder of bovines with enzootic hematuria from Caparad
microregion in the state of Espirito Santo, Brazil. To accomplish this objective,
immunohistochemical analysis was performed with primary antibodies: anti-vimentin,

anti-cytokeratin, anti-CD31 and anti-uroplakin. Found neoplasms urothelial
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carcinoma, in situ carcinoma, adenocarcinoma, hemangioma, myxoma e
hemangiosarcoma. The markers of cytokeratin in epithelial neoplasms and vimentin
in mesenchymal neoplasms were significant (p<0.05). CD31 was positive in all the
vessels of all samples, however, the marking was significant (p<0.05) in the tumor
endothelial cells of the vascular mesenchymal neoplasms, as in hemangiomas and
hemangiosarcomas. The marker of uroplakin Il was different in several neoplastic
types and showed no significant difference (p>0.05). Regarding the type of marker of
uroplakin on urothelium, it was observed that the majority of neoplasms showed an
atypical marker, however, in the hemangiosarcomas there was no marking of the
urothelium in any sample. The Spearman statistical analysis revealed a positive
correlation (r= 0.63, p= 0.05) between CD31 and vimentin and between cytokeratin
and uroplakin (rs= - 0.61, p= 0.05). It was concluded that biomarkers anti-cytokeratin,
anti-vimentin and anti-CD31 were important for the diagnosis of neoplasms epithelial,
mesenchymal and vascular mesenchymal, respectively. It is possible to use in
association vimentin and CD31 in vascular mesenchymal neoplasms and cytokeratin
and uroplakin in epithelial neoplasms. The uroplakin is an effective marker, not only

for tumor diagnosis, but also to evaluate the urothelial integrity.

Keywords: cytokeratin. vimentin. CD31. uroplakin IlI

4.3 INTRODUCAO

A ingestéo por bovinos, de Pteridium aquilinum, conhecida vulgarmente como
samambaia, em uma quantidade inferior a 10g kg*dia®, durante um ou mais anos
pode ocasionar uma doenca ndo infecciosa e crénica denominada hematuria
enzodtica bovina (HEB) (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000). A HEB é
caracterizada pelo desenvolvimento de neoplasias na mucosa da bexiga dos
bovinos e desencadeia a presenca de sangue na urina (RADOSTITIS et al., 2007).
O papilomavirus bovino (BPV) associado a intoxicagdo por samambaia pode estar
envolvido na patogénese da doenca (CAMPO et al., 1992).

As bexigas dos animais acometidos por HEB podem conter em suas paredes
lesGes hemangiomatosas relacionadas a diversos tipos de processos neoplasicos de
origem epitelial e mesenquimal (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000). E um
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mesmo animal pode apresentar em sua bexiga mais de um tipo de neoplasma com
histogénese variada (PEIXOTO et al., 2003; GABRIEL et al., 2009).

Apesar da diversidade tumoral encontrada nas bexigas de animais com HEB
nao ha um esclarecimento histolégico acurado das variantes das neoplasias destas
bexigas (BORZACCHIELLO et al., 2004), enquanto que em humanos h& descri¢do
detalhada de diversas variantes de carcinoma urotelial, por exemplo (MOSTOFI;
DAVIS, 1999).

Utilizar a imunoistoquimica, que combina técnicas histolégicas, imunoldgicas
e bioquimicas, a fim de detectar antigenos tissulares in situ por meio de anticorpos
especificos e moléculas marcadoras, pode estabelecer o diagnéstico preciso das
neoplasias e suas origens (RAMOS-VARA, 2005).

Por meio da técnica de imunoistoquimica, 0s tumores epiteliais como
papilomas e carcinoma transicionais sdo positivos para marcadores biomoleculares
como citoqueratina e uroplaquina Il (RAMOS-VARA, 2005), e para os tumores de
origem mesenquimal, como os vasculares, a vimentina e o CD31 podem ser mais
especificos (TORRES-OLIVEIRA et al., 2001; RAMOS-VARA, 2005).

As citoqueratinas englobam uma grande gama de proteinas filamentares de
tamanho médio que compbdem o citoesqueleto das células epiteliais (MOLL et al.,
1982). Os anticorpos monoclonais AE1 podem identificar citoqueratinas &cidas
(baixo peso molecular 56,5 kDa), enquanto o0s anticorpos monoclonais AE3
identificam citoqueratinas basicas (alto peso molecular de 65 a 67 kDa) (SCHLEGEL
et al., 1980).

As uroplaquinas sdo encontradas nas ceélulas superficiais do urotélio,
principalmente em estagios avancados de diferenciacdo urotelial e formam um
complexo extremamente insolUvel. Foram isoladas da bexiga de bovinos trés tipos
de uroplaquina de acordo com seus pesos moleculares uroplaquina | (27 kDa),
uroplaquina Il (15 kDa) e uroplaquina lll (47 kDa). No entanto, as uroplaquinas | e Il
foram encontradas apenas na superficie do urotélio, e a uroplaguina Il foi
encontrada em todas as camadas do urotélio maduro (WU et al., 1990).

Posteriormente Yu et al. (1994) constataram na bexiga de bovinos que ha
duas isoformas para a uroplaquina I, uroplaquina la com 27 kDa e uroplaquina Ib
com 28 kDa. Os quatro tipos de uroplaquina, la, Ib, Il e Il foram encontradas
também no urotélio de bexigas de humanos, macacos, ovinos, suinos, caninos,

coelhos, ratos e camundongos (WU et al., 1994).
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Nas células de origem mesenquimal como os fibroblastos, células endoteliais,
leucocitos e células mioepiteliais a vimentina € o principal filamento intermediario
gue compde o citoesqueleto e participa na arquitetura celular, integridade tecidual,
adeséao, migracao e sinalizacéo celular (IVASKA et al., 2007).

A molécula de adesado celular endotelial plaquetaria 1 (PECAM-1) também
conhecida como CD31 mantém a integridade endotelial através da adeséo célula-
célula ou célula-matriz extracelular e auxilia na passagem das células sanguineas
para a luz dos vasos (BEHAR et al., 1996; BLANKENBERG; BARBAUX; TIRET,
2003; LISTI et al., 2004), pode se expressar na superficie de células endoteliais,
plaquetas e leucocitos (ELRAYESS; TALMUD, 2005), como macréfagos e histiocitos
(AKIBA et al., 2011).

O biomarcador CD31 foi utilizado de forma eficiente em humanos para o
diagnostico de angiossarcomas (POHAR-MARINSEK; LAMOVEC, 2010) e no
diagnostico de hemangiossarcoma em macaco aranha de cara vermelha
(CASAGRANDE et al., 2009).

Devido a existéncia de muitos casos de HEB, 56,4% de prevaléncia na
microrregido do Capara0, sul do estado do Espirito Santo, (SILVA et al., 2009),
objetivou-se com este trabalho determinar a histogénese das lesGes neoplasicas
encontradas em bexigas, bem como, identificar e classificar novas variantes
tumorais, de animais da microrregido do Caparad, ES com hematlria enzodtica
bovina, por meio da imunoistoquimica com os biomarcadores anti-vimentina, anti-

citoqueratina, anti-CD31 e anti-uroplaquina.

4.4 MATERIAL E METODOS

No matadouro frigorifico de Muniz Freire, ES, foram selecionadas 26 bexigas
de bovinos machos e fémeas, oriundos de propriedades localizadas em municipios
da microrregido do Caparad, ES com histérico da presenca de Pteridium aquilinum e
gue apresentavam neoplasias.

As bexigas avaliadas foram previamente seccionadas no sentido caudo-
cranial pela face ventral do 6rgdo para constatacdo da presenca de hematuria e/ou

de lesdes macroscopicas, como hemorragias focais e difusas, lesbes
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hemangiomatosas e papilomatosas. Juntamente com a bexiga inteira foi coletada a
urina, em tubos de vidro de 10 mL.

As bexigas foram acondicionadas separadamente em sacos plasticos
transparentes, identificadas quanto a procedéncia, e colocadas junto com os tubos
de urina devidamente identificados em caixas isotérmicas com gelo para o
transporte ao Hospital Veterindrio da UFES. No Setor de Patologia Animal a urina foi
centrifugada a 2500 rpm por 10 minutos para classificacdo em macro ou
microhematuria, segundo o método descrito por Falbo et al. (2005).

Para uma melhor triagem das lesdes, cada bexiga foi dividida em quatro
quadrantes (A, B, C e D), que correspondiam as porc¢des cranial (A e B) e caudal (C
e D) da bexiga, e coletado um fragmento de cada alteracdo macroscopica
observada. No quadrante que ndo existiam lesGes visiveis, foi coletado um
fragmento aleatério do centro do quadrante.

As amostras foram submetidas ao processamento histologico de rotina para
inclusdo em parafina. Em seguida, submetidas a confeccéo de cortes histolégicos de
trés micrémetros em micrétomo rotativo. Estes cortes foram depositados em laminas
histoldgicas de vidro com extremidade fosca e corados pelo método Hematoxilina-
Eosina (HE) para uma avaliagdo geral das alteracdes morfolégicas e classificacdo
das lesdes de acordo com Oliveira (2009).

