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RESUMO

MASCARENHAS, Mariana Bezerra. Estudo imuno-histoquimico e diagnostico diferencial de
formas genitais e extragenitais do tumor venéreo transmissivel canino no Brasil. 67p.
Dissertacdo (Mestrado em Patologia Animal). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2010.

Com a finalidade de fornecer subsidios e discutir os problemas referentes ao diagnostico e ao
diagndstico diferencial do tumor venéreo transmissivel canino (TVTC), principalmente em
sua forma extragenital, foi realizada a avaliagdo imuno-histoquimica e estabelecido termo de
comparagdo com aspecto microscopico em 10 TVTCs genitais e em 13 exclusivamente
extragenitais previamente diagnosticados através de histopatologia. Os TVTCs foram testados
para reagentes especificos de antigenos de membrana (anti-macréfago e anti-cadeia leve
lambda) e citoplasmaticos (anti-lisozima, anti-proteina S-100, anti-alfa-1-antitripsina, anti-
vimentina e anti-CD68) com utilizacdo da técnica complexo avidina-biotina-peroxidase.
Adicionalmente, a reatividade aos anticorpos anti-CD3 e anti-CD-79a foi testada em um
TVTC genital. Em 100% dos tumores testados (22/22) com anticorpo anti-vimentina houve
forte imuno-reatividade. N&o houve reatividade para os anticorpos anti-lisozima, anti-
macrofago, anti-proteina S-100, bem como aos anticorpos anti-CD3 e anti-CD79a. O clone do
anticorpo anti-CD68 utilizado ndo apresentou reacdo cruzada com macrofagos de cdo. Nao
houve diferenca histopatologica e de imuno-reatividade entre os TVTCs genitais e
extragenitais. Estes achados ndo corroboram com a hipotese da origem histiocitica do TVTC
(auséncia de reatividade dos anticorpos anti-lisozima e anti-macrofago). O painel de
anticorpos utilizado é util para o diagndstico diferencial deste tumor com linfomas,
plasmocitomas, tumores histiociticos, melanomas amelanéticos e neoplasias de origem
epitelial pobremente diferenciadas, entre outros.

Palavras chaves: TVTC, imuno-histoquimica, tumor de células redondas, céo, patologia.



ABSTRACT

MASCARENHAS, Mariana Bezerra. Immunohistochemical study and differential diagnosis
of genital and extragenital forms of canine transmissible venereal tumor in Brazil. 67p.
Dissertacdo (Mestrado em Patologia Animal). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2010.

With the aim of providing insight and discussing the problems related to the diagnosis and
differential diagnosis of canine transmissible venereal tumor (CTVT), especially in its
extragenital form, immunohistochemical evaluation was performed and a comparison was
established by analysis of the microscopic appearance of 10 genital CTVTs and 13
exclusively extragenital CTVTs previously diagnosed by histopathology. CTVT samples
were incubated with biotinylated antibodies raised against specific membrane (anti-
macrophage and anti- light lambda chains) and cytoplasmic antigens (anti-lysozyme, anti-S-
100 protein, anti-alpha-1-antitrypsin, anti-vimentin and anti-CD68) and subsequently
developed using the avidin-biotin-peroxidase complex technique. Additionally, the reactivity
with anti-CD3 and anti-CD79a antibodies was tested in one genital CTVT sample. A strong
reactivity with the anti-vimentin antibody was found in 100% of the tumors tested (22/22). No
reactivity was found for the anti-lysozyme, anti-macrophage, anti-S-100 protein, anti-CD3
and anti-CD79a antibodies. The clone of the antibody anti-CD68 does not seem to present any
cross-reactivity with macrophages of dogs. No histopathological or immunoreactivity
differences between genital and extragenital CTVTs were found. These findings do not
corroborate the hypothesis of histiocytic origin of CTVT (no reactivity to anti-lysozyme and
anti-macrophage antibodies). The antibody panel used is useful to narrow the differential
diagnosis for lymphomas, plasma cell tumors, histiocytic tumours, amelanotic melanomas,
and poorly differentiated epithelial neoplasias, among others.

Key words: TVT, immunohistochemistry, round cell tumor, dog, pathology.
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1 INTRODUCAO

O Tumor Venéreo Transmissivel Canino (TVTC) € uma doenca neoplasica que acomete
principalmente os 6rgdos genitais externos de cies machos e fémeas. E considerado o Gnico
tumor capaz de ser transmitido por transplante de células tumorais viaveis, através do coito ou
de lambedura de areas afetadas. O diagndstico da forma classica do TVTC geralmente é facil
e fundamentado no historico, na apresentacdo clinica e na citologia ou histopatologia,
caracterizadas por alta celularidade, com predominio de células arredondadas e volumosas,
nucléolos Unicos, grandes e centrais e a presenca de numerosos vacuolos citoplasmaticos.

Embora ndo haja maiores dificuldades para o estabelecimento do diagnéstico do TVTC
quando localizado no trato genital, esse tumor pode ser confundido com diversas condigdes,
neoplésicas e ndo-neoplésicas, caso se encontre fora do trato genital. Nestes casos, além do
histdrico, da avaliacdo clinica, da citologia e da histopatologia, a imuno-histoquimica pode ser
importante para o diagndstico definitivo.

Por outro lado, ha discrepancias sobre a caracterizacdo imuno-histoquimica dessa
neoplasia; alguns autores acreditam que o TVTC tenha imunofendtipo histiocitico (MOZOS et
al., 1996; MARCHAL et al., 1997), enquanto outros ndo confirmaram esse achado em estudos
imuno-histoquimicos realizados em tecidos congelados de TVTC (GROSS et al., 2005).

Dessa maneira, este estudo visa caracterizar através da imuno-histoquimica formas
genitais e extragenitais do TVTC no Brasil e discutir os principais problemas relativos a essa
caracterizacdo, com a finalidade de fornecer subsidios para o estabelecimento do diagndstico e
diagndstico diferencial desta neoplasia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia, Transmissao e Localizacao

O tumor venéreo transmissivel canino (TVTC) € uma doenca neoplasica que, atualmente,
esta incluida no grupo dos chamados “Tumores de Células Redondas” (THRALL, 2007).
Devido a sua controversa origem citogenética, ja recebeu diversas denominacgdes, tais como
condiloma canino, granuloma venéreo, linfossarcoma infeccioso ou transmissivel, sarcoma
infeccioso, linfoma venéreo e Tumor de Sticker (VERMOOTEN, 1987).

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) injetaram células tumorais por via intravenosa e observaram
a disseminacdo deste tumor na maioria dos 6rgdos internos (VERMOOTEN, 1987). Esse
tumor é transmitido pela deposicdo de células tumorais intactas em superficies epiteliais
previamente lesadas. Na natureza, o TVTC é sobretudo propagado pelo coito ou por labeduras
de &reas tumorais. Lesdes genitais s&o mais comuns, pois no momento do ato sexual ha lesdo
da mucosa genital e o transplante das células tumorais (VERMOOTEN, 1987).

Estudos citogenéticos revelam que as células deste tipo de tumor tém apenas 59
cromossomos, enquanto as células somaticas dos cédes tém 78 (COHEN, 1985; ROGERS,
1997).

O TVTC ndo ocorre apenas na mucosa da regido genital, mas também na pele e em outras
mucosas (JUBB; KENNEDY; PALMER, 2007). Mordeduras, o0 ato de cocar e/ou lambeduras
predispem a inoculacdo do tumor na pele (VERMOOTEN, 1987). Metastases sdo mais
frequentes em linfonodos regionais, pele e conjuntiva ocular, porém olhos, sistema nervoso
central, rins, figado, pulmé&o, baco e varios outros locais podem ser destino destas metéstases
(DAS; DAS, 2000).

2.2 Ocorréncia e Distribuicédo

Embora tenha distribuicdo mundial o TVTC é mais comum em regibes tropicais e
subtropicais. H4 marcada flutuagio de sua prevaléncia em areas endémicas. Na india, o tumor
é mais frequente nas areas rurais (DAS; DAS, 2000), pois ha mais cdes de vida livre, 0 que
aumenta o contato entre os animais. No Brasil, o TVTC é uma neoplasia bastante frequiente.
No Rio de Janeiro, a primeira descricdio data de 1985 (RAMADINHA; VIANA;
RAMADINHA, 1985). Pereira & Ramadinha (1991) observaram 149 casos de TVTC de um
total de 7558 cdes atendidos na Clinica Geral do Hospital Veterinario da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, num periodo de 4 anos e meio. No estado de Sdo Paulo ha relatos em
Jabuticabal (421 casos em 21 anos) em Botucatu e Aracatuba. Foram também descritos casos
de TVTC em Minas Gerais, Campo Grande, Salvador e Curitiba (RAMADINHA et al., 2003).

2.3 Epidemiologia

O paciente com o TVTC é, na grande maioria das vezes, um cdo adulto jovem,
sexualmente ativo, com histérico 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 é considerada frequente e a
recorréncia rara. Por outro lado, os cées recuperados adquirem imunidade celular e humoral
(BESCHORNER et al., 1979) que previne a recorréncia (MIZUNO et al., 1989). Scott et al.
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(2001) observaram regressdo espontanea apenas em inoculagfes experimentais e a
consideraram rara nos tumores de ocorréncia natural.

2.4 Aspectos Macroscopicos e Clinicos

Tanto nas fémeas quanto nos machos o tumor pode se apresentar como nodulos unicos ou
multiplos, pode ser pedunculado, multilobulado (VERMOOTEN, 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 e o pénis,
entretanto pode-se achar lesdes nas trés regides. O bulbo é a regido de ocorréncia mais comum
(VERMOOTEN, 1987). A coloracdo dos nodulos varia de péalida a vermelho brilhosa, a
maioria das vezes € friavel, hemorragico e com o tempo pode torna-se necrotico e ulcerado
com infecgdo secundaria (SINGH et al., 1998).

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

A ocorréncia de TVTC exclusivamente extragenital ja é conhecida. Tem-se descrito o
tumor nas cavidades oral (BRIGHT et al., 1983; RAMADINHA; RAMADINHA; KUNER,
1993; MORRISON, 1998) 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 metéastases também tém sido descritos
(RAMADINHA; VIANA; RAMADINHA, 1985). Emagrecimento progressivo, anemia e
apatia podem ocorrer, principalmente nos casos com multiplas metastases (BOSCOS, 1988;
OGILVIE; MOORE, 1995).

2.5 Aspectos Microscépicos

2.5.1 Citologia

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



2.5.2 Histopatologia

A histopatologia pode ser usada para estabelecer o diagnostico. 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 ndcleos séo 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 pode ocorrer (NIELSEN; KENNEDY, 1990; SCOTT; MILLER; GRIFFIN,
2001).

2.5.3 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica € uma importante técnica de diagnostico utilizada na caracterizagao
de doengas neoplésicas na medicina humana e vem se tornando igualmente importante na
medicina veterinaria, visto que cada vez mais sdo necessarios diagnosticos mais precisos. Este
meio de diagndstico tem sido considerado altamente especifico e sensivel principalmente no
diagnostico de doengas infecciosas (RAMOS-VARA et al., 2008). A concepcao fundamental
desta técnica consiste na demonstracdo de antigenos em tecidos por anticorpos especificos
(RAMOS-VARA, 2005). Em comparagdo com outros testes de diagndstico, a imuno-
histoquimica permite a localizacdo do antigeno na lesdo, 0 que aumenta dramaticamente a
acurécia no diagndstico e a compreensdo da patogénese (RAMOS-VARA et al., 2008).

Esta técnica é frequentemente usada para o diagndstico de processos neoplasicos e
infecciosos em diferentes espécies animais (RAMOS-VARA; BEISSENHERZ, 2000). Desse
modo, tem sido utilizada como mais um meio para o diagnostico definitivo e diagnostico
diferencial dos tumores de células redondas (HAINES; CHELACK, 1991). Fernandez et al.
(2005) obtiveram o diagnostico definitivo de 80% dos tumores de células redondas,
pobremente diferenciados, através da imuno-histoquimica.

2.5.3.1 Anticorpos frequentemente empregados na avaliacdo imuno-histoquimica do
TVTC

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

2.5.3.1.1 Anticorpo anti-lisozima (lisozima)

A lisozima é uma enzima bacteriolitica de baixo peso molecular. Em humanos essa
enzima € sintetizada e secretada por histidcitos, monadcitos, granuldcitos e algumas células
epiteliais e é utilizada como marcador imuno-histoquimico para desordens histiociticas
proliferativas. Em cdes esta enzima encontra-se presente em macréfagos, 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., 1995). Apesar da lisozima ter sido descrita como
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imuno-reativa em tumores de origem ndo-histiocitica em cdo, a demostracdo de imuno-
reatividade desta enzima em TVTC tem sido tomada como hipdtese de que esse tumor tenha
origem histiocitica (MARCHAL et al., 1997). A expressdo da lisozima e de alfa-1-antitripsina
é importante para o diagnostico diferencial do TVTC porque excluem linfomas, melanomas
amelandticos, carcinomas pouco diferenciados e mastocitomas (MOZOS et al., 1996).

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

Alfa-1-antitripsina (AAT) é a antiprotease predominante na circulacdo humana. Tem
sido identificada em uma grande variedade de tecidos, porém sua sintese foi demonstrada
apenas em hepatdcitos, mondcitos e macrofagos teciduais (CARLSON et al., 1988). A AAT é
considerada um marcador confiavel para neoplasias linforeticulares de origem histiocitica em
humanos (ISAACSON et al., 1981). 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 c&o nenhum destes marcadores se
mostraram confiaveis para o diagndstico deste tumor (MOORE, 1986b; SANDUSKY;
CARLTON; WIGHTMAN, 1987).

