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RESUMO

MASCARENHAS, Mariana Bezerra. Estudos imuno-histoquimico complementar e lectino-
histoquimico do tumor venéreo transmissivel canino no Brasil. 68p. Tese (Doutor em
Patologia Animal). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Com a finalidade de aprofundar a investigagdao sobre a natureza (origem) do tumor venéreo
transmissivel canino (TVTC), bem como, fornecer subsidios para o estabelecimento do
diagnostico e diagnodstico diferencial, esse estudo complementar foi realizado por meio de
avaliacdo imuno-histoquimica e lectino-histoquimica. A avaliagdo imuno-histoquimica foi
feita em 10 TVTCs genitais e em 6 exclusivamente extragenitais previamente diagnosticados
através da citologia e da histopatologia. Os TVTCs foram testados para reagentes especificos
de antigenos de membrana e citoplasmaticos (anti-lisozima, anti-macrofago, anti-vimentina,
anti-CD18, anti-CD3, anti-CD79, anti-CD117) com utilizagdo da técnica complexo avidina-
biotina-peroxidase. Adicionalmente, foram testadas as lectinas Con A, DBA, SBA, PNA,
UEA-1, WGA, sWGA, GSL, SJA, PSA, PHA-L, PHA-E e RCA em quatro TVTCs genitais.
Em 100% dos tumores testados (16/16) com anticorpo anti-vimentina houve forte imuno-
reatividade. Os TVTCs também apresentaram forte marcacdo com o anticorpo anti-CD117 e
anti-CD3. Nao houve reatividade para os anticorpos anti-lisozima, anti-macrofago, anti-CD18
e anti-CD79a. Na avaliag¢do lectino-histoquimica foi verificada forte marcagdo das células
tumorais com Con-A, PHA-L e RCA. Nado houve diferenca histopatologica e de imuno-
reatividade entre os TVTCs genitais e extragenitais. Estes achados ndo corroboram com a
hipdotese da origem histiocitica do TVTC (auséncia de reatividade dos anticorpos anti-
lisozima, anti-macroéfago e anti-CD18), entretanto, indicam uma provavel origem
linfoide/mieloide deste tumor (reatividade para CD3, ConA, PHA-L e RCA).

Palavras chaves: TVTC, imuno-histoquimica, lectino-histoquimica, cdo, patologia.



ABSTRACT

MASCARENHAS, Mariana Bezerra. Complementary immunohistochemical studies and
lectin histochemical of canine transmissible venereal tumor in Brazil. 68p. Tese (Doutorado
em Patologia Animal). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

To further investigate the nature (origin) of the canine transmissible venereal tumor (CTVT),
as well as provide support for establishing the diagnosis and differential diagnosis of this
neoplasm, this complementary study was performed by means of immunohistochemistry and
lectin histochemistry analysis. The immunohistochemical was performed on 10 genital
TVTCs and on 6 exclusively extragenital TVTCs previously diagnosed by cytology and
histopathology. CTVT samples were incubated with biotinylated antibodies raised against
specific membrane and cytoplasmic antigens (anti-lysozyme, anti-macrophage, anti-vimentin,
anti-CD18, anti-CD3, anti-CD79, anti-CD117) and subsequently developed using the avidin-
biotin-peroxidase complex technique. Lectins Con A, DBA, SBA, PNA, UEA-1, WGA,
sWGA, GSL, JSA, PSA, PHA-L, PHA-E and RCA were additionally tested in four genital
TVTCs. A strong reactivity with the anti-vimentin antibody was found in 100% of the tumors
tested (16/16). The CTVTs also showed strong staining with anti-CD117 and anti-CD3
antibody. There was no reactivity to anti-lysozyme, anti-macrophage, anti-CD18 and anti-
CD79a antibodies. In lectin histochemical was observed strong staining of tumors to Con-A,
PHA-L and RCA. There was no histopathological and immuno-reactivity difference among
genital and extragenital CTVTs. These findings do not corroborate the hypothesis of
histiocytic origin of CTVT (no reactivity to anti-lysozyme antibody, anti-macrophage and
anti-CD18), however, they do indicate a probable lymphoid/myeloid origin of this tumor
(reactivity for CD3, ConA, PHA -L and RCA).

Keywords: CTVT, immunohistochemistry, lectin histochemistry, dog, pathology.
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1 INTRODUCAO

O Tumor Venéreo Transmissivel Canino (TVTC) ¢ uma doencga neoplésica incluida no
grupo dos chamados “Tumores de Células Redondas”, que tem recebido diversas
denominagdes, tais como, linfossarcoma infeccioso ou transmissivel, condiloma canino,
granuloma venéreo, sarcoma infeccioso, linfoma venéreo e tumor ou granuloma de Sticker
(VERMOOTEN, 1987).

O TVTC acomete principalmente os 6rgaos genitais externos de caes machos e fémeas e ¢
uma das raras neoplasias capaz de ser transmitida pelo transplante de células tumorais viaveis,
através do coito ou de lambedura de areas afetadas. O diagnostico da forma classica do TVTC
geralmente ¢ facil e fundamentado no histérico, na apresentagdo clinica e na citologia ou
histopatologia.

Embora nao haja maiores dificuldades para o estabelecimento do diagndstico do TVTC
quando localizado no trato genital, esse tumor pode ser confundido com diversas condigdes,
neoplasicas e nao-neoplasicas, caso se encontre em outros locais. Nestes casos, além do
historico, da avaliagdo clinica, da citologia e da histopatologia, outras técnicas como, a imuno-
histoquimica podem ser necessarias para o diagndstico definitivo.

A origem histo/citogenética do TVTC, por outro lado, é controversa, mesmo porque ha
discrepancias sobre a caracterizagdo imuno-histoquimica dessa neoplasia; alguns autores
acreditam que o TVTC tenha imunofenotipo histiocitico (MOZOS et al., 1996; MARCHAL et
al., 1997), enquanto outros ndo confirmaram esse achado em estudos imuno-histoquimicos e
lectino-histoquimicos do TVTC (GIMENO et al., 1995; GOLDSCHMIDT; HENDRICK,
2002; GROSS et al., 2005; MASCARENHAS, 2010). Além disto, a analise genética dos
TVTCs indicou heterogeneidade do tumor, com uma diversidade substancial de linhagem
presente em todo o mundo (MURGIA et al., 2006; REBBECK et al., 2009), o que poderia
justificar a diferenca na expressdo de proteinas e portanto a controvérsia nos estudos sobre a
origem da neoplasia.

Dessa maneira, este estudo visa aprofundar a investigagdo sobre a natureza (origem) do
TVTC, iniciada em trabalhos anteriores (MASCARENHAS, 2010), através de estudos
complementares de imuno-histoquimica e de lectino-histoquimica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia, Transmissao e Localizagao

O Tumor Venéreo Transmissivel Canino (TVTC) ¢ uma doenga neoplasica que acomete
principalmente os 6rgaos genitais externos de caes machos e fémeas (COHEN,1985; SCOTT;
MILLER; GRIFFIN, 2001).

O TVTC foi a primeira neoplasia na histéria da patologia a ser transmitida
experimentalmente (NOVINSKY, 1876 segundo EPSTEIN; BENNETT, 1974; YANG et
al.,1991). Prier e Johnson (1964) inocularam células tumorais por via intravenosa e
observaram a disseminacdo deste tumor na maioria dos orgaos internos (VERMOOTEN,
1987). Essa neoplasia ¢ transmitida pela deposi¢do de células tumorais intactas em superficies
epiteliais previamente lesadas. Na natureza, o TVTC ¢ sobretudo propagado pelo coito ou por
lambeduras de areas tumorais. Lesdes genitais sao mais comuns, pois no momento do ato
sexual had lesdo da mucosa genital e o transplante das células tumorais (VERMOOTEN,
1987).

O TVTC nio ocorre primariamente apenas na mucosa da regido genital, mas também na
pele e em outras mucosas (JUBB; KENNEDY; PALMER, 2007). Mordeduras, o ato de cogar
e/ou lambeduras predispde a inoculagdo do tumor na pele (VERMOOTEN, 1987). Metastases
sdo mais frequentes em linfonodos regionais, pele e conjuntiva ocular, porém olhos, sistema
nervoso central, rins, figado, pulmao, bago e varios outros locais podem ser destino destas
metastases (DAS; DAS, 2000).

2.2 Sistema Imune e TVTC

O desenvolvimento do TVTC ¢ mediado pelo sistema imune do hospedeiro, assim, o
sucesso do crescimento desta neoplasia representa uma falha do sistema imune. Segundo
Mukaratirwa et al. (2004), caes imunossuprimidos infectados experimentalmente com células
viaveis de TVTC, desenvolveram o tumor com metéstases, entretanto, apds a regressao da
neoplasia, estes obtiveram imunidade contra subsequentes implantacdes. Filhotes nascidos de
cadelas com esta neoplasia também apresentam menos chances de contrair esta neoplasia
(MUKARATIRWA et al., 2004).

Em animais saudaveis, o TVTC regride espontaneamente. A regressdo estd associada a
infiltracdo de linfocitos, plasmoécitos, necrose (PEREZ et al.,, 1998) e apoptose
(STOCKMANN et al., 2011). As moléculas do complexo de histocompatibilidade, MHC
classe I e classe II, ndo estdo presentes ou estdo presentes em uma quantidade muito pequena
nas células neoplésicas do tumor na fase de progressdo. Ja na fase de regressdo, uma grande
propor¢ao das células neoplasicas expressam MHC classe I e I1 (PEREZ et al., 1998, HSIAO
et al., 2004).

Além desta nao expressao do MHC, as células neoplésicas liberam substancias, tais como
proteinas citotdxicas, que promovem a apoptose dos linfécitos B durante a fase de progressao
(LTAO et al., 2003). As células do TVTC produzem o fator de crescimento TGF-B1 que inibe
a atividade das células T “Natural Killer” (NK) e a infiltragdo de linfocitos citotoxicos
(HSTAO et al., 2004).

A expressao de MHC pelas células do TVTC pode ser induzida pela interleucina 6 (IL-6),
em vivo e em vitro, e pelo interferon-y (em vitro) (STOCKMANN et al., 2011). Assim, a IL-6
secretada por linfocitos infiltrados no tumor, junto com o interferon-y iniciam a regressao do
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tumor, através da ativagao da expressao do MHC classe I e Il nas células tumorais (HSIAO et
al., 2008).

2.3 Origem do TVTC

Estudos citogenéticos revelaram que uma vez originado, o TVTC subsequentemente se
distribuiu por todo o mundo. Foi verificado primeiro, que as células do tumor apresentam um
numero reduzido de cromossomos em relagdo as células somaticas dos caes, 2n = 57-59 neste
tumor e 2n=78 nas células somaticas dos caes (COHEN, 1985; ROGERS, 1997). Esta reducao
no numero de cromossomos ¢ justificada por varias fusdes ocorridas entre cromossomos
menores (16-18 bi-armed derivatives) (MAKINO 1963; MURRAY et al, 1969;
VERMOOTEN, 1987). Como o numero total de fitas de cromossomos ¢ muito parecido com
o genoma de cdes normais, tem se proposto que o rearranjo no cariotipo do TVTC ndo esta
associado a mudangas significativas no contetdo do DNA (MAKINO, 1963; WEBER et al.,
1965). Além disto, os TVTCs de diferentes regides geograficas possuem a inser¢do do
elemento LINE-1 préoximo ao gene c-myc no genoma. Esta alteragdo ndo ¢ achada no genoma
de cdes normais e pode ser utilizada como um meio de diagnostico deste tumor (LIAO et al.,
2003). Murgia et al. (2006) confirmaram o modelo de transmissdo clonal, pois verificaram um
padrdo de polimorfismo micro-satélite no TVTC de diferentes regides do mundo, o que
evidencia uma origem monofilética. Estes autores também verificaram diferengas nas
mitocondrias e no MHC e sugerem que o TVTC esta dividido em 2 distintos grupos pelas
diversas regides geograficas. Ja Liao et al. (2003) sugerem que tumores de diferentes regides
geograficas possuem ganhos e perdas diferentes nos padrdes cromossomiais, o que leva a
formacao de linhagens locais deste tumor.

Através de investigagdes do ancestral genético desta neoplasia, Rebbeck et al. (2009)
determinaram que provavelmente este tumor tenha se desenvolvido de cdes ou do lobo. Além
disto, o TVTC apresentou intensa identidade com células do lobo em estudos que utilizaram
polimorfismo micro-satélite. As variantes de MHC presentes nas células neoplasicas dos caes
também apresentaram intensa relagdo filogenética com as variantes MHC de lobo (MURGIA
et al., 2006). Em um recente estudo, suspeita-se que o TVTC tenha se originado de uma unica
célula de lobo a aproximadamente 7.800 a 78.000 anos atrds (REBBECK et al., 2009). Esta
evidéncia indica que este tumor ¢ um clone da célula somatica transplantavel mais antiga ja
descrita (MURCHISON, 2009).

2.4 Epidemiologia

O paciente com o TVTC ¢, na grande maioria das vezes, um cdo adulto jovem,
sexualmente ativo, com historico de contatos sociais (VERMOOTEN, 1987; LORIMIER;
FAN, 2007). Animais jovens, mal-nutridos e imunologicamente deficientes sdo os mais
acometidos (COHEN, 1985). Segundo alguns autores (BLOOM; PAFF; NOBACK, 1951;
COHEN, 1985), em animais saudaveis, a regressdo espontanea ¢ considerada frequente e a
recorréncia rara.



2.5 Aspectos Macroscopicos e Clinicos

Tanto nas fémeas, quanto nos machos o tumor pode se apresentar como nddulos tinicos ou
multiplos, pedunculados ou ndo, multilobulados (VERMOQOTEN, 1987) ou como massas com
aparéncia de “couve-flor” (VERMOOTEN, 1987; ROGERS, 1997; PAPAZOGLOU et al.,
2001). Em machos, o TVTC frequentemente acomete a glande do pénis, o bulbo, o pénis e o
prepucio, entretanto pode-se achar lesdes em todas estas regides. O bulbo ¢ a regido de
ocorréncia mais comum (VERMOQOTEN, 1987). Nas fémeas, o TVTC vaginal ¢ quase sempre
multilobulado, fridvel e hemorragico. O crescimento exacerbado da neoplasia pode ocluir a
luz da vagina e induzir ulceragdes na pele da vulva e perineo (NIELSEN; KENNEDY, 1990;
MORRISON, 1998). A cor dos nddulos varia de rosa palida & vermelho brilhosa, pode ser
fridvel, hemorragico e com o tempo se tornar necrdtico e ulcerado com infeccdo secundéria
(SINGH et al., 1998).

Os cdes geralmente manifestam sinais cronicos de desconforto e podem apresentar
sangramentos através da vulva ou do preptcio por semanas ou até meses antes do diagnostico
(LORIMIER; FAN, 2007).

A ocorréncia de TVTC exclusivamente extragenital ja& ¢ conhecida. Tem-se descrito o
tumor nas cavidades oral (BRIGHT et al., 1983; RAMADINHA; RAMADINHA; KUNER,
1993;) e nasal (NDIRITU; MBOGWA; SAYER, 1977; BRIGHT et al, 1983; MORRISON,
1998; PAPAZOGLOU et al., 2001), oro-nasal (AMBER; ADEYANJU, 1986), nas tonsilas
(THEILEN; MADEWELL, 1987), olhos e conjuntiva (BARRON et al., 1963), pele
(NIELSEN; KENNEDY, 1990) e mucosa anal (BATAMUZI; BITTEGEKO,1991). Casos de
TVTC generalizado com diversas metéstases também tém sido descritos (RAMADINHA;
VIANA; RAMADINHA, 1985). Emagrecimento progressivo, anemia e apatia podem ocorrer,
principalmente nos casos com multiplas metéastases (BOSCOS, 1988; OGILVIE; MOORE,
1995).

2.6 Diagnostico

O historico, os sinais clinicos € uma boa avaliagdo fisica podem sugerir um diagndstico
presuntivo da apresentacao classica do TVTC (LORIMIER; FAN, 2007). No caso do TVTC
extragenital, definir o diagnéstico ¢ geralmente mais complicado. Além do historico e exame
clinico, os achados citologicos e histopatoldgicos sao os métodos mais vidveis para se obter o
diagnostico. Se a histopatologia ndo for conclusiva, a imuno-histoquimica tem sido utilizada
para caracterizar o TVTC e diferencia-lo de outras neoplasias, principalmente de outros
tumores de células redondas (MOZOS, et al., 1996; MARCHAL, et al., 1997, SCOTT;
MILLER; GRIFFIN, 2001). Adicionalmente, podem ser feitas analises cromossdmicas e
estudos de transmissdo para se obter o diagnostico definitivo (DAS; DAS, 2000).

2.7 Diagnéstico Diferencial

Todos os tumores de células redondas como os linfomas, plasmocitomas, histiocitomas,
mastocitomas e melanomas amelanoticos sdo importantes diagnosticos diferenciais (MOZOS
et al., 1996; LORIMIER; FAN, 2007). Este grupo de tumor ¢ caracterizado por ser constituido
de células redondas a ovais, o que os diferencia dos tumores de células fusiformes (DUCAN;



PRASSE, 1979). Os carcinomas pobremente diferenciados também devem ser levados em
consideracao no diagnostico diferencial (GROSS et al., 2005).