A técnica de imunoistoquimica foi realizada somente nos fragmentos que
apresentaram lesfes neoplasicas ao exame microscopico, com a utilizacdo dos
seguintes anticorpos primarios: anti-vimentina (Monoclonal Mouse Antibody to
Porcine Vimentin (Clone V9) Diagnostic BioSystems®), anti-citoqueratina (Mouse
Anti-Human Pan Cytokeratin Monoclonal Antibody, Clone AE1/AE3, Biocare
Medical®), anti-CD31(Rabbit Anti-Human CD31 Monoclonal Antibody, Clone SP38,
Spring Biosciense®) e anti-uroplaquina (Mouse Anti-Human Uroplakin 11l Monoclonal
Antibody, Clone AU1, Biocare Medical®), previamente padronizados no Laboratério
de Pesquisa do Servico de Patologia Veterinaria da Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, SP. Para padronizagdo dos biomarcadores anti-vimentina e anti-
uroplaquina foram utilizados cortes de bexiga bovina, anti-citoqueratina cortes de
adenocarcinoma de glandula ceruminosa canino e para anti-CD-31 cortes de cordéo
umbilical humano nas diluicées de 1:1000, 1:100, 1:800 e 1:200, respectivamente.

Para a realizagcdo da imunoistoquimica, inicialmente as laminas foram

mergulhadas em alcool a 70% e, depois de secas, imersas em cola liquida a base
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de organosilano (A3648 — SIGMA, St. Louis, E.U.A.). Cortes histologicos com trés
micrébmetros de espessura foram feitos em micrétomo rotativo e depositados sobre
laminas de vidro com extremidade fosca. As laminas com o0s cortes, em seguida,
permaneceram na estufa a 60°C por 24 horas para fixacdo do tecido a lamina.

O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito utilizando-se solu¢édo de agua
oxigenada a 10 volumes com metanol (1:9) por 10 minutos. Para a recuperacao
antigénica do material foi utilizada solugédo tampéao de citrato 10 mM, pH 6,04, em
Pascal (panela de pressdo microprocessada Dako® Denmark A/S) 125 °C por 30
segundos. O material foi entdo resfriado por cerca de 20 minutos até atingir a
temperatura ambiente. Apos este procedimento foi realizada lavagem com Tris
(TRIZMA base, D5637 Sigma Chemical® C.O., St. Louis, E.U.A.) pH 7,42. Em
seguida foi realizado o bloqueio de proteinas inespecificas com leite em p6 Molico® a
3% em Tris por uma hora, em seguida foi realizada lavagem com Tris.

A incubacdo com os anticorpos primarios anti-vimentina, anti-citoqueratina,
anti-CD31 e anti-uroplaquina foi realizada apés a diluicdo, 1:1000, 1:800,1:200 e
1:100, respectivamente, em solucdo de albumina sérica bovina a 0,1% em camara
Uumida por 18 horas a 4 °C. Apds este procedimento as laminas foram lavadas com
solucéo de Tris e utilizado o kit NovoLink™ (Novocastra Laboratories Ltda. RE7140-
K) que contém anticorpo secundario e sistema de amplicacdo por polimeros. Para
visualizacdo da reacdo, os cortes foram tratados com solucdo de
3,3’diaminobenzidina (Liquid DAB — K3466 Dako® Cytomation) durante trés minutos
a temperatura ambiente. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de
Harris, por 8 minutos e, em seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente por
10 minutos e submetidas aos processos de desidratacdo e montagem em resina
sintética.

Posteriormente, foi realizada a avaliagdo microscopica do material com o
auxilio de microscopio optico. Para a confirmagéo da classificagdo tumoral verificou-
se a marcacao positiva para cada biomarcador. No caso do anticorpo anti-
uroplaquina foi considerada também a forma de marcacdo no urotélio, classificada
como normal ou atipica. A marcacéo atipica foi caracterizada pela descontinuidade
da marcacéo e presenca de coloracdo heterogénea mais evidente na porgao apical
da célula, segundo descrito por Carvalho et al. (2009).

Para a avaliacdo da marcacéo da vimentina, citoqueratina e CD31 foi utilizado

o teste de Qui-quadrado acompanhado do teste exato de Fisher. Para avaliacado da
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expresséo da uroplaquina foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis acompanhado do
teste post hoc de Dunn. Para avaliar a correlacdo entre a marcacao dos anticorpos
foi realizado o teste de Spearman. Todos os testes foram realizados ao nivel de 5%
e a estatistica descritiva foi utilizada para a classificacdo histomorfolégica das

lesdes.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo das 26 bexigas, 50% (13/26) apresentaram apenas um tipo
neoplasico, 26,93% (7/26) dois tipos neoplasicos, 15,38% (4/26) trés tipos
neoplasicos e 7,69% (2/26) quatro tipos neoplasicos.

Dentre as neoplasias encontradas, 53,85% (14/26) das bexigas apresentaram
neoplasias de origem epitelial e 88,46% (23/26) neoplasias de origem mesenquimal.
Em 38,46% (10/26) das bexigas foram encontradas neoplasias de origem epitelial e
mesenquimal, em 23,08% (6/26) mais de um tipo de neoplasia de origem epitelial e
em 15,38% (4/26) mais de um tipo de neoplasia de origem mesenquimal. As
neoplasias de origem epitelial foram: carcinoma urotelial em 34,61% (9/26);
carcinoma in situ em 30,77% (8/26) e adenocarcinoma em 15,38% (4/26) das
bexigas. As neoplasias de origem mesenquimal foram: hemangioma em 50%
(13/26); mixoma em 42,31% (11/26) e hemangiossarcoma em 7,69% (2/26) das
bexigas.

Ao avaliar os cortes submetidos a imunoistoquimica constatou-se que a
citoqueratina (AE1/AE3) demonstrou expressao positiva em 100% das neoplasias de
origem epitelial, assim como a expressao do biomarcador anti-vimentina foi positiva
em 100% das neoplasias de origem mesenquimal. Tanto para anti-citoqueratina
quanto para anti-vimentina as ceélulas neoplasicas apresentaram marcacdes
citoplasmaticas. As Figuras 5 e 6 ilustram a marcacdo com 0s anticorpos anti-

citoqueratina e anti-vimentina, respectivamente.
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Figura 5 - Fotomicrografia de bexiga bovina com hematuria enzooética apresentando
neoplasia epitelial maligna (carcinoma urotelial, P 226/10). Marcacdo positiva de
citoqueratina (1:800) em células neoplasicas. Objetiva de 40x (barra= 20um).

Figura 6 - Fotomicrografia de bexiga bovina com hematuria enzootica apresentando
neoplasia benigna (hemangioma, P 229/10). Marcagcdo positiva de vimentina
(1:1000) em células neoplasicas. Objetiva de 20x (barra= 50um).
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Houve maior frequéncia de marcacdo da citoqueratina nas neoplasias
epiteliais e da vimentina em neoplasias mesenquimais mostrando diferenga
significativa (p<0,05). Gabriel et al. (2009) também observaram em bexiga marcacao
positiva da citoqueratina e da vimentina em neoplasias epiteliais e mesenquimais,
respectivamente.

O fato de ter sido encontrado no exame histopatoldégico das lesdes
observadas na bexiga de bovinos com HEB diversos tipos de processos neoplasicos
de origem epitelial e mesenquimal, em um mesmo animal esta de acordo com o
relatado por Tokarnia, Dobereiner e Peixoto (2000); Peixoto et al. (2003). Esta
diversidade tumoral confirma o potencial carcinogénico da Pteridium aquilinum, cujos
principios toxicos afetam tanto o urotélio quanto a lamina propria, formados por
tecidos de origem epitelial e mesenquimal, respectivamente.

Os tipos de tumores carcinoma urotelial, carcinoma in situ, adenocarcinoma,
hemangioma, mixoma e hemangiossarcoma encontrados neste estudo sé&o
semelhantes aos encontrados por Carvalho, Pinto e Peleteiro (2006). Estes autores
encontraram como principais neoplasias em animais com HEB tumores malignos e
benignos de origem epitelial e mesenquimal, como carcinoma de células de
transicdo (41,4%), hemangioma (29,5%), papiloma (9,6%) e hemangiossarcoma
(4,9%). Hemangiomas e hemangiossarcomas também foram encontrados nos
estudos realizados por Souto et al. (2006) e Gabriel et al. (2009).

As marcac¢fes observadas no presente estudo para citoqueratina e vimentina
revelaram que cada biomarcador foi especifico apenas para um tipo de neoplasia,
anti-citoqueratina para neoplasias epiteliais e anti-vimentina para neoplasias
mesenquimais. Entretanto ha casos de neoplasias em que ocorre marcacao para 0s
dois biomarcadores como no mesotelioma (PIACENTI et al.,, 2004) e no
carcinossarcoma tireoidiano (RODRIGUES et al., 2007).

A positividade de marcacdo da citoqueratina em todos os carcinomas de
bexiga do presente estudo estdo de acordo com Lucena et al. (2011) que
observaram em carcinomas renais bovinos expressao positiva para citoqueratina
(AE1/AE3) em 100% dos casos avaliados.