Mozos et al. (1996) verificaram que 56% dos TVTCs testados foram positivos para
este anticorpo, o que reforcou ainda mais a origem histiocitica deste tumor, j& que em
humanos a AAT é um marcador confiavel para esta origem.

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

ACM-1 é um antigeno que ainda ndo foi caracterizado bioquimicamente. Segundo
Marchal et al. (1997) este anticorpo tem reatividade similar ao do anticorpo CD 68 e identifica
células da linhagem histiocitica. O anticorpo monoclonal murino contra macréfagos de céao
(ACM-1) esta presente na maioria das células do sistema mononuclear fagocitario canino,
assim como no TVTC, o que indica que essa neoplasia tenha origem em células de linhagem
histiocitica (MARCHAL et al., 1997).

2.5.3.1.4 Anticorpo anti-vimentina (vimentina)

O TVTC também apresenta imuno-reatividade conhecida para a vimentina. Sandusky,
Carlton e Wightman (1987) e Mozos et al. (1996) verificaram 100% de imuno-reatividade da
vimentina nos TVTCs testados enquanto Marchal et al. (1997) encontraram uma média de
71,4%. A vimentina é uma proteina fibrosa intracelular derivada da familia de filamentos
intermediarios (MARCHAL et al., 1997). A avaliacdo imuno-histoquimica de filamentos
intermediarios é uma ferramenta importante na caracterizagdo e na histogénese da populagédo
celular. Células epiteliais expressam filamentos de citoqueratinas, células mesenquimais
expressam filamentos de vimentina e células musculares expressdo 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), este anticorpo 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 expressdo deste anticorpo nao
auxilia na origem citogenética do TVTC.

2.5.3.1.5 Anticorpo monoclonal anti-CD 68 (CD 68)

Os anticorpos monoclonais denominados CD (cluster designations) agem diretamente
contra um determinado grupo de antigeno. Estes anticorpos sdo considerados especificos para
a determinacdo da linhagem celular (COBBOLD; METCALFE, 1994).

O CD 68 é uma glicoproteina intracelular associada a granulos citoplasmaticos e também
a membranas de macrofagos, monacitos, neutrofilos e linfécitos (BALME et al., 2009).

O marcador imuno-histoquimico CD68 é um antigeno citoplasmatico associado a
lisossomas. Macrdéfagos e mondcitos apresentam intensa imuno-reatividade, porém
granulécitos e mastocitos também podem ser expressos por este marcador (BALME et al.,
2009). Este anticorpo é considerado um dos mais confiaveis para a identificacdo da origem
histiocitica de um tumor (AFFOLTER; MOORE, 2002). Em cées, CD1, CD11b, CD11c,
CD14, CD68 e MHC (complexo principal de histocompatibilidade) classe Il s&o os
marcadores imuno-histoquimicos mais confiaveis para as células de linhagem histiocitica
(TROST et al., 2008). Marchal et al. (1997) acreditam na origem histiocitica do TVTC, mas
sugerem a realizacdo de mais estudos para a confirmacéo desta hipotese. Este autor cita 0 CD
68mab humano como um anticorpo que deve ser testado para reforcar a origem histiocitica
deste tumor.

2.5.3.1.6 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 cées e
é 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 linfécitos B sdo
positivos para CD 79a (FERNANDEZ et al., 2005).

Estes anticorpos também podem ser empregados na avaliagdo do comportamento
bioldgico deste tumor que depende da resposta humoral dos animais. Em estudos
experimentais, tem-se descrito um aumento significativo de linfcitos B no TVTC em
progressao e um aumento de infiltrado linfocitico T naqueles tumores em regressao (MOZOS
et al., 1996). O anticorpo CD3 pode ser util para a avaliacdo da fase tumoral (progressao ou
regressao). Estes achados sdo indicativos da resposta humoral do animal desenvolvida contra
0 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).

2.5.3.1.7 Anticorpos que falharam em expressar imuno-reatividade no TVTC

As células tumorais do TVTC ndo 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 (MOZOS et al., 1996;
MARCHAL et al., 1997).



2.5.3.1.8 Origem do TVTC

Com relacdo ao TVTC, trabalhos na Espanha e na Franga fortalecem a hipdtese de que o
TVTC tenha imunofenotipo 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 céo). 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 tem constantemente falhado em demonstrar a
expressao de glicoproteinas caracteristicas para histiocitos (macrofagos e células dendriticas),
como CD11b, CD11c, CD1 e MHC II. Estudos mais recentes indicam que o TVTC é formado
de leucocitos imaturos, o que sugere origem mieldide (GOLDSCHMIDT; HENDRICK,
2002).

Na tabela 1 estdo pormenorizados os principais dados encontrados na literatura a respeito
dos achados imuno-histoquimicos do TVTC e seus principais diagndsticos diferenciais.



Tabela 1. Achados imuno-histoquimicos

do TVTC e seus principais diagndsticos
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2.6 Diagnostico

A localizagdo geografica, o historico, sinais clinicos e uma boa avaliagdo fisica podem
sugerir um diagndstico presuntivo da apresentacdo classica do TVTC (LORIMIER; FAN,
2007).

No caso do TVTC extragenital, definir o diagndstico é geralmente mais complicado.
Além do histérico, exame clinico, achados citoldgicos, a histopatologia é o método mais
viavel para se obter o diagnostico. Se a histopatologia ndo for conclusiva, a imuno-
histoquimica tem sido utilizada para caracterizar o TVTC e diferencid-lo de outras
neoplasias, principalmente dos tumores de células redondas (MOZOS, et al., 1996;
MARCHAL, et al., 1997, SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001). Adicionalmente, podem ser
feitas analises cromossémicas e estudos de transmissdo para se obter o diagnostico definitivo
(DAS; DAS, 2000).

2.7 Diagnostico Diferencial

Todos os tumores de células redondas como os linfomas, histiocitomas, mastocitomas e
melanomas amelandticos sdo importantes diagnosticos diferencias (MOZOS et al., 1996;
LORIMIER; FAN, 2007). Este grupo de tumor é caracterizado por ser constituido de células
redondas a ovais, 0 que os diferencia dos tumores de células fusiformes (DUCAN; PRASSE,
1979). Os carcinomas pobremente diferenciados também devem ser levados em consideracéo
no diagndstico diferencial (GROSS et al., 2005).

Para o diagndstico destas neoplasias é fundamental o histérico, exame clinico, a citologia
e 0 padrdo histopatologico (DUCAN; PRASSE, 1979). A imuno-histoquimica tem sido
utilizada como mais um meio auxiliar a histopatologia no diagndstico de vérias neoplasias,
incluindo o diagndstico dos tumores de células redondas (FERNADEZ et al., 2005).

2.7.1 Principais tumores de células redondas considerados no diagndstico diferencial
2.7.1.1 Histiocitoma
2.7.1.1.1 Etiologia

O histiocitoma canino € uma neoplasia benigna comum da pele de cdes (TAYLOR;
DORN; LUIS, 1969, MOORE et al., 1996). Histiocitos sdo células dendriticas
apresentadoras de antigenos que possuem um importante papel em processos inflamatorios.
O histiocitoma cutdneo canino origina-se das células apresentadoras de antigenos
intraepidémicas (células de Langerhans) (Liptak, 2008).

2.7.1.1.2 Historico e apresentacdo clinica

O histiocitoma geralmente se apresenta como um nédulo Unico, pequeno, firme, com
formato de botdo bem definido. Este tumor cresce rapido, ndo € pruriginoso, nem doloroso e
comumente tem menos de 2,5 cm de didametro (AFFOLTER; MOORE, 1999; MOORE;
AFFOLTER, 2005). Localiza-se, na maioria das vezes, na cabeca, principalmente na orelha,
mas também pode ocorrer no pescoco, membros, tronco e cauda (TAYLOR; DORN; LUIS,
1969). Cées de qualquer idade sdo afetados, porém cées jovens, com menos de 3 anos, Sao 0s
mais acometidos (TAYLOR; DORN; LUIS, 1969; Liptak, 2008). Racas braquicefalicas,
como boxers e bulldogs séo predispostas (FULMER; MAULDIN, 2007). Sharpeis tém sido
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descritos como mais predispostos para a ocorréncia de multiplos histiocitomas (AFFOLTER;
MOORE, 1999; MOORE; AFFOLTER, 2005).

A regressdo espontanea do tumor é comum. A recorréncia é rara e a ocorréncia de
maultiplos tumores é incomum (MOORE et al., 1996). Nodulos persistentes podem ulcerar e
predispor a infecgOes bacterianas secundarias. Deve-se suspeitar de histiocitose maligna se
ha linfadenopatia regional (AFFOLTER; MOORE, 1999).

2.7.1.1.3 Citologia

Ao exame citologico do histiocitoma verificam-se um grupos de células redondas ou
ovais com citoplasma basofilico pouco vacuolizado de volume varidvel. Os nucleos s&o
centrais redondos a ovais com cromatina finamente granular e nucléolos inconspicuos
(Liptak, 2008).

2.7.1.1.4 Histopatologia

Na histopatologia este tumor aparece como nddulo intracutdneo pobremente demarcado,
ndo encapsulado (MOORE; AFFOLTER, 2005), formado por uma populacdo difusa de
células redondas com nucleo grande, redondo a oval (AFFOLTER; MOORE, 1999) e
citoplasma levemente eosinofilico (GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002). Fibras colagenas
e anexos da pele podem estar deslocados (AFFOLTER; MOORE, 1999). Devido a invaséo
da epiderme e a agregacao intraepidérmica de linfécitos pode ser necessario o uso da imuno-
histoquimica para a diferenciacdo desta neoplasia do linfoma epiteliotrépico (AFFOLTER;
MOORE, 1999; MOORE; AFFOLTER, 2005). Numerosas figuras de mitose podem ser
vistas, porém atipia nuclear e formas multinucleadas sdo raras (GOLDSCHMIDT;
HENDRICK, 2002).

2.7.1.1.5 Imuno-histoquimica

Em cdes, CD1, CD11b, CD11c, CD14, CD68 e MHC classe Il s&o os marcadores imuno-
histoquimicos mais confiaveis para as células de linhagem histiocitica (TROST et al., 2008).

O fendtipo do histiocitoma é idéntico ao das células de Langerhans do cdo, com
expressdo de CD1a, CD1b, CD1c, MHC class Il, CD11c e E-caderina. Estes anticorpos séo
imunoreativos em tecidos congelados, entretanto, o anticorpo E-caderina também apresenta
imuno-reatividade em tecidos fixados em formol e é tido como um excelente marcador para
0 histiocitoma cutdneo pois sua expressao € feita apenas nas células de Langerhans
(FULMER; MAULDIN, 2007). Atualmente, o critério imuno-histoquimico mais utilizado
para a identificacdo de células histiociticas em tecidos previamente fixados em formol e
emblocados em parafina é a verificacdo da imuno-reatividade para o0 CD18 e a utilizacdo do
CD3 e CD79a para a eliminacdo de origem linfocitica (FERNANDEZ et al., 2005).

Os histiocitomas também expressam alfa-1-antitripsina: 5 de 10 cées testados, segundo
Mozos et al. (1996) e 7 cdes de 22 de acordo com Sandusky, Carlton e Wightman (1987).
Para a lisozima, 4 de 22 cées foram positivos (SANDUSKY; CARLTON; WIGHTMAN,
1987).
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2.7.1.2 Mastocitoma
2.7.1.2.1 Introducao

Na maioria das espécies, processos neoplésicos que envolvem tumores formados por
mastocitos sdo relativamente raros. No cdo, diferentemente, o mastocitoma além de ser o
tumor de pele mais freqlente € um dos tumores que mais ocorrem na popula¢do canina
(LONDON; SEGUIN, 2003). Este tumor acomete, principalmente, a derme e o subcutaneo,
mas ocasionalmente € descrito em locais extra-cutdneos como conjuntiva, glandula salivar,
nasofaringe, laringe, cavidade oral, trato gastrointestinal, uretra e na coluna vertebral
(THAMM; VAIL, 2007). O mastocitoma viceral (disseminado ou mastocitose sistémica) é
frequente, apds mastocitomas cutaneos pobremente diferenciados (LEMARIE; LEMARIE;
HEDLUND, 1995; THAMM; VAIL, 2007).

2.7.1.2.2 Etiologia

A etiologia do mastocitoma canino ainda ndo é conhecida, mas assim como a maioria das
neoplasias é provavelmente multifatorial. A alta incidéncia dos mastocitomas em certas racas
sugere a possibilidade de origem genética. Carcindgenos tépicos também podem estar
envolvidos na inducdo de mastocitomas (LONDON; SEGUIN, 2003; WELL et al., 2008).
Recentemente foram descritas mutacdes no ponto do gene c-kit, que codifica o dominio
justa-membrana do receptor tirosina-quinase em mastocitos neoplasicos (REGUERA;
RABANAL; PUIDGEMON, 2000). Alguns autores tém sugerido que, adicionalmente as
mutacbes genéticas, inflamacBes cutaneas crbnicas podem estar envolvidas no
desenvolvimento deste tumor (WELL et al., 2008).

2.7.1.2.3 Historico e apresentacdo clinica

Os boxers séo descritos como o0s que mais desenvolvem mastocitomas ainda jovens, mas
freqlientemente os tumores tém um prognostico favoravel (BENSIGNOR; DELISLE;
DEVAUCHELLE, 1996). No labrador, esta neoplasia € quase sempre mais agressiva do que
em outras racas (MILLER, 1995; MURPHY et al., 2006).

Em geral, os cées desenvolvem mastocitomas entre 7,5 a 9 anos, mas ocasionalmente
tem-se visto cdes de 4 a 6 meses de idade com este tumor. Mastocitomas cutaneos séo
descritos com maior frequencia na regido torécica (50-60%), seguida das extremidades (25-
40%) e da cabeca e do pesco¢o (10%). A regido escrotal, o perineo, a regido dorsal e caudal
sé&o menos acometidas (WELL et al., 2008).