Para o diagnoéstico destas neoplasias ¢ fundamental o histérico, exame clinico, a citologia
e o padrdo histopatoldogico (DUCAN; PRASSE, 1979). A imuno-histoquimica tem sido
utilizada como mais um meio auxiliar a histopatologia no diagndstico de varias neoplasias,
inclusive no diagnostico dos tumores de células redondas (FERNADEZ et al., 2005).

2.8 Aspectos Microscopicos

2.8.1 Citologia

Em geral, a morfologia do TVTC ¢ bem caracteristica no exame citologico. As células
tumorais sao dispostas em lengol (monocamadas), ha alta celularidade, independentemente de
serem provenientes de tumor genital ou extragenital (MURRAY; JAMES; MARTIN, 1969;
COWELL; TYLER, 1989). Os esfregagos caracterizam-se pelo predominio de células
arredondadas e volumosas, cujos didmetros variam de 14 a 30 micrometros. Os nucleos sao
redondos a ovalados, com cromatina marginada e nucléolos Unicos, grandes e centrais
(DUCAN; PRASSE, 1979; NIELSEN; KENNEDY, 1990; ROGERS, 1997). As figuras
mitdticas sao frequentes (NIELSEN; KENNEDY, 1990; SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001).
O citoplasma, levemente azulado, apresenta granulacdo fina, e vactiolos claros bem definidos
que, apesar da natureza ainda desconhecida (DUCAN; PRASSE, 1979) sdo considerados
como a caracteristica mais importante do exame citologico deste tumor (LORIMIER; FAN,
2007). Esses vactolos adquirem importancia principalmente quando os TVTC sao
extragenitais, diferenciando-os de outras neoplasias como histiocitomas e linfomas.
Neutrofilos, linfocitos e macrofagos sdo frequentemente observados entre as células tumorais
(DUCAN; PRASSE, 1979).

2.8.2 Histopatologia

Em laminas coradas pela hematoxilina-eosina (H.E.) observam-se células grandes, cujos
formatos variam entre redondo, ovalado ou poliédrico, consideradas bastante uniformes
quanto ao aspecto e tamanho. Os nucleos sdo grandes, redondos, levemente vesiculares e
contém, na maioria das vezes, apenas um nucléolo central e proeminente. Seu abundante
citoplasma, finamente granular, apresenta limites precisos e cora-se discretamente em azul
pela hematoxilina (NIELSEN; KENNEDY, 1990; SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001). A
relagdo nucleo/citoplasma em geral ¢ de 1:1 (DUNCAN; PRASSE, 1979; WHITE, 1991).
Moderado pleomorfismo celular pode ocorrer (NIELSEN; KENNEDY, 1990; SCOTT;
MILLER; GRIFFIN, 2001).

2.8.3 Imuno-histoquimica

O diagnodstico dos tumores de células redondas, baseado apenas na histopatologia ¢
frequentemente um desafio. Estas neoplasias especialmente os pobremente diferenciados,
podem se apresentar morfologicamente similares. A obtengdo do diagndstico preciso €
importante para se determinar o prognoéstico e o tratamento adequado. A imuno-histoquimica
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tem sido utilizada como mais um meio para o diagnostico de neoplasias, incluindo os tumores
de células redondas (HAINES; CHELACK, 1991). Fernandez et al. (2005) obteve o
diagnostico definitivo de 80% dos tumores de células redondas pobremente diferenciados
através da imuno-histoquimica.

Com relagao ao TVTC, trabalhos na Espanha e na Franc¢a fortalecem a hipotese de que o
TVTC tenha imunofenoétipo histiocitico (MOZOS et al., 1996; MARCHAL et al., 1997), uma
vez que houve imuno-reatividade em células tumorais de TVTC para lisozima, alfa-1-
antitripsina e ACM-1 (anticorpo monoclonal murino contra macrofagos de cdo). Gross et al.
(2005), entretanto, afirmam que estudos imuno-histoquimicos em tecidos congelados de
TVTC ndo confirmaram a origem histiocitica deste tumor. Segundo estes autores, estudos
imuno-histoquimicos e citométricos do TVTC tém constantemente falhado em demonstrar a
expressao de glicoproteinas caracteristicas para histidcitos (macrofagos e células dendriticas),
como CDI11b, CDIl1l¢c, CD1 e MHC II. Outros estudos indicam que o TVTC ¢ formado de
leucdcitos imaturos, o que sugere origem mieloide (GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002).
Mascarenhas (2010) também sugere que nao esteja correta a teoria da origem histiocitica do
TVTC citada na literatura ja que ndo verificou expressao das células tumorais do TVTC para
lisozima e anti-macrofago.

2.8.3.1 Anticorpos frequentemente empregados na avaliagdo imuno-histoquimica do

TVTC

A maioria dos anticorpos utilizados na imuno-histoquimica em medicina veterinaria sao
desenvolvidos contra os antigenos celulares humanos (MOZOS et al., 1996; RAMOS-VARA
et al., 2008) ou de roedores (RAMOS-VARA et al., 2008).

2.8.3.1.1 Anticorpo anti-lisozima (lisozima)

A lisozima ¢ uma enzima bacteriolitica de baixo peso molecular. Em humanos essa
enzima ¢ sintetizada e secretada por histiocitos, mondcitos, granuldcitos e algumas células
epiteliais, e ¢ utilizada como marcador imuno-histoquimico para desordens histiociticas
proliferativas. Em caes esta enzima encontra-se presente em macrofagos, leucocitos
mieldides, células epiteliais de glandulas exdcrinas e nas desordens histiociticas como
histiocitose sistémica, histiocitose maligna e paniculite granulomatosa (MOORE, 1986b). Em
histiocitomas cutaneos (tumor de células de Langerhans) canino, entretanto, a presenca da
lisozima tem sido variavel (MOORE, 1986b; SANDUSKY; CARLTON; WIGHTMAN,
1987) ou até¢ nula (MARCHAL et al.,, 1997). Apesar do anticorpo anti-lisozima detectar
imuno-reatividade em tumores de origem ndo-histiocitica em cdo, a demostra¢do de imuno-
reatividade desta enzima em TVTC tem sido tomada como hipotese de que esse tumor tenha
origem histiocitica (MARCHAL et al., 1997). Marchal et al. (1997) verificaram 100% de
imuno-reatividade da lisozima nos TVTCs testados, enquanto Mozos et al. (1996)
encontraram apenas 40% de expressdo deste anticorpo neste tumor. Mascarenhas (2010) nao
verificou expressdo da lisozima nos TVTCs testados (23 tumores), entretanto macrofagos e
neutrdfilos infiltrados no tumor apresentaram intensa imuno-reatividade. Essa forte marcagao
das células inflamatoérias pode facilmente ser confundida com a das células neoplésicas o que
poderia justificar a diferenca encontrada pelos outros autores (MASCARENHAS, 2010).



A expressao da lisozima ¢ importante para o diagnostico diferencial do TVTC porque
exclui linfomas, melanomas amelandticos epitelioides, carcinomas pouco diferenciados e
mastocitomas (MOZOS et al., 1996).

2.8.3.1.2 Anticorpo anti-alfa-1-antitripsina (alfa-1-antitripsina)

Alfa-1-antitripsina (AAT) ¢ a antiprotease predominante na circulacdo humana. Tem sido
identificada em uma grande variedade de tecidos, porém sua sintese foi demonstrada apenas
em hepatocitos, monocitos e macrofagos teciduais (CARLSON et al., 1988). A AAT ¢
considerada um marcador confidvel para neoplasias linforreticulares de origem histiocitica em
humanos (ISAACSON et al., 1981). Mozos et al. (1996) verificaram que 56% dos TVTCs
testados foram positivos para este anticorpo, o que reforgou ainda mais a origem histiocitica
deste tumor, uma vez que em humanos a AAT ¢ um marcador confidvel para esta origem.

Além deste anticorpo, a muramidase e a alfa-1-antiquimotripsina tém sido aceitas como
marcadores de histiocitose benigna e maligna, entretanto, em estudos com histiocitoma
cutaneo de cdo nenhum destes marcadores se mostraram confiaveis para o diagnostico
(MOORE, 1986b; SANDUSKY; CARLTON; WIGHTMAN, 1987).

A expressao da AAT ¢ importante para o diagnodstico diferencial do TVTC porque exclui
linfomas, melanomas amelandticos epitelioides, carcinomas pouco diferenciados e
mastocitomas (MOZOS et al., 1996).

2.8.3.1.3 Anticorpo monoclonal murino contra macréfagos de cdo (ACM-1)

ACM-1 ¢ destinado a um antigeno que ainda ndo foi caracterizado bioquimicamente.
Segundo Marchal et al. (1997) este anticorpo tem reatividade similar a do anticorpo CD 68 e
identifica células da linhagem histiocitica. O anticorpo monoclonal murino contra macr6fagos
de cao (ACM-1) reconhece a maioria das células do sistema mononuclear fagocitario canino,
assim como o TVTC, o que tem sido reconhecido como indicador da origem em células de
linhagem histiocitica da neoplasia (MARCHAL et al., 1997).

2.8.3.1.4 Anticorpo anti-vimentina (vimentina)

O TVTC também apresenta imuno-reatividade conhecida para a vimentina. Sandusky,
Carlton e Wightman (1987), Mozos et al. (1996) e Mascarenhas (2010) verificaram 100% de
imuno-reatividade da vimentina nos TVTCs testados enquanto Marchal et al. (1997)
encontraram uma média de 71,4%. A vimentina ¢ uma proteina fibrosa intracelular derivada
da familia de filamentos intermediarios (MARCHAL et al.,, 1997). A avaliagdo imuno-
histoquimica de filamentos intermediarios ¢ uma ferramenta importante na caracterizagdo e na
histogénese da populacio celular. E bom lembrar que células epiteliais expressam filamentos
de citoqueratinas, células mesenquimais expressam filamentos de vimentina e células
musculares expressam filamentos de desmina (ESTEXHE et al., 1993).

O anticorpo anti-vimentina tem sido amplamente utilizado, tanto na medicina humana
quanto na veterinaria para confirmar a origem mesenquimal de varios tumores (MORRIS et
al., 2002). Entretanto, células tumorais de origem neural, podem também expressar
positividade para este anticorpo (MARCHAL et al., 1997).



Por ser um marcador de células mesenquimais (SANDUSKY; CARLTON; WIGHTMAN,
1987; MARCHAL et al., 1997, FULMER; MAULDIN, 2007), o anticorpo anti-vimentina
torna-se importante para o diagnostico diferencial do TVTC porque exclui linfomas e
carcinomas indiferenciados (MOZOS et al. 1996).

Por outro lado, segundo Marchal et al. (1997), a ampla expressao deste anticorpo nao
auxilia na determinagdo da origem citogenética do TVTC.

2.8.3.1.5 Anticorpos anti-CD 3 e anti-CD 79a (CD 3 e CD 79a)

A reatividade aos antigenos CD3 policlonais tem sido detectada para linfocitos T de caes e
¢ usada como um marcador para linfomas do tipo T (TRAIL; YANG,1985), dessa forma, a
maioria dos linfomas cutaneos caninos expressa este anticorpo (FERRER et al., 1993,
FERNANDEZ et al., 2005), enquanto que os linfomas constituidos de linfocitos B sdo
positivos para CD 79a (FERNANDEZ et al., 2005).

Estes anticorpos também podem ser empregados na avaliagdo do comportamento
bioldgico do TVTC que depende da resposta humoral dos animais. Em estudos experimentais,
tem-se descrito um aumento significativo de linfocitos B no TVTC em progressdo e um
aumento de infiltrado linfocitico T naqueles tumores em regressao (MOZOS et al., 1996). O
anticorpo CD3 pode ser 1til para a avaliacdo da fase tumoral (progressdo ou regressdo). Estes
achados sdo indicativos da resposta humoral do animal desenvolvida contra o tumor
(EPSTEIN; BENNETT, 1974). Assim o tratamento podera ser mais adequadamente
selecionado ao se saber em que fase o tumor esta (MOZOS et al., 1996).

2.8.3.1.6 Anticorpo anti-proteina p53 (p53)

O gene supressor de tumor p53, localizado no cromossomo 17, codifica uma fosfoproteina
denominada proteina p53, que desempenha um importante papel no controle do ciclo celular.
Esta proteina tem o papel de bloquear a divisdao celular em células que sofreram injurias no
seu DNA. A perda da fungdo desse gene pode estar relacionada tanto a iniciagdo quanto a
progressdo tumoral. Mutacdes na proteina p53 sdo encontradas em cerca de 50% de todos os
canceres humanos, ou mais de 50 tipos de tumores (ALMEIDA et al., 2007).

Nas neoplasias caninas, ja foram descritas mais de 10 diferentes mutacdes no gene p53
(STOCKMANN et al., 2011). Recentemente, mutagdes neste gene também foram descritas no
TVTC (CHOI; KIM, 2002; SANCHEZ-SERVIN et al., 2009). Moro et al. (2010) relatam que
o TVTC transplantado na fase de regressdo expressa mais p53 do que os TVTCs que ocorrem
naturalmente. Segundo estes autores, este achado sugere que deve haver anormalidades
funcionais no gene p53 deste tumor. A perda da fun¢do de p53 ¢ um evento comum em
muitos tumores caninos € nos humanos. A inativacdo deste gene nao ocorre apenas por
mutagdes ou por eventos deletérios do p53, mas também pela ruptura de vias que regulam a
sua atividade, como a via Mdm2 (STOCKMANN et al., 2011).

2.8.3.1.7 Anticorpo anti-Bcl-2 (Bcl-2)

A familia Bel-2 ¢ um grupo de proteinas que induz ou inibe a morte celular por apoptose.
A expressao de Bcl-2 tem sido associada com o gene p53 mutante. A p53 pode induzir a
apoptose com o aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial e com a formagao de
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proteinas do complexo Bcl2. Estas alteragdes levam a liberacdo do citocromo C das
mitocondrias e assim a apoptose. As células do TVTC apresentaram intensa expressao para a
proteina Bcl-2 independente do estagio do tumor (STOCKMANN et al., 2011). A familia Bcl-
2 participa da carcinogenése. A expressdo desta proteina pode estar associada a resisténcia a
drogas e a radioterapia, como também a baixa malignidade e a um prognostico favoravel
(BROWN; CALVERT; MACEWEN, 1980).

2.8.3.1.8 Anticorpos que falharam em expressar imuno-reatividade no TVTC

Segundo Mozos et al. (1996) e Marchal et al. (1997) as células tumorais do TVTC nao
foram reativas para imunoglobulinas (IgG, IgM), antigenos CD3, citoqueratinas, proteina
S100, enolase neurdnio especifica, proteina acida fibrilar glial, imunoglobulinas kappa e
lambda de cadeia leve.

2.8.4 Lectino-histoquimica e TVTC

A lectino-histoquimica permite o estudo da presenga de carboidratos ou glicoconjugados
em tecidos normais e patologicos. Nos ultimos anos, esta tem sido uma poderosa técnica de
demonstragdo de carboidratos na superficie celular e em determinadas organelas. Em
humanos, tem-se usado a lectina-histoquimica para investigacdo patoldgica de diversos
tumores, entretanto, em pequenos animais os estudos com esta técnica ainda sdo muito
escassos (GIMENO et al., 1995).

Gimeno et al. (1995) verificaram expressao nas células do TVTC de glicoconjugados com
afinidade para Triticum vulgaris (WGA), Concanavalia ensiforms (Con A) e Ricinus
communis | (RCA-I). Ja para Ulex europaeus-1 (UEA-I), Arachis hypogaes (PNA), Glycine
maximus (SBA) e Dolichos biflorus (DBA) nao reagiram com as células do TVTC.

Segundo estes autores, a expressdo de Con A, WGA e RCA-1 indica a presenga de
manose, glucose, galactose, N-acetyl-glucosamina e acido sidlico nas células do TVTC. A
expressao destas lectinas coincide com a expressdo das células neoplasicas de linfoma
Hodgkin e Reed-Sternberg. Outros tumores derivados desta linhagem celular ou de neoplasias
mesenquimais em humanos como tumores de linfocitos B e T, histidcitos, linfoma Burkitt,
promieldcito e mieloma também sdo Con A, WGA e RCA-I positivos (GIMENO et al., 1995).

2.8.5 Microscopia eletronica

Segundo Kennedy, Yang e Allen (1977) nas fases iniciais de crescimento, o TVTC parece
ser composto por um frouxo arranjado de células redondas. Com o crescimento do tumor, as
células apresentam-se compactas com inumeras interdigitagdes na membrana plasmatica. As
caracteristicas ultraestruturais das células sdo semelhantes a de tumores linforreticulares. Os
nucleos sdo grandes arredondados ou ovais, com membrana nuclear irregular e, algumas
vezes com invaginacdo. O nucléolo ¢ grande, Unico, tipico e proeminente. O citoplasma ¢
abundante com muitos ribossomos sob a forma de polissomos ou aglomerados. Os lisossomos
sao pequenos. O reticulo endoplasmatico e as mitocondrias sdo grandes, arredondados ou
ovais contendo poucas cristas. O aparelho de Golgi € pequeno, paranuclear e associado aos
centriolos. Granulos eletrodensos e vactolos sdao vistos no citoplasma. A membrana



plasmatica emite projecdes que se interdigitam com as células adjacentes (SANTOS et al.,
2005).