O fato de 100% das neoplasias epiteliais terem sido marcadas pela
citoqueratina (AE1/AE3), enquanto nenhuma das neoplasias mesenquimais
expressou esta marcagcao, deve-se ao fato da citoqueratina ser um constituinte

exclusivo do citoesqueleto de células epiteliais (MOLL et al., 1982). A utilizacdo do
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anticorpo pancitoqueratina AE1/AE3 permite avaliar tanto a presenca de
citoqueratinas acidas quanto basicas (SCHLEGEL et al.,1980), o que garantiu
eficacia de 100% nas marcacdes de neoplasias de origem epitelial. Trindade et al.
(2004) observaram marcacao positiva para a citoqueratina (AE1/AE3) em doenca de
Paget extramamaria em que este anticorpo foi utilizado para confirmacgéo da origem
epitelial da lesao.

Por outro lado, a vimentina, por ser constituinte exclusivo do citoesqueleto de
células de origem mesenquimal (IVASKA et al.,, 2007), ndo mostrou marcagdo em
nenhuma neoplasia de origem epitelial neste estudo. Entretanto em schwannomas e
neurofibromas, que séo neoplasias de origem mesenquimal, esta marcacao ocorreu
em 100% dos casos (VIOTT et al., 2007).

Ao avaliar o CD31 constatou-se que houve positividade em todos os vasos de
todas as amostras. A marcacdo nas células neoplasicas ocorreu de forma
significativa (p<0,05) na membrana das células endoteliais tumorais nas amostras de
neoplasias mesenquimais de origem vascular, como hemangiomas e
hemangiossarcomas. A Figura 7 ilustra a marcacdo do anticorpo anti-CD31 em

amostras de bexiga.

Figura 7 — Fotomicrografia de bexiga bovina com hematuria enzoética apresentando
neoplasia vascular maligna (hemangiossarcoma, P241/10). Expressdo moderada de
CD31 (1:200) em endotélio de vasos neoplasicos (seta) e acentuada (cabeca de
seta) em endotélio de vasos ndo neoplasicos. Objetiva de 20x (barra= 50um).
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Albelda et al. (1991) preconizaram a utilizagdo do CD31 ao verificarem
marcacdo na superficie de células endoteliais, semelhante ao observado neste
estudo. A positividade em 100% das neoplasias mesenquimais de origem vascular é
semelhante ao descrito por Ramos-Vara (2005), comprovado por Casagrande et al.
(2009) em hemangiossarcoma primario intrauterino em macaco aranha de cara
vermelha e Carvalho et al. (2009) em lesbes do tecido endotelial de bexigas de
bovinos com HEB.

A marcacdo do CD31 foi negativa em 100% das células neoplasicas dos
mixomas e das neoplasias de origem epitelial, porém houve marcacdo dos vasos
intratumorais, semelhante aos achados de Giatromanolaki et al. (1997) em
carcinoma de células escamosas e adenocarcinomas pulmonares, de Yilmazer, Han
e Onal (2007) em carcinoma renal de humanos e de Cristina et al. (2010) em
adenomas de hipofise. Os mixomas provavelmente ndo expressaram marcacao para
o0 CD31, pois séo constituidos de fibroblastos e tecido mucdide, que nao expressam
CD31.

A marcacao da uroplaquina lll foi diferente nos diversos tipos neoplasicos e
nao demonstrou diferenca significativa (p>0,05). Em relacdo ao tipo de marcacao no
urotélio, observou-se que nos carcinomas uroteliais (9/9) e nos adenocarcinomas
(4/4) houve 100% de expressao atipica; nos carcinomas in situ, em 87,5% (7/8) a
marcacdo foi atipica e em 12,5% (1/8) foi normal; nos hemangiomas, em 61,54%
(8/13) a marcacao foi atipica, 7,69% (1/13) normal e 30,77% (4/13) negativa; nos
mixomas, 9,1% (1/11) a marcacédo foi atipica, 9,1% (1/11) normal e 81,8% (9/11)
negativa. Nos hemangiossarcomas ndo houve marcacdao do urotélio em nenhuma

das amostras. A Figura 8 ilustra a marcagao para o anticorpo anti-uroplaquina.
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Figura 8 - Fotomicrografia de bexiga bovina com hematuria enzoética (P 217/10).
Marcacdo positiva de uroplaquina (1:100) caracterizando urotélio atipico (seta).
Objetiva de 40x (barra= 20um).

Semelhante ao presente estudo, Cota (2011) observou alteracdo no urotélio
de carcinomas de bexigas marcados com uroplaquina lll nos tumores com alto grau
de malignidade e invasivos. Carvalho et al. (2009) também verificaram urotélio
adjacente as neoplasias com marcacédo atipica nos hemangiomas, no entanto, estes
autores encontraram esta mesma marcacao nos hemangiossarcomas. No presente
estudo, acredita-se que ndo tenha sido observada marcacdo da uroplaquina nos
hemangiossarcomas pelo carater invasivo deste tipo de neoplasia que leva a
compresséo e destruicdo do urotélio.

A uroplaquina 1l € uma proteina encontrada revestindo as células mais
superficiais do urotélio da bexiga e a estabilidade desta proteina frente a condigbes
adversas serve como uma barreira eficaz para a permeabilidade celular (WU et al.,
1990). As agressdes a barreira que as uroplaquinas formam no urotélio permitem
qgue principios téxicos cheguem aos vasos sanguineos da submucosa e pode
ocasionar hematuria e induzir edema (KYUNG; PARK; LEE, 2011). O fato de ter sido
encontrada marcacao atipica da uroplaquina no urotélio na maioria das neoplasias
epiteliais e dos hemangiomas pode explicar a ocorréncia de hematdria nos animais

estudados. E possivel que a marcacao irregular da uroplaquina, por interferir na
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permeabilidade celular, possa facilitar a difusdo dos principios toxicos da
samambaia.

Por outro lado, a enorme estabilidade das uroplaquinas foi avaliada em
estudos de inducédo de cistite em ratos pelo uso de medicamentos que demonstrou
que a uroplaquina Ill sofreu menos danos e permaneceu mais intacta (KYUNG;
PARK; LEE, 2011). Estes dados revelam que esta proteina ndo é facilmente
danificada e isto pode indicar que 0s principios toxicos da samambaia sejam
bastante nocivos as células uroteliais.

Zupancic et al. (2011) ao estudarem o comportamento da uroplaquina em
urotélios normais e com lesbes pré-neoplasicas de ratos constataram que mesmo
em lesBes pré-neoplasicas a uroplaquina Ill mantém sua localizacdo. No presente
estudo foi constatado presenca de marcacao normal da uroplaguina nos carcinomas
in situ, nos hemangiomas e nos mixomas. Acredita-se que esta marcacdo normal
tenha ocorrido em alguns casos pelo fato destes tipos neoplasicos ocuparem
pequenas areas de tecido ou por apresentarem crescimento pouco invasivo.

O fato de ter sido observada marcacdo negativa para uroplaquina em
algumas amostras de hemangioma, mixoma e hemangiossarcoma pode ser
justificada pela invasdo ou destruicdo do urotélio adjacente. Nestas neoplasias é
possivel se verificar crescimento exofitico que acomete o urotélio.

Kondi-Pafiti et al. (2011) verificaram a presenca de marcagdo da uroplaguina
Il em 76,66% (23/30) dos casos de tumores ovarianos de Brenner que apresentam
em sua constituicdo células do tipo urotelial. Trindade et al. (2004); Torre et al.
(2008) afirmam que a doenca de Paget extramamaria associada ao carcinoma
urotelial tem marcacao positiva para uroplaquina Ill, semelhante ao encontrado no
presente estudo, em gue todas as bexigas com carcinoma urotelial foram marcadas
com esse biomarcador.

A andlise estatistica de Spearman revelou correlacdo positiva (rs= 0,63, p=
0,05) entre vimentina e CD31 e entre citoqueratina e uroplaquina (rs= 0,61, p= 0,05),
0 que indica que, na maioria das vezes em que ocorrer expressao de vimentina no
tecido tumoral ocorrera também a expressdo de CD31. Assim como, quando ha
marcacao de citoqueratina em amostra tumoral de bexiga é possivel que se observe
também expressao de uroplaquina.

Houve correlagdo negativa entre vimentina e citoqueratina (rs= -1, p= 0,05),

entre vimentina e uroplaquina (rs= - 0,61, p= 0,05), entre CD31 e citoqueratina (rs= -
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0,63, p= 0,05) e entre CD31 e uroplaquina (rs= - 0,14, p= 0,05). Estes dados indicam
que em neoplasias de bexiga quando h4 marcagcdo de vimentina ndo ha expressao
de citoqueratina. Por outro lado, quando ha expressao de vimentina a probabilidade
da expressao de uroplaguina € menor. Em relacdo a expressédo do CD31, quando
ocorre expressao deste marcador no tecido, a expressdo da uroplaquina ou
citoqueratina sera menor.