Estes tumores ndo tém uma aparéncia caracteristica e podem mimetizar outros tumores
cuténeos e até condigcdes ndo-neoplasicas. O mastocitoma deve fazer parte do diagndstico
diferencial de qualquer nodulo cutdneo (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001;
GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002).

A aparéncia deste tumor geralmente esta relacionada com o seu estadiamento histoldgico
(BOSTOCK, 1973). Mastocitomas bem diferenciados tendem a se apresentar como nédulos
solitarios, de crescimento lento, com 1-4 cm de diametro (THAMM; VAIL, 2007,
BOSTOCK, 1986). Os tumores pobremente diferenciados tém crescimento rapido, ulceram,
causam irritacdo cutdnea, e podem dar origem a pequenos nddulos metastaticos em tecidos
adjacentes (THAMM; VAIL, 2007). Ocasionalmente podem ser hiperpigmentados e
eritematosos com inflamacdo e edema em tecidos adjacentes. A palpacdo do tumor pode
levar & degranulacdo com liberacdo de histamina e outras substancias vaso ativas, o0 que
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resulta em vasodilatacdo, edema e eritema (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001; THAMM;
VAIL, 2007).

ComplicagOes relacionadas com a liberagdo de substancias bioativas (histaminas,
heparina, fator eosinofilico quimiostatico e enzimas proteoliticas) ocorrem em mais da
metade dos cdes com mastocitomas (WELL et al., 2008). E comum uma demora na
cicatrizacdo depois da retirada cirdrgica do tumor atribuida pela liberacdo de enzimas
proteoliticas e aminas vasoativas (LEMARIE; LEMARIE; HEDLUND, 1995; THAMM,;
VAIL, 2007).

Tumores pobremente diferenciados (grau Il1) representam entre 20 a 40% de todos 0s
mastocitomas descritos e tém comportamento agressivo, com metastases logo no inicio da
doenca. O tempo médio de vida dos cées tratados apenas com cirurgia é de 18 semanas
(LONDON; SEGUIN, 2003).

2.7.1.2.4 Citologia

A citologia do mastocitoma revela uma populacédo de células redondas com citoplasma de
volume moderado, granulos avermelhados de quantidades e tamanhos variados. Nucleos
redondos a ovais. Eosinofilos e ou alguns grupos de células alongadas, possivelmente
fibroblastos, podem ser vistos (WELL et al., 2008). Os tumores pobremente diferenciados
podem conter pouco ou nenhum granulo citoplasmatico, neste caso ha a necessidade do uso
de coloragdo especial (Azul de Toluidina ou Giemsa) (LONDON; SEGUIN, 2003). As
células dos tumores pobremente diferenciados exibem marcado pleomorfismo celular com
nacleo irregular e as figuras de mitose sdo mais frequentes (WELL et al., 2008).

2.7.1.2.5 Histopatologia

Segundo os critérios propostos por Patnaik et al. (1984), nos mastocitomas bem
diferenciados (grau 1) predominam células uniformes, redondas ou ovais, com citoplasma
abundante e intensa granulacdo, nucleo arredondado ou oval com padrdo de cromatina
homogéneo e basofilico, figuras de mitose sdo raras ou ausentes, células confinadas na derme
e espacos interfoliculares. Nos tumores moderadamente diferenciados (grau Il), héa discreta
anisocitose e anisocariose, 0 citoplasma apresenta menor quantidade de granulos, menor
relacdo nucleo citoplasma, por vezes héa presenca de binucleacdo e as figuras de mitose sdo
infrequentes. Células neoplasicas infiltram toda a derme e tecido subcutdaneo. Em
mastocitomas pouco diferenciados (grau 1), h& intensa anisocitose e pleomorfismo nuclear,
células gigantes com ndcleos bizarros e multiplos, nucléolos proeminentes, a granulacdo
intracitoplasmatica € discreta ou ausente e as figuras de mitose séo freqiientes. A neoplasia
invade o subcutaneo e tecidos mais profundos. Para a identificacdo da granulacdo
intracitoplasmatica pode-se fazer necessario o uso de coloragdes histoquimicas especiais
como Giemsa, Azul de Toluidina e Azul Astral (GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002).

2.7.1.2.6 Imuno-histoquimica
A imuno-histoquimica utilizando o anticorpo anti-triptase (FERNANDEZ et al., 2005;
WELL et al., 2008) e chimase pode ser necessaria para o diagnostico dos mastocitomas

pouco diferenciados (FERNANDEZ et al., 2005). H4 também referéncia ao uso do anticorpo
C-kit para marcacao de mastdcitos (MATSUDA et al., 1993; TSUURA et al., 1994).
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2.7.1.3 Linfoma
2.7.1.3.1 Introducao

Linfomas constituem um grupo diverso de neoplasias que tém em comum sua origem em
células linforreticulares. Frequentemente se desenvolvem a partir dos tecidos linféides como
linfonodos, baco e medula déssea, entretanto, eles podem crescer em qualquer tecido do
corpo. Linfoma é uma das neoplasias mais comuns de cées e corresponde aproximadamente
7 a 24% de todas as neoplasias caninas (BACKGREN, 1965).

2.7.1.3.2 Etiologia

A etiologia do linfoma canino é ainda desconhecida e provavelmente multifatorial.
Diferencas na prevaléncia dos subtipos de imunofendtipos dos linfomas entre as racas indica
riscos de hereditariedade. Varias predisposicdes genéticas tém sido descritas. Além disso,
alteracdes no sistema imune de cées, independentemente do sexo ou da idade, tém sido
associadas com o alto risco de desenvolvimento deste tumor. Fatores ambientais, como a
utilizacdo de herbicidas, sdo descritos na literatura humana como fator de risco para o
desenvolvimento desta neoplasia (VAIL; YOUNG, 2007).

2.7.1.3.3 Historico e apresentacdo clinica

A classificacdo de linfoma maligno nos cées pode ser baseada através da localizacéo
anatdmica, dos critérios histologicos e do imunofenotipo. A forma mais comum do linfoma é
a multicéntrica, depois a craniomediastinal, gastrointestinal e por ultimo as formas cutaneas.
Formas extranodais, que podem ocorrer em qualquer regido fora do sistema linféatico,
incluem olhos, sistema nervoso central, 0ssos, bexiga, coracdo e cavidade nasal. Oitenta por
cento dos cdes com linfoma desenvolvem a forma multicéntrica que € caracterizada pela
linfadenopatia. A causa mais comum de linfadenopatia dolorosa em cédes é o linfoma
(LEIFER; MATUS, 1986). A distribuicdo das lesbes iram indicar os sintomas e muitas vezes
0 comportamento biolégico do tumor (MEUTEN, 2002).

Cées com idade média (6 a 9 anos) e idosos sdo 0s mais acometidos por esta neoplasia.
Boxers, mastiffs, basset hounds, sdo bernardo, scottish terriers, airedales e bulldogs séo ragas
descritas com alta incidéncia de linfoma (VAIL; YOUNG, 2007).

O linfoma cutaneo é raro em todas as espécies, mas € mais comum em cdes e gatos A
idade média nestas duas espécies € de 10 anos. Em cdes, as racas mais predispostas para o
linfoma cutdneo sdo o cocker spaniel, bulldogs, scottish terries e golden retrieves. A maioria
dos tumores sdo localizados no tronco, mas podem aparecer em qualquer regido do corpo
(GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002).

Histologicamente e clinicamente, o linfoma cutaneo pode ser dividido em duas formas
ndo-epiteliotropica e epiteliotropica. A primeira forma geralmente tem origem nos linfécitos
B e pode ser generalizada ou multifocal. Os nddulos estdo presentes virtualmente em todos
0s casos, sdo firmes, dérmicos ou subcutaneos, frequentemente alopécicos e hiperémicos. O
linfoma epiteliotrépico tem origem nos linfécitos T e pode apresentar-se como micose
fungdide ou como a Sindrome de Sézary. A micose fungdide possui 4 apresentacdes clinicos
aparentes. Inicialmente pode-se perceber descamacdo, alopecia e prurido, com a progressao
da doenca verifica-se eritema, ulceracdo e exsudato. O estagio final é caracterizado pela
proliferacdo de placas e nédulos que podem ulcerar. A mucosa oral ulcerada também pode
ocorrer. Na Sindrome de Sézary os animais apresentam prurido generalizado, eritrodermia
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esfoliativa, multiplas placas, nddulos cutaneos e leucemia linfocitica (SCOTT; MILLER;
GRIFFIN, 2001).

2.7.1.3.4 Citologia

Na maioria das vezes, 0s aspectos citoldgicos caracterizam-se por proliferacdo de grandes
linfécitos, com nicleos formados por cromatina frouxa e nucléolos evidentes (linfomas
linfoblasticos). Em alguns casos, ocorre proliferacdo de pequenos linfocitos com
caracteristica atipica leve (linfomas linfociticos) (FIGUERA, 2000).

2.7.1.3.5 Histopatologia

O linfoma apresenta uma grande variagdo morfoldgica, mas as formas histopatoldgicas
mais encontradas sdo a imunoblastica (24,9%), a com pequenos linfocitos ndo-clivados
(24,2%), a de linfdcitos grandes e difusos (20%) e a linfoblastica (17.2%) (CARTER, VALLI
e LUMSDEN, 1986).

O linfoma cutaneo € tradicionalmente dividido em duas formas, a epiteliotropica formada
por linfocitos T e ndo-epiteliotropica, formada principalmente por linfocitos B. Na primeira
forma evidencia-se afinidade pelo epitélio e seus anexos com formacdo de microabscessos de
Pautrier (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001; GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002). A
segunda € caracterizada por infiltracdo dérmica e subcutanea difusa por linfécitos malignos,
geralmente linfocitos linfociticos (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001).

Linfécitos neoplasicos podem ter nucleos grandes, redondos, ovalados ou nucleos
clivados com cromatina marginada, podem ainda apresentar infiltrado eosinofilico, diferente
do TVTC (GROSS et al., 2005).

2.7.1.3.6  Imuno-histoquimica

Linfdcitos T sdo imuno-reativos para CD3, de forma que a maioria dos linfomas cutaneos
expressa este anticorpo (FERRER et al., 1993, FERNANDEZ et al., 2005), enquanto que, 0s
linfomas constituidos de linfocitos B sdo positivos para CD 79a (FERNANDEZ et al., 2005).
Sessenta a oitenta por cento dos linfomas de cées sdo formados por linfécitos B, dez a
quarenta por cento, por linfocitos T e vinte e dois por cento dos linfomas sdo mistos,
possuem tanto linfocitos B quanto T (VAIL; YOUNG, 2007).

2.7.1.4 Melanoma
2.7.1.4.1 Etiologia

A etiologia do melanoma canino ainda ndo é conhecida, mas assim como a maioria das
neoplasias é provavelmente multifatorial. Bases moleculares e genéticas sdo descritas como
fator de risco para o desenvolvimento desta neoplasia (VAIL; WITHROW, 2007). E um
tumor de origem neuro-ectodérmica, formado por células que variam de aparéncia
mesenquimal a epitelial (BAKER; LUMSDEN, 2000).

2.7.1.4.2 Historico e apresentacdo clinica

Tumores melanociticos sdo relativamente comuns em cées e representam 4 a 7% de todos
0s tumores vistos nesta espécie (CANGUL et al., 2001).
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O melanoma € uma das mais freqiientes neoplasias malignas diagnosticada na cavidade
oral de cdes. Este tumor acomete comumente cédes idosos com aproximadamente 10 anos e é
bastante relatado em racas pequenas, cocker spaniel e cdes com mucosa bem pigmentada
(RAMOS-VARA et al., 2000).

Melanomas malignos tem crescimento rapido, geralmente possuem mais de 2 cm de
diametro e frequentemente ulceram. Desenvolvem-se na mucosa oral, jungdes mucocutaneas
e unha. Os melanomas benignos tipicamente s&o bem definidos, bem pigmentados, com
menos de 2 cm de diametro, firmes e ndo-aderidos ao tecido subjacente (VAIL; WITHROW,
2007).

2.7.1.4.3 Citologia

As células do melanoma variam de aparéncia mesenquimal a epitelial, como resultado da
origem neuro-ectodérmica. As células podem conter multiplos nucleos grandes, nucléolos
proeminentes e mitoses aberrantes. O citoplasma varia de azul claro a escuro e pode conter
granulos pretos bem distintos. Mesmo nos melanomas amelandticos, pode-se achar granulos
de melanina (BAKER; LUMSDEN, 2000).

2.7.1.4.4 Histopatologia

As células sdo redondas a poliédricas (epitelidide) com citoplasma fracamente
eosinofilico, nucleo redondo, situado na periferia das células tumorais e geralmente com um
nucléolo central de dificil visualizagcdo. O indice mitético é baixo. Pode apresentar formato
balonoso, epitelioide e “signet-ring” (CANGUL et al., 2001). Mesmo o melanoma balonoso,
que poderia ser confundido com TVTC, apresenta células com formato mais fusiforme. A
coloracdo Fontana-Masson pode identificar pequenas quantidades de melanina no citoplasma
das células tumorais (GROSS et al., 2005).

2.7.1.4.5 Imuno-histoquimica

Segundo Ramos-Vara et al. (2000), 76% dos melanomas sdo positivos para anti-S100 e
80% para anti-Melan-A. Sandusky, Calton e Wightman (1997) verificaram 55,5% de imuno-
reatividade dos melanomas testados para S-100.
2.7.1.5 Plasmocitoma
2.7.1.5.1 Etiologia

O plasmocitoma origina-se de linhagens de linfocitos B.