2.9 Outros Tumores Transmissiveis

O cancer pode, ocasionalmente, ser causado por agentes infecciosos, tais como bactérias,
parasitos e virus, entretanto, ndo ¢ considerado uma doenga transmissivel. Em raras
circunstancias a transmissao direta de células tumorais de um hospedeiro para o outro tem
sido documentada, como no caso do TVTC e no Tumor Facial do Diabo da Tasmania (TFDT)
(WELSH, 2011).

O Diabo da Tasmania (Sarcophilus harrisii) ¢ uma espécie animal ameacada de extin¢do
devido a dissemina¢do do TFDT. O tumor afeta a face do animal ¢ leva a morte em até 6
meses por obstrucao das vias aéreas e pela incapacidade de o animal se alimentar. A
transmissdo ocorre pelo contato direto com as células neopldsicas em brigas ou no
acasalamento (FASSATI; MITCHISON, 2010). A confirmac¢do de que o TFDT tem sido
transplantado em diferentes Diabos da Tasmania foi feita através de estudos citogenéticos.
Diversas amostras deste tumor revelaram um total de 13 cromossomos, o que difere da
quantidade de cromossomos do hospedeiro, que possuem 14 cromossomos. Diferentemente
do TVTC, os Diabos da Tasmania possuem uma falha na diversidade genética e com isso os
tumores transplantaveis ndo sdo rejeitados pelo hospedeiro, o que permite que a doenca
progrida e leve a morte (WELSH, 2011).

Uma analise recente indicou que este tumor tenha origem neuroenddcrina, pois se
verificou expressao para a vimentina, S-100, enolase-neurdnio especifica, cromogranina A e
marcadores sinapticos (MURCHISON et al., 2010).

Além disto, o TFDT também apresentou imuno-reatividade para uma ampla variedade de
proteinas de mielinizagdo como periaxina, proteina mielinica periférica 22 e para o receptor
do fator de crescimento neural. Baseado neste imunofenétipo foi sugerido que este tumor
tenha origem em células de Schwann do sistema nervoso periférico (KRESS et al., 2011).

2.10 Marcadores Imuno-histoquimicos das Desordens Histiociticas

Histiécitos fazem parte do grupo dos leucocitos e por isso sdo importantes para o
funcionamento do sistema imune. Estas células derivam de precursores (+CD34) presentes na
medula 6ssea. Sob a influéncia de vérias citocinas, elas se diferenciam em duas linhagens
celulares: macréfagos/monécitos ou em linhagens de células dendriticas. Apesar da
diferenciagdo celular, estas células permanecem com muitos antigenos de superficie
semelhantes, como por exemplo, os receptores de imunoglobulinas e das moléculas do
complemento (FULMER; MAULDIN, 2007).

As células dendriticas sdo potentes apresentadoras de antigenos presentes na epiderme,
derme e lamina propria. A linhagem celular da epiderme € conhecida por células de
Langerhans enquanto a linhagem presente na derme ¢ conhecida como células dendriticas
intersticias (FULMER; MAULDIN, 2007). Um elemento comum nas desordens histiociticas
proliferativas ¢ a proliferacdo das células dendriticas, células de Langerhans ou células
dendriticas intersticias (MOORE et al., 2006). J& a linhagem macrocitica/monocitica ¢
especializada em atividades fagociticas.

Em caes as desordens histiociticas tém sido classificadas em trés categorias: o
histiocitoma cutaneo, histiocitose reativa (cutanea e sistémica) e o complexo sarcoma
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histiocitico que inclui o sarcoma histiocitico localizado e o generalizado (FULMER;
MAULDIN, 2007). Para o diagnostico definitivo destas desordens, Moore et al. (2006)
sugerem um painel de anticorpos com antigenos leucocitarios como CD1, CD11c, CD11d e o
CD18.

Os histiocitomas tém o fendtipo caracteristico das células de Langerhans pois expressam
CDla, CDl1b, CDlc, MHC classe II, CD11c e E-caderina. Entre os leucdcitos, apenas as
células de Langerhans expressam o anticorpo E-caderina. Os sarcomas histiociticos ¢ a
histiocitose maligna expressam moléculas de superficie caracteristicas com as células
dendriticas (CD1, CD11c¢c e MHC II), entretanto, ndo apresentam imuno-reatividade para a E-
caderina diferenciando-os do histiocitoma. Na histiocitose reativa (cutanea ou sistémica) ha a
proliferagdo de células dendriticas intersticiais que expressam Thy-1 e CD4 diferente das
outras desordens histiocitarias (MOORE, 2011).

Fulmer e Mauldin (2007) recomendam a utilizagdo do painel de anticorpos CD3, CD11d,
CD18, CD45RA, CD79a e E-caderina, em tecidos fixados em formol, para o diagnostico de
tumores de origem linfocitica, histiocitica, mastocitomas, leiomiosarcomas e o histiocitoma
fibroso maligno.

Com relagdo ao TVTC, Gross et al. (2005), afirmam que estudos imuno-histoquimicos em
tecidos congelados de TVTC ndo confirmaram a origem histiocitica deste tumor. Segundo
estes autores, estudos imuno-histoquimicos e citométricos do TVTC tém falhado em
demonstrar a expressao de glicoproteinas caracteristicas para histiocitos (macréfagos e células
dendriticas), como CD11b, CDI11¢, CD1 e MHC 11

2.10.1 Anticorpo anti-CD18 (CD18)

O CD11/ CD18 constituem uma familia de glicoproteinas presentes na superficie dos
leucocitos e sdo responsaveis por fungdes relacionadas a adesdo celular, como migragao,
quimiotaxia e fagocitose. Esta glicoproteina ¢ formada por trés moléculas constituidas por
uma cadeia o (CD1la, CD11b ou CDlIc) especifica, associada a uma cadeia f (CDI18)
comum (HOOGSTENDEN et al., 1991).

Em caes, os linfocitos T expressam CD3 e CD18, enquanto que linfécitos B expressam
CD79a e CD18, entretanto, os macréfagos e os granuldcitos expressam dez vezes mais CD18
do que os linfocitos em tecidos fixados em formalina (FERNANDEZ et al., 2005). Apesar de
todos os leucdcitos expressarem as proteinas anti-CD18, o padrdo de coloragdo ¢ bem
proeminente em tumores histiociticos (FULMER; MAULDIN, 2007).

Atualmente, o critério imuno-histoquimico mais utilizado para a identificacdo de células
histiociticas em tecidos de cao previamente fixados em formol e emblocados em parafina ¢ a
verificagdo da imuno-reatividade para o CDI18 e a utilizagdo do CD3 e CD79a para a
eliminagdo de origem linfocitica (AFFOLTER; MOORE, 2002).

Fernandez et al. (2005) sugere a associa¢dao do CD18 e o anticorpo MHC de classe II para
o diagndstico de histiocitomas pois este ultimo € mais especifico para as células dendriticas
do que o primeiro. Além do mais, este autor verificou que mastocitomas pouco diferenciados
podem expressar o CD18, o que complicaria o diagndstico dentre os tumores de células
redondas.
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2.10.2 Anticorpo anti-MHC de classe II (MHC classe 1)

Os antigenos MHC sao glicoproteinas de membranas responsaveis pela apresentacdo de
antigenos para os linfocitos T-citotoxicos (Antigeno MHC classe I) e para os linfocitos T-
auxiliares (MHC classe II) (MUKARATIRWA; GRUYS, 2004).

O anticorpo anti-MHC de classe II apresenta ampla expressao nas células apresentadoras
de antigenos (FULMER; MAULDIN, 2007), como as cé¢lulas dentriticas (FERNANDEZ et
al., 2005; FULMER; MAULDIN, 2007).

Estudos demonstraram que os TVTCs no estagio de progressdo falharam em expressar
MHC classe I e II enquanto 30 a 40% das células tumorais no estagio de regressdo do tumor
expressaram estes antigenos de membrana (MUKARATIRWA; GRUYS, 2004). Esta falha na
expressdo destes antigenos nos tumores em progressdao explicaria, pelo menos em parte, o
crescimento do TVTC em hospedeiros alogénicos, ja que ndo haveria a apresentacdo destes
antigenos de membrana aos linfocitos T citotoxicos e T auxiliares. Nestes casos ndo havera a
estimulagdo da resposta imunoldgica do hospedeiro contra o tumor (PEREZ et al., 1998;
MUKARATIRWA; GRUYS, 2004).

Gross et al. (2005), afirmam que o TVTC tem constantemente falhado em demonstrar a
expressao de glicoproteinas caracteristicas para histidcitos (macrofagos e células dendriticas)
como o anticorpo MHC classe II.

2.10.3 Anticorpo anti-CD1 (CD1)

A familia de glicoproteinas CD1 (CDla, CD1b, CDlc, CDId e CDle), assim como as
glicoproteinas MHC I e 11, sdo responsaveis pela apresentacdao de antigenos para os linfocitos.
A diferenca, entretanto, entre estas duas glicoproteinas ¢ que CD1 apresenta lipideos e MHC
apresenta peptideos. Tem-se demonstrado que vérias classes de lipideos sdo apresentadas por
diferentes isoformas de CD1. Em humanos as células de Langerhans expressam intensamente
CDla, enquanto, as células dendriticas da derme expressam CDIb ¢ CDIc (LOORINGH
VAN BEECK et al., 2008).

2.10.4 Anticorpo anti-Lisozima (lisozima)

Moore (1986b) relata que o uso da lisozima como um marcador de células de origem
histiocitica tem sido limitada, pois nem todos os macrofagos expressam este anticorpo. Além
disto, segundo este autor, as células dendriticas de Langerhans, as células foliculares e as
células reticulares interdigitais também tém falhado em apresentar imuno-reatividade para a
lisozima. Nos histiocitomas cutdneos (tumor de células de Langerhans) canino a presenca da
lisozima tem sido variavel (MOORE, 1986b; SANDUSKY; CARLTON; WIGHTMAN,
1987) ou até nula (MARCHAL et al., 1997). Morris et al. (2002) ndo incluiram a lisozima no
estudo por obter achados inconsistentes com este anticorpo.

Os principais marcadores das desordens histiociticas, as respectivas células que
apresentam imuno-reatividade para estes marcadores, a estrutura que corresponde estes
marcadores e suas fungdes estdo listados na Tabela 1.
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Tabela 1. Principais marcadores das desordens histiociticas, as respectivas células que
apresentam imuno-reatividade para estes marcadores, estrutura e fun¢do destes marcadores

2007)

Anticorpo Células Imunoreativas Estrutura Funcdo da Estrutura
glicoproteinas de células apresentadoras de
células de Langerhans e células membranas - CD1b/CDIc  antigeno - apresentam
CDI (a,b,c) dendriticas (FULMER: MAULDIN, 2007) endossomas, lisossomas  lipideos principalmente para
’ ’ (LOORINGH VAN BEECK et al,, os linfocitos T (LOORINGH
2008) VAN BEECK et al., 2008)
células mieloides (macrofagos), natural glicoproteinas d.e ade.sa.o ce@ar, nngrgc;ao,
CDI11b Killer cels (FULMER; MAULDIN, 2007) membranas (cadeia o) quimiotaxia e fagocitose
’ (HOOGSTENDEN et al., 1991)  (HOOGSTENDEN et al., 1991)
. teinas d adesdo celular, como
, iy . coproteinas de o o
células dendriticas, natural killer cels gop . migracdo, quimiotaxia e
CDllc (FULMER: MAULDIN, 2007) membranas (cadeia o) froocitose (HOOGSTENDEN
’ S (HOOGSTENDEN et al,, 1991)  A80CTOSE ( END
etal., 1991)
macrofagos da polpa vermelha do bago glicoproteinas de adesdo celular, migracdo,
CD11d e da medula 6ssea (FULMER; MAULDIN,  membranas (cadeia o) quimiotaxia e fagocitose
2007) (HOOGSTENDEN et al., 1991)  (HOOGSTENDEN et al., 1991)
leucocitos em geral, " teinas d
; L coproteinas de . L
macréfagos e granulocitos coram 10 glicop . adesdo celular, migracdo,
. membranas - marcaggo de s .
CDI8 vezes mais, b T quimiotaxia e fagocitose
. . . membrana e citoplasmatica
mastocitomas indiferenciados (HOOGSTENDEN et al., 1991)
F ANDEZ et al., 2005) (FERNANDEZ et al., 2005)
i teinas d células apresentadoras de
. . T .
células apresentadoras de antigeno - mfh coproteinas de antigeno - apresentam
. - I FERNANDEZ , o
MHC II células dendriticas (FERNANDEZ et al., :lnez 005 a;SISJ\EIER- M:ULDIIe\; peptideos para os linfocitos
2005, FULMER; MAULDIN, 2007) T 200 " T (LOORINGH VAN BEECK et
al., 2008)
CD34+ células hematopoiéticas, células glicoproteina de membrana ?oleciulzdﬁes.?o -T
Thy-1 (CD90) dendriticas intesticiais (FULMER; (DRABEROVA ; DRABER, 5;) gi?sz(;ofm- 1;)1:;(1)385}1
MAULDIN, 2007, MOORE, 2011) 1993) ( | 9933 ’
. , adesdo celular - atua
glicoproteina mediando as interages
especifico para células de Langerhans,  transmembrana tipo- 1, fula-célula ¢ & }ulag iz
. X Lo ~ célula-célula e célula ma
E-caderina células epiteliais (FULMER; MAULDIN,  expressdo de membrana e

citoplasmatica (DENADATI et
al,, 2007)

extracelular -

mantém a integridade
(DENADAI et al., 2007)
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2.11 Marcadores Imuno-histoquimicos Para Células de Origem Linfocitica

As células tronco pluripotentes da medula 6ssea originam células progenitoras mieloides e
linfoides. Os progenitores linfoides, por sua vez, irdo originar os linfocitos T, B e células NK
(JUNIOR et al., 2010).

2.11.1 Anticorpo anti-CD3 (CD3)

Linfécitos T expressam um antigeno intracitoplasmatico CD3. Este antigeno consiste em
uma cadeia de 5 polipeptidios (gamma-g-, delta-d-, epsilon-e-, zeta-z - eta-h-) com massa
molecular de aproximadamente 16-28 kDa. O antigeno CD3 esta presente nas células do timo
e sua presenca indica a futura formagdo da linhagem celular dos linfocitos T. Nas células do
timo, o CD3 aparece predominantemente como um constituinte intracitoplasmatico enquanto
que nos linfocitos T maduros este antigeno apresenta-se na superficie. O CD3 ¢ um marcador
muito especifico para os linfocitos T (RAMOS-VARA, 2012).

Os linfécitos T s6 reconhecem antigenos processados, apresentados por moléculas de
MHC na superficie de uma célula apresentadora de antigeno. O receptor de células T ¢
expresso na membrana dos linfocitos T em associagdo com o complexo CD3. Este receptor ¢
responsavel pelo reconhecimento do complexo peptideo-molécula de MHC, e o CD3, pela
sinalizacdo celular subsequente (JUNIOR et al., 2010).

Muitos estudos em humanos tém demonstrado que a molécula CD3 ¢ restrita aos
linfocitos T, com possivel excecdo apenas das células de Purkinje do cerebelo. Para o
diagnostico de linfomas o anticorpo anti-CD3 ¢ considerado um marcador excelente, pois as
células neoplasicas preservam este antigeno intracitoplasmatico (FERRER et al., 1993).

2.11.2 Anticorpo anti-CD 79a (CD79a)

A molécula CD79 ¢ formada por duas cadeias de polipeptideos, mb-1 (CD79a) e B29
(CD79Db), fisicamente associadas & membrana das células B com imunoglobulinas. O
polipeptideo mb-1 esta presente nos primeiros estdgios de maturacao das células B e persiste
até a formagao de plasmocitos, onde aparece como um componente intracelular (MASON et
al., 1995). O CD79 esté associado a pelo menos um receptor de tirosina-quinase. A ativagao
deste receptor ¢ feita pela ligacdo com antigenos e desencadeia diversas fosforilagdes que
assim, iniciam a sinalizacdo celular (MASON, et al., 1995). E encontrado na maioria das
leucemias agudas de linfocitos B, linfomas de células B e em alguns mielomas. Musculos
lisos podem expressar anti-CD79a (RAMOS-VARA, 2012).

2.11.3 Anticorpo anti-CD45 (CD45)

O CD45, antigeno leucocitario comum, ¢ uma glicoproteina de superficie celular com um
dominio citoplasmatico tirosina-fosfatase cujo papel ¢ favorecer a ativagao das células T. Esta
glicoproteina esta presente na superficie de todos os leucocitos (SODRE, 2009) e é restrita as
c¢lulas hematopoéticas (AMROLIA et al., 2003). Diversas fungdes imunoldgicas tais como a
indugdo da atividade supressora, citotoxica e a indug¢ao da expressao de interleucinas t€ém sido
relacionadas a0 CD45 (SODRE, 2009).
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Este marcador ¢ amplamente utilizado em imuno-histoquimica em humanos, uma vez que
auxilia na subtipagem de neoplasias, principalmente linfomas (Hodgkin, ndo Hodgkin e
outras categorias) e leucemias B e T (SODRE, 2009).

O CD45 possui pelo menos trés isoformas (A, B, C) reconhecidas como CD45RA,
CD45RB e CD45RC. A isoforma CD45RA ¢ expressa em todos os linfocitos B e em linfomas
tipo B. Na pele verifica-se imuno-reatividade para mastocitomas, plasmocitomas e alguns
linfomas de células T (RAMOS-VARA, 2012). Esta isoforma ¢ a maior entre todas
(COBBOLD; METCALF, 1994).