As correlacdes encontradas neste estudo estdo de acordo com Ramos-Vara
(2005) que citou que os tumores epiteliais como papilomas e carcinoma transicionais
sao positivos para marcadores biomoleculares como citoqueratina e uroplaquina Il
e, para os tumores de origem mesenquimal, como os vasculares, a vimentina e
CD31 podem ser mais especificos. Resultados semelhantes também foram
encontrados por Torres-Oliveira et al. (2001) que encontraram marcacdo de
vimentina e CD31 e negativa para citoqueratina em neoplasias vasculares cardiacas
em humanos e por Pastor-Navarro et al. (2010) que verificaram marcacédo de

citoqueratina (AE1/AE3) e uroplaquina em cultivo de células uroteliais.

4.6 CONCLUSOES

Concluiu-se com o presente trabalho que os animais da microrregido do
Caparad, ES acometidos pela HEB, apresentam diversos tipos neoplasicos como
carcinoma urotelial, carcinoma in situ, adenocarcinoma, hemangioma,
hemangiossarcoma e mixoma. Entretanto, ndo foi possivel identificar novas
variantes destes tipos neoplasicos.

A histogénese tumoral foi definida com o auxilio da imunoistoquimica e
revelou que os biomarcadores anti-citoqueratina, anti-vimentina e anti-CD31 s&o
importantes para o0 diagndstico das neoplasias epiteliais, mesenquimais e
vasculares, respectivamente. E possivel utilizar em associacdo vimentina e CD31
em neoplasias mesenquimais vasculares e citoqueratina e uroplaquina em
neoplasias epiteliais.

A uroplaguina demonstrou-se um marcador efetivo ndo somente para o

diagnostico tumoral, mas também para a avaliacdo da integridade urotelial.
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5.1 RESUMO

A hematdria enzodtica bovina (HEB) € uma doenca n&o infecciosa e crobnica,
causada pela intoxicagcdo por Pteridium aquilinum em associagdo com O
papilomavirus. Objetivou-se com este trabalho avaliar a expressdo de VEGF e CD31

(PECAM-1) na vasculatura vesical de bovinos com hematuria enzodética no tecido
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tumoral e extratumoral com o intuito de verificar a sua relacdo com a progresséao
tumoral. Para realizagdo do experimento foram utilizadas 26 bexigas coletadas de
matadouro frigorifico que apresentaram neoplasias e que foram submetidas ao
meétodo imunoistoquimico utilizando-se os anticorpos anti-CD31 e anti-VEGF. As
neoplasias encontradas foram carcinoma urotelial, carcinoma in situ,
adenocarcinoma, hemangioma, mixoma e hemangiossarcoma. Houve expresséo do
CD31 e VEGF nos vasos sanguineos extra e intratumorais. A intensidade do CD31
variou de moderada a leve nos tumores vasculares enquanto que a do VEGF néo se
mostrou significativa. A quantidade de vasos extratumorais marcados pelo CD31 néo
diferiu entre os diferentes tipos de neoplasia, enquanto que pelo VEGF, houve
diferenca significativa entre os mixomas e adenocarcinomas (p<0,05). No entanto,
nos vasos intratumorais, houve diferenca significativa (p<0,05) dos biomarcadores
entre os diferentes tipos tumorais. Houve correlacdo positiva entre o niumero de
vasos extra e intratumorais nos hemangiomas, hemangiossarcomas e mixomas
marcados pelo CD31 e nos hemangiomas, mixomas e adenocarcinomas marcados
pelo VEGF. Houve correlacdo negativa entre a expressdao de CD31 e de VEGF nos
vasos extratumorais nos hemangiossarcomas. Pode-se concluir que ha expresséo
dos biomarcadores CD31 e VEGF nos vasos sanguineos extra e intratumorais de
bexigas de bovinos com HEB. H& variacdo na intensidade de marcacdo destes
biomarcadores nos diferentes tipos tumorais e no tecido adjacente a neoplasia o que
revela que quanto maior a expressdao de CD31 com intensidade leve associada a
maior expressdo de VEGF pior € o progndostico. Além disto, nota-se que o estudo da
vasculatura vesical extratumoral pode ser de grande importancia para esclarecer a
patogénese da HEB em processos ndo neoplasicos. Assim, a utilizacdo destes
biomarcadores torna-se uma ferramenta relevante para a avaliagdo da integridade

dos vasos e do crescimento vascular em bexigas de bovinos com HEB.

Palavras-chave: PECAM-1. fator de crescimento vascular. neoplasia. hematuaria

enzootica bovina.
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5.2 ABSTRACT

Bovine enzootic hematuria (BEH) is a chronic, non-infectious disease caused by
intoxication with Pteridium aquilinum in association with papillomavirus. The objective
of the present work was to evaluate the expression of VEGF and CD31 in tumoral
and extratumoral tissues, in the vesical vasculature of cattle with BEH, in order to
verify their relationship with tumoral progression. For this purpose, 26 bladders
presenting neoplasms were collected in slaughterhouse and subjected to
immunohistochemical procedures using anti-CD31 and anti-VEGF antibodies.
Detected neoplastic types were urothelial carcinoma, in situ carcinoma,
adenocarcinoma, hemangioma, myxoma, and hemangiosarcoma. Expression of
CD31 and VEGF was observed in intra- and extratumoral blood vessels. CD31
expression ranged from light to moderate in vascular tumors, whereas VEGF
intensity was not significant. The number of extratumoral vessels stained by CD31
did not differ among the various neoplastic types, whereas staining with VEGF
exhibited significant differences between myxomas and adenocarcinomas (p<0.05).
Further, significant difference (p<0.05) in biomarker CD31 and VEGF expression was
observed among different tumor types in intratumoral vessels. Positive correlation
existed between the number of intra- and extratumoral vessels in hemangiomas,
myxomas, and adenocarcinomas stained with VEGF, but negative correlation was
obtained between the expressions of CD31 and VEGF in extratumoral vessels of
hemangiosarcomas. It could be concluded that the biomarkers CD31 and VEGF are
expressed in intra- and extratumoral blood vessels in bladders of cattle with BEH.
Staining intensity with these biomarkers varied among different tumor types, as well
as in tissue adjacent to the neoplasm, showing that the greater the light-intensity
expression of CD31, associated with higher VEGF expression, the worse the
prognosis. Moreover, studying the extratumoral vesical vasculature may be of great
importance to explain the pathogenesis of BEH in non-neoplastic processes. Thus,
the utilization of these biomarkers represents a valuable tool to evaluate vessel

integrity and vascular growth in bladders of cattle with BEH.

Keywords: PECAM-1. vascular growth factor. neoplasm. bovine enzootic hematuria.
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5.3 INTRODUCAO

A hematuria enzodtica bovina (HEB) é uma doenca nao infecciosa e cronica,
causada pela intoxicagdo por Pteridium aquilinum, planta conhecida vulgarmente
como samambaia (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000). Caracteriza-se
pelo desenvolvimento de neoplasias na mucosa da bexiga dos bovinos, quando
ocorre ingestdo da planta (RADOSTITIS et al., 2007). Além da intoxicacdo por
samambaia o papilomavirus bovino (BPV) também pode estar envolvido na
patogénese desta doenca (CAMPO et al., 1992).

As lesbes hemangiomatosas que sédo observadas na parede da bexiga de
animais com HEB podem estar relacionadas a diversos tipos de processos
patolégicos neoplasicos e ndo neoplasicos (PEIXOTO et al.,, 2003). Gabriel et al.
(2009) comprovaram que em um mesmo animal pode existir mais de um tipo de
neoplasma, e que a histogénese destes tumores é variada.

Segundo Oliveira (2009), uma maior intensidade de hemorragias em casos de
HEB pode estar associada a proliferacées hiperplasicas ou neoplasicas de vasos
sanguineos. Este mesmo autor verificou alteracdes em vasos sanguineos em 72,2%
dos casos de lesGes de bexiga de animais com HEB caracterizadas por
proliferacdes difusas ou multifocais na lamina prépria sem padrao organizacional.

Weidnere e Folkman (1996) Shigeru, Yasuyoshi e Hiroshi (2006) citaram que
o estudo da vasculatura tecidual nos tumores é de fundamental importancia e
relataram que muitos trabalhos tém correlacionado a densidade dos microvasos
(DMV) intratumorais, os niveis do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)
e a incidéncia de metastases e/ou sobrevida do paciente em uma grande variedade
de canceres, inclusive o de bexiga. Vale ressaltar que o crescimento e metastase
dos tumores sélidos depende da habilidade para iniciar e sustentar o crescimento de
Novos vasos, isto é, angiogénese (FOLKMAN, 1995).

Neste contexto, a utilizacdo de biomarcadores vasculares torna-se importante
para a caracterizagdo das lesbes em casos de HEB (CARVALHO et al.,, 2009).
Assim, o CD31, também conhecido como molécula de adeséo celular endotelial
plaguetarial(PECAM-1), responsavel por manter a integridade endotelial através da
adesdo célula-célula ou célula-matriz extracelular e auxiliar na passagem das células
sanguineas para a luz dos vasos (BEHAR et al., 1996; BLANKENBERG; BARBAUX;
TIRET, 2003; LISTI et al.,, 2004), pode se expressar na superficie de células
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endoteliais, plaquetas e leucocitos (ELRAYESS; TALMUD, 2005), como macrofagos
e histiocitos (AKIBA et al., 2011) sendo, portanto, um importante biomarcador.