A etiologia deste tumor, ainda desconhecida, é provavelmente multifatorial. A
predisposicdo genética, alteracBes moleculares, infeccdo viral, estimulagdo cronica do

sistema imune e exposicao a carcindgenos, sdo algumas das possiveis etiologias relatadas na
literatura (VAIL, 2007).
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2.7.1.5.2 Historico e apresentacgéo clinica

A maioria dos plasmocitomas ocorrem em animais mais velhos e as ragas mais
acometidas sdo o0s cocker spaniels, airedale terries, poodles e scottish terries
(GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002). Membros, cabeca (GOLDSCHMIDT;
HENDRICK, 2002) e cavidade oral (VAIL, 2007) sdo os locais mais afetados e a maioria
destes tumores apresentam-se como nddulos solitarios, macios, com 1-2 cm, ou mais
(GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002).

2.7.1.5.3 Citologia

A citologia do plasmocitoma € caracterizada por apresentar células redondas a ovais com
nacleos predominantemente redondos, cromatina agregada, nucléolo Unico e pequeno,
citoplasma anfofilico a basofilico claro. Baixo a moderado indice mitético. Células tumorais
binucleadas e multinucleadas podem ser vistas (BAER et al., 1989).

2.7.1.5.4 Histopatologia

Essa neoplasia caracteriza-se por apresentar grupos de células redondas geralmente
uniformes com nucleos redondos a ovais de tamanho intermediario (VALLI et al., 2002). As
células tumorais binucleadas e multinucleadas sdo comuns (GOLDSCHMIDT; HENDRICK,
2002; VALLI et al.,, 2002; GROSS et al., 2005). O citoplasma pode se apresentar
moderadamente eosinofilico a anfofilico. As figuras de mitoses sdo variaveis, mas
frequentemente sdo raras (GOLDSCHMIDT; HENDRICK, 2002). Apresenta mais
anisocitose e anisocariose que o TVTC (GROSS et al., 2005).

Platz et al. (1999) descrevem 5 tipos diferentes de plasmocitomas baseados nos critérios
histoldgicos e citomorfoldgicos. O plasmocitoma hialino que caracteriza-se por células com
citoplasma eosinofilico, nicleo com formato de foice, localizado centralmente, células
binucleadas e gigantes, presentes em pequeno numero; tumores deste tipo geralmente sdo
localmente invasivos. No plasmocitoma tipo maduro as células tumorais sdo iguais a
plasmocitos maduros, com a maioria das células com formato oval, ndcleos centrais
redondos a ovais, cromatina aglutinada, citoplasma eosinofilico com fina granulacéo,
numerosos vacuolos citoplasmaticos e raras células gigantes. O plasmocitoma tipo clivado é
caracterizado por ndcleos clivados, anisocitose das células neoplasicas e pela presenca de um
halo perinuclear, além de células gigantes com mais de 4 ndcleos. Esse tipo ndo é
encapsulado e € localmente invasivo. O tipo assincrénico tem como caracteristica
predominante a assincronia nuclear-citoplasmatica na maturacéo. As células tém citoplasma
eosinofilico e vacuolar, halo perinuclear, nucleo redondo e nucléolo central. O quinto tipo, o
polimorfico, tem como principal caracteristica a anisocitose das células neoplésicas e a
presenca de um grande numero de células gigantes. As células tumorais tém citoplasma
eosinofilico e vacuolizado, ndcleo central redondo a oval e nucléolo evidente.

2.7.1.5.5 Imuno-histoquimica

Apresenta imuno-reatividade para imunoglobulinas de cadeia leve Kappa e Lambda
(SANDUSKY; CARLTON; WIGHTMAN, 1987; BRUNNERT; ALTMAN, 1991), também
mostra-se positivo para CD79a (FERNANDEZ et al., 2005).

A tabela 2 sintetiza a revisdo de literatura dos principais aspectos necessarios para 0
diagnostico diferencial dos tumores de células redondas.
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Tabela 2. Principais aspectos a serem abordados no diagnostico dos tumores de células
redondas

TUMORES ETIOLOGIA HIQTORICO E HISTOPATOLOGIA IMUNO-
CLINICA HISTOQUIMICA
Transmitido pela Céo adulto Células grandes,

T.V.T.C. deposicdo de células  jovem, cujos formatos Lisozima
tumorais intactas sexualmente variam entre (MOZOS et al.
em superficies ativo, com redondo, ovalado ou  1996;
epiteliais histérico de poliédrico. NGcleos ~ MARCHAL et
previamente lesadas contatos sociais grandes, redondos, al., 1997)
—pelo coito ou por ~ (LORIMIER; levemente
lambeduras de areas  FAN, 2007). vesiculares, a alfa-1-
tumorais Ndédulos Unicos maioria com, apenas  antitripsina
(VERMOOTE, ou multiplos, um nucléolo central  (MOZOQOS et al.,
1987). pedunculados, e proeminente. 1996)

multilobulados ou  (NIELSEN; Anticorpo
com aparénciade KENNEDY, 1990; monoclonal
couve-flor, (SCOTT; MILLER;  murino contra
friaveis, GRIFFIN, 2001). macrdfagos de
hemorragicos e A evidente cdo (ACM-1)
ulcerados vacuolizagdo do (MARCHAL et
(SCOTT; citoplasma ajudana  al., 1997)
MILLER; a diferenciacdo de Vimentina
GRIFFIN, 2001). outros tumores (SANDUSKY;
(GROSS et al., CARLTON;
2005). WIGHTMAN,
1987; MOZOS
et al., 1996;
MARCHAL et
al., 1997)
MASTOCITOMA  Multifatorial: Os Boxers sao Mastocitoma pouco

Origem genética
envolvida
(LONDON;
SEGUIN, 2003;
WELL et al., 2008),

Mutag6es no ponto
do gene c-kit
(REGUERA;
RABANAL,
PUIDGEMON,
2000),

Estimulacéo por
inflamacdes
cronicas (WELL et
al., 2008).

descritos como 0s
gue mais
desenvolvem
mastocitomas
(BENSIGNOR,;
DELISLE;
DEVAUCHELL
E, 1996).

Idade média é
entre 7.5 a 9 anos.
Crescimento
rapido, ulceram,
ha irritacdo
cutanea, podem
originar pequenos
nédulos
metastaticos em
tecidos adjacentes
Hiperpigmentado
e eritematoso
com inflamacéo e
edema em tecidos
adjacentes
(SCOTT; MILLER;
GRIFFIN, 2001;
THAMM:; VAIL,
2007)

diferenciado:
Intensa anisocitose e
pleomorfismo
nuclear, células
gigantes com
nlcleos bizarros e
multiplos, nucléolos
proeminentes, a
granulacéao
intracitoplasmatica é
discreta ou ausente e
as figuras de mitose
sdo freqlientes. A
neoplasia invade o
subcuténeo e tecidos
mais profundos
(PATNAIK etal.,
1984).
Freqlientemente ha
presenca de
infiltrado

eosinofilico (GROSS

et al., 2005).

anti-triptase
chimase
(WELL etal.,
2008;

FERNANDEZ
et al., 2005)
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HISTIOCITOMA

MELANOMA

Origina-se das
celulas
apresentadoras de
antigenos
intraepidémicas
(células de
Langerhans)
(Liptak, 2008).

Origem
multifatorial:
suspeita-se de bases
moleculares e
genéticas (VAIL;
WITHROW, 2007).

Tumor de origem
neuro-ectodérmica
(BAKER;
LUMSDEN, 2000).

Cées jovens com
menos de 3 anos.
Nodulo Unico,
pequeno, firme,
com formato de
botdo bem
definido.
Crescem rapido,
Nn&o pruriginosos,
nao dolorosos,
comumente
possuem menos
de 2,5 cm de
diametro
(AFFOLTER,;
MOORE, 1999;
MOORE;
AFFOLTER,
2005). Cabeca,
orelha, pescogo,
membros, tronco
e cauda sdo os
locais mais
acometidos
(TAYLOR;
DORN; LUIS,
1969).

Caes idosos —
média 9 anos.
Racas pequenas,
Cocker spaniel, e
cdes com mucosa
bem pigmentada
(RAMOS-VARA
etal., 2000).
Melanomas
malignos tém
crescimento
rapido, tem mais
de 2 cm de
diametro e sdo
frequentemente
ulcerados. Se
desenvolvem na
mucosa oral,
juncdes
mucocutaneas e
unha (VAIL;
WITHROW,
2007).

Nodulo intracutaneo
pobremente
demarcado, ndo
encapsulado
(MOORE;
AFFOLTER, 2005).
Possui uma
populacéo difusa de
células redondas
com um ndcleo
grande, redondo a
oval, presente nas
camadas mais
profundas da pele.
Fibras colagenas e
anexos da pele
podem estar
deslocados
(AFFOLTER,;
MOORE, 1999).
Podem exibir
epiteliotropismo e
nacleos ligeiramente
recuados,
diferentemente do
TVTC (GROSS et
al., 2005).

As células sdo
redondas a
poliédricas
(epitelidide) com
citoplasma
fracamente
eosinofilico. Nucleo
redondo, situado na
periferia das células
tumorais.
Geralmente com um
nucléolo central, de
dificil visualizag&o.
Indice mitdtico
baixo. Pode
apresentar formato
balonoso, epitelidide
e “signet-ring”
(CANGUL etal.,
2001). Mesmo no
melanoma balonoso
ha células com
formato mais
fusiforme. A
coloracdo Fontana-
Masson pode
identificar pequenas
quantidades de
melanina (GROSS et
al., 2005).

50% dos
histiocitomas
expressaram
alfa-1-
antitripsina
(MOZOS et al.,
1996)

7 caes de 22
testados
expressaram
alfa-1-
antitripsina

4/22 cées
positivos para
lisozima
(SANDUSKY;
CARLTON;
WIGHTMAN,
1987)

CD18 e MHC 1I
(FERNANDEZ
et al., 2005)

CD 68
(TROST et al.,
2008)

Anti-S-100:
positivo para
76% dos
melanomas
(RAMOS-
VARA et al.,
2000).

Anti-Melan-A:
positivo em
mais de 80%
dos melanomas
(RAMOS-
VARA et al.,
2000).
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LINFOMA

Representa uma das
desordens
linfoproliferativas
do cdo (LEIFERT;
MATUS, 1986).

Etiologia
multifatorial:
fatores genéticos
moleculares,
infecciosos, reativo
a imunidade e
ambiente (VAIL;
YOUNG, 2007).

PLASMOCITOMA Origina-se de

linhagens de
linfocitos B.
Predisposicdo
genética, alteracoes
moleculares,
infeccdo viral,
estimulagdo cronica
do sistema imune e
exposicao a
carcindgenos sédo
fatores
predisponentes
(VAIL, 2007).

As formas
anatdmicas mais
comuns sao a
multicéntrica,
mediastinal
anterior,
gastrointestinal e
cutanea
(LEIFERT;
MATUS, 1986).
O linfoma
cutaneo é
classificado como
epiteliotrépico e
nao-
epiteliotropico.
Ocorre em cdes
de meia-idade a
idosos (6 a 9
anos),

Sinais clinicos
variados e
depende da
extensdo e
localizacéo,
linfadenopatia
generalizada é o
mais comum
(VAIL; YOUNG,
2007).

Membros, cabeca
e cavidade oral
sao os locais mais
acometidos.
Animais entre 9 e
10 anos.

Maioria sdo
nddulos
solitarios, macios
com 1-2 cm,
podendo ser
maior
(GOLDSCHMID
T; HENDRICK,
2002).

Apresenta uma
grande variagao
morfoldgica.
Linfdcitos
neoplasicos podem
ter nlcleos grandes
redondos, ovalados e
nucleos clivados
com cromatina
marginais, podem
ainda apresentar
infiltrado
eosinofilico,
diferente do TVTC
(GROSS et al.,
2005).

Células ovaladas,que
podem apresentar
formato
“plasmocitdide”,
algumas tem grande
e Unico nucléolo
enquanto outras
multiplos nlcleos.
(Day,1995)
Apresenta mais
anisocitose e
anisocariose que o
TVTC. Células
tumorais binucleadas
e multinucleadas sdo
comuns (GROSS et
al., 2005). Cinco
tipos
histopatolégicos sdo
descritos: hialino,
maduro, clivado,
assincromatico e
polimorfico (PLATZ
etal., 1999).

Linfocitos T
sao
imunoreativos
para CD3 - a
maioria dos
linfomas
cutaneos
expressa este
anticorpo
(FERRER et
al., 1993;
FERNANDEZ
et al., 2005)

CD 79a para
linfomas
constituidos de
linfécitos B
(FERNANDEZ
et al., 2005)

Kappa e
Lambda light
chain -
(SANDUSKY;
CARLTON;
WIGHTMAN,
1987;
BRUNNERT;
ALTMAN,
1991)

Positivo para
CD79a-
(FERNANDEZ,
et al., 2005.)
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Os principais dados epidemiol6gicos dos cdes, como sexo, idade, raca e localizagdo do
tumor, foram coletados dos arquivos da Area de Anatomia Patoldgica do Departamento de
Epidemiologia e Saude, Instituto de Veterinaria, da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ). Os aspectos macroscopicos e clinicos foram obtidos junto ao setor de
Dermatologia do Hospital Veterindrio de Pequenos Animais (HVPA) desta mesma
instituicao.

Para a avaliacdo dos aspectos microscopicos foram selecionados 10 casos de TVTC
genital, e 13 casos de TVTC extragenital, previamente biopsiados (bidpsia incisional) no
HVPA e diagnosticados pela Area de Anatomia Patol6gica da UFRRJ.