Os principais marcadores das desordens de origem linfocitica, as respectivas células que
apresentam imuno-reatividade para estes marcadores, a estrutura que corresponde estes
marcadores e suas fungdes estao listados na Tabela 2.

Tabela 2. Principais marcadores das desordens de origem linfocitica, as respectivas células

que apresentam imuno-reatividade para estes marcadores, estrutura e funcdo destes

marcadores

Anticorpo Célula Estrutura Funcdo
antigeno intracitoplasmatico
CD3 - Ilinfécitos T antigeno

responsavel pela sinalizagdo

Iinfocitos T, presente na superficie .
CD3 células de Purkinje (RAMOS.VARA. 2012, Scular Clle arlzlgznol\s/lﬁéese,mados
(FERRER et al., 1993) Marcagdo de membrana ou pormoteet S20?0) HERoR
citoplasmatica (FERNANDEZ et
al, 2005)

linfocitos B - plasmdcitos e polipeptideo mb-1 (CD79a) -  responsavel pela sinalizagio

CD 79a isculos lisos podem componente intracelular celular de antigenos (MASON, et
expressar ;%?OS‘VARA’ (MASON et al., 1995). al, 1995).

favorecer a ativagdo das células T
e B; possui também fungdes

icoproteina de superficie . . . . . ~
glicop P mmunoldgicas tais como a indugao

Células B e Células T naive  celular com um dominio
(FULMER; MAULDIN, 2007) citoplasmatico tirosina-

fosfatase (SODRE, 2009)

CD 45RA da atividade supressora,
citotoxica e a indugdo da
expressao de interleucinas

(SODRE, 2009).

Com base em algumas semelhangas histologicas entre o TVTC e determinadas neoplasias
germinativas, como o germinoma intra-craniano dos caes, deliberou-se investigar a
possibilidade do TVTC ter uma possivel origem germinativa, através de estudos imuno-
histoquimicos. A seguir, h4 uma breve revisdo sobre os tumores germinativos € seus
principais marcadores imuno-histoquimicos.

2.12 Principais Tumores de Origem Germinativa

Tumores testiculares originam-se de células germinativas e dos elementos estromais do
cordao sexual. Estdo divididos em quatro categorias: os tumores de células germinativas
(seminoma, teratoma, carcinoma embrionario € os carcinomas do saco vitelino que crescem
do epitélio germinativo dos tibulos seminiferos), os tumores do estroma do corddo sexual
(sertolioma e tumor de células de Leydig), os tumores mistos de células germinativas e
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células do estroma do cordao sexual, os tumores primarios nao especificos do testiculo e os
germinomas intracranianos (CHI-HO YU et al., 2009).

As neoplasias testiculares em caes adultos e idosos sdo comuns. O seminoma, o
sertolioma e os tumores de células de Leydig sdo os mais frequentes (PATNAIK; MOSTOFI,
1993).

2.12.1 Anticorpo anti-CD117 (CD117)

O CDI117 (KIT) € um receptor tirosina-quinase tipo 3 responsavel pela transducao celular
em diferentes tipos de células. O KIT ¢ ativado ao se ligar aos fatores de crescimento que
iniclam uma cascata de fosforilagdes que dardo origem a regulacdo de apoptoses,
diferenciagdo celular, proliferagdo, quimiotaxia e adesdo celular dependendo do tipo celular.
Os mastocitos, as células hematopoéticas, as células germinativas, os melandcitos, as células
Cajal do trato gastrointestinal s3o KIT dependentes. Outras células KIT-positivas incluem as
células epiteliais dos anexos da pele, mama e neurdnios cerebelares (MIETTINEN; LASOTA,
2005).

Recentemente, tem-se relacionado o KIT na patogénese de multiplas doengas neoplasicas
em humanos (WEBSTER ET al., 2006). A positividade para KIT tem sido variada em
sarcomas como nos angiossarcomas, nos sarcoma Ewing, nos sarcomas sinoviais € nos
leiomiossarcomas. Além desses tumores, o KIT também ¢ expresso nos carcinomas de células
pequenas, carcinomas renais, timico, alguns carcinomas ovarianos, mamarios (MIETTINEN;
LASOTA, 2005) e de prostata (WEBSTER et al., 2006).

Uma deficiéncia neste receptor, devido a mutacdes hereditarias, pode levar a alteracdes
das fungdes KIT- dependentes, como a eritropoiese, pigmentacdo da pele, fertilidade e
motilidade gastrointestinal. Por outro lado, uma ativagdo patologica do KIT, leva ao
desenvolvimento de neoplasias KIT-dependentes e KIT-positivas como os mastocitomas, as
leucemias mieloide aguda, os seminomas, os tumores do estroma gastrointeistinal (GISTs)
(MIETTINEN; LASOTA, 2005), os melanomas malignos e os carcinomas de pulmao
(MORINTI et al., 2004).

Nas neoplasias testiculares, os tumores de células germinativas intratubulares e os
seminomas expressam o KIT. Mais de 90% dos seminomas sdo KIT- positivos. Expressdo
similar ¢ verificada em neoplasias de ovario (disgerminomas) e da regido pineal (germinoma/
pinealoma). Os seminomas atipicos parecem expressar menos a proteina KIT, assim como os
seminomas espermatociticos (MIETTINEN; LASOTA, 2005).

Em tecidos de animais, a expressdo do CD117 tem sido verificada em mastdcitos, células
de Purkinje do cerebelo, no trato gastrointestinal, nas cé€lulas acinares e ductais das glandulas
mamarias, em oocistos (felinos) e no endométrio. Entre as neoplasias o ¢-KIT ¢ positivo nos
mastocitomas, nos tumores mesenquimais gastrointestinais € no carcinoma ovariano canino.
O padrdo de coloragdo ¢ fraco e inconstante nos tumores de mama benignos e malignos, nos
melanomas, seminomas, nos tumores de células intersticiais e nos tumores de células da
granulosa (MORINI et al., 2004). Chi-Ho-Yu et al. (2009), entretanto, verificaram intensa
marcacao em todos os seminomas caninos testados (20 tumores) com o c-KIT e acreditam que
este anticorpo ¢ um marcador sensivel para esta neoplasia.

Nos mastocitomas caninos, a ocorréncia de mutacdo da proteina KIT estd
significativamente associada ao aumento da recorréncia do tumor e ao agravamento do
quadro. Além disto, a mutagdo de c-Kit esta relacionada a localizagdo desta proteina na
célula. Quanto mais difusa e citoplasmatica for o padrdo de coloracdo desta proteina na
imuno-histoquimica, maior a probabilidade de mutagdo em c-KIT e assim pior o progndstico
(KIUPEL et al., 2004; WEBSTER et al., 2006; WEBSTER et al., 2007).
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2.12.2 Anticorpo anti-fosfatase alcalina placentaria (PLAP)

As fosfatases alcalinas sdo um grupo heterogéneo de glicoproteinas, geralmente
confinadas a superficie celular e normalmente sintetizadas pelo sinciciotrofoblasto fetal (CHI-
HO-YU et al., 2009). Provavelmente t€ém papel em transporte celular, regulacdo do
metabolismo, transcricdo de genes e diferenciagdo celular. Historicamente, PLAP tem sido
considerado o marcador de escolha para tumores de células germinativas, particularmente
germinomas ¢ seminomas em humanos (NEUPATIMAGEM UNICAMP, 2011).

Em caes, os seminomas sdo PLAP positivos, entretanto, os seminomas espermatociticos,
originados de espermatozoides maduros, raramente expressam este marcador (GRIECO et al.,
2007; KIM et al., 2010). Chi-Ho-Yu et al. (2009) também verificaram fraca e heterogénea
reatividade dos seminomas de caes para PLAP e por isso ndao consideram este anticorpo um
bom marcador para seminoma.

O PLAP apresenta varios problemas técnicos, incluindo baixa especificidade, baixa
sensibilidade, freqiiente marcacdo inespecifica de fundo e pode levar a dificuldades de
interpretacdo, especialmente em espécimes pequenos ou previamente congelados. Por isso,
em humanos, novos marcadores como c-Kit e OCT 4 t€m sido preferidos
(NEUPATIMAGEM UNICAMP, 2011).

2.12.3 Anticorpo anti-alfa-fetoproteina (AFP)

A alfa-fetoproteina ¢ um antigeno oncofetal, normalmente produzido no figado e no saco
vitelino (TASHBAEVA et al., 2007), com fungdes de transporte plasmatico e de manutengao
da pressdao oncotica (ALMEIDA et al., 2007). Normalmente, esta proteina desaparece do
plasma no primeiro ano de vida (ALMEIDA et al., 2007), entretanto, niveis elevados da
mesma podem indicar doenga hepatica ou cancer em adultos (TASHBAEVA et al., 2007).
Setenta por cento dos tumores testiculares ndo seminomatosos produzem AFP. O carcinoma
embrionario, teratocarcinoma, tumor de saco vitelino e tumores mistos sintetizam AFP,
enquanto que o coriocarcinoma e 0 seminoma puro nao a produzem (ALMEIDA et al., 2007).

2.12.4 Anticorpo anti-CD30 (CD30)

O CD30 ¢ uma glicoproteina de membrana da superfamilia do fator de necrose tumoral
que no humano ¢ utilizado como marcador de carcinoma embrionario (CHI-HO-YU et al.,
2009). Este anticorpo também ¢é importante porque diferencia o carcinoma embrionario do
seminoma (LEROY et al.,, 2002). A distingdo entre estes dois tipos de tumores ¢ muito
importante por apresentarem diferentes métodos de tratamentos (CHI-HO-YU et al., 2009).

2.12.5 Anticorpo anti-OCT3/4 (OCT3/4)

O OCT3/4 ¢ um membro da familia de fatores de transcricdo expresso em células tronco
embrionarias € germinativas pluripotentes de humano e camundongos. Em humanos ¢
considerado um bom marcador para seminomas e carcinomas embriondrios, entretanto em
caes, este anticorpo tem falhado em expressar imuno-reatividade em seminomas (CHI-HO-
YU et al., 2009). Esta falha na expressao pode ser justificada pelas caracteristicas histologicas
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deste tumor que sdo similares as do seminoma espermatocitico humano que por sua vez,
também ndo expressa este anticorpo (OWSTON; RAMOS-VARA, 2007, KIM et al., 2010).

Os principais marcadores das desordens de origem germinativa, as respectivas células que
apresentam imuno-reatividade para estes marcadores, a estrutura que corresponde estes
marcadores e suas fungdes estao listados na Tabela 3.
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Tabela 3. Principais marcadores das desordens de origem germinativa, as respectivas células
que apresentam imuno-reatividade para estes marcadores, estrutura e funcdo destes
marcadores

Anticorpo Expresséo Estrutura Funcéo

Os mastdcitos, as células hematopoéticas, as células
germinativas, os melandcitos, as células Cajal do trato
gastrointestinal sio CD117 (KIT) dependentes. Outras
células KIT-positivas incluem as células epiteliais dos
anexos da pele, mama e neurdnios cerebelares
(MIETTINEN; LASOTA, 2005). Entre as neoplasias o ¢-KIT é

Proteina transmembrana que
funciona como receptor e tem um
componente intracitoplasmatico com

positivo nos mastocitomas, nos tumores mesenquimais Proteina transmembrana idade tirosi . L
CD117 gastrointestinais e no carcinoma ovariano canino. O (proteina kit) (MIETTINEN; atividade tirosina qumase.' Ativago
padrio de coloragio ¢ fraco e inconstante nos tumores de LASOTA, 2005) permanente desta proteina (sem

ligagdo com agonista) promove
proliferagdo celular e inibe apoptose
(Neupatimagem-UNICAMP, 2011).

mama benignos e malignos, nos melanomas, seminomas,
nos tumores de células intesticiais e nos tumores de células
da granulosa (MORINTI et al., 2004).
Chi-Ho-Yu et al. (2009), entretanto, verificaram intensa
marcagdo em todos os seminomas caninos testados (20
tumores) com o c-KIT.

Expressa em células germinativas primordiais e em
sinciciotrofoblasto. PLAP tem sido considerada o

marcador de escolha para tumores de células .
Transporte celular, regulagdo do

. erminativas, particularmente germinomas e seminomas. 8 . .
Fosfatase Alcalina & PLAP i é’ b gt do d tad 'Grupo heterogene]i)rse metabolismo, transcricdo de genes e
. a a membranas tem sido documentada i . .
Placentaria . ga . , . glicop rote‘mas, gerg nte diferenciagdo celular (Neupatimagem-
ununoh]stoqumcamente também em carcinoma confinadas a superﬁ(ne celular
(PLAP) L . L X UNICAMP, 2011).
embrionario, gonadoblastoma, tumor do seio endodérmico (Chi-Ho-Yu et al., 2009).

e coriocarcinoma, bem como em metastases de seminoma
(Neupatimagem-UNICAMP, 2011).

. . L Proteina produzida no figado . »
Doenga hepatica, carcinoma embrionario, Fungoes de transporte plasmatico e

Alfa-fetoproteina € no saco-vitelino

(AFP) teratocarcinoma, tumor de saco vitelino e tumores mistos (TASHBAEVA et al., 2007). de manutenggo da pressdo oncotica
(ALMEIDA et al., 2007). (ALMEIDA et al., 2007)
. . Fungdo primaria ainda desconhecida
Glicoproteina de membrana G40 p o
mas sabe-se que o0 CD30 participa
CD 30 Carcinoma embrionario (LEROY et al., 2002) presente no fator de necrose de véarias vias importantes da
: tumoral (Chi-ho Yu et al,, 2009). r - 1mpe
regulagdo dos linfocitos T e NK
(MUTA et al., 2000).
Bom marcador para seminomas e carcinomas . Necessério para manter a
OCT 3/4 embrionarios em humanos. Em cées ndo parece ser um Fator de transcrigdo nuclear luripoténcia das célula
: p (Chiho Yu et al., 2009) pluripoténcia das células tronco
bom marcador para seminomas (Chi-ho Yu et al., 2009). (Barros, 2008)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Este trabalho ¢ um estudo complementar a dissertagdo de mestrado (MASCARENHAS,
2010), onde foi feita a avaliagdo imuno-histoquimica de 23 TVTCs, 10 genitais e 13
exclusivamente extragenitais.

Os principais dados dos caes, como sexo, idade, raca e localizagcdo do tumor, assim como
0s aspectos macroscopicos e clinicos foram obtidos junto ao setor de Dermatologia do
Hospital Veterinario de Pequenos Animais (HVPA) da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Todos os cdes foram submetidos ao exame clinico completo e ao exame citologico do
tumor.

Para a avaliagdo dos aspectos microscopicos foram selecionados 10 casos de TVTC
genital, e 6 casos de TVTC extragenital submetidos a biopsia (bidpsia incisional) no HVPA e
diagnosticados pela Area de Anatomia Patologica do Departamento de Epidemiologia e
Satde Publica, Instituto de Veterinaria, UFRRJ. Dos 10 casos de TVTC genital, 5 foram
fixados em folmaldeido a 10% por 24 horas e os outros 5 em paraformaldeido 4% por 24
horas. Os seis TVTCs extragenitais foram fixados em formaldeido 10%, porém nao se pode
precisar o tempo de fixacdo; estes tumores foram os mesmos utilizados no estudo anterior
realizado por Mascarenhas (2010). Os outros 17 tumores utilizados no trabalho de
Mascarenhas (2010) ndo puderam ser avaliados novamente, devido ao término e desgaste do
material emblocado. Os 16 animais selecionados obtiveram a cura clinica com o tratamento
preconizado para este tumor, a quimioterapia com vincristina ou vinblastina.

3.2 Citologia

O material para a citopatologia foi obtido por meio de pun¢do por agulha fina. As laminas
com as preparagdes citologicas foram entdo, coradas pelo método rapido Instant Prov e
examinadas a microscopia optica.

3.3 Histopatologia

Os fragmentos dos 16 TVTCs selecionados, previamente fixados e emblocados em
parafina, foram processados rotineiramente para histologia, cortados a 5 micrometros e as
laminas obtidas coradas pela Hematoxilina-Eosina (HE), foram examinadas em microscopio
optico.
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3.4 Imuno-histoquimica

3.4.1 Anticorpos utilizados

O material selecionado e emblocado em parafina foi cortado a 5 micrometros e testado
para reagentes especificos de antigenos de membrana (anti-macrofago) e citoplasmaticos
(anti-lisozima, anti-vimentina, anti-CD18, anti-CD3, anti-CD79a, anti-CD117) com utilizagao
da técnica complexo avidina-biotina-peroxidase, preconizada por Mozos et al. (1996),
Marchal et al. (1997) e Ramos-Vara (2010). Os exames imuno-histoquimicos dos 16 TVTCs
selecionados foram realizados no Setor de Anatomia Patologica, do Projeto Sanidade Animal,
Convénio UFRRJ/EMBRAPA. Todos os anticorpos utilizados, com seus respectivos clones e
especificagdes, foram sintetizados na Tabela 4.