O CD31 ja foi utilizado de forma eficiente em humanos para o diagndéstico de
angiossarcomas (POHAR-MARINSEK; LAMOVEC, 2010) e como indicador da
presenca de metistases em casos de neoplasias mamarias (MARINHO et al., 2008).
Em camundongos teve participacdo efetiva no processo de angiogénese
(DELISSER et al., 1997) e no diagnéstico de hemangiossarcoma em macaco aranha
de cara vermelha (CASAGRANDE et al., 2009).

Outro biomarcador vascular que pode ser utilizado segundo Carvalho et al.
(2008) é o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), glicoproteina que
aumenta a permeabilidade microvascular, estimula a proliferacdo e migracdo de
células endoteliais, promove a angiogénese (YLA-HERTTUALA et al.,, 2007) e
participa efetivamente na patogénese de malformagdes vasculares (PAVLOV et al.,
2011).

O VEGF foi utilizado em neoplasias colorretais e demonstrou correlacao
significativa com os diferentes aspectos clinicopatolégicos tumorais, como o
tamanho da lesdo, presenca de invasdo vascular, presenca de metastases
linfonodais, diferenciacdo tumoral e, em especial, com progndstico do paciente
observado através de taxas de sobrevida apés o tratamento (PINHO, 2005). Por
outro lado, o VEGF tem sido utilizado para o tratamento de reducdo da cistite da
radiacdo em ratos por causar aumento da vascularizacdo (SOLER et al.,, 2011)
enquanto que a sua inibi¢cdo no tecido leva a reducao de metastases de neoplasias
colorretais em humanos (DIAZ-RUBIO; SCHMOLL, 2005).

Objetivou-se com este trabalho avaliar a expressdo de VEGF e CD31 na
vasculatura vesical de bovinos com hematuria enzodtica no tecido tumoral e

extratumoral com o intuito de verificar a sua relacdo com a progressao tumoral.

5.4 MATERIAL E METODOS

Para realizagdo do experimento foram selecionadas 26 que apresentaram
lesGes macroscopicas no matadouro frigorifico de Muniz Freire, ES, oriundas de
propriedades localizadas em municipios da microrregido do Caparadé com histérico

da presenca de Pteridium aquilinum. As bexigas foram seccionadas no sentido
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caudo-cranial pela face ventral do 6rgéo, para verificacdo de lesdes macroscépicas
na mucosa, que incluiram hemorragias focais e difusas e lesées hemangiomatosas e
papilomatosas. Juntamente com as bexigas foi coletada, em tubos de 10 mL, a urina
desses animais.

As bexigas foram transportadas inteiras, identificadas, acondicionadas
separadamente em sacos plasticos transparentes e colocadas junto com a urina
devidamente identificada em caixas isotérmicas com gelo para o Setor de Patologia
Animal da UFES. No Setor de Patologia Animal, a urina foi centrifugada a 2500 rpm
por 10 minutos e em seguida classificada quanto a existéncia de macro ou
microhematuria, segundo o método descrito por Falbo et al. (2005). Todas as lesbes
macroscopicas observadas foram coletadas para a avaliagdo microscopica.

As amostras coletadas foram fixadas em formol a 10% e posteriormente
submetidas ao processamento histolégico de rotina para inclusdo em parafina e
microtomia para a secc¢ao de cortes histoldégicos de trés micrometros. Em seguida,
os cortes foram depositados em laminas histolégicas e corados pelo método
Hematoxilina-Eosina (HE).

A avaliacdo microscoOpica dos cortes corados pelo HE foi feita seguindo a
descricao de Oliveira (2009) considerando-se a existéncia de lesées neoplésicas.

Cortes do mesmo material foram submetidos a técnica de imunoistoquimica
com o0s anticorpos primarios anti-CD31(Rabbit Anti-Human CD31 Monoclonal
Antibody (Clone SP38) Spring Biosciense®) e anti-VEGF (Rabbit Anti-Human VEGF
Monoclonal Antibody (Clone EP1176Y) Biocare Medical®), previamente
padronizados em corddao umbilical humano nas diluicbes de 1:200 e 1:100,
respectivamente, no Laboratorio de Patologia Animal da UNESP-Botucatu, SP.

Para esta técnica, os cortes histologicos foram depositados sobre laminas de
vidro com extremidade fosca, previamente imersas em cola liquida a base de
organosilano (A3648 — SIGMA, St. Louis, E.U.A.). O bloqueio da peroxidase
endogena foi feito utilizando-se solucdo de &gua oxigenada a 10 volumes em
metanol (1:9). Para a recuperagdo antigénica do material foi utilizada a solugéo
tampdao de citratol0 mM, pH 6,04, em Pascal (panela de pressdo microprocessada
Dako Denmark A/S) 125 °C. Em seguida foi realizado o bloqueio de proteinas
inespecificas com leite em p6 Molico® a 3%.

A incubacdo com os anticorpos primarios anti-CD31 e anti-VEGF foi realizada

apos a diluicdo (1:200 e 1:100, respectivamente) em solucdo de albumina sérica
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bovina a 0,1% em cémara Umida por 18 horas a 4°C. Apds este procedimento
utilizou-se o kit NovoLink™ (Novocastra Laboratories Ltda. RE7140-K). Para
visualizacdo da reacdo, as laminas foram tratadas com solucdo de
3,3"diaminobenzidina (Liquid DAB — K3466 Dako Cytomation). Os cortes foram
contra-corados com hematoxilina de Harris, em seguida, as laminas foram
submetidas aos processos de desidratacdo e montagem em resina sintética.

A avaliacdo imunoistoquimica foi realizada de acordo com a expressao de
cada biomarcador no tecido intra e extratumoral, isto é, presenca ou auséncia e
intensidade da marcacdo. Para cada anticorpo utilizado, a reagéo foi estimada por
método semi-quantitativo de acordo com sua expressao e um sistema de escores de
intensidade foi feito por dois observadores. Em cada regido onde a proteina foi
observada, um valor para a intensidade de sua expressao foi adotado, a saber: 0=
negativo, 1= expresséo leve, 2= expressao moderada e 3= expressdo acentuada.
Apés essa andlise, foi obtido o valor médio para a intensidade da marcacao de cada
anticorpo utilizado.

A densidade dos microvasos intra e extratumorais foi realizada por meio da
quantificacdo do numero total de vasos marcados pelos biomarcadores CD31 e
VEGF, no foco neoplasico e no tecido adjacente em grande aumento (objetiva de
40x).

A andlise estatistica foi realizada por método descritivo para a classificacdo
histomorfoldgica das lesdes. Para a avaliacado da expresséo de cada biomarcador no
foco neoplasico e no tecido adjacente foi utilizado o teste de Qui-quadrado ou o teste
exato de Fisher, de acordo com o n amostral. A densidade dos microvasos intra e
extratumorais foi avaliada pelo teste de Kruskal-Wallis acompanhado do teste post
hoc de Dunn. A correlagéo entre o numero de vasos marcados extra e intratumorais
para cada biomarcador, assim como a correlacédo entre os dois biomarcadores nos
diferentes tipos de neoplasia foi avaliada pelo teste de Spearman. Para todos os
testes estatisticos realizados no trabalho foi utilizado o nivel de 5% de significancia

para comparacgao dos resultados.
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5.5 RESULTADOS

Das 26 bexigas avaliadas neste estudo 50% (13/26) apresentaram apenas um
tipo neoplasico e 50% (13/26) apresentaram mais de um tipo de neoplasia. As
neoplasias encontradas de origem epitelial foram: carcinoma urotelial em 34,61%
(9/26), carcinoma in situ em 30,77% (8/26); adenocarcinoma em 15,38% (4/26) e as
de origem mesenquimal foram: hemangioma em 50% (13/26), mixoma em 42,31%
(11/26) e hemangiossarcoma em 7,69% (2/26) das bexigas.

A avaliacdo microscopica da vasculatura vesical revelou presenca de
proliferacdo vascular em 100% (26/26) das bexigas. Em 84,61% (22/26) os vasos
proliferados apresentaram alteracdes, sendo que em 61,54% (16/26) foram
observadas mais de uma alteracdo vascular. As lesdes vasculares observadas
foram: espessamento da parede dos vasos em 76,92% (20/26), ectasia em 69,23%
(18/26) e dilatacdo em 23,07% (6/26) das bexigas.

A expressdo do CD31 nos vasos sanguineos extra e intratumorais ocorreu em
100% (26/26) das bexigas. Em relacdo a intensidade da marcacédo notou-se que em
100% dos vasos extratumorais houve marcacdo acentuada. Também se verificou
marcacao acentuada em 100% dos vasos intratumorais nos neoplasmas mixoma,
carcinoma urotelial, carcinoma in situ, e adenocarcinoma. Entretanto nos
hemangiomas houve marcacdo moderada em 69,23% (9/13) dos casos e leve em
30,77% (4/13). Ja nos hemangiossarcomas, a expressao do CD31 foi moderada em
100% (2/2) dos casos.