Destes 23 animais selecionados com TVTC, 19 deles obtiveram a cura clinica com o
tratamento preconizado, quimioterapia com vincristina ou vinblastina, e nos demais animais
ndo se conhece o tratamento instituido, pois ndo houve o acompanhamento clinico.

3.2 Histopatologia

Os fragmentos dos 23 TVTCs selecionados, previamente fixados em formol a 10%
emblocados em parafina, foram processados rotineiramente, cortados a 5 micrometros e
corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas foram, posteriormente,
examinadas em microscépio éptico.

3.2.1 Coloracgéo especial

As coloragdes especiais pelo Azul de Toluidina e pelo Acido Periodico de Schiff (PAS)
foram realizadas em fragmentos de todos os 23 TVTCs.

3.3 Imuno-histoquimica
3.3.1 Anticorpos utilizados

O material selecionado e emblocado em parafina foi cortado a 5 micrémetros e testado
para reagentes especificos de antigenos de membrana (anti-macréfago e anti-imunoglobulina
de cadeia leve lambda) e citoplasmaticos (anti-lisozima, anti-proteina S-100, anti-vimentina,
anti-alfa-1-antitripsina e anti-CD68) com utilizagdo da técnica complexo avidina-biotina-
peroxidase, preconizada por Mozos et al. (1996) e Marchal et al. (1997). Os exames imuno-
histoquimicos dos 23 TVTCs selecionados foram realizados no Setor de Anatomia
Patologica, do Projeto Sanidade Animal, Convénio UFRRJEMBRAPA e no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS). Na
primeira instituicdo foram feitos os exames com os anticorpos anti-lisozima, anti-macrofago,
anti-proteina S-100, anti-alfa-1-antitripsina e anti-imunoglobulina de cadeia leve lambda,
enguanto na segunda foram utilizados os anticorpos anti-vimentina e o anti-CD68. Todos 0s
anticorpos utilizados neste estudo eram da marca Zimed, Invitrogen Immunodetection, exceto
o0 anticorpo monoclonal anti-CD68 humano (clone EBM11) manufaturado pela DAKO Corp.,
Carpinteria, CA.

Em apenas um TVTC (173/97) de localizacdo genital e bem caracteristico
histologicamente foram testados os anticorpos monoclonais CD3 e CD79a. Estes exames
foram feitos em laboratorio particular em Sdo Paulo, chamado Consultoria em Patologia.
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3.3.2 Controles positivos utilizados

Cada anticorpo utilizado foi padronizado individualmente com tecidos sabidamente
positivos para 0os mesmos. A perfeita padronizacdo foi obtida quando se verificou forte
padrdo de coloracdo nas células. A tabela 3 apresenta os anticorpos utilizados e os
respectivos controles positivos.

Tabela 3. Anticorpos utilizados e os respectivos controles positivos
Anticorpos humanos Controles positivos

Lisozima inflamacédo granulomatosa
S-100 melanoma
Cadeia leve lambda linfonodo
Alfa-1-antitripsina  inflamacédo granulomatosa
Anti-macrofago inflamacédo granulomatosa
CD 68 inflamacéo granulomatosa
Vimentina melanoma

3.3.3 A técnica da imuno-histoquimica

Os cortes foram colocados em laminas positivadas com solucdo silane 2% em acetona,
secadas verticalmente em temperatura ambiente, antes de serem aquecidas em estufa a 600C
por 3-4 horas. Em seguida foram entdo, desparafinados em xilol e reidratados em graduacdes
decrescentes de alcool até a dgua destilada. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito pela
incubacéo das laminas em solucdo de peroxido de hidrogénio a 3% em agua destilada por 30
minutos em temperatura ambiente, sendo posteriormente lavadas em agua destilada por dois
minutos. A recuperacgdo antigénica utilizada para os anticorpos anti-lisozima, anti-macréfago
e anti-proteina S-100 foi com tampdo citrato 2,1% com pH 6 em duas etapas de trés minutos
no forno de micro-ondas (700W),. Logo apo6s as laminas foram esfriadas por 15 minutos em
temperatura ambiente. Para anti-alfa-1-antitripsina, anti-cadeia leve lambda e o anti-CD 68, a
recuperacdo antigénica foi enzimatica, com a utilizacéo da tripsina 0,1% em PBS (phosphate
buffered solution) por 10 minutos, para os dois primeiros anticorpos e com a proteinase K
por 10 minutos em temperatura ambiente no ultimo. Para a diminuicdo das ligacdes
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-macrofago, anti-proteina S-100, anti-alfa-1-antitripsina, anti-
imunoglobulina de cadeia leve lambda) na diluicdo de 1:50 em PBS, em temperatura
ambiente, por 1 hora. O anticorpo anti-lisozima e o anti-CD 68 foram diluidos em 1:100 em
PBS e incubados 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 camara umida e temperatura
ambiente. Logo apos foram lavados em PBS e tratados com o conjugado Streptavidina-
peroxidase (DAKO Corp., Carpinteria, CA) por mais 20 minutos cada em camara umida e
temperatura ambiente, sendo lavados em &gua destilada e submetidos & revelacdo com
substrato cromogeno (DAB liquido: 1 gota para cada 1ml de tampédo 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 agua corrente por 1-2
minutos, desidratados em graduacdes de alcool e clarificados em xilol.

21



Para o anticorpo monoclonal anti-vimentina foi realizada a recuperacéo antigénica com
tampado citrato 2,1% com pH 6 no forno de micro-ondas (700W) por 2 minutos. O bloqueio
de reagOes inespecificas foi feito com leite desnatado 5% por 15 minutos. Os cortes
histoldgicos foram incubados com o anticorpo primario na diluicdo de 1:200 em PBS, em
camara Umida a 4°C, overnight. Posteriormente, foram lavados em agua destilada e tratados
com anticorpo secundario biotinalado (LSAB + AP Link, DAKO Corp., Carpinteria, CA) por
20 minutos em camara Umida e temperatura ambiente. Logo apés foram lavados em PBS e
tratados com o conjugado Streptavidina-peroxidase (LSAB + AP Link, DAKO Corp.,
Carpinteria, CA) por mais 20 minutos cada, em camara Umida e temperatura ambiente, sendo
lavados em agua destilada e submetidos a revelacdo com Permanente Red (DAKO Corp.,
Carpinteria, CA, Code 0695) por 15 minutos. Os cortes foram lavados em agua destilada e
contracorados com hematoxilina de Harris por 30 segundos, posteriormente lavados em agua
corrente por 1-2 minutos, desidratados em graduacdes de alcool e clarificados em xilol. Em
seguida, as laminas foram avaliadas em microscopio oOptico.

A tabela 4 apresenta as caracteristicas dos anticorpos primarios, suas respectivas
diluicBes e 0 método de recuperacao antigénica utilizado para cada um.

Tabela 4. Caracteristicas dos anticorpos primarios, diluicdes, tempo de incubacdo e
recuperacdo antigénica utilizada

Anticorpo Tipo de clone Diluicdo Tempo de incubacdo Recuperacdo antigénica
Lisozima policlonal 1/100 overnight micro**. 6 minutos + citrato
S-100 NI* 1/50 1 hora micro. 6 minutos + citrato
Cadeia leve lambda monoclonal 1/50 1 hora tripsina
Alfa-1-antitripsina  monoclonal 1/50 1 hora tripsina
Anti-macrofago monoclonal 1/50 1 hora micro. 6 minutos + citrato
CD 68 monoclonal 1/100 overnight enzimética-proteinase K
Vimentina monoclonal 1/200 overnight micro. 2 minutos + citrato

*Nao identificado pelo fabricante; ** micro-ondas

3.3.4 Interpretacdo dos resultados da imuno-histoquimica
Na avaliagdo dos fragmentos ndo foram consideradas positivas as células coradas na

borda do fragmento (Figura 1). A porcentagem de células positivas coradas e a intensidade
da coloragédo foram graduadas de acordo com a tabela 5.
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Tabela 5. Graduacdo da porcentagem de células positivas e da intensidade de coloracao

% Cel. Pos Graduacao Padrdo de Coloragdo
0-0,9% 0
A B C
1-49% 1
Fraco Moderado Forte
A B C
5-9,9% 2
Fraco Moderado Forte
A B C
10-29,9% 3
Fraco Moderado Forte
A B C
30-59,9% 4
Fraco Moderado Forte
A B C
60- 89,9% 5
Fraco Moderado Forte
A B C
90 - 100% 6
Fraco Moderado Forte

Figura 1. TVTC genital (176/97). Artefato de técnica. Anticorpo anti-lisozima. Marcagéo em
todas as células da borda do fragmento (falso-positivo). Obj. 40x.
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4.1 Dados Epidemioldgicos dos Animais

4

RESULTADOS

Os principais dados epidemiolégicos dos cdes com TVTC foram coletados e sintetizados
nas Tabelas 6 e 7. O ndmero de identificacdo de cada tumor utilizado neste trabalho é o
mesmo empregado pela Area de Anatomia Patoldgica do Departamento de Epidemiologia e
Saude Publica, Instituto de Veterinaria, UFRRJ.

Todos os cdes com TVTCs genitais utilizados neste estudo obtiveram a cura clinica
atraves do tratamento preconizado para este tipo de tumor, a quimioterapia com vincristina
ou vinblastina. Dos 13 cdes com TVTCs extragenitais 9 obtiveram cura clinica através da
quimioterapia, em 4 deles (629/96, 105/98, 162/99, 301/99)

instituido.

ndo se sabe o tratamento

Tabela 6. Dados epidemioldgicos dos cdes com Tumor Venéreo Transmissivel genital

TVTCs genitais ~ REGISTRO DATA SEXO IDADE RACA LOCALIZACAO
1 7251199 26/09/1996 M 9 meses * Tumor preplcio
2 5411997 201011997 F 5anos SRD Tumor vagina
3 1711997 19/03/1997 M 9anos Poodle Tumor pénis
4 172/1997 19/03/1997 F Janos Pastor Aleméo Tumor vulva
5 173/1997 19/03/1997 F 8 meses Husky Siberiano ~ Tumor vagina
6 1741997 19/03/1997 F 3anos Poodle Tumor vulva
7 176/1997 19/03/1997 F Janos SRD Tumor vagina
8 243/1997 8/4/1997 M 3anos SRD Tumor pénis
9 283/1997 15/04/1997 F 4anos PastorAlemdo  Tumorvagina
10 223312007 11122007 F 6.anos SRD Tumor vagina

* Semregistro; SRD = sem raca definida;
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Tabela 7. Dados epidemioldgicos dos cdes com Tumor Venéreo Transmissivel extragenital

TVTCs

Extragenital REGISTRO DATA SEXO IDADE RACA LOCALIZACAO
1 287/96 24/04/1996 M 8anos SRD cutaneo
2 519/96 12/7/1996 M 3anos Doberman cutaneo
3 629/96 14/08/1996 M 3anos SRD cavid. oral
4 55/97 20/01/1997 M 4 anos SRD focinho, palato
5 189/97 19/03/1997 M 3anos SRD cutaneo
6 028/98 * M 2anos Collie cutaneo
7 105/98 29/12/1998 M * Pinscher cavid. nasal
8 75/99 11/3/1999 M 2anos SRD cutaneo
9 162/99 8/10/1999 M 6anos SRD cavid. nasal
10 282/99 * F 4anos SRD MAD
11 301/99 27/07/1999 M 9anos Pastor cavid. oral
12 1174/06 9/8/2006 F 6anos SRD MPE e MPD
13 927/08 13/05/2008 M 6anos Pinscher gengiva e palato

* Semregistro; SRD = semraga definida; MPD = membro posterior direito; MPE = membro posterior esquerdo;

MAD = membro anterior direito; cavid. = cavidade

4.3 Aspectos Macroscopicos e Clinicos

As tumora(;c")es apresentavam-se como

lesbes Unicas ou mdltiplas,

por vezes

multilobuladas, com aspecto de couve-flor (Figura 6), infiltrativas ou pendunculadas, com ou
sem superficie ulcerada ou com cavitacbes (Figuras 2 a 7). Os tumores apresentavam
tamanhos variados e consisténcia ora relativamente firme, ora fridvel, geralmente com
intenso sangramento. A coloracdo variou desde o réseo-claro ao vermelho intenso.
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Figura2. TVTC genitl (7/97). Fémea com nodulo firme ulcerado e he
vagina e cutaneos pré-vulvar. Cortesia Profé. Dr?. Regina Ramadinha.

Figura 3. TVTC genital (243/97). Macho com lesdo Unica friavel e hemorrégica no pénis
e glande. Cortesia Prof®. Dr® Regina Ramadinha.
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Figura 4. TVTC extragenital (189/97). Lesdes cutaneas nodulares e ulceradas. Cortesia
Prof?. Dr? Regina Ramadinha.

Figura 5. TVTC extragenital (189/97). Trés meses ap6s tratamento com vincristina.
Completa cicatrizacédo e crescimento de pélos. Cortesia Prof®. Dr? Regina Ramadinha.
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Figura 6. TVTC extragenital (629/96). Massa friavel, hemorragica com aspecto de couve-
flor na cavidade oral. Cortesia Prof®. Dr? Regina Ramadinha.