Tabela 4. O clone, o tipo e a marca dos anticorpos utilizados

Anticorpo Clone Tipo Marca
Lisozima 18-0039* policlonal Zymed / Invitrogen
CD79a HMS57 monoclonal Santa Cruz Biotechnology
CD3 ok policlonal Spring Bioscience
Anti-macréofago LN-5 monoclonal Zymed / Invitrogen
CDI18 CA16 3C10 monoclonal University of California
CD117 RP063-05* policlonal Diagnostic Biosystem
Vimentina V9 monoclonal Diagnostic Biosystem

*numero do catalogo, ** ndo especificado

3.4.2 Controles-positivos

Cada anticorpo utilizado foi padronizado individualmente com tecidos sabidamente
positivos para os mesmos. A perfeita padronizag@o foi obtida quando se verificou forte padrao
de coloragdo nas células. A Tabela 5 apresenta os anticorpos utilizados e os respectivos
controles positivos.

Tabela 5. Anticorpos utilizados e os respectivos controles positivos

Anticorpo Controle positivo Espécie
Lisozima mnflama¢do granulomatosa cao
CD79a plasmocitoma cao
CD3 linfonodo cdo
Anti-macréfago  inflamacdo granulomatosa cao
CD18 mnflamacao granulomatosa cao
CD117 mastocitoma cdo
Vimentina melanoma amelanotico cdo
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3.4.3 A técnica da imuno-histoquimica

Os cortes foram colocados em laminas positivadas com solugdo silane 2% em acetona,
secadas verticalmente em temperatura ambiente, antes de serem aquecidas em estufa a 60°C
por 3-4 horas. Em seguida entdo, desparafinados em xilol e reidratados em graduacdes
decrescentes de alcool até a dgua destilada. O bloqueio da peroxidase endogena foi feito pela
incubagdo das laminas em solu¢do de peroxido de hidrogénio a 3% em dgua destilada por 30
minutos em temperatura ambiente, sendo posteriormente lavadas em agua destilada por dois
minutos. A recuperacdo antigénica utilizada para todos os anticorpos foi o tampao citrato com
pH 6 em duas etapas de trés minutos no forno de micro-ondas (700W). Logo apds, as laminas
foram esfriadas por 15 minutos em temperatura ambiente. Para a diminui¢do das ligagdes
inespecificas (“background”), os cortes foram tratados com leite desnatado (Molico) 5%
diluido em agua destilada durante 30 minutos. Os cortes histologicos foram incubados com
anticorpos primarios (anti-macréfago, anti-proteina S-100, anti-lisozima, anti-CD18, anti-
CD117, anti-CD79a, anti-CD3, anti-vimentina) na dilui¢do especificada na tabela 5, em PBS,
por 12 horas (overnight), a 4°C em camara umida. Posteriormente, foram lavados em agua
destilada e tratados com anticorpo secundario biotinalado (DAKO LSAB 2 kit, DAKO Corp.,
Carpinteria, CA) por 20 minutos, em cdmara imida e temperatura ambiente. Logo apos foram
lavados em PBS e tratados com o conjugado estreptavidina-peroxidase (DAKO Corp.,
Carpinteria, CA) por mais 20 minutos cada em cadmara imida e temperatura ambiente, sendo
lavados em agua destilada e submetidos a revelagdo com substrato cromédgeno (DAB liquido:
1 gota para cada 1ml de tampao substrato Dako — K3468) por 5 a 10 minutos. Os cortes foram
lavados em 4gua destilada e contracorados com hematoxilina de Harris por 30 segundos,
posteriormente lavados em agua corrente por 1-2 minutos, desidratados em graduagdes de
alcool e clarificados em xilol. Em seguida, as 1aminas foram avaliadas em microscopio optico.

A Tabela 6 apresenta as caracteristicas dos anticorpos primarios, suas respectivas
diluicdes e o método de recuperagdo antigénica utilizado para cada um.

Tabela 6. Caracteristicas dos anticorpos primarios, dilui¢des, tempo de incubagdo e
recuperagdo antigénica utilizada

Anticorpo Diluicho  Tempo de incubacdo Recuperacgdo antigénica
Lisozima 1/100 overnight micro.** 6 minutos + citrato
CD79a ’ 1/20 overnight micro. 6 minutos + citrato
CD3 1/100 overnight micro. 6 minutos + citrato
Anti-macrofago 1/100 overnight micro. 6 minutos + citrato
CD18 ’ 1/20 overnight micro. 6 minutos + citrato
CDI117 1/200 overnight micro. 6 minutos + citrato
Vimentina 1/200 overnight micro. 6 minutos + citrato

**micro-ondas

3.5 Lectino-histoquimica

Para a técnica de lectino-histoquimica foram selecionados quatro TVTCs genitais (1, 2, 2,
4) fixados em formalina a 10% por 24 horas. O material selecionado foi emblocado em
parafina e as seguintes lectinas foram testadas: Canavalia ensiformis agglutinin (Con A; a-d-
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Man; a-d-Glc-specific), Dolichos biflorus agglutinin (DBA; a-d-Gal-Nac-specific), Glycine
max agglutinin (SBA; a-d-GalNac; b-Gal-specific), Arachis hypogaea agglutinin (PNA; b-d-
Gal/(1-3)GalNAc-specific), Ricinus communis agglutinin-I (RCA — I; b-d-Gal-specific), Ulex
europaeus agglutinin-1 (UEA-1; a-L-Fuc-specific), Triticum vulgaris agglutinin (WGA; a-d-
GlcNAc/NeuNAc-specific, Succinyl-WGA (SWGA), Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia
(GSL), Sophora japonica (SJA), Pisum sativum (PSA), Phaseolus vulgaris (PHA-L e PHA-
E), Lens culinaris ou L. esculenta (LCA) (Lectin Kit Biotinylated BK 1000 ¢ 2000, Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA). Como controle negativo de marcagdo as lectinas
foram substituidas por PBS. A técnica da lectino-histoquimica foi realizada no Setor de
Anatomia Patolégica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.5.1 A técnica da lectino-histoquimica

Os cortes foram colocados em ldminas positivadas com solugdo silane 2% em acetona,
secadas verticalmente em temperatura ambiente, antes de serem aquecidas em estufa a 60°C
por 3-4 horas. Em seguida foram entdo, desparafinados em xilol e reidratados em graduagdes
decrescentes de alcool até a agua destilada. O bloqueio da peroxidase endogena foi feito pela
incubacdo das ldminas em solugdo de peroxido de hidrogénio a 3% em 4gua destilada por 30
minutos em temperatura ambiente, sendo posteriormente lavadas em agua destilada por dois
minutos. A recuperagdo dos glicoconjugados utilizada foi o tampao citrato com pH 6 em
banho-maria por 1 hora. Logo apds as laminas foram esfriadas por 15 minutos em
temperatura ambiente. Para a diminui¢do das ligacdes inespecificas (“background”), os cortes
foram tratados com leite desnatado (Molico) 5% diluido em agua destilada durante 30
minutos. Os cortes foram incubados “overnight” com lectinas (Vector Laboratories,
Burlingame, California, 94010, USA) na diluicdo de Spug/mL em PBS, com excessdao das
lectinas Con A que foi diluida na propor¢ao de 0,5ug/ml e da lectina RCA que foi diluida na
propor¢ao de lug/ml. Utilizamos as lectinas Con A, DBA, SBA, PNA, UEA-1, WGA,
SWGA, GSL, SJA, PSA, PHA-L, PHA-E, LCA e RCA. Logo ap6s foram lavados em PBS
e tratados com o complexo estreptavidina-peroxidase (Vector Laboratories Inc.) por mais 20
minutos cada em camara umida e temperatura ambiente, sendo lavados em agua destilada e
submetidos a revelagdo com substrato cromdgeno (DAB liquido: 1 gota para cada 1ml de
tampao substrato Dako — K3468) por 5 a 10 minutos.

Os cortes foram lavados em agua destilada e contracorados com hematoxilina de Harris
por 30 segundos, posteriormente lavados em dgua corrente por 1-2 minutos, desidratados em
graduagdes de alcool e clarificados em xilol.

3.6 Interpretacdo dos resultados da imuno-histoquimica e lectino-histoquimica

A intensidade da coloragdo foi graduada em fraca (+), moderada (++) e forte (+++).
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4 RESULTADOS
4.1 Dados dos Animais

Os principais dados dos cdes com TVTC foram coletados e sintetizados nas Tabelas 7 e 8.
Todos os caes utilizados neste estudo foram curados através do tratamento com vincristina ou
vinblastina.

Tabela 7. Dados dos caes com TVTC genital

TVTCs ~ - FIXACAO /
genitais SEXO IDADE RACA LOCALIZACAO ASPECTO CLINICO TEMPO
Massa friavel, ,
1 M 2 anos SRD Bulbo do pénis multilobulada e Fonne;lgf:sio /24
hemorragica
2 F 3 anos SRD vagina Nodulo erltemat(?sc?, Formaldeido / 24
ulcerado e hemorragico horas
Cocker . Nodulo hiperémico e Formaldeido / 24
3 F 11 anos R vagina .
Spaniel hemorragico horas
4 F 10 anos SRD vulva Massa multllobul,aQa, Formaldeido / 24
ulcerada e hemorragica horas
5 F 5 anos SRD vagina Massa ulcrer.ada e Formaldeido / 24
hemorragica horas
6 F 6 anos SRD vagina No6dulo hemorragico Paraformaldeido /
24 horas
7 M 3 anos SRD Tumor rfo .bulbo do Mas,sa. tumor.a,l Paraformaldeido /
pénis hemorragica e friavel 24 horas
8 E 6 anos SRD vagina Nodulq 1r}ult110bulad0, Paraformaldeido /
hemorragico e ulcerado 24 horas
. . Paraformaldeido /
9 F 2 anos SRD vagina Noédulos firmes
24 horas
10 F 7 anos Pitbull vagina Noédulo hemorragico e Paraformaldeido /

friavel 24 horas

SRD = sem rag¢a definida; F = féma; M = macho

Tabela 8. Dados dos caes com TVTC extragenital

TVTCs

o SEXO IDADE RACA LOCALIZACAO ASPECTOCLINICO FIXACAO
Extragenitais

Massa friavel,

11 M 4 anos SRD focinho e palato multilobulada Formaldeido
12 M 2 anos SRD cutianeo Nédulo erlt’en.qatoso, Formaldeido
hemorragico
13 F 4 anos SRD M.A.D. Nodulo hemorragico  Formaldeido
14 M 10 anos PastoNr cav. oral Massa multllobu!a§a, Formaldeido
Alemio ulcerada e hemorragica.
15 F 6 anos SRD M.P.D.e M.P.E Massa friavel Formaldeido
16 M 6 anos pinscher gengiva e palato Noédulo hemorragico  Formaldeido

M.A.D — membro anterior direito; M.P.D.- membro posterior direito; Cav. — cavidade
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4.2 Aspectos Macroscopicos e Clinicos

As tumoragdes apresentavam-se como lesdes Unicas ou multiplas, por vezes
multilobuladas, com aspecto de couve-flor, infiltrativas ou pendunculadas, com ou sem
superficie ulcerada ou com cavitagdes. Os tumores eram de tamanhos variados e consisténcia
ora relativamente firme, ora friavel, geralmente com intensa hemorragia.

4.3 Citologia

Os esfregacos caracterizavam-se por alta celularidade, com predominio de células
arredondadas e volumosas, com nucleos redondos a ovalados e nucléolos centrais Unicos e
grandes. O citoplasma era levemente azulado com vacuolos claros ¢ bem definidos. Figuras
de mitose eram frequentes.

4.4 Histopatologia

A avaliagdo histopatoldgica, em laminas coradas pela Hematoxilina-Eosina, dos 16
TVTCs estudados, revelou que as neoplasias eram constituidas por células grandes,
arredondadas e uniformes, entremeadas por escasso tecido conjuntivo, com nucleos grandes,
esféricos que tinham, na maioria das vezes, apenas um nucléolo central e proeminente. O
citoplasma geralmente era palido a levemente anfofilico com limites precisos. Havia, em
alguns tumores, fina granulacdo e vacuolizagcdo citoplasmaticas. Figuras de mitose eram
frequentes (Figuras 1 e 2). A quantidade de infiltragdo perivascular intratumoral por
macrofagos, neutrofilos, plasmacitos e linfocitos foi bem variada.
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Figura 1. TVTC genital (2). Células arredondadas com nucleos grandes e
esféricos, citoplasma palido e vacuolizado em parte das
células. HE. Oby;. 20.

Figura 2. TVTC genital (5). Células arredondadas com nucleos grandes,
esféricos, nucleolos tnicos e evidentes; citoplasma palido a anfofilico com
limites precisos. Figuras de mitose frequentes. HE. Obj. 40.
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4.5 Imuno-histoquimica

4.5.1 Anticorpo policlonal anti-lisozima (lisozima)

Nas células tumorais de todos os TVTCs estudados ndo houve imuno-reatividade para este
anticorpo. Nao houve diferenca na expressao da lisozima entre os TVTCs genitais fixados em
formaldeido e entre os fixados em paraformaldeido, bem como entre os TVTCs genitais e
extragenitais. Macrofagos e neutrdfilos infiltrados na massa tumoral apresentaram intensa
imuno-reatividade e serviram como controle positivo (Figuras 4 a 6). Os macréfagos e
neutrdfilos presentes na inflamagdo granulomatosa de cdo utilizada como controle positivo
também apresentaram intensa imuno-reatividade (Figura 3). A Tabela 9 sintetiza os resultados
obtidos na avaliagdo imuno-histoquimica dos TVTCs genitais e extragenitais.

Tabela 9. Numero de TVTCs genitais e extragenitais positivos para a lisozima e a
quantidade de TVTCs que apresentaram macr6fagos e neutréfilos infiltrados positivos

TVTCs
LISOZIMA TVTCs GENITAIS EXTRAGENITAIS TOTAL
Testados 10 6 16
Positivos 0 0 0
Macrofagos/neutréfilos 10 6 16

Figura 3. Controle-positivo (inflamacdo granulomatosa). Intensa imuno-
reatividade de macréfagos e neutrédfilos para o anticorpo anti-lisozima. Obj. 10.
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Figura 4. TVTC genital (2). Auséncia de imuno-reatividade das células
tumorais e marcada imuno-reatividade de macréfagos e neutrdfilos para a
lisozima. Obyj. 20.

Figura 5. TVTC genital (6). Auséncia de imuno-reatividade das células tumorais
e marcada imuno-reatividade de macréfagos e neutréfilos para a lisozima. Obj.
20.
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Figura 6. TVTC extragenital (16). Auséncia de imuno-reatividade das células
tumorais ¢ marcada imuno-reatividade de macrdéfagos e neutrofilos para a
lisozima. Ob;. 20.

4.5.2 Anticorpo monoclonal anti-vimentina (vimentina)

A imuno-reatividade para a vimentina foi intensa (+++) no citoplasma de mais de 90% das
células tumorais de todos os TVTCs analisados (Figuras 8 € 9). Nao houve diferenca entre os
TVTCs genitais fixados em formaldeido e entre os fixados em paraformaldeido. Também nao
houve diferenga entre os TVTCs genitais e extragenitais na expressdo desta proteina.
Macrofagos e neutrodfilos infiltrados na massa tumoral apresentaram imuno-reatividade. As
células tumorais do melanoma amelandtico canino utilizado como controle positivo também
apresentaram intensa imuno-reatividade (Figura 7). A Tabela 10 sintetiza os resultados
obtidos na avaliacdo imuno-histoquimica dos TVTCs genitais e extragenitais.

Tabela 10. Numero de TVTCs genitais e extragenitais positivos para a vimentina

TVTCs
VIMENTINA TVTCs GENITAIS EXTRAGENITAIS TOTAL
Testados 10 6 16
Positivos 10 6 16
Macro6fagos/neutrofilos™ 10 6 16

*Macrofagos e neutréfilos infiltrados no tumor
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Figura 7. Controle-positivo (melanoma amelanotico). Intensa imuno-reatividade
nas células neoplasicas para o anticorpo anti-vimentina. Obj. 20

Figura 8. TVTC genital (4). Intensa imuno-reatividade para a vimentina, com
mais de 90% das células tumorais positivas. Obj. 10.
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Figura 9. TVTC genital (1). Intensa imuno-reatividade para a vimentina, com
mais de 90% das células tumorais positivas. Obj. 20.
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4.5.3 Anticorpo monoclonal anti-macrofago (anti-macrofago)

O anticorpo monoclonal anti-macréfago ndo apresentou imuno-reatividade em nenhum
dos TVTCs testados. Nao houve diferenca entre os TVTCs genitais fixados em formaldeido e
entre os fixados em paraformaldeido. Também ndo houve diferenca entre os TVTCs genitais
e extragenitais na expressdo deste anticorpo. Macrofagos presentes na inflamagao
granulomatosa de cdo utilizada como controle positivo também apresentaram intensa imuno-
reatividade (Figura 10). Os macrofagos infiltrados na massa tumoral apresentaram intensa
imuno-reatividade, e serviram como controle positivo (Figuras 11 e 12). A Tabela 11 sintetiza
os resultados obtidos na avaliagdo imuno-histoquimica dos TVTCs genitais e extragenitais.