Em relacdo a intensidade de marcacdo, ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) para CD31 na vasculatura vesical extratumoral. em todos os diferentes
tipos de neoplasias. Entretanto, quando avaliada a intensidade de marcacédo de
CD31 intratumoral, observou-se que em neoplasias de origem vascular
(hemangioma e hemangiossarcoma) a marcagdo foi menor do que nos carcinomas
uroteliais, carcinomas in situ, adenocarcinomas e mixomas, 0 que revelou diferenca
significativa (p<0,05) entre os tipos de neoplasia.

A Figura 9 ilustra a marcagao do CD31 nos vasos intratumorais de bexiga de

bovino com HEB.
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Figura 9 -. Fotomicrografia de bexiga bovina com hematuaria enzodtica apresentando
neoplasia vascular maligna (hemangiossarcoma, P 241/10). Expressdo moderada de
CD31 (1:200) em endotélio de vasos neoplasicos (seta). Objetiva de 10x (barra=
100um).

A expressdao do VEGF nos vasos sanguineos extratumorais ocorreu em
96,15% (25/26) das bexigas. Nos vasos intratumorais o VEGF foi expresso em
84,62% (22/26) das bexigas e ndo expresso em 11,53% (3/26).

O grau de intensidade de marcacdo do VEGF na vasculatura extratumoral foi
leve em 23,08% (6/26), moderada em 34,61% (9/26) e acentuada em 38,46%
(10/26). Em uma amostra 3,85% nao foi possivel realizar a avaliacdo de expressao e
de intensidade por auséncia de material.

A intensidade da marcacdo do VEGF nos vasos intratumorais variou entre 0s
diferentes tipos de neoplasias e dentro do mesmo tipo de neoplasia.

Nos carcinomas uroteliais, em 88,88% (8/9) dos casos a marcacdao foi leve e
em 11,12% (1/9) moderada; nos carcinomas in situ houve marcacédo leve em 50%
(4/8), moderada em 12,5% (1/8) e negativa em 37,5% (3/8); nos adenocarcinomas a
marcacao foi leve em 50% (2/4) e moderada em 50% (2/4); nos hemangiomas houve
marcacado leve em 61,54% (8/13), moderada em 23,08% (3/13), acentuada em
7,69% (1/13) e ndo avaliada em 7,69% (1/13); nos mixomas a marcacao foi leve em
27,27% (3/11), moderada em 9,09% (1/11), acentuada em 9,09% (1/11) e negativa
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em 54,55% (6/11); nos hemangiossarcomas houve marcacéo leve em 50% (1/2) e
moderada em 50% (1/2) dos casos. Estes dados estéo dispostos na Tabela 2.
A intensidade de marcacdo do VEGF na vasculatura vesical extra e
intratumoral ndo mostrou diferenca (p>0,05) entre os diferentes tipos de neoplasias.
A Figura 10 ilustra a marcagdo do VEGF nos vasos intra e extratumorais de

bexigas de bovinos com HEB.
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Figura 10 - Fotomicrografia de bexiga bovina com hematuaria enzoética apresentando
neoplasia vascular benigna (hemangioma, P244/10). Expressdo leve de VEGF
(1:100) em endotélio de vasos neoplasicos (cabeca de seta) e acentuada (seta) em
endotélio de vasos ndo neoplésicos. Objetiva de 20x (barra= 50um).
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Tabela 2. Intensidade da marcacao do VEGF nos vasos intratumorais dos diferentes tipos de neoplasias encontradas em bexigas
de bovinos com hematuria enzoética (HEB).

Bladder Carcinoma in situ Carcinoma urotelial Adenocarcinoma Hemangioma Hemangiossarcoma  Mixoma
P 212/10 Negativa Leve Leve

P 216/10 Leve

P 217/10 Leve Leve Negativa
P219/10 Leve

P 226/10 Leve

P 227/10 Acentuada

P 229/10 Moderada Leve Leve Leve

P 230/10 Leve

P 232/10 Negativa
P 233/10 Leve Negativa
P 237/10 Moderada

P 241/10 Moderada Moderada

P 244/10 Leve Leve Negativa
P 245/10 Moderada
P 247/10 *

P 249/10 Leve Leve

P 250/10 Leve

P 445/10 Leve Leve

P 446/10 Moderada

P 447/10 Leve Moderada Moderada Acentuada
P 448/10 Negativa
P 449/10 Leve Leve

P 452/10 Leve Leve

P 453/10 Negativa Leve Negativa
P 455/10 Negativa

P 456/10 Moderada Leve

*= avaliacdo ndo realizada por auséncia de material.
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A avaliacdo da densidade dos microvasos extratumorais revelou que o
namero de vasos marcados pelo CD31 nos carcinomas uroteliais variou de 17 a 57
(r = 27,57), nos carcinomas in situ de 10 a 55 (r = 29,25), nos adenocarcinomas de
10 a 49 (T = 30,15), nos hemangiomas de 17 a 110 (x = 32,69), nos mixomas de 8 a
66 (T = 21,45) e nos hemangiossarcomas de 9 a 48 (T = 34,25).

Na avaliagéo dos vasos intratumorais observou-se que o CD31 marcou de 7 a
222 (r = 53,15) microvasos nos carcinomas uroteliais, 2 a 29 (r = 9,58) nos
carcinomas in situ, 4 a 81 (r = 25,92) nos adenocarcinomas, 20 a 294 (r = 91,92)
nos hemangiomas, 2 a 45 (r = 17,73) nos mixomas e 88 a 333 (T = 238,5) nos
hemangiossarcomas.

O numero de vasos sanguineos extratumorais marcados pelo VEGF nos
carcinomas uroteliais variou de 2 a 31 (r = 14,84), nos carcinomas in situ de 5 a 36
(r = 16,38), nos adenocarcinomas de 8 a 41 (T = 21,92), nos hemangiomas de 2 a
34 (r = 13,87), nos mixomas de 3 a 34 (T = 11,1) e nos hemangiossarcomas de 19
a 28 (r =22,25).

Na avaliacdo dos vasos intratumorais marcados pelo VEGF observou-se que
nos carcinomas uroteliais a quantidade de microvasos variou de 4 a 41 (T = 11,16),
nos carcinomas in situ de 0 a 13 (T = 2), nos adenocarcinomas de 0 a 33 (T = 6,07),
nos hemangiomas de 5 a 64 (r = 23,29), nos mixomas de 0 a 18 (T = 2,2) e nos
hemangiossarcomas de 24 a 65 (r = 38).

A andlise estatistica revelou que a marcacdo do CD31 nos vasos
extratumorais néo diferiu entre os diferentes tipos de neoplasia (p>0,05). No entanto,
nos vasos intratumorais, houve diferenca significativa (p<0,05) entre o0s
hemangiomas e hemangiossarcomas em relacdo aos carcinomas in situ,
adenocarcinomas e mixomas. Também houve diferenca entre o numero de
microvasos observados nos carcinomas uroteliais e carcinomas in situ, entretanto,
nao se verificou diferenca entre os carcinomas uroteliais e os adenocarcinomas,
mixomas, hemangiomas e hemangiossarcomas.

Na avaliacdo do VEGF a andlise estatistica revelou que, nos vasos
extratumorais, houve diferenga significativa entre os mixomas e adenocarcinomas
(p<0,05). Nos vasos intratumorais verificou-se diferenca significativa (p<0,05) dos
hemangiomas em relacdo aos carcinomas in situ, adenocarcinomas e mixomas.
Também foi verificada diferenca entre hemangiossarcomas em relagdo aos mixomas

e carcinomas in situ. Por outro lado, os carcinomas uroteliais revelaram diferenca no
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namero de vasos quando comparados com 0s carcinomas in situ e os mixomas. Os

dados referentes as andlises estatisticas estao dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios do niumero de vasos sanguineos extra e intratumorais
marcados pelo CD31 e VEGF nos diferentes tipos de neoplasias encontradas em
bexigas de bovinos com hematuria enzoética (HEB).

) CD31 CD31 VEGF VEGF
Neoplasia . '
extratumoral intratumoral extratumoral intratumoral
Carcinoma urotelial 27,57" 53,15"° 14,84"F 11,16"¢
Carcinoma in situ 29,25 9,58¢ 16,38"® 28

Adenocarcinoma 30,15 25,928¢ 21,928 6,075¢
Hemangioma 32,69" 91,92% 13,878 23,29"

Mixoma 21,45 17,748¢ 11,14 2,28

Hemangiossarcoma 34,25 238,5" 22,25"8 38AC

A® Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem significativamente pelo teste
Kruskal-Wallis (p<0,05).

Ao avaliar a correlagdo entre 0 numero de vasos extra e intratumorais
marcados pelo CD31 nas diferentes neoplasias observou-se que esta foi positiva
nos hemangiomas (rs= 0,49, p= 0,05), nos hemangiossarcomas (rs= 1,0, p= 0,05) e
nos mixomas de (rs= 0,50, p= 0,05). Estes resultados indicam que nestas neoplasias
quanto maior o nimero de vasos intratumorais marcados pelo CD31 maior é o
ndmero de vasos extratumorais marcados. Para 0s carcinomas uroteliais,
carcinomas in situ e adenocarcinomas nao houve correlacéo.