Figura 7. TVTC extragenital (519/96) cutaneo. Massa cutanea ulcerada, hemorragica e
multilobulada. Cortesia Prof®. Dré. Regina Ramadinha.
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4.4 Histopatologia

A avaliacdo histopatoldgica, em I&minas coradas pela Hematoxilina-Eosina, dos 23
TVTCs estudados, revelou a presenca de células grandes, arredondadas e uniformes
entremeadas por escasso tecido conjuntivo com nucleos, grandes e redondos que tinham, na
maioria das vezes, apenas um nucléolo central e proeminente. O citoplasma geralmente era
palido a levemente azulado com limites precisos. Havia fina granulagdo citoplasmatica em
alguns tumores. Figuras de mitose eram freqlientes (Figuras 8 e 9). A quantidade de
infiltracdo perivascular intratumoral por macrofagos, neutrdfilos, plasmacitos e linfocitos foi
bem variada.

y

igura 8. TVTC genita (174/97). Células arredondadas com nucleos grandes e redondos,
nacleolos Unicos e evidentes, citoplasma péalido e vacuolizado de parte das células. Figuras de
mitose freqlientes. Obj. 40x, HE.
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Figura 9. TVTC extragenital (1174/06). Células grandes, arredonadas, nacleos, grandes e
redondos com apenas um nucléolo central e proeminente. Obj. 40x, HE.
4.4.4 Coloragdes especiais
4.3.1.1 Azul de Toluidina
Todas as células tumorais dos 23 TVTCs foram negativas pela coloracdo com o azul de

Toluidina (Figura 10), porém foram observados mastocitos corados pela toluidina, em
quantidade variavel, entre as células tumorais (Figura 11).
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Figura 10. TVTC extragenital (1174/06). Células redondas, nucléolos unicos
e evidentes e freqlientes figuras de mitoses. Celulas tumorais negativas para a
coloracéo de Azul de Toluidina. Obj. 40x.

=10 - s A
Figura 11. TVTC extragenital (1174/06). Apenas os mastocitos infiltrados
na massa tumoral positivos para a coloracdo de Azul de Toluidina. Obj. 40x.
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4.3.1.2 Acido periodico de Schiff (PAS)

A coloragcdo pelo PAS revelou fina granulacdo citoplasmatica (PAS positiva), em
quantidade variavel, em todos os 23 TVTCs avaliados (Figural2).

Figura 12. TVTC extragenital (629/96). Células tumorais, com fina granulacdo
citoplasmatica, positivas para a coloragdo de PAS. Obj. 40x.
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4.5 Imuno-histoquimica
4.4.1 Anticorpo policlonal anti-lisozima (lisozima)

Nas células tumorais de todos os TVTCs estudados ndo houve imuno-reatividade para
este anticorpo. Nao houve diferencga entre os TVTCs genitais e extragenitais na expressdo da
lisozima. Macrdfagos e neutrdfilos infiltrados na massa tumoral apresentaram intensa imuno-
reatividade e serviram como controle positivo (Figuras 14 a 17). Os macréfagos e neutréfilos
presentes na inflamacdo granulomatosa de cdo utilizada como controle positivo também
apresentaram intensa imuno-reatividade (Figura 13). A tabela 8 sintetiza os resultados
obtidos na avaliagdo imuno-histoquimica dos TVTCs genitais e extragenitais.

Tabela 8. Numero de TVTCs genitais e extragenitais positivos para a lisozima, porcentagem
de células coradas e intensidade de coloracdo

TVTCs
LISOZIMA TVTCs GENITAIS EXTRAGENITAIS TOTAL
Testados 10 13 23
Positivos 0 0 0
% positivos 0 0 0
%cel/coloragcao** 0* 0

*classificacdo utilizada na tabela 5
** 06 de células tumorais positivas e intensidade de coloracéo

Figura 13. Controle positivo (inflamagdo granulomatosa) utilizado parao
anticorpo anti-lisozima. Intensa imuno-reatividade em macrofagos e
neutrofilos. Obj. 40x.
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Figura 14. TVTC genital (176/97).
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Auséncia de imuno-reatividade das

células tumorais para a lisozima e marcada imuno-reatividade de

macrdfagos e neutrofilos. Obj. 40x.
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Fgra 15. TVTC extragenital (927/0
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S

8). Auséncia de imuno-reatividade das

células tumorais para a lisozima e marcada imuno-reatividade de macréfagos e

neutrdfilos. Obj. 20x.
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Figura 16. TVTC extragenital (243/97). Auséncia de imuno-reatividade das
celulas tumorais para a lisozima e marcada imuno-reatividade de macrofagos
e neutrdfilos. Obj. 40x.

igura 17. TVTC extragenital (105/98). Auséncia de imuno-reatividade das

células tumorais para a lisozima e marcada imuno-reatividade de macréfagos
e neutrofilos. Obj. 40x.
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4.4.2 Anticorpo monoclonal anti-vimentina (vimentina)

Para a vimentina foram testados 22 TVTCs, sendo 9 genitais e 13 extragenitais. A imuno-
reatividade para a vimentina foi intensa (6C) no citoplasma de mais de 90% das células
tumorais de todos os TVTCs analisados (Figuras 19 a 22). As células tumorais do melanoma
amelandtico canino utilizado como controle positivo também apresentaram intensa imuno-
reatividade (Figura 18). 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 vimentina,
porcentagem de células coradas e intensidade de coloracdo

TVTCs
VIMENTINA TVTCs GENITAIS EXTRAGENITAIS TOTAL
Testados 9 13 22
Positivos 9 13 22
% positivos 100% 100% 100%
%cel/coloracdo** 6C* 6C

*classificagéo utilizada na tabela 5
** 0/ de células tumorais positivas e intensidade de coloracao

Figura 18. Controle positivo (melanoma amelandtico) utilizado para o anticorpo
anti-vimentina. Intensa imuno-reatividade nas células neoplasicas do melanoma.
Obj. 40x.
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Figura 19. TVT genital (171/97). Intensa imuno-reatividade para vim ntia,
com mais de 90% das células tumorais positivas. Obj. 10x.

Figura 20. TVTC extragenial (1174/06). Intensa imuno-reatividade para a vimentina,
com mais de 90% das células positivas. Obj. 10x.
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Figura 21. TVTC genital (11/97). Intensa imuno-reatividade para a vimentina, mais
de 90% das células tumorais positivas. Obj. 20x.

y & > ;
Figura 22. TVTC extragenital (1174/06) intensa imuno-reatividade para a vimentina,
com mais de 90% das células tumorais positivas. Obj. 20x.
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4.4.3 Anticorpo monoclonal anti-macréfago (anti-macréfago)

O anticorpo monoclonal anti-macr6fago ndo apresentou imuno-reatividade em todos os
TVTCs testados. Nao houve diferenca entre os TVTCs genitais e extragenitais. Macrdfagos e
neutréfilos infiltrados na massa tumoral apresentaram intensa imuno-reatividade, e serviram
como controle positivo (Figuras 24 a 27). Macrofagos e neutrofilos presentes na inflamagéo
granulomatosa de cdo utilizada como controle positivo também apresentaram intensa imuno-
reatividade (Figura 23). A tabela 10 sintetiza os resultados obtidos na avaliagdo imuno-
histoquimica dos TVTCs genitais e extragenitais.

Tabela 10. Nimero de TVTCs genitais e extragenitais positivos para anti-macrofago,
porcentagem de células coradas e intensidade de coloracdo

TVTCs
MACROFAGO TVTCs GENITAL EXTRAGENITAL TOTAL
Testados 10 13 23
Positivos 0 0 0
% positivos 0 0 0
%cel/coloragcao** 0* 0

*classificacdo utilizada na tabela 5
** 06 de células tumorais positivas e intensidade de coloracéo

Flgura 23. Controle positivo (mflamagaogranulomatosa) utilizado para o antlcorpo
anti-macrofago. Intensa imuno-reatividade em macréfagos e neutréfilos. Obj. 40x.
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Figura 24. TVTC genital (283/97). Auséncia de imuno-reatividade das células
tumorais para anti-macréfago e marcada imuno-reatividade de macréfagos e
neutrofilos intersticiais. Obj. 40x.

Figura 25. TVTC extragenital (55/97). Marcada imuno-reatividade de
macrofagos intersticiais para o anticorpo anti-macréfago. Obj. 40x.
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Figura 26. TVTC genital (172/97). Auséncia de imuno-reatividade das
células tumorais para o anticorpo anti-macréfago e marcada reatividade de
macrofagos e neutréfilos intersticiais. Obj. 40x.

- ‘ 4 . .
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Figura 27. TVTC genital (171/97). Auséncia de imuno-reatividade das
células tumorais para o anticorpo anti-macrofago e marcada reatividade de
macrofagos e neutréfilos intersticiais. Obj. 40x.
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4.4.4 Anticorpo anti-proteina S-100 (S-100)

Todos os TVTCs estudados foram negativos para S-100 (Figuras 29 a 30). A tabela 11
sintetiza os resultados obtidos na avaliacdo imuno-histoquimica dos TVTCs genitais e
extragenitais. As células neoplésicas do melanoma amelandético canino utilizado como
controle positivo apresentaram intesa imuno-reatividade para este anticorpo (Figura 28).

Tabela 11. Ndmero de TVTCs genitais e extragenitais positivos para S-100, porcentagem de
células coradas e intensidade de coloragdo

TVTC
S-100 TVTCs GENITAIS EXTRAGENITAIS TOTAL
Testados 10 13 23
Positivos 0 0 0
% positivos 0% 0% 0%
%cel/coloracdo** 0* 0 0

*classificagéo utilizada na tabela 5
** 0/ de células tumorais positivas e intensidade de coloracao
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Figura 28. Controle positivo. Melanoma amelanético positivo para S-100. Obj. 40x.
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tumorais para S-100. Obj. 40x.
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4.4.5 Anticorpo monoclonal anti-CD 68 (CD 68)

As células tumorais de todos os TVTCs estudados ndo apresentaram imuno-reatividade
para este anticorpo (Figuras 32 e 33). Os macrofagos presentes na inflamagdo granulomatosa
de bovino utilizada como controle positivo apresentaram intensa imuno-reatividade (Figura
31). Os macréfagos e neutréfilos infiltrados entre as células tumorais de todos os TVTCs
avaliados ndo apresentaram imuno-reatividade. Os TVTCs genitais (725/96, 176/96, 283/97)
e 0S extragenitais (287/96, 55/97) foram retirados da avaliacdo pela intensa degradagéo
enzimatica causada pela proteinase K. A tabela 12 sintetiza os resultados obtidos na
avaliacdo imuno-histoquimica dos TVTCs genitais e extragenitais.

Tabela 12. Numero de TVTCs genitais e extragenitais positivos para CD 68, porcentagem de
células coradas e intensidade de coloragdo

CD 68 TVTC TIPICOS TVTC ATIPICOS TOTAL
Testados 7 11 18
Positivos 0 0 0

% positivos 0% 0% 0%
%cel/coloragcdo** 0* 0

*classificagdo utilizada na tabela 5
** 06 de células tumorais positivas e intensidade de coloracéo
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anticorpo anti-CD 68. Intensa imuno-reatividade em macréfagos. Obj. 10x.
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Figura 32. TVTC extragenital (105/98). Auséncia de imuno-reatividade das
celulas tumorais para CD 68. Obj. 40x.

Figura 33. TVTC extragenital (282/99). Auséncia de imuno-reatividade das
células tumorais para CD 68. Obj. 40x.
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4.4.6 Anticorpo Anti-alfa-1-antitripsina (AAT)

Os resultados dos exames imuno-histoquimicos realizados com AAT néo foram incluidos
neste trabalho porque ndo se obteve a perfeita padronizacdo deste anticorpo. A técnica
imuno-histoquimica utilizada seguiu as recomendacGes do fabricante (Zimed -
Immunodetection), entretanto os controles positivos falharam em expressar este anticorpo.

4.4.7 Anticorpo Anti-imunoglobulina de cadeia leve lambda (imunoglobulina de cadeia
leve lambda)

Os resultados dos exames imuno-histoquimicos realizados com o anticorpo
imunoglobulina de cadeia leve lambda ndo foram incluidos neste trabalho, porque assim
como o anticorpo AAT, nédo se obteve a perfeita padronizacdo deste anticorpo e, entdo, 0s
controles positivos falharam em expressar este anticorpo.

4.4.8 Anticorpos monoclonais CD3 e CD79a

O TVTC testado para CD3 e CD79a foi negativo para ambos 0s anticorpos.

Os resultados da imuno-histoquimica foram sintetizados nas tabelas 13,14 e 15.

Tabela 13. Numero de TVTCs positivos para cada anticorpo testado, porcentagem de células
coradas e intensidade de coloracédo

Anticorpos*

TVTC Liso. Vim. Macro. CD68 S-100 CD3 CD79a
Genitais 0/10%** 9/9 0/10 0/7 0/10 0/1 0/1
Extragenitais 0/13 13/13 0/13 0/11 0/13

% e coloragdo*** 0 6C 0 0 0 0 0

* Liso. = Lisozima; Vim. = Vimentina; Macro. = anti-macro6fago; S-100= proteina S-100
** nimero de tumores positivos/ nimero de tumores testados
*** 04 celulas positivas e intensidade de coloracao (tabela 5)
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Tabela 14. Resultados imuno-histoquimicos dos TVTCs genitais

TVTCs genitais Registro Lisozima Anti-macréfago  Vimentina CD68 Proteina S-100
1 125/19% 0 0 6C * 0
2 54/1997 0 0 6C 0 0
3 171/1997 0 0 6C 0 0
4 1721997 0 0 6C 0 0
5 1731997 0 0 X 0 0
b 174/1997 0 0 6C 0 0
1 176/1997 0 0 6C * 0
8 24311997 0 0 6C 0 0
9 283/1997 0 0 6C * 0
10 20332007 0 0 6C 0 0
X - Néo foi realizado o exame - * retirados da avaliagéo.
Tabela 15. Resultados imuno-histoquimicos dos TVTCs extragenitais
B(tTr\z:gTei?tal Registro Lisozima Anti-macréfago Vimentina CD68 Proteina S-100
1 287/% 0 0 6C * 0
2 519/% 0 0 6C 0 0
3 629/9 0 0 6C 0 0
4 55197 0 0 6C * 0
5 189/97 0 0 6C 0 0
6 028/98 0 0 6C 0 0
7 105/98 0 0 6C 0 0
8 75199 0 0 6C 0 0
9 162/99 0 0 6C 0 0
10 282199 0 0 6C 0 0
1 301/99 0 0 6C 0 0
12 1174/06 0 0 6C 0 0
13 927/08 0 0 6C 0 0
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DISCUSSAO
5.1 Diagnostico e Diagnostico Diferencial do TVTC
5.1.1 Aspectos clinico-epidemiolégicos

A localizagdo do tumor, genital ou extragenital, serve como um critério auxiliar, que
direciona o diagnostico (MOZOS et al., 1996; MARCHAL et al., 1997; SCOTT; MILLER;
GRIFFIN, 2001; GROSS et al, 2005). Caso o tumor se encontre no trato genital pode ser
visto pelo patologista como um indicativo de que, em se tratando de neoplasias de células
redondas, mais provavelmente trata-se de TVTC, ou pelo menos, de que essa possibilidade
deve ser considerada. Por outro lado, o fato de haver lesdes neoplasicas no trato genital,
porém, ndo exclui outras possibilidades. E importante lembrar que os TVTCs sdo mais
freqlientes em cdes jovens, intactos, sexualmente ativos, de vida livre (cdes de rua), com
historico de coito recente, principalmente em paises com clima tropical ou subtropical
(VERMOOTEN, 1987; LORIMER; FAN 2007).