Tabela 11. Numero de TVTCs genitais e extragenitais positivos para anti-macrofago e a
quantidade de TVTCs que apresentaram macrofagos e neutréfilos infiltrados positivos

TVTCs
MACROFAGO TVTCs GENITAL EXTRAGENITAL TOTAL
Testados 10 6 16
Positivos 0 0 0
Macrofagos/Neutrofios™ 10 6 16

*Macrdfagos e neutrdfilos infiltrados no tumor

Figura 10. Controle-positivo (inflamagdo granulomatosa). Intensa imuno-
reatividade em macréfagos para o anticorpo anti-macréfago. Obj. 40.
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Figura 11. TVTC genital (2). Auséncia de imuno-reatividade das células
tumorais e marcada reatividade dos macréfagos intersticiais para o anticorpo
anti-macréfago. Obj. 20.

Figura 12 TVTC extragenital (11). Marcada imuno-reatividade de macrofagos
intersticiais para o anticorpo anti-macréfago. Obj. 40.
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4.5.4 Anticorpo monoclonal anti-CD 18 (CD 18)

Nenhuma das células tumorais dos TVTCs estudados apresentou imuno-reatividade para
este anticorpo (Figuras 14 a 17). Nao houve diferenca entre os TVTCs genitais fixados em
formaldeido e entre os fixados em paraformaldeido. Também ndo houve diferenca entre os
TVTCs genitais e extragenitais na expressao do CD18. Os macrofagos e neutréfilos presentes
na inflamagdo de cdo utilizada como controle positivo apresentaram intensa imuno-
reatividade (Figura 13). Os macréfagos e neutrdfilos infiltrados entre as células tumorais
apresentaram intensa imuno-reatividade. A Tabela 12 sintetiza os resultados obtidos na
avaliacdo imuno-histoquimica dos TVTCs genitais e extragenitais.

Tabela 12. Nimero de TVTCs genitais e extragenitais positivos para CDI18 ¢ a
quantidade de TVTCs que apresentaram macrofagos e neutrofilos infiltrados positivos

TVTC
CD 18 TVTC GENITAIS EXTRAGENITAL TOTAL
Testados 10 6 16
Positivos 0 0 0
Macrofagos/Neutrofilos* 10 6 16

*Macrdfagos e neutrdfilos infiltrados no tumor

Figura 13. Controle-positivo (inflamagdo granulomatosa de cd@o). Intensa
imuno-reatividade em macrdfagos para o anticorpo anti-CD 18. Obj. 10.
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Figura 14. TVTC genital (2). Auséncia de imuno-reatividade das células
tumorais e marcada reatividade de macréfagos e neutrdfilos intersticiais para o
anticorpo anti-CD18. Ob;j. 10.

Figura 15. TVTC genital (4). Auséncia de imuno-reatividade das células
tumorais e marcada reatividade de macrofagos e neutrofilos intersticiais para o
anticorpo anti-CD18. Obyj. 20.
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Figura 16. TVTC extragenital (12). Auséncia de imuno-reatividade das
células tumorais e marcada reatividade de macréfagos e neutréfilos
intersticiais para o anticorpo anti-CD18. Obj. 10.

Figura 17. TVTC genital (4). Auséncia de imuno-reatividade das células
tumorais ¢ marcada reatividade de neutrdfilos intersticiais para o anticorpo
anti-CD18. Obj. 20.
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4.5.5 Anticorpo anti-CD3 (CD 3)

No caso do anticorpo anti-CD3 um TVTC genital (8), fixado em paraformaldeido, e um
extragenital (15) ndo apresentaram imuno-reatividade. Dois TVTCs (1, 2) apresentaram fraca
expressdo (+) (Figura 19), seis moderada expressao (++) (3, 5, 6, 7, 10 ¢ 9) (Figuras 20 ¢ 21) e
um forte expressao (+++) (4) (Figura 22) deste antigeno. Em seis TVTCs genitais (2, 4, 5, 7,
10 e 9) verificou-se forte marcagdo perinuclear (Figuras 19 a 22). Os linfocitos T presentes no
linfonodo utilizado como controle positivo apresentaram intensa expressao (Figura 18). A
Tabela 13 sintetiza os resultados obtidos na avaliagdo imuno-histoquimica dos TVTCs
genitais e extragenitais.

Tabela 13. Niimero de TVTCs genitais e extragenitais positivos para CD3

TVTC
CD3 TVTCs GENITAIS EXTRAGENITAIS TOTAL
Testados 10 6 16
Positivos 9 5 14
Macrofagos/neutrofilos 0 0 0

*Macrdfagos e neutrdfilos infiltrados no tumor

Figura 18. Controle-positivo (linfonodo de cdo). Intensa imuno-reatividade
em linfocitos T presentes predominantemente fora dos centros foliculares
para o anticorpo anti-CD3. Obj. 10.
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Figura 19. TVTC genital (2). Fraca imuno-reatividade para o anticorpo anti-
CD3, com mais de 90% das células tumorais positivas. Forte marcacao
perinuclear em algumas células tumorais. Obj. 20.

Figura 20. TVTC genital (3). Moderada imuno-reatividade para o anticorpo
anti-CD3, com mais de 90% das células tumorais positivas. Forte marcagao
perinuclear em algumas células tumorais. Obj. 20.
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Figura 21. TVTC genital (3). Moderada imuno-reatividade para o anticorpo
anti-CD3, com mais de 90% das células tumorais positivas. Forte marcacao
perinuclear em algumas células tumorais. Obj. 20.

Figura 22. TVTC genital (4). Intensa imuno-reatividade, mais de 90% das
células tumorais positivas, para o anticorpo anti-CD3. Forte marcagdo
perinuclear em algumas células tumorais. Obj. 20.
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4.5.6 Anticorpo anti-CD117 (CD 117)

Apenas um TVTC genital (2), fixado em formaldeido, ndo apresentou imuno-reatividade
para o anticorpo anti-CD117. Todos os outros 9 TVTCs genitais testados apresentaram forte
(+++) marcacdo citoplasmatica das células tumorais (Figuras 24 a 26). Macréfagos e
neutrdfilos infiltrados na massa tumoral apresentaram imuno-reatividade para este anticorpo.
O mastocitoma utilizado como controle positivo também apresentou forte marcagdo
citoplasmatica (Figura 23). A Tabela 14 sintetiza os resultados obtidos na avaliagdo imuno-
histoquimica dos TVTCs genitais e extragenitais para o anticorpo CD117.

Tabela 14. Nimero de TVTCs genitais e extragenitais positivos para CD117

TVTC
CDI117 TVTCs GENITAIS EXTRAGENITAIS TOTAL
Testados 10 6 16
Positivos 9 6 15
Macrofagos/neutrofilos 10 5 15

*Macrofagos e neutrdfilos infiltrados no tumor

Figura 23. Controle-positivo (mastocitoma de cdo). Intensa imuno-reatividade em
mastdcitos para o anticorpo anti-CD117. Ob;j. 20.
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Figura 24. TVTC genital (4). Intensa imuno-reatividade, com mais de 90% das
células tumorais positivas, para o anticorpo anti-CD117. Obj. 20.

Figura 25. TVTC genital (3). Intensa imuno-reatividade, com mais de 90% das
células tumorais positivas, para o anticorpo anti-CD117. Obj. 10.
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Figura 26. TVTC genital (1). Intensa imuno-reatividade, com mais de 90% das
células tumorais positivas, para o anticorpo anti-CD117. Ob;j. 10.

4.5.7 Anticorpo anti-CD79a (CD79a)

Nenhuma das células tumorais dos TVTCs estudados apresentaram imuno-reatividade
para este anticorpo (Figuras 28 a 31). Nao houve diferenga entre os TVTCs genitais fixados
em formaldeido e entre os fixados em paraformaldeido. Também ndo houve diferenca entre os
TVTCs genitais e extragenitais na expressdo do CD79a. As células neoplésicas do
plasmocitoma de cdo utilizado como controle positivo apresentaram forte expressao (Figura
27). Plasmocitos e linfocitos B infiltrados no tumor apresentaram imuno-reatividade. A
Tabela 15 sintetiza os resultados obtidos na avaliagdo imuno-histoquimica dos TVTCs
genitais e extragenitais.

Tabela 15. Numero de TVTCs genitais e extragenitais positivos para CD79a

TVTC
CD79a TVTCs GENITAIS EXTRAGENITAIS TOTAL
Testados 10 6 16
Positivos 0 0 0
Macrotagos/neutrofilos™ 0 0 0

*Macrofagos e neutrofilos infiltrados no tumor
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Figura 27. Controle-positivo (plasmocitoma cdo). Intensa imuno-reatividade em
plasmocitos neoplasicos para o anticorpo anti-CD79a. Ob;. 10.

Figura 28. TVTC genital (4). Auséncia de imuno-reatividade das células
tumorais ¢ marcada reatividade de plasmdcitos e linfocitos intersticiais para o
anticorpo anti-CD79a. Obj. 40.
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Figura 29. TVTC genital (4). Auséncia de imuno-reatividade das células
tumorais e marcada reatividade de plasmdcitos e linfocitos intersticiais para o
anticorpo anti-CD79a. Obj. 10.

Figura 30. TVTC genital (1). Auséncia de imuno-reatividade das células
tumorais e marcada reatividade de linfocitos intersticiais para o anticorpo anti-
CD79a. Obj. 20.
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Figura 31. TVTC genital (5). Auséncia de imuno-reatividade das células
tumorais para o anticorpo anti-CD79a . Obj. 20.
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Os resultados da imuno-histoquimica foram sintetizados nas Tabelas 16 e 17.

Tabela 16. Imuno-reatividade dos TVTCs genitais testados para os respectivos anticorpos

TVTC1 TVTC 2 TVTC3 TVTC4 TVTC5S TVTCG6 TVTC7 TVTC8 TVTC9 | TVTC10

Lisozima | (-) ) ) ) () ) () () () )
Vimentina (+++H) (++) (+++) (++H) (+++) (++H) (++H) (++) (++H) (+++)

CD18 () ) () () &) ®) ) () ) )

CDI117 (++) (-) (++) (+++) (++4) (+++) (++) (++4) (++) (++4)

D3 ) ) (++) ) | oen (++) (+4) () (++) +)
CD7% () () () ) () (-) () () () ()

Anti- () () () ) () () () () () )
macréfago

( -) negativo; ( +) fraco, ( ++ ) moderado, (+++) forte

Tabela 17. Imuno-reatividade dos TVTCs extragenitais testados para os respectivos

anticorpos
TVTC | TVTC | TVTC | TVTC | TVTC | TVTC
11 12 13 14 15 16
Lisozima | (=) [ () | () | () | () | ¢
Vimentina (++H) | () | D) | D | D | D
CDI8 Gl ol ool ol oo
D117 N NGt ] e N s N B N B Gaas)
CD3 e B G W GO W G N I W I )
CD79a 5 0 S T S T S T A B B
Anti-macrofago | (<) | () | () | ) | ) | )

( -) negativo; ( +) fraco, ( ++ ) moderado, (+++) forte
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4.6 Lectino-histoquimica

No estudo lectino-histoquimico, os 4 TVTCs (1, 2, 3, 4) testados apresentaram forte
expressao de glicoconjugados com afinidade para Con-A, RCA, PHA-L (Figuras 32 a 35),
moderada marcacdo com PHA-E e UEA e fraca marca¢ao para LCA, SBA e PSA. Todos os
TVTCs foram negativos com SJA, PNA, SWGA, WGA, DBA e GSL.

Os resultados da avaliagdo lectino-histoquimica foram sintetizados nas Tabelas 18 e 19.

Figura 32. TVTC genital (4). Intensa marcagdo, com mais de 90% das células tumorais
positivas, com a lectina PHA-L. Obj. 10.

47



Figura 33. TVTC genital (3). Intensa marcagdo, com mais de 90% das células
tumorais positivas, com a lectina RCA. Obj. 20.

Figura 34. TVTC genital (3). Intensa marcacdo, com mais de 90% das células
tumorais positivas, com a lectina RCA. Obj. 10.
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Figura 35. TVTC genital (4). Intensa marcagdo, com mais de 90% das células tumorais
positivas, com a lectina Con-A. Oby;. 20.
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Tabela 18. Resultado do estudo lectino-histoquimico nos TVTCs

células tumorais

neutrdfilos e
macréfagos

células tumorais

alguns neutroéfilos e
macréfagos

citoplasmatica das
células tumorais

neutroéfilos e
macré6fagos

; 1 cels. 2 cels. 3 cels. 4 cels.
Lectinas 1 P 2 P 3 . 4 -
Inflamatérias Inflamatérias Inflamatérias Inflamatérias
Moderada . .
Moderada _ " Moderada marcagéo Moderada " N Forte marcagdo
. marcagdo Fraca marcagdo ) - N Forte marcagdo Forte marcagdo . .
marcagdo . o ) L citoplasmatica de marcagdo . L ) L. citoplasmatica de
Con A . o citoplasmatica de | citoplasmatica das - . o citoplasmatica de | citoplasmatica das
citoplasmatica das e , ) neutrdfilos e citoplasmatica das e , )
, ) neutrofilos e células tumorais . . . neutrofilos células tumorais ,
células tumorais . macréfagos células tumorais macroéfagos
macréfagos
. N3o houve . . . Leve marcagdo . Né&o houve
Leve marcagao . . .| Ndo houve marcagdo Leve marcagdo . L N3o houve N
§ " marcagdo nas [ Ndo houve marcagdo . ) " citoplasmatica em - marcagdo nas
DBA citoplasmdtica das . ) 3 nas células citoplasmatica das L marcagdo nas )
) ) células nas células tumorais . L , ) alguns plasmacitos . ) células
células tumorais . - inflamatdrias células tumorais . células tumorais . -
inflamatdrias e macrofagos inflamatdrias
N Forte maracagdo . Forte maracagao Forte maracagdo . Forte maracagdo
Forte marcagdo de| . L. < Forte marcagdo de . L. < Moderada ) L. < Forte marcagdo de . L. <
citoplasmatica de citoplasmatica de . citoplasmdtica de citoplasmatica de
RCA membrana e . membrana e " marcagdo e membrana e -
3 L. neutrdfilos e ) L. neutrofilos e . L neutrdfilos e ) L. neutroéfilos e
citoplasmatica . citoplasmatica . citoplasmética . citoplasmatica ,
macréfagos macrofagos macréfagos macroéfagos
. N3o houve Moderada marcagdo . N3o houve . N3o houve
N&o houve N B B ) ", N3o houve N N3o houve N
. marcagdonas | Ndo houve marcagdo | citoplasmatica em - marcagéo nas - marcagéo nas
SJA marcagdo nas ) . | .. marcagéo nas ) marcagéo nas .
. . células células tumorais alguns plasmécitos e , . células . . células
células tumorais . o i células tumorais . . células tumorais . L
inflamatérias macroéfagos inflamatérias inflamatérias
. Fraca marcagdo Fraca marcagdo . Forte maracagdo . .
N&o houve . s ~ . . e N&o houve . e N&o houve Fraca marcagdo
- citoplasmatica em | Ndo houve marcagdo| citoplasmatica em N citoplasmatica de . . L
PNA marcagdo nas . . . . marcagdo nas e marcagdo nas citoplasmatica em
, ) alguns neutroéfilos | nas células tumorais | alguns neutrdéfilos e , 3 neutréfilos e , . .
células tumorais , , células tumorais L células tumorais alguns neutrdfilos
e macrofagos macréfagos macréfagos
. Forte maracagao . Forte maracagao . Forte a Moderada | Forte maracagdo
Forte marcagdo N e Forte marcagdo . L Forte maracagao N N .
. . citoplasmatica e de . citoplasmatica e de Moderada . i marcagao citoplasmatica e
citoplasmatica e de predominantemen-te N citoplasmaticade | . L
PHA-L membrana de membrana de marcagdo e citoplasmatica e de | de membrana de
membrana das - de membrana das " . . neutroéfilos e .
, i neutrdfilos e , ) neutrdfilos e citoplasmatica . membrana das neutroéfilos e
células tumorais . células tumorais . macréfagos . ,
macréfagos macréfagos celulas tumorais macroéfagos
N3o houve Fraca marcagdo . . Fraca marcagdo N3o houve Fraca marcagdo N3o houve Fraca marcagdo
~ . L N&o houve marcagdo 3 L ~ . L. . 3 ,
SWGA marcagdo nas | citoplasmatica em Slulas ¢ .| citoplasmética em marcagdo nas citoplasmatica em | marcag#o nas cels. | citoplasmética em
. ) . nas células tumorais Lo . B . . Lo
células tumorais | alguns neutrdéfilos alguns neutroéfilos células tumorais | alguns neutrdéfilos Tumorais alguns neutrdfilos
Forte marcagdo de
. Forte marcagdo Forte marcagdo Forte marcagdo membrana em .
N&o houve . . ~ ~ . . . y . , Forte marcagdo de
. citoplasmética e de| Ndo houve marcagdo| citoplasmatica e de Fraca marcagdo |citoplasmatica e de| algumas células
marcagdo na - ; ) L - membrana em
WGA L . membranaem [na maioria das células membrana em citoplasmatica das membrana em tumorais. Ndo e
maioria das células e ) e , ) e . neutroéfilos e
i neutréfilos e tumorais neutrdfilos e células tumorais neutrdéfilos e houve marcagdo na ,
tumorais i . . L i macréfagos
macréfagos macrofagos macroéfagos maioria das células
tumorais
. Forte maracagdo Forte maracagdo . Forte maracagdo . Forte maracagdo
N&o houve . L. < . B . L. < N3o houve . L. < N3o houve . L. <
N citoplasmatica de | Ndo houve marcagdo| citoplasmdtica de N citoplasmdtica de . citoplasmatica de
GSL marcagdo nas g . . i marcagdo nas cels. - marcagdo nas )
, . neutrofilos e nas células tumorais neutrofilos e | neutrdfilos e . . neutrodfilos e
células tumorais . . tumorais . células tumorais ,
macréfagos macréfagos macréfagos macrofagos
Moderada . . .
Moderada . . Forte marcagdo Moderada Forte marcagdo Moderada Forte marcagdo
N marcagdo Moderada marcagdo . L. N . L . 3 L
marcagdo . o ) . citoplasmatica de marcagdo citoplasmatica de marcagdo citoplasmatica de
PHA-E ) o citoplasmatica de | citoplasmética das - X . . . L -
citoplasmatica das e . R neutrdéfilos e citoplasmatica das neutrdéfilos e citoplasmatica das neutrofilos e
) ) neutrofilos e células tumorais . , ) . , ) ,
células tumorais . macréfagos células tumorais macréfagos células tumorais macrofagos
macréfagos
Moderada . N "
. N . Forte maracagdo . Forte maracagdo . Forte maracagdo
Fraca marcagdo maracagdo Fraca marcagdo . (. Fraca marcagdo R . Fraca marcagdo ) -
. L. . L. . L. citoplasmatica de . (o citoplasmatica de X .\ citoplasmatica de
LCA citoplasmatica das | citoplasmatica de | citoplasmatica das e citoplasmatica das g citoplasmatica das e
, ) e , ) neutrofilos e , . neutréfilos e , ) neutrodfilos e
células tumorais neutrofilos e células tumorais i células tumorais . células tumorais ,
A macréfagos macréfagos macroéfagos
macréfagos
Moderada . . . .
Moderada - Fraca marcagdo Forte marcagdo . Forte maracagdo Fraca marcagdo .
N maracagdo . . ) i Forte marcagdo ) . . " Fraca marcagdo
marcagdo . o citoplasmatica de citoplasmatica de . i citoplasmatica em | citoplasmatica de . .
UEA y e citoplasmatica de , . citoplasmatica das e . citoplasmatica em
citoplasmatica das . algumas células macréfagos e . 3 alguns neutroéfilos algumas células e
) N plasmdcitos e | e células tumorais ) | alguns neutrdfilos
células tumorais ! tumorais plasmécitos e macrofagos tumorais
macréfagos
Moderada . " Moderada
. N . Moderada marcagéo Fraca marcagdo . _
Fraca marcagédo marcagéo Fraca marcagédo . - . . ™ Moderada marcagdo marcagédo
3 e 5 s 3 s citoplasmatica de N&o houve citoplasmatica em ) . 5 e
SBA citoplasmatica das | citoplasmatica de | citoplasmatica das e ~ . citoplasmatica das | citoplasmatica de
) N e ) ) neutréfilos e marcagdo alguns neutroéfilos . ) e
células tumorais neutrofilos e células tumorais L ) células tumorais neutrdéfilos e
) macré6fagos e macrofagos .,
macréfagos macrofagos
. . Moderada N
. Fraca marcagdo . Fraca marcagdo Moderada . . Fraca marcagdo
Fraca marcagao . L Moderada marcagao . . - marcagao Nao hOUVe . L
8 L citoplasmatica de 3 - citoplasmatica em marcagdo 5 e ~ citoplasmatica em
PSA citoplasmdtica das citoplasmdtica das citoplasmatica de marcagdo nas