A correlacdo entre 0 numero de vasos extra e intratumorais marcados pelo
VEGF nas diferentes neoplasias demonstrou que houve correlagcdo positiva nos
hemangiomas (rs= 0,43, p= 0,05), nos mixomas (rs= 0,47, p= 0,05) e nos
adenocarcinomas (rs= 0,62, p= 0,05). Estes resultados indicam que nestas
neoplasias quanto maior o numero de vasos intratumorais marcados pelo VEGF
maior € o numero de vasos extratumorais marcados. Nos hemangiossarcomas,
carcinomas uroteliais e carcinomas in situ ndo houve correlacao.

A correlacdo entre a expressao dos biomarcadores CD31 e VEGF nos vasos
extratumorais nos diferentes tipos de neoplasias foi negativa apenas nos

hemangiossarcomas (rs= -1,0, p= 0,05), ou seja, quando foi observada marcacao do
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VEGF nos vasos extratumorais nos hemangiossarcomas nao se observou marcagéao

destes vasos pelo CD31.

5.6 DISCUSSAO

O exame histopatologico de lesbes na bexiga de bovinos com HEB neste
estudo mostrou que em um mesmo animal é possivel verificar a presenca de
diversos tipos de tumores, conforme ja citado por Tokarnia, Débereiner e Peixoto
(2000). Esta histogénese variada também foi observada por Peixoto et al. (2003) e
Gabriel et al. (2009).

Os tipos de tumores carcinoma urotelial, carcinoma in situ, adenocarcinoma,
hemangioma, mixoma e hemangiossarcoma encontrados neste estudo sé&o
semelhantes aos encontrados por Carvalho, Pinto e Peleteiro (2006). Estes autores
ao avaliarem histologicamente tumores na bexiga de animais com HEB encontraram
como principais tumores malignos e benignos de origem epitelial e mesenquimal,
carcinoma de células de transicéo (41,4%), hemangioma (29,5%), papiloma (9,6%) e
hemangiossarcoma (4,9%). Hemangiomas e hemangiossarcomas também foram
encontrados nos estudos realizados por Souto et al. (2006) e Gabriel et al. (2009).

Oliveira (2009) verificou proliferacbes vasculares no estroma de pélipos e
justapostas a lamina basal do epitélio displasico. No presente trabalho, dados
semelhantes foram encontrados, uma vez que, as proliferacdes vasculares estavam
presentes em todas as amostras e revelaram predominio de espessamento e
ectasia dos vasos no tecido adjacente as neoplasias.

O CD31 é responsavel por manter a integridade endotelial (BEHAR et al.,
1996; BLANKENBERG; BARBAUX; TIRET, 2003; LISTI et al., 2004) que ocorre

principalmente devido a sua ligacdo com proteoglicanos e glicosaminoglicanos do

tecido conjuntivo adjacente (DELISSER et al., 1993). A utilizagdo deste biomarcador
foi preconizada por Albelda et al. (1991) que verificaram marcagéo na superficie de
células endoteliais.

Desta forma, ao utilizar o CD31 neste experimento, observou-se que houve
intensa marcagao nos vasos extratumorais, embora, sem apresentar diferenca
significativa, independente do tipo tumoral observado. Enquanto que, nos vasos

intratumorais houve diferenca significativa entre os tipos de neoplasia. Nos vasos
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intratumorais dos hemangiomas e hemangiossarcomas, que sdo neoplasias de
origem mesenquimal vascular que possuem células endoteliais modificadas, esta
marcacao foi de moderada a leve. Acredita-se que a diminuicdo na intensidade de
marcacdo do CD31 nestas neoplasias esteja associada a reducdo da integridade
das células endoteliais e perda de coeséo celular. Estes elementos, isolados ou em
conjunto, poderiam contribuir para o extravasamento de hemacias e a ocorréncia de
hematuria.

As hemorragias encontradas em bexigas de animais com HEB podem estar
associadas a existéncia de proliferacdes vasculares, neoplasias vasculares ou
neoplasias uroteliais, no entanto, na maioria dos casos, ndo ha associagdo com
lesdo especifica (OLIVEIRA, 2009). Por isto, mesmo com o fato de ter sido
encontrada uma aparente integridade da parede vascular, demonstrada pela intensa
marcacdo do CD31 na vasculatura extratumoral, é possivel ainda que se observe
hemorragia nestes vasos.

Ramos-Vara (2005) indicou maior especificidade do CD31 para os tumores
vasculares e de origem mesenquimal. Isto foi comprovado por Casagrande et al.
(2009) em hemangiossarcoma primario intrauterino em um macaco aranha de cara
vermelha e por Akiba et al. (2011) em sarcoma histiocitico humano. Carvalho et al.
(2009) encontraram positividade para este marcador em 100% das lesdes no tecido
endotelial das bexigas de bovinos com HEB e observaram que o CD31 é mais
especifico para avaliacao vascular do que o fator VIII.

A expressao de CD31 nao ocorreu nas células neoplasicas epiteliais,
semelhante aos achados de Giatromanolaki et al. (1997) em carcinoma de células
escamosas e adenocarcinomas pulmonares, de Yilmazer, Han e Onal (2007) em
carcinoma renal de humanos e de Cristina et al. (2010) em adenomas de hipofise,
pelo fato de ser um marcador especifico de células endoteliais, entretanto ocorreu a
marcacao dos vasos intratumorais em todas estas neoplasias.

Neste estudo, a expressdo do VEGF nos vasos sanguineos extratumorais
ocorreu na maioria das amostras. Pavlov et al. (2011), ao realizarem estudo de
malformacfes vasculares em humanos, observaram que tanto malformacoes
arteriovenosas quanto venosas apresentaram aumento na expressdo de VEGF
guando comparadas com vasos intactos do tecido adjacente. Estes dados sugerem

gue 0Ss vasos extratumorais avaliados no presente trabalho possivelmente
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apresentavam algum tipo de malformagdo demonstrada pela acentuada marcagao
do VEGF.

Haixia et al. (2011) ao compararem, a expressdo de VEGF em linhagens de
células de humanos, ratos e camundongos, normais e neoplasicas, de diferentes
tumores, constataram que a maioria das linhagens tanto neoplésicas quanto normais
expressaram VEGF. Resultados semelhantes foram encontrados no presente
estudo, em que ocorreu expressado de VEGF nos vasos extra e intratumorais.

Segundo Yla-Herttuala et al. (2007) o VEGF proporciona um aumento na
permeabilidade microvascular, estimula a proliferacdo e migracdo de células
endoteliais e promove a angiogénese. Vale ressaltar que a angiogénese representa
um processo fundamental para o desenvolvimento tumoral, uma vez que fornece o
aporte nutricional para as células neoplasicas proliferantes e estabelece condicdes
favoraveis para a disseminacdo metastatica (PINHO, 2005). Entretanto, neste
estudo, a maioria dos tumores revelou intensidade de marcacéo do VEGF leve o que
pode estar associado ao baixo grau de ocorréncia de metastases observadas nas
neoplasias de bexiga de animais com HEB, conforme ja citado por Peixoto et al.
(2003).

Cavazzola (2003) ao estudar a expressdo do VEGF em adenocarcinomas de
es6fago em humanos observou marcacdo em 47,2% dos individuos avaliados, no
entanto, ndo houve associacdo entre a expressao e a sobrevida em longo prazo
destes pacientes. Por outro lado, Yilmazer, Han e Onal (2007) concluiram que o
VEGF pode orientar no prognéstico e no tempo de sobrevida de pacientes humanos
com carcinoma renal.

A avaliacdo da densidade dos microvasos (DMV) intratumorais tem sido
estudada em uma grande variedade de canceres, inclusive o de bexiga
(WEIDNERE; FOLKMAN, 1996; SHIGERU; YASUYOSHI; HIROSHI, 2006). Neste
estudo, a densidade dos microvasos foi avaliada extra e intratumoral e revelou que
na metade dos casos o CD31 marcou maior numero de vasos dentro do foco
neoplasico do que no tecido adjacente. Isto pode ter ocorrido uma vez que 0S
processos neoplasicos necessitam da formacdo de novos vasos, ou seja, da
angiogénese, conforme ja citado por Folkman (1995) ao afirmar que o crescimento e
metastase dos tumores solidos dependem da habilidade para iniciar e sustentar o

desenvolvimento de novos vasos.
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DelLisser et al. (1997) ao realizarem estudo de angiogénese em camundongos
comprovaram que o CD31 exerce papel fundamental na formacéo de novos vasos
por proporcionar adesdo celular. Isto pode explicar a evidente marcacdo do CD31
nas neoplasias vasculares, hemangiomas e hemangiossarcomas, bem como nos
carcinomas uroteliais, observadas neste estudo. Acredita-se que a explicacao para
maior angiogénese nas neoplasias vasculares esteja relacionada a sua origem
embriologica e, portanto, na grande quantidade de vasos existentes. J4 nos
carcinomas uroteliais, acredita-se que exista maior angiogénese devido ao seu
crescimento ser de aspecto expansivo e geralmente invadirem a lamina propria.