Cées com TVTCs genitais devem ter estes tumores diferenciados clinicamente, em
especial, de leiomiomas, fibroleiomiomas, papilomas, bem como carcinomas escamosos que
crescem no vestibulo vaginal ou no 6stio prepucial, e os tumores de glandulas hepatdides.

Os TVTCs genitais costumam ser friaveis, moles, com aspecto de couve-flor e
freqlientemente sangram, além de terem crescimento rapido (GROSS et al., 2005), enquanto
os leiomiomas, fibromas, fibroleiomiomas e, mais raramente suas contra-partes malignas, sao
encontrados com frequéncia na vulva e vagina de cadelas intactas velhas, entretanto,
apresentam aspecto macroscépico, sobretudo a consisténcia, muito firme, é bastante diversa
da do TVTC. Esses tumores sao firme-elasticos, réseo-esbranquicados, ndo-encapsulados e,
com freqliéncia, essas cadelas apresentam cistos ovarianos e hiperplasia cistica endometrial
(COOPER; VALENTINE, 2007).

Neoplasias epiteliais também devem ser consideradas no diagnostico diferencial. Os
tumores de glandulas hepatdides (inclusive os ectopicos que podem localizar-se no prepucio
e outros locais) e com frequéncia, afetam machos adultos intactos (YAGER; WILCOCK,
1994, GROSS et al., 2005). Em adi¢do, os adenomas de glandulas hepatdides costumam
regredir apos castracdo (MORRIS; DOBSON, 2001). Esses tumores geralmente sdo marrom-
amarelados e bastante friaveis, além de hemorrégicos e ulcerados (YAGER; WILCOCK,
1994).

Os carcinomas escamosos, eventualmente, podem afetar a regido vulvar e prepucio,
porém sdo macroscopicamente diferentes (placas eritematosas e verrucosas, crateriformes ou
massas fungiformes, crostosas, Unicas ou mdltiplas) dos TVTCs. Além disso, a exposi¢do
solar € uma importante causa de carcinoma de células escamosas em cdes, com mais
frequéncia em areas do corpo com pouco pélo como plano nasal, flanco e regido abdominal
(YAGER; WILCOCK, 1994).

Tumores linfo-histiociticos, sobretudo plasmocitomas e linfomas, também tem sido
registrados na regido genital, entretanto trataremos destes tumores juntamente com 0s
tumores extragenitais.

Os TVTCs extragenitais cutaneos devem ser diferenciados de outros tumores de células
redondas.

Cées muito jovens com nddulos cutaneos tém como principal diagndstico diferencial os
histiocitomas cutaneos (AFFOLTER; MOORE, 1999; MOORE; AFFOLTER, 2005) que
porém, em geral, sdo firmes e tém aspecto de botéo.

J& em animais mais velhos os TVTCs devem ser diferenciados de mastocitomas,
melanomas amelandticos, linfomas, plasmocitomas (RAMOS-VARA et al., 2000; SCOTT;
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MILLER; GRIFFIN, 2001; GROSS et al, 2005) e carcinomas pobremente diferenciados
(FERNANDEZ et al., 2005).

Com relagdo aos mastocitomas, é importante levar-se em conta que podem mimetizar,
macroscopicamente, as mais diversas lesGes neoplasicas e nao-neoplasicas. Por causa da
presenca de histamina e outros mediadores vasoativos presentes nos mastocitomas, dados
como aumento de volume do tumor a palpacdo, gastrite ulcerativa, edema generalizado,
coagulacdo alterada e severa hipotensdo devem ser levados em consideragdo na
diferenciacéo.

No que diz respeito aos plasmocitomas localizam-se mais comumente em orelha, l&bios,
digitos, mento e eventualmente na cavidade oral e ha uma importante correlacdo entre
inflamacdo cronica persistente induzida por antigenos e este tumor (POTTER et al., 1994).
Além disso, cdes com otite e doenca periodontal sdo mais afetados por plasmocitomas
(SCHRENZEL et al., 1998). Macroscopicamente, em geral, estes tumores sdo diferentes dos
TVTCs, pois caracterizam-se como nodulos bem enraizados, sésseis e firmes. Em adicdo,
gamopatia policlonal pode ser verificada em casos de plasmocitomas sistémicos (GOOKIN
etal., 1998).

Macroscopicamente, os linfomas cutaneos epiteliotropicos sdo bastante diferentes do
TVTC e caracteriza-se por lesbes cutaneas eritematosas, esfoliativas, em forma de placas
ulceradas (GROSS et al., 2005) que podem mimetizar muitas doencas inflamatorias da pele,
sobretudo, dermatites alérgicas e doencas auto-imunes. Quando as lesbes sdo cronicas pode
haver despigmentacéo, achado que tambeém ocorre em doencas imuno-mediadas. J& em casos
de linfomas cutaneos ndo-epiteliotropicos, a diferenciacdo clinica ndo é tdo simples, pois
estes tumores, além de placas, também podem formar ndédulos dermais solitarios ou
multiplos; linfadenopatia regional ou sistémica e ulceracdo (GROSS et al., 2005).

Quando localizados na cavidade oral os TVTCs devem ser diferenciados sobretudo de
melanomas amelandticos, carcinomas pouco diferenciados e o ja citado plasmocitoma,
porém os achados clinicos geralmente ndo sdo conclusivos e ha necessidade de exame
citologico/ histopatoldgico e, até mesmo, imuno-histoquimico para a diferenciacao.

O mesmo raciocinio vale para os TVTCs localizados na cavidade nasal que devem ser
diferenciados de condrossarcomas pouco diferenciados, a diferenciacdo clinica, porém, é
dificil e até mesmo a imagem radioldgica € semelhante (KLEM, 2000).

Considerando a extrema raridade com que ocorrem tumores glémicos e de células de
Merkel em cées, entendemos que seria pouco producente estabelecer a diferenciacdo
macroscopica com estas neoplasias.

E importante lembrar, que a pronta resposta a terapia convencional para TVTCs, com
vincristina ou vinblastina, ¢ um auxilio muito importante no diagndstico clinico e pode
diferenciar os TVTCs dos outros tumores de células redondas, quando ha regressao total do
tumor em poucas aplicacdes (em geral, 4 semanas) (RAMADINHA et al., 2003).

5.1.2 Histopatologia

Os 23 TVTCs estudados apresentaram aspectos morfoldgicos que ndo diferiram daqueles
descritos na literatura (NIELSEN; KENNEDY, 1990; SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001,
GROSS et al., 2005). Também ndo encontramos diferencas histopatologicas entre os TVTCs
genitais e extragenitais selecionados para este estudo.

A diferenciacdo histopatologica torna-se complicada, em especial, no que se relaciona a
outros tumores de células redondas pouco diferenciados.

Os histiocitomas cutaneos, apesar de serem tumores benignos, podem ser confundidos
histologicamente com TVTCs. Estes tumores caracterizam-se por densa proliferacdo de
células de langerhans (células dendriticas apresentadoras de antigenos), redondas ou
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policlonais, nucleos redondos a ovais, indentados, centrais ou, ocasionalmente, paracentrais,
por vezes, com formato de C ou “feijdo”, e cromatina finamente dispersa ou marginada, o
citoplasma é levemente eosinfilico a palido, que formam cordGes ou densos lencdis celulares
que variavelmente ocupam toda a derme, alterando o0s anexos. Invasdo dermal
(epiteliotropismo) estd presente em cerca de 80% dos casos, porém invasdo folicular
(YAGER; WILCOCK, 1994, GROSS et al., 2005), como vista em linfomas, ndo €
proeminente. Como no TVTC, estes tumores podem apresentar regressao que
histologicamente é caracterizada por infiltracdo linfocitica (linfocitos T).

Com relacdo aos mastocitomas ndo foram vistas granulacdo intracitoplasmatica, areas de
colagendlise e o infiltrado eosinofilico caracteristico (YAGER; WILCOCK, 1994). Além
disto, foi feita coloracdo especial com Azul de Toluidina, em todos os tumores estudados,
para melhor avaliacdo da granulacdo intracitoplasmatica (GROSS et al., 2005) e apenas
observamos mastdcitos normais infiltrados entre as células tumorais.

No que diz respeito aos plasmocitomas ndo observamos células com distinta
diferenciacdo plasmocitdide (citoplasma vitreo eosinofilico, halo perinuclear e cromatina
heterogénea, granular, grosseira) (YAGER; WILCOCK, 1994; GROSS et al., 2005),
maltiplos nucléolos (DAY, 1995), marcado pleomorfismo celular com células gigantes
mononucleares e principalmente células binucleadas e multinucleadas comuns nos
plasmocitomas (GROSS et al., 2005). Em casos de plasmocitomas, pode-se realizar a
coloracdo pelo vermelho Congo que cora amildide. No presente trabalho realizamos a
coloracio especial com o Acido Periddico de Schiff (PAS), pois esta coloragdo também
evidencia imunoglobulinas presentes no citoplasma de plasmacitos ativados (corpusculos de
Russel).

No caso de linfomas, as células tumorais destes tumores, geralmente, sdo menores, com
nacleos hipercromaticos, com contorno irregular, nucléolos inconspicuos e escasso
citoplasma (alta relacdo nucleo-citoplasma), diferentemente do das células do TVTC, nas
quais o citoplasma é abundante e vacuolizado. Além disso, nos linfomas, os nucleos podem
apresentar formacdo de microabscessos de Paultrier, caso sejam linfomas epiteliotropicos
(GROSS et al., 2005).

Ao exame histopatologico, em geral, ndo ha problema para diferenciar os carcinomas
pouco diferenciados dos TVTCs; estes tumores, mesmo em pequena quantidade, costumam
apresentar células individuais disqueratéticas ou grupos de células parcialmente
queratinizadas (GROSS et al., 2005).

Nos melanomas amelandticos as células tumorais com formato fusiforme misturadas a
células de aspecto epitelidide com pigmento melanico (BAKER; LUMSDEN, 2000; GROSS
et al., 2005) e atividade juncional que ocorrem com freqliéncia neste tumor, definem o
diagndstico.

Com relacdo aos condrossarcomas, 0 exame histopatoldgico deve ser feito com atencéo ja
que condrossarcomas pouco diferenciados também mimetizam TVTC (e carcinomas pouco
diferenciados) (PEIXOTO, 2010). O diagnostico é definido pela presenca de matriz
condroide ou algumas células que lembram condrdécitos.

Dois outros tumores, embora menos freglientes, também devem ser levados em
consideracdo no diagndstico diferencial histopatologico. O tumor de células de Merkel e os
tumores glémicos. Os tumores de células de Merkel, apesar de terem uma populacdo
monomorfica de células redondas, semelhante do TVTC, formam pequenos pacotes
envolvidos por fino estroma e apresentam granulos citoplasmaticos argirofilicos
demonstraveis pela coloragdo pelo Grimelius. J& os tumores glémicos sdo geralmente bem
circunscritos e encapsulados com numerosas estruturas vasculares e nervos associados a
massa tumoral (GROSS et al., 2005), no que diferem dos TVTCs. Além disso, tumores de
células de Merkel, em testes imuno-histoquimicos sdo positivos para enolase neurdnio
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especifica (NSE) (GROSS et al., 2005). Todos os tumores avaliados foram negativos para S-
100, um marcador utilizado para tumores neuroectodérmicos.

5.1.3 Coloracgbes Especiais

Na tentativa de identificar a substancia presente nos vacuolos citoplasmaticos
observados nas células do TVTC em exame citopatolégico e de caracterizar a fina
granulacdo citoplasmatica observada na histopatologia, realizamos a coloracdo especial
pelo PAS. Todos os TVTCs, em graus variaveis, apresentaram finos granulos PAS-
positivos em seu citoplasma. Este resultado difere dos de Bloom, Paff, e Noback (1951)
que ndo identificaram nenhuma substancia PAS positiva em células de TVTC.

Utilizamos também a coloracdo de Azul de Toluidina, na tentativa de descartar
possiveis mastocitomas. Todos os TVTCs apresentaram células neopléasicas néo-
metacromaticas.

5.1.4 Imuno-histoquimica

Na avaliacdo imuno-histoquimica dos TVTCs selecionados observaram-se varias
diferencas com relacdo aos achados descritos por Mozos et al. (1996) e Marchal et al. (1997).