células tumorais

alguns neutrdfilos
e macrofagos
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Tabela 19. Resultado do estudo lectino-histoquimico nos TVTCs

Lectinas TVTC1 | TVTC2 | TVTC3 | TVTC4
Con A (++) (+) (++) (+++)
DBA (+) (-) (+) (-)
RCA (+++) (+++) (++) (++)
SJA (-) (-) (-) (-)
PNA (-) (-) (-) (-)
PHA-L (+++) (+++) (++) (+++)
SWGA (-) (-) (-) (-)
WGA (-) (-) (+) (+++)
GSL (-) (-) (-) (-)
PHA-E (++) (++) (++) (++)
LCA (+) (+) (+) (+)
UEA (++) (+) (+++) (+)
SBA (+) (+) (-) (++)
PSA (+) (++) (++) (-)
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5 DISCUSSAO
5.1 Citopatologia e Histopatologia

O estudo citologico e histologico dos 16 TVTCs estudados nao revelou aspectos
morfoldgicos diferentes daqueles descritos na literatura (NIELSEN; KENNEDY, 1990;
SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001, GROSS et al., 2005). Também nao foram observadas
diferengas citopatologicas e histopatologicas entre os TVTCs genitais e extragenitais
selecionados para este estudo.

5.2 Imuno-histoquimica

5.2.1 Marcadores das desordens histiociticas

5.2.1.1 Anticorpo anti-lisozima (lisozima)

Nao houve imuno-reatividade das células tumorais dos TVTCs ao anticorpo anti-lisozima,
como ja fora verificado anteriormente por Mascarenhas (2010). Este resultado, contudo,
difere do relatado por Mozos et al. (1996) que verificaram reatividade em 40% dos casos e
por Marchal et al. (1997) que observaram intensa expressao da lisozima em 100% dos TVTCs
testados (14 tumores). Marchal et al. (1997) acreditam que essa diferenca em relagdo ao
resultado obtido por Mozos et al. (1996) deve-se ao meio de recuperagdo antigénica
(enzimatica ou calor) utilizado. Em nosso trabalho, apesar de utilizarmos a mesma técnica
(recuperagdo antigénica pelo calor no micro-ondas) descrita por Marchal et al. (1997), nao
observamos reatividade das células tumorais.

H4 que se lembrar que os macrofagos imuno-reativos, infiltrados entre as células
tumorais, podem facilmente ser confundidos com células neoplasicas e causar erro na
interpretagdo dos resultados. Além disto, os prolongamentos citoplasmaticos destas células
inflamatorias, que foram fortemente positivas para lisozima, ficam sobrepostos ou muito
associados ao citoplasma das células tumorais, o que pode, gerar essa confusdo na
interpretacdo. No presente estudo, os macrofagos e neutrofilos foram fortemente imuno-
reativos para lisozima e numa analise inicial, menos acurada, também foram por nos
confundidos com células tumorais.

Outro fato que poderia justificar a diferenga dos achados imuno-histoquimicos seria a
heterogenecidade do TVTC, que apresenta uma diversidade substancial de linhagem em todo
o mundo verificada através de analise genética (LIAO et al., 2003; MURGIA et al., 2006;
REBBECK et al., 2009). Este fato, poderia justificar a diferenca na expressao de proteinas nas
células tumorais do TVTC entre os diferentes estudos.

Apesar do anticorpo anti-lisozima expressar imuno-reatividade em tumores de origem
nao-histiocitica em cdo, a demostragao de imuno-reatividade desta enzima em TVTC tem sido
tomada como hipétese de que esse tumor tenha origem histiocitica (MARCHAL et al., 1997).

Moore (1986b), entretanto, relata que o uso da lisozima como um marcador de células de
origem histiocitica tem uso limitado, pois nem todos os macroéfagos expressam a proteina.
Além disto, segundo este autor, as células dendriticas de Langerhans, as células foliculares e
as células reticulares interdigitais também tém falhado em apresentar imuno-reatividade para
a lisozima. Nos histiocitomas cutaneos (tumor de células de Langerhans) em caes, a presenga
da lisozima tem sido variavel (MOORE, 1986b; SANDUSKY; CARLTON; WIGHTMAN,
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1987) ou até nula (MARCHAL et al., 1995). Morris et al. (2002), alias, nao incluiram a
lisozima no estudo por obter achados inconsistente com este anticorpo.

A fixagdo do material também ¢ de suma importdncia para a preservacdo da
antigenicidade (RAMOS-VARA et al., 2008, RAMOS-VARA, 2005). Problemas na fixacao,
que justificariam a auséncia de expressao da lisozima em nossos TVTCs, afetariam também a
imuno-reatividade em macréfagos e neutrofilos infiltrados na massa tumoral, o que nao
ocorreu nos casos do presente estudo.

5.2.1.2 Anticorpo anti-macrofago (anti-macréfago) (ACM1)

Nos TVTCs testados neste estudo ndo houve imuno-reatividade para o anticorpo anti-
macrdéfago humano, enquanto macréfagos e neutrofilos infiltrados na massa tumoral reagiram
€ marcaram intensamente com este anticorpo. Este resultado difere do obtido por Marchal et
al. (1997) que descreveram 80% de positividade com o uso do anticorpo monoclonal murino
contra macréfagos de cdo (ACMI). Esse anticorpo reconhece uma grande variedade de
epitopos de macrofagos de cao em diferentes tecidos. Esta discrepancia no resultado poderia
ser decorrente da diferenca de anticorpos utilizados (utilizamos anticorpo anti-macrdofago
humano), entretanto, essa possibilidade ¢ improvavel ja que macrofagos caninos infiltrados
nos TVTCs deste estudo coraram intensamente pelo anticorpo anti-macréfago humano, onde
mais uma vez, as células tumorais falharam em apresentar imuno-reatividade para marcadores
de origem histiocitica. Tal fato corrobora o afirmado por outros autores (GROSS et al., 2005),
que o TVTC tem constantemente falhado em demonstrar a expressdo de glicoproteinas
caracteristicas para histiocitos (macréfagos e células dendriticas). Segundo Marchal et al.
(1997), a marcagdao do TVTC por ACMI1 fortaleceria a hipotese da origem histiocitica deste
tumor. Os resultados do presente estudo foram contrarios a esta hipotese visto que o anticorpo
anti-macrofago nao se apresentou como um marcador das células neopléasicas dos TVTCs
avaliados.

5.2.1.3 Anticorpo anti-CD 18 (CD 18)

Atualmente, o critério imuno-histoquimico mais utilizado para a identificacdo de células
histiociticas em tecidos previamente fixados em formol e emblocados em parafina ¢ a
verificagdo da imuno-reatividade para o CDI18 e a utilizagdo do CD3 e CD79a para a
eliminagdo de possivel origem linfocitica (AFFOLTER; MOORE, 2002).

Nenhum dos TVTCs avaliados neste estudo apresentaram imuno-reatividade para o
anticorpo CD18, o que, mais uma vez, enfraquece a hipdtese de que o TVTC teria origem
histiocitica. Adicionalmente, Goldschmidt e Hendrick (2002) relatam que estudos mais
recentes indicam que o TVTC seria constituido por leucocitos imaturos, o que sugere origem
mieldide.
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5.2.2 Marcadores das desordens linfociticas

5.2.2.1 Anticorpo anti-CD3 (CD3)

Diferente do observado em outros trabalhos (MOZOS et al., 1996; MARCHAL et al.,
1997; GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002), os TVTCs testados neste estudo apresentaram
imuno-reatividade com o anticorpo anti-CD3. Este anticorpo ¢ considerado um marcador
muito especifico para linfécitos T (RAMOS-VARA, 2012). Dos 16 TVTCs testados, 14
foram positivos para CD3, o que poderia sugerir uma possivel origem linfoide. As células
tronco pluripotentes da medula dssea originam células progenitoras mieloides e linfoides. Os
progenitores linfoides, por sua vez, irdo originar os linfocitos T, B e células NK (JUNIOR et
al., 2010).

Em 6 TVTCs foi observada forte marcagdo perinuclear com o uso do anticorpo CD3.
Ramos-Vara (2012) informa que nas células do timo, o CD3 aparece predominantemente
como um constituinte intracitoplasmatico, enquanto que nos linfocitos T maduros este
antigeno apresenta-se na superficie (na membrana citoplasmatica). Estes dados estdo de
acordo com o citado por Goldschmidt e Hendrick (2002), que o TVTC seria constituido por
leucocitos imaturos, ja que existe uma marcacao intracitoplasmatica perinuclear.

Ja Mozos et al. (1996) e Marchal et al. (1997) descartaram a possibilidade da hipdtese de
origem linfocitica e plasmocitica do TVTC, uma vez que, este tumor ndo apresentou imuno-
reatividade para CD3 e para imunoglobulina de cadeia leve lambda. Mozos et al. (1996)
utilizaram a técnica da recuperacdo enzimatica com o uso da pronase para a recuperagao
antigénica, enquanto neste estudo foi utilizada a recuperagdo antigénica feita pelo calor no
microondas. Esta diferenca na técnica da recuperagdo antigénica poderia justificar as
diferengas encontradas. Marchal et al. (1997), no entanto, utilizaram o calor como
recuperagao antigénica e diferente do nosso resultado ndo observaram reatividade das células
tumorais. E dificil determinar, com certeza, a causa dessas discrepancias.

Outro fato que poderia justificar a diferenca dos achados imuno-histoquimicos seria a ja
citada heterogenecidade do TVTC, verificada através de andlise genética (MURGIA et al.,
2006; REBBECK et al., 2009). Este fato, poderia justificar a diferenga na expressdao de
proteinas nas células tumorais do TVTC.

5.2.2.2 Anticorpo anti-CD79a (CD79a)

A exemplo do observado em outros trabalhos, (MOZOS et al., 1996; MARCHAL et al.,
1997, MEUTEN, 2002) nao houve imuno-reatividade nos TVTCs testados nesse estudo para
CD79a, anticorpo utilizado para marcar linfocitos B (FERNANDEZ et al., 2005).

Por outro lado, a hipdtese da origem linfocitica/mieloide ndo deve ser descartada, pois
nesse estudo verificou-se marcacdo para o anticorpo CD3.
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5.2.3 Marcador de células mesenquimais

5.2.3.1 Anticorpo anti-vimentina (vimentina)

A imuno-reatividade das células tumorais do TVTC para a vimentina foi intensa, com
mais de 90% das células positivas, em todos os tumores testados (16) no presente trabalho.
Este resultado estd de acordo com estudos previamente publicados (SANDUSKY;
CARLTON; WIGHTMAN, 1987; MOZOS et al., 1996; MARCHAL et al., 1997;
MASCARENHAS, 2010). Também nao verificamos diferenga entre os TVTCs genitais e
extragenitais na expressao deste anticorpo.

Portanto, a vimentina ¢ uma boa op¢do de anticorpo para auxiliar no diagndstico do
TVTC, pois a marcagdo foi intensa e difusa. Por outro lado, devido a ampla expressdo deste
anticorpo em células mesenquimais e tumores de origem neural este auxilio € apenas parcial
na descoberta da origem citogenética do TVTC (MARCHAL et al., 1997).

Em humanos, a marcacdo da vimentina em tecidos linfoides ¢ variada em diferentes
linhagens, entretanto, a expressdo deste anticorpo em linfocitos T € constante em todos os
estagios de maturacdo. Nos linfocitos B, no entanto, a sintese deste filamento ¢ reduzida de
acordo com a maturacao desta célula (LILIENBAUM et al.,1986). Este fato, também pode
corroborar com a origem linfoide/mieloide do TVTC uma vez que este tumor expressa
filamentos de vimentina assim como os linfocitos T.

A imuno-reatividade deste anticorpo em macréfagos e neutrofilos como observada no
presente estudo também ja foi verificada em humanos. O citoesqueleto € uma estrutura
dindmica composta por iniimeras proteinas que sao expressas de acordo com a fungdo celular.
Viarias funcdes dos neutrofilos como a quimiotaxia, a fagocitose, a degranulagdo e a apoptose,
desencadeiam um rearranjo das proteinas do citoesqueleto. Moisan e Girard (2006)
verificaram a expressdo da vimentina em neutréfilos em apoptose. J& Mor-Vaknin et al.
(2003) demonstraram que macrofagos ativados expressam este filamento intermediario.

5.2.4 Marcadores de tumores germinativos

5.2.4.1 Anticorpo anti-CD117 (c-Kit)

Com excegdo de um caso, todos os tumores testados apresentaram moderada a forte
marcacdo citoplasmatica para o c-Kit. Em neoplasias de tecidos de animais tem-se relatado
forte marcagdo deste anticorpo nos mastocitomas, nos tumores mesenquimais
gastrointestinais, no “carcinoma ovariano canino” (MORINI, et al., 2004) e nos seminomas
caninos (CHI-HO-YU et al., 2004). O padrao de coloragdo ¢ fraco e inconstante nos tumores
de mama benignos e malignos, nos melanomas, nos tumores de células intersticiais
testiculares e nos tumores de células da granulosa (MORINI et al., 2004). A ampla expressao
deste anticorpo em tumores de diferentes origens ndo auxilia muito na investigacdo da origem
citogenética do TVTC, entretanto a marcacdo do c-Kit em leucemias mieloides agudas
(MIETTINEN; LASOTA, 2005), corrobora uma possivel origem mieloide/linfoide. O c-kit ¢
uma boa op¢ao de anticorpo para o diagnéstico do TVTC, pois a marcagdo € intensa e difusa.

A imuno-reatividade de neutr6filos para o CD117 também estd de acordo com a literatura
pois neutréfilos humanos podem expressar este anticorpo. A expressao ¢ influenciada pelo
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gene que codifica o CD117 e varia de pessoa para pessoa (GALLI; BORREGAARD; WYNN,
2011).