Por outro lado, nos carcinomas in situ, mixomas e adenocarcinomas a
densidade dos microvasos intratumorais marcados pelo CD31 foi diferente dos
outros tipos neoplasicos. Nos casos dos mixomas, € possivel que haja menor
namero de vasos intratumorais devido ao aspecto morfolégico da neoplasia,
caracterizada por pequena quantidade de fibroblastos e grande quantidade de
material mucoide. Nos carcinomas in situ e adenocarcinomas acredita-se que, por
serem neoplasias epiteliais, restritas ao urotélio, que ndo possui vasos sanguineos,
apresentem menor quantidade de vasos intratumorais.

A marcagao pelo VEGF nos vasos extratumorais dos diferentes tipos
neoplasicos revelou diferenca entre 0os adenocarcinomas e mixomas. A explicacdo
para este fato pode estar na caracteristica morfologica de cada neoplasia. Os
adenocarcinomas sao neoplasias que acometem basicamente o urotélio e raramente
invadem a lamina prépria. Com a preservacao da lamina propria, acredita-se que 0s
vasos sanguineos mantenham o seu crescimento normal, e, desta forma podem ser
encontrados vasos maduros e imaturos. Enquanto que os mixomas sao neoplasias
gue geralmente acometem a lamina prépria e diminuem a quantidade de tecido
adjacente normal.

Neste estudo, a quantidade de vasos intratumorais marcados pelo VEGF
variou entre os diferentes tipos tumorais. Estes resultados devem-se,
provavelmente, ao fato dos hemangiomas e hemangiossarcomas serem neoplasias
vasculares e apresentarem grande quantidade de vasos em crescimento, enquanto
gue nos carcinomas uroteliais € possivel que o desenvolvimento expansivo tumoral
seja responsavel pelo surgimento de um maior niumero de vasos. Estes dados
concordam com os resultados de Carvalho et al. (2008) que encontraram receptores

de VEGF em hemangiomas, hemangiossarcomas e carcinomas uroteliais
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encontrados em bexigas de bovinos. No entanto, estes mesmos autores relataram
que em neoplasias vasculares a densidade de microvasos que expressam o VEGF é
maior que em neoplasias epiteliais.

Fukumura et al. (1998) citaram que embora a principal fonte de VEGF sejam
as células tumorais, este marcador também pode ser encontrado no estroma
tumoral.

Portanto, a presenca de grande quantidade de vasos extra e intratumorais
marcados pelo VEGF em bexigas de animais com HEB indicam um possivel
caminho para o tratamento desta doengca. Em humanos isto vém sendo estudado,
uma vez que anticorpos monoclonais anti-VEGF tém acgdo especifica sobre a
angiogénese tumoral e tém sido utilizados com sucesso nha quimioterapia de
neoplasias colorretais metastaticas (DIAZ-RUBIO; SCHMOLL, 2005; FU et al.,
2012), por proporcionar aumento da sobrevida e do intervalo livre de doenca (DIAZ-
RUBIO; SCHMOLL, 2005) e no tratamento de carcinoma pulmonar, glioblastoma
recorrente, carcinoma de células renais metastatico e neoplasias prostaticas (FU et
al., 2012).

O VEGF também foi usado, através de injecbes, como tratamento vascular
para a cistite da radiacdo em ratos submetidos a radioterapia pélvica. Sua utilizacédo
reduziu a deposicdo de coldgeno e induziu a neovascularizacdo na bexiga,
prevenindo o aparecimento de fibrose (SOLER et al., 2011).

Em relacdo a quantidade de vasos marcados, considerando-se o biomarcador
utilizado, observou-se neste estudo que o numero de vasos sanguineos extra e
intratumorais foi diferente e este fato deve-se a proteina que cada um destes
biomarcadores se liga. O CD31 se liga a proteina de adesividade celular endotelial
plaquetéria 1, enquanto o VEGF se liga ao fator de crescimento vascular endotelial.
A PECAM-1 é essencial para a manutencdo da integridade dos vasos sanguineos e,
portanto, deve estar presente em todos os vasos sanguineos. O VEGF, por estar
associado ao crescimento vascular € encontrado principalmente em vasos imaturos
e, geralmente, ausente em vasos maduros que ja cessaram seu crescimento. Desta
forma, o nUmero de vasos sanguineos extra e intratumorais marcados pelo VEGF foi
menor quando comparado com o CD31 e indica a presen¢a de um numero maior de
vasos sanguineos maduros.

Neste estudo observou-se ainda que a marcacdo do CD31 em todas as

neoplasias mesenquimais mostrou que quanto maior o numero de vasos



89

7

intratumorais maior é a quantidade destes extratumorais. Enquanto que para o
VEGF, isto foi observado nos hemangiomas, mixomas e adenocarcinomas. Vale
ressaltar que o VEGF é capaz de estimular o crescimento tumoral de forma
paracrina e autocrina (DIAS et al., 2000; BACHELDER et al., 2001; SOKER et al.,
2001) e, portanto, a estimulacdo paracrina pode ocorrer no tecido neopléasico bem
como no tecido adjacente a neoplasia (intra e extratumoral). Desta forma, nos
tumores que menos expressaram VEGF nos vasos intratumorais também houve
menor expressao nos vasos extratumorais.

Por outro lado, a marcagdo do VEGF nos hemangiossarcomas revelou que
quanto maior o niumero de vasos intratumorais menor € o extratumoral. Este fato
pode ser devido a intensa proliferacdo vascular observada nestas neoplasias.

Este estudo revelou ainda que quando houve aumento da expresséo de CD31
houve redugcédo de VEGF nos vasos extratumorais, nos hemangiossarcomas. Vale
lembrar que o VEGF patrticipa na regulagcéo da permeabilidade vascular e em alguns
leitos vasculares pode levar ao surgimento de fenestracbes (ROBERTS; PALADE,
1995) o que explicaria a correlacao negativa entre estes biomarcadores.

Cristina et al. (2010) encontraram resultados diferentes ao constatarem a
expresséo significativa de CD31 e VEGF nos vasos intratumorais em neoplasias
epiteliais, assim como uma correlagcédo positiva entre CD31 e VEGF, 0 que sugere
participacdo de angiogénese em neoplasias epiteliais. Marinho et al. (2008) também
obtiveram associagao positiva entre a marcacdo do CD31 em vasos sanguineos e a
presenca de metastase de carcinoma mamario em linfonodos axilares. Entretanto
Souza, Freitas e Miranda (2007) encontraram baixa positividade de CD31 na
avaliacdo da angiogénese em carcinomas de células escamosas de lingua e labio
inferior de humanos e nao indicaram este marcador como fator prognostico para

estes tumores.

5.7 CONCLUSOES

Este estudo revelou que em bexigas de animais acometidos por HEB ha
expressdo dos biomarcadores CD31 e VEGF nos vasos sanguineos extra e
intratumorais. Ha variacdo na intensidade de marcagédo destes biomarcadores nos

diferentes tipos tumorais e no tecido adjacente a neoplasia o0 que revela que quanto
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maior a expressdo de CD31 com intensidade leve associada a maior expressao de
VEGF o prognostico pode ser desfavoravel.

Além disto, nota-se que o estudo da vasculatura vesical extratumoral pode ser
de grande importancia para esclarecer a patogénese da HEB em processos nédo
neoplasicos.

Assim, a utilizacdo destes biomarcadores torna-se uma ferramenta relevante
para a avaliacdo da integridade dos vasos e do crescimento vascular em bexigas de

bovinos com HEB.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A hematuria enzoodtica bovina permanece como doenca endémica e de alta
prevaléncia na microrregido do Capara0, sul do Espirito Santo. As medidas de
controle e erradicagdo desta enfermidade dependem de diagndsticos mais
especificos bem como de melhor entendimento sobre a sua etiopatogenia.

A realizacdo deste estudo permitiu verificar que além da microrregidao do
Capara0d, outros municipios do estado do Espirito Santo e também de Minas Gerais
apresentam casos da doenca o que deve ser melhor investigado.

Neste estudo observou-se que existem lesfes ndo neoplasicas e neoplasicas
de forma concomitante nas bexigas dos animais com HEB e que estas alteracdes
sdo responsaveis pelos quadros hemorragicos que levam os animais a anemia e
morte.

A caracterizacdo dos processos patoldgicos que acometem a bexiga dos
animais permitiu definir as alteracbes que ocorrem com maior frequéncia e pode-se
associa-las aos fatores etiol6gicos da doenca.

A histogénese tumoral foi definida com o auxilio da imunoistoquimica e
revelou que os biomarcadores anti-citoqueratina, anti-vimentina, anti-CD31 foram
importantes para o diagnoéstico das neoplasias. A uroplaguina demonstrou ser um
marcador efetivo ndo somente para o diagnostico tumoral, mas também para a
avaliacdo da integridade urotelial. O uso dos marcadores vasculares também foi de
grande importancia principalmente no que diz respeito a avaliagcdo da integridade
vascular e ao progndstico. Além disto, observou-se que o estudo da vasculatura
vesical extratumoral pode ser de grande importancia para esclarecer a patogénese
da HEB em processos ndo neoplasicos.

Diante do exposto, nota-se que a HEB é uma doenca de grande importancia
para o estado do Espirito Santo e a realizacdo de estudos investigativos
principalmente que visem melhorar o entendimento sobre os mecanismos de
formacdo das lesGes vesicais, bem como, estabelecer medidas viaveis para o

controle desta doenca devem ser continuados.
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