5.1.4.1 Anticorpo anti-lisozima (lisozima)

N&o houve imuno-reatividade das células tumorais dos TVTCs ao anticorpo anti-
lisozima, diferentemente do observado por Mozos et al. (1996) que verificou reatividade, em
média, em 40% dos casos. Este autor ndo cita a porcentagem de células imuno-reativas. Ja
Marchal et al. (1997) verificaram intensa expressdao da lisozima em 100% dos TVTCs
testados (14 tumores) e acreditam que a diferenca em relacdo ao resultado obtido por Mozos
et al. (1996) deve-se ao meio de recuperacao antigénica (enzimatica ou calor) utilizado. Esses
autores utilizaram a recuperacao enzimatica pela técnica do micro-ondas descrita no trabalho
de Shi et al. (1991). Em nosso trabalho, apesar de utilizarmos a mesma técnica descrita por
Marchal et al. (1997), ndo observamos reatividade das células tumorais.

Moore; Rosin (1986) acreditam que o padrdo heterogéneo de imuno-reatividade
apresentado pela lisozima, tem sido relacionado ao grau de diferenciacdo das celulas
neoplésicas, assim como ocorre em tumores histiociticos. Tumores histiociticos pobremente
diferenciados seriam desprovidos da lisozima, enquanto os bem diferenciados a
expressariam. Ramos-Vara et al. (2008) relata que uma populacdo de células pobremente
diferenciadas pode ndo expressar o antigeno para determinado anticorpo.

N&o acreditamos, porém, que a diferenciacdo dos TVTCs tenha sido a causa dessa
discrepancia, pois todos os tumores tinham aparéncia histopatoldgica tipica, homogénea e as
células diferem pouco entre si. Ja Mozos et al. (1996) justificam que a ocorréncia deste
padrdo heterogéneo da lisozima, seria causada pela proliferacdo de histidcitos reativos que
levaria a perda de antigenos das células tumorais do TVTC.

E importante lembrar, que os macréfagos, imuno-reativos, infiltrados entre as células
tumorais podem facilmente ser confundidos com células tumorais e causar erro na
interpretacdo dos resultados. Ademais, observamos que os prolongamentos citoplasmaticos
destas células inflamatorias, que foram fortemente positivas para lisozima, ficam sobrepostos
ou muito associados ao citoplasma das células tumorais, 0 que pode, ao Nosso ver, gerar essa
confusdo na interpretacdo. No presente estudo, os macrofagos e neutréfilos foram fortemente
imuno-reativos para lisozima e numa analise inicial, menos acurada, foram por nds
confundidos com células tumorais.
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Além disso, muitos autores (MOZOS et al.,, 1996; SANDUSKY; CARLTON,
WIGHTMAN, 1987; MARCHAL et al., 1997; FERNANDEZ et al., 2005) ndo quantificam o
namero de células tumorais que foram positivas ao exame imuno-histoquimico e isto pode
gerar dificuldades na interpretacdo dos resultados, como citado por Ramos-Vara et al. (2008).
Segundo esse autor, a porcentagem de células positivas necessaria para a confirmacao da
origem celular de um tumor, varia consideravelmente na literatura. Este fato é verificado pela
grande variacdo na detecgdo de um mesmo antigeno, entre diferentes autores. Chi-Ho Yu et
al. (2009), por exemplo, s6 consideraram positivos 0s tumores com mais de 10% das células
tumorais imuno-reativas. Outros autores s6 consideram um tumor positivo para determinado
antigeno quando ha mais de 30% das células tumorais marcadas (MOZOS et al.,1996).

Ainda segundo MOZOS et al. (1996) e MARCHAL et al. (1997), a expressao da lisozima
no TVTC seria importante no diagndstico diferencial, pois excluiria tumores como linfoma,
melanoma amelanético, mastocitoma e carcinoma pouco diferenciado, porém a expressdo
deste anticorpo nos TVTCs testados, na nossa opinido, nao foi util para esse fim.

Segundo MOZOS et al. (1996) e MARCHAL et al. (1997), a lisozima também seria um
importante marcador para tumores com origem histiocitica. Por outro lado, este anticorpo
ndo foi expresso em todos os TVTCs (MOZOS et al., 1996) e, além disso, este anticorpo ndo
é tido como um marcador confidvel para os histiocitomas cutaneos de cdes (SANDUSKY:;
CARLTON; WIGHTMAN, 1987; MARCHAL et al., 1997). Nossos achados ndo corroboram
com a teoria de origem histiocitica deste tumor, o que estd de acordo com GROSS et al.
(2005).

Segundo Mozos et al. (1996) e Marchal et al. (1997), que acreditam na origem
histiocitica do TVTC, a lisozima seria um bom marcador imuno-histoquimico para este
tumor. Por outro lado, Morris et al. (2002) excluiram a lisozima e a alfa-1-antiquimiotripsina
do painel de anticorpos utilizados para pesquisa de histiécitos, pois obtiveram véarios
resultados inconsistentes com estes dois anticorpos. Em nosso estudo, a lisozima ndo foi um
bom marcador para TVTC.

A fixacdo do material é de suma importancia para a preservacdo da antigenicidade
(RAMOS-VARA et al.,, 2008, RAMOS-VARA, 2005), e problemas na fixacdo talvez
pudesse justificar a auséncia de expressdo da lisozima em nossos TVTCs, porém como ndo
houve perda de imuno-reatividade em macrofagos e neutréfilos infiltrados na massa tumoral
essa possibilidade foi descartada.

5.1.4.2 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 (22). Este resultado esté de
acordo com estudos previamente publicados (SANDUSKY; CARLTON; WIGHTMAN,
1987; MOZOS et al., 1996; MARCHAL et al., 1997). Também néo verificamos diferenca
entre 0s TVTCSs genitais e extragenitais na expressao deste anticorpo.

Portanto, a vimentina é uma boa op¢éo de anticorpo para o diagnéstico do TVTC, pois a
marcacdo intensa e difusa exclui linfomas e carcinomas indiferenciados do diagndstico
diferencial (MOZOS et al. 1996). Por outro lado, a ampla expresséo deste anticorpo em
células mesenguimais e tumores de origem neural auxilia apenas parcialmente na descoberta
da origem citogenética do TVTC (MARCHAL et al., 1997).
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5.1.4.3 Anticorpo anti-macréfago (anti-macréfago)

Nos TVTCs testados ndo houve imuno-reatividade para o anticorpo anti-macréfago
humano, enquanto macrofagos e neutréfilos infiltrados na massa tumoral apresentaram
intensa marcacdo. Este resultado difere de Marchal et al. (1997) que obtiveram 80% de
positividade com o anticorpo monoclonal murino contra macrofagos de cdo (ACML1). Esse
anticorpo reconhece uma grande variedade de epitopos de macréfagos de cdo em diferentes
tecidos. Esta discrepancia no resultado pode ter ocorrido devido a diferenca de anticorpos
utilizados (utilizamos anticorpo anti-macréfago humano).

De qualquer forma, ACML1 e anticorpo anti-macrofago séo dois marcadores especificos
de epitopos de macrofagos e diversos estudos imuno-histoquimicos em veterindria séo
realizados com anticorpo humano e ndo tem-se observado problemas na deteccdo de
antigenos como relatado por Mozos et al. (1997) e Ramos-Vara (2008), e além disso,
macrofagos caninos infiltrados em nossos TVTCs coraram intensamente pelo anticorpo anti-
macrdfago humano.

Segundo MARCHAL et al. (1997), a marcacdo do TVTC por ACML1 fortaleceria a
hipotese da origem histiocitica deste tumor. Nossos resultados foram contrérios a esta
hipdtese e ndo consideramos o anticorpo anti-macréfago um bom marcador para TVTC.

A exemplo do que ocorreu com o emprego do anticorpo anti-lisozima, a fixacdo do
material ou falhas na técnica da imuno-histoquimica poderiam ter influenciado na baixa
positividade dos tumores testados para o0 anticorpo anti-macréfago humano, porém a
expressao de macrofagos caninos normais, infiltrados nos TVTCs também seria prejudicada,
de maneira que essas hipdteses também foram descartadas.

5.1.4.4 Anticorpo anti-proteina S-100 (S-100)

Nenhum dos TVTCs testados no presente estudo foi positivo para S-100, o que esta de
acordo com o descrito na literatura (MOZOS et al. 1996; SANDUSKY; CARLTON;
WIGHTMAN, 1987). Por outro lado, este anticorpo é utilizado no diagnostico diferencial
entre TVTCs e melanomas amelanoticos epitelidides (MOZOS et al. 1996; SANDUSKY;
CARLTON; WIGHTMAN, 1987).

5.1.4.5 Anticorpo anti-CD 68 (CD 68)

Embora acreditem na origem histiocitica do TVTC, Marchal et al. (1997) sugerem a
realizacdo de mais estudos para a confirmacdo desta hipotese. Este autor cita 0 CD 68mab
humano como um anticorpo que deveria ser testado para reforcar a hipotese de origem
histiocitica deste tumor. Em cées, o CD 68 faz parte de um painel de anticorpos que é
considerado como marcadores confidveis para a identificacdo da origem histiocitica
(AFFOLTER; MOORE, 2002).

Para a escolha de um marcador considerado confiavel para a identificacdo da origem
histiocitica no cdo nos baseamos em alguns trabalhos (MARCHAL et al., 1997; AFFOLTER;
MOORE, 2002; TROST et al., 2008), entretanto, ao utilizarmos o CD 68 os macrdfagos e
neutrofilos infiltrados nos tumores testados ndo apresentaram imuno-reatividade. A ndo
expressdo nestas células, consideradas como controle positivo, indica que o clone do CD 68
humano utilizado, ndo apresenta reatividade cruzada em macréfagos de céo. Por outro lado, a
inflamacdo granulomatosa de bovino, utilizada como controle positivo, apresentou marcada
imuno-reatividade.
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Dessa maneira, sugerimos que outros anticorpos considerados confidveis para a
identificacdo da origem histiocitica no cdo sejam testados, como o CD 18 citado por
Fernandez et al. (2005) e Ramos-Vara (2010).

Gross et al. (2005) também ndo confirmaram a origem histiocitica do TVTC quando
realizaram estudos imuno-histoquimicos em tecidos congelados.

Adicionalmente, Meuten (2002) relata que estudos mais recentes indicam que o TVTC
seria constituido por leucocitos imaturos, o que sugere origem mieldide.

5.1.4.6 Anticorpo anti-CD3 e anti-CD79a (CD3 e CD79a)

A exemplo do observado em outros trabalhos, o TVTC testado néo apresentou imuno-
reatividade para CD3 (MOZOS et al., 1996; MARCHAL et al., 1997, MEUTEN, 2002) nem
para CD79a, anticorpos utilizados para marcar linfocitos T e B, respectivamente
(FERNANDEZ et al., 2005). Apesar de termos realizado o exame imuno-histoquimico
destes marcadores em apenas um tumor, ndo acreditamos que os TVTCs no Brasil tenham
origem linfocitica, porém mais tumores devem ser testados para CD3 e CD79a para a
confirmacdo deste resultado. Mukaratirwa e Gruys (2004) também descartaram essa
possibilidade (hipotese 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.

4.6 Discrepancias nos resultados e na interpretacdo imuno-histoquimica

As discrepancias dos resultados imuno-histoquimicos entre diferentes autores no
diagnostico das neoplasias, ja relatadas por Ramos-Vara et al. (2008), podem ocorrer por
alguns fatores como erros na técnica da imuno-histoquimica, interpretacdo inadequada da
expressdo de células inflamatdrias infiltradas no tumor, a validagdo de falso-positivos, por
erro do tipo tumoral e pelo grau de diferenciacdo tumoral.

4.6.4 Erros na técnica da imuno-histoquimica

Autores como Haines e Chelack (1991), Ramos-Vara e Beissenhers (2000) e Ramos-
Vara et al. (2008) descreveram técnicas para tentar reduzir os erros, padronizar e otimizar o
emprego da imuno-histoquimica, na tentativa de diminuir estas discrepancias nos resultados.

Os erros podem acontecer em Varias etapas da técnica, o que pode resultar em tanto falso-
negativos, quanto em falso-positivos. A fixacdo incorreta do material, o tipo de recuperagédo
antigénica empregada, o erro na inativacdo de enzimas enddgenas, a qualidade dos
anticorpos, os anticorpos utilizados nas diferentes espécies, erros na concentracdo exata do
anticorpo, a temperatura adequada de incubacdo, o tempo de incubacdo, o anticorpo
secundario e o cromégeno utilizados, podem influenciar no resultado final e devem ser
levados em consideracdo (HAINES; CHELACK, 1991; RAMOS-VARA et al., 2008).

No nosso estudo foram feitas diversas tentativas com diferentes meios de recuperacéao
enzimatica, diferentes concentracfes dos anticorpos, diferentes tempo e temperatura de
incubacdo dos anticorpos. A padronizacdo dos anticorpos foi determinada quando se obteve
forte expressdo em todos os controles-positivos, o que descarta todos os possiveis erros de
técnica.

Como ndo se obteve a perfeita padronizagdo dos anticorpos anti-alfa-1-antitripsina e anti-
imunoglobulina de cadeia leve lambda, estes anticorpos ndo foram incluidos nos resultados
deste estudo.
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4.6.5 Interpretacdo inadequada e validacao de falso-positivos

Células difusamente coradas, na borda dos fragmentos, podem ser interpretadas como um
resultado positivo. Aqueles tumores que apresentaram intensa coloracdo apenas nas células
tumorais presentes na borda dos fragmentos, ndo foram por nds considerados positivos.

Ramos-Vara et al. (2008) recomendam que na interpretacdo dos resultados imuno-
histoquimicos devem ser descritas a localizacdo da marcacéo (citoplasmatica, membrana ou
nuclear), a intensidade