Recentemente, tem-se relacionado o Kit na patogénese de multiplas doengas neoplasicas
em humanos (WEBSTER ET al.,, 2006). Uma deficiéncia neste receptor, associada a
mutagdes hereditarias, pode acarretar alteragdes das fungdes Kit-dependentes, como a
eritropoiese, pigmentacdo da pele, fertilidade e motilidade gastrintestinal. Por outro lado, uma
ativagdo patologica do KIT, leva ao desenvolvimento de neoplasias Kit-dependentes e Kit
positivas como os mastocitomas, as leucemias mieloides agudas, os seminomas, os tumores
gastrinteistinais estromais (GISTs) (MIETTINEN; LASOTA, 2005), os melanomas malignos
e os carcinomas de pulmao (MORINI et al., 2004).

Como as células tumorais do TVTC foram Kit-positivas deve-se investigar uma possivel
alteracdo do receptor tirosina-quinase neste tumor, pois uma possivel alteracdo patologica do
receptor Kit pode estar relacionada a patogénese do TVTC.

5.3 Lectino-histoquimica

No estudo lectino-histoquimico, os 4 TVTCs testados apresentaram forte expressdo para
Con-A, RCA, PHA-L, moderada marcagao para PHA-E e UEA e fraca expressdo para LCA,
SBA e PSA. Todos foram negativo para SJA, PNA, SWGA, WGA e GSL.

Este resultado foi, em parte, semelhante ao de Gimeno et al. (1995) que verificaram
expressao nas células do TVTC de glicoconjulgados para WGA, Con A e RCA-I e falha na
imunoexpressao para UEA-I, PNA, SBA e DBA. Segundo estes autores, a expressdo de Con
A, WGA e RCA-1 indica a presenga de manose, glucose, galactose, N-acetyl-glucosamina e
acido sialico nas células do TVTC. A expressdo de glicoconjulgados com afinidades para
estas lectinas nas cé€lulas tumorais coincide com a expressdao das células de Reed-Sternberg
em linfomas de Hodkin. Outros tumores derivados desta linhagem celular ou de neoplasias
mesenquimais em humanos, como tumores de linfocitos B e T, histidcitos, linfoma de Burkitt,
promieldcito e mieloma também sdo Con A, WGA e RCA-I positivos (GIMENO et al., 1995).

Segundo Ree, Laurence, Crowley (1982) as células linféides, macréfagos e histiocitos
expressaram de maneiras variadas RCA, WGA, PNA, Con A, PHA, LCA e PSA. Esta
expressao de maneira variada poderia justificar a ndo expressao dos TVTCs deste estudo para
WGA, que diferiu do descrito por Gimeno et al. (1995).

A lectina presente em Phaseolus vulgaris, fitohemaglutinina (PHA), possui potente
atividade aglutinadora sobre eritrocitos (PHA-E) e mitogénica para linfocitos (PHA-L). A
PHA-L ndo se liga significativamente aos eritrdcitos, apesar de se ligar com alta afinidade aos
linfécitos e agir como mitogeno (SELL; COSTA, 2000). Kanellopoulos et al. (1985)
descreveram que a molécula de PHA liga-se a superficie dos linfocitos através da interacao
com os carboidratos presentes nos receptores para antigenos de células T (Ti). O receptor de
ligagdo de PHA ¢ diferente de Con A, o qual se liga a T3. A forte expressao das células do
TVTC com estas lectinas PHA-L e Con-A reforcam, entdo, a hipotese de uma possivel origem
linféide/mieldide deste tumor, o que esta de acordo com descrito por Gimeno et al. (1995).

5.4 Possivel Origem do TVTC

Parte dos achados imuno-histoquimicos e lectino-histoquimicos verificados neste estudo
indicam a possibilidade das células tumorais dos TVTCs apresentarem origem
linfoide/mieloide, como ja foi sugerido por Goldschmidt e Hendrick (2002). A marcagao das
células tumorais pelo anticorpo CD3, que na literatura ¢ muito especifico para linfocito T
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(RAMOS-VARA, 2012), a também expressao da vimentina, que em humanos esta presente
em todas as fases de maturagdo do linfocito T (LILIENBAUM et al.,1986) e a marcacdo do c-
Kit imuno-reativo em leucemias mieloides (MIETTINEN; LASOTA, 2005) sdo indicativos
que fortalecem a teoria da origem linféide/mieloide. Na avaliagdo lectino-histoquimica, a
marcacao por Con A e, principalmente, pela lectina PHA-L (se liga com alta afinidade a
linfocitos) (SELL; COSTA, 2000) também fortalecem esta teoria.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do estudo imuno-histoquimico indicam que os TVTCs testados nao
demostraram origem histiocitica, uma vez que ndo houve imuno-reatividade para os
anticorpos anti-lisozima, anti-macrofago e anti-CD 18.

Os resultados das avaliagdes imuno-histoquimica (reatividade aos anticorpos anti-CD3, anti-
vimentina e anti-CD117) e lectino-histoquimica (reatividade as lectinas ConA e,
principalmente, a PHA-L) fortalecem a possibilidade das células tumorais dos TVTCs
testados, apresentarem origem linfoide/mieloide.

A imuno-reatividade das células tumorais do TVTC para a vimentina, CD3 e CD117 foi
intensa, com mais de 90% das células positivas, na grande maioria dos tumores testados. Este
grupo de anticorpos € uma boa opg¢ao para o diagndstico imuno-histoquimico do TVTC.

Como a imuno-reatividade das células tumorais do TVTC para CD117 foi intensa, com mais
de 90% das células positivas, na grande maioria dos tumores testados, uma possivel alteracao
patoldgica do receptor KIT pode estar relacionada ao desenvolvimento do TVTC.

As diferengas entre a expressao de proteinas para os anticorpos testados neste estudo, com os

achados por outros autores, podem estar associadas a heterogeneidade genética deste tumor
que apresenta uma diversidade substancial de linhagem em todo o mundo.
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AN

EXO |

Os resultados da imuno-histoquimica foram sintetizados nas Tabelas 20, 21 e 22.

Tabela 20. Resultado da expressdo das células tumorais dos TVTCs genitais, fixados em
formaldeido, para cada anticorpo testado
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células tumorais L s tumorais , Tumorais i . . N
macrofagos macrofagos macrofagos macrofagos macrofagos inflamagio
granulomatosa
" " N " " " " N ~ " Forte marcagdo
Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagio . L
. . I I R I - 5 o I S I I citoplasmatica das
Vimentina P ica das P de P das de das de P ica das de P ica das P ica de .
A . . . B L B . . . X . X celulas tumorais -
células tumorais neutrofilos células tumorais neutrofilos celulas tumorais neutrofilos celulas tumorais neutrofilos células tumorais neutrofilos Melanoma
F . F . F . F N F . Forte marcagio
- orte marcagao orte marcagao ~ ‘orte marcagao - ‘orte marcagao orte marcagao At
Nao houve . reas N N . rea Nio houve . reas Nao houve . eas - N . reas citoplasmdtica de
. <~ citoplasmatica de | Nao houve marcagdo[ —citoplasmatica de - citoplasmatica de N citoplasmatica de Nao houve marcagio citoplasmatica de filos
CDI8 marcagio células . . . . marcagdo nas cels. . ‘marcagio nas cels. , . , neutrofilos e
X neutrofilos nas células tumorais neutrofilos ¢ X neutrofilos e X neutrofilos ¢ nas células tumorais neutrofilos e f
tumorais 6 6 Tumorais orof: Tumorais oo bfagos macrotagos -
macrofagos macrofagos macrofagos macrofagos macrofagos inflamagdo
5 5 N N Forte marcagio N Forte marcagio N N N Forte marcagio de
Forte marcagdo | Moderada marcagio |  Forte marcagdo Forte marcagio L Forte marcagio . ™ Forte marcagdo Forte marcagio Forte marcagio
. e L AR . (e citoplasmatica das| i citoplasmatica das . fr: . . . i membrana das
CD117 ica das de das de . citoplasmatica de . de ica das ica de .
R . R . R . celulas tumorais. i celulas tumorais. . X . . celulas tumorais -
células tumorais neutrofilos células tumorais neutrofilos - macrofagos N macrofagos células tumorais macrofagos .
Nao marcou Nao marcou mastocitoma
Néo houve marcagao| N N N Moderada N " N N N
. 9 Moderada marcagio | Nao houve marcagio N Nio houve marcagdo | Moderada marcagdo | Nao houve marcagio
de neutrofilos e PR P marcagio . PR e N
. ica das de e . o de neutrofilos e ica das de e Forte marcagio
Moderada macrofagos. i X . - - . | citoplasmatica das X o i . . . .
N e células tumorais. macrofagos. Nio houve | Nio houve marcagio . |macrofagos. Linfocitos|  células tumorais. macrofagos. citoplasmatica e de
marcagdo Linfocitos . e N A celulas tumorais. . . PP
CD3 . o . Algumas células | Linfocitos infiltrados [marcagdo nas cels. em células . infiltrados Algumas células Linfocitos infiltrados membrana em
citoplasmatica das infiltrados . . Algumas células o
, . forte tumorais inflamatorias P forte linfocitos T-
células tumorais apresentaram N . apresentam forte N N . .
" marcagio de moderada marcagdo N moderada marcagdo marcagio de moderada marcagdo linfonodo
moderada marcagdo . . . marcagio de B fer . . fe
. aer perinuclear. citoplasmatica. . citoplasmatica perinuclear. citoplasmatica.
citoplasmatica. perinuclear.
Moderada marcagao Forte marcagio
Nio houve Fraca marcagdo de |, . N Fraca marcagio de Nio houve Néo houve marcagio Nio houve s . 5 " ~ | Nao houve marcagdo | citoplasmatica e de
s . Néo houve marcagio . N R N citoplasmatica de Néo houve marcagio i
CD79%a marcagio nas plasmacitos e . . plasmacitos e marcagio nas cels. em células ‘marcagio nas cels. L. . . em células membrana em
. B e nas células tumorais N . . L. . plasmocitos e nas células tumorais . L. e
células tumorais linfocitos linfocitos tumorais inflamatorias tumorais o inflamatorias linfocitos B -
linfocitos .
linfonodo
s N N N . Forte marcagéo de
< Forte marcagdo de Forte marcagdo de N Forte marcagio de . Forte marcagéo de Forte marcagio de ¥
. Nio houve N N Nio houve Nao houve < N membrana em
Anti- N membranade [ Néo houve marcagdo membrana de N membrana de < membrana de Nao houve marcagdo membrana de A
. marcagio nas . . . . nas cels. . ‘marcagdo nas cels. . . X . macrofagos -
macrofago . . [macrofagos e alguns | nas células tumorais | macrofagos e alguns . macrofagos e alguns . macrofagos e alguns | nas células tumorais | macrofagos e alguns . N
células tumorais o e tumorais . tumorais . . inflamagao
neutrofilos neutrofilos neutrofilos neutrofilos neutrofilos
granulomatosa
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Tabela 22. Resultado da expressao das células tumorais dos TVTCs extragenitais, para cada
anticorpo testado

TVTC s TVTC s TVTC y TVTC . TVTC " TVTC ;
Células Células Células Células Células Células
ANTICORPOS| EXTRAGENITAL | . . EXTRAGENITAL | . - EXTRAGENITAL | . L EXTRAGENITAL | . L EXTRAGENITAL | . - EXTRAGENITAL | . L CONTROLES
inflamatorias 11 inflamatorias 12 inflamatérias 13 inflamatorias 14 inflamatorias 15 inflamatérias 16
1 12 13 14 15 16
5 " " 5 5 s Forte marcagdo
Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagdo Forte marcagio Forte marcagio toplasmiti v d
~ . . < S . - " i " - o " S o - N i citoplasmatica de
Lisozima Nio houve marcagdo| citoplasmética de |Nao houve marcagdo| citoplasmatica de [Ndo houve marcagdo| citoplasmética de |Nao houve marcagdo| citoplasmatica de [N&o houve marcagdo| citoplasmatica de | Nio houve marcagio | citoplasmatica de P il
, . N X . . . . X ! X X : X neutrofilos e
nas células tumorais |  neutrofilos e | nas células tumorais | neutrofilos e | nas células tumorais|  neutrofilos ¢ nas cels. tumorais neutrofilos e nas cels. tumorais neutrofilos e nas cels. tumorais neutrofilos e o
R R R R R R macrofagos -
‘macrofagos macrofagos macrofagos macrofagos macrofagos macrofagos . & <
inflamagio
Moderada Moderada Moderada Moderada Moderada marcaciol Moderada Forte marcagdo
Forte marcagdo ‘marcagio Forte marcagdo marcagio Forte marcagdo marcagio Forte marcagdo marcagio Forte marcagdo ) . H Forte marcagio marcagio citoplasmatica das
" " fo N . L .. L v L . " Lo citoplasmaticade | . , ,.
Vimentina das de das de das de das de das , citoplasmética das | citoplasmatica de | celulas tumorais -
A . . . . . . . . , neutrofilos e . ,
células tumorais neutrofilos e células tumorais neutrofilos e células tumorais neutrofilos e celulas tumorais neutrofilos e celulas tumorais o celulas tumorais neutrofilos e Melanoma
. R . X macrofagos . |
r6fagos fagos macrofa i
Forte marcagdo
Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagdo | citoplasmatica de
D18 Nio houve marcagdo | citoplasmatica de [Nao houve marcagdo| citoplasmética de |Ndo houve marcagdo| citoplasmatica de [N&o houve marcagdo| citoplasmatica de [Nao houve marcagdo| citoplasmatica de | Nao houve marcagdo | citoplasmética de neutrofilos e
nas células tumorais [  neutrofilos e | nas células tumorais | neutrofilos e | nas células tumorais| neutrofilose | nas cels. tumorais neutrofilos e ‘nas cels. tumorais neutrofilos e nas cels. tumorais neutrofilos e macréfagos -
‘macrofagos ‘macrofagos macréfagos macréfagos macréfagos macréfagos inflamagio
5 Fraca marcagio N N N N N N " Néo houve N N Forte marcagdo de
Forte marcagdo N L Forte marcagdo | Forte marcagio | Forte marcagdo | Forte marcagdo | Forte marcagio Forte marcagio Fraca marcagdo - Forte marcagdo Forte marcagdo
. . I citoplasméticade | .~ I e PR e P P ‘marcagio de . . Py membrana das
CDI17 | citoplasmatica das N das de das de das de das . citoplasmética das | citoplasmatica de .
, . |alguns neutrofilos| N ., . | . N neutrofilos e . | celulas tumorais -
células tumorais | células tumorais | alguns neutrofilos | células tumorais | alguns neutrofilos |  celulas tumorais | alguns neutrofilos |  celulas tumorais , celulas tumorais | alguns neutrofilos 5
© macréfagos macrofagos. mastocitoma
Moderada marcagdo Linfocitos N
s N : . Forte marcagao
" - Moderada marcagio N citoplasmética das infiltrados . i
Forte marcagdo N Moderada marcagéo Moderada ) . . Moderada marcagéo N - . citoplasmética e de
. L Forte marcagdo de| . N citoplasmatica em Néo houve 3 L Néo houve N N Néo houve celulas tumorais. apresentaram
(D3 citoplasmética nas ol citoplasméticanas |  marcagdo de H " N citoplasmética de N Ndo houve marcagdo| < . ‘membrana em
B .| alguns linfocitos . 7 mais de 90% das ‘marcagdo . marcagdo marcagdo Algumas células moderada o
células tumorais células tumorais linfocitos . celulas tumorais N linfocitos T-
células tumorais apresentam forte ‘marcagdo .
s . ) linfonodo
marcagdo perinuclear.| - citoplasmatica
Forte marcagdo de| Forte marcagdo de| Nio houve Forte marcagdo de Forte marcagdo de Forte marcagdo de | Forte marcagdo
N ~ | membranae N ~ | membranae . N N N N membrana e N N membrana e " N membranae | citoplasmatica e de
Néo houve marcagio L N2o houve marcagdo| [Nzo houve marcago| marcagdo em  |Ndo houve marcagdo| . Nao houve marcagdo| . . Néo houve marcagdo | . N
CD7% ) citoplasmética de B .| citoplasmatica de . . . ! | citoplasmética de .| citoplasmética de o | citoplasmaticade |  membrana em
nas células tumorais X nas células tumorais X nas células tumorais células nas cels. tumorais . nas cels. Tumorais X nas cels. tumorais . o
plasmdcitos e plasmdcitos e inflamatérias plasmdcitos e plasmdcitos e plasmocitos e linfocitos B -
linfocitos B linfocitos B linfocitos B linfocitos B linfocitos B linfonodo
N N N N N N Forte marcagdo de
Forte marcagdo Forte marcagéo Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagio Forte marcagio
N s i 5 5 o 5 s . 5 s : 5 - . " .- P ‘membrana em
Anti- [ Ndo houve marcagdo | citoplasmética de |Ndo houve marcagdo| citoplasmatica de |Nao houve marcagio| citoplasmatica de [Ndo houve marcagdo| citoplasmética de [Nao houve marcagio| citoplasmatica de | Ndo houve marcagdo | citoplasmética de macrofacos
macréfago | nas células tumorais | macrofagos e | nas células tumorais | macrofagos e [ nas células tumorais| macréfagose | nas cels. tumorais macréfagos e nas cels. tumorais macréfagos e nas cels. tumorais macréfagos e i ﬂamf o
alguns neutrofilos alguns neutréfilos alguns neutrofilos alguns neutréfilos alguns neutréfilos alguns neutrofilos ‘}
granulomatosa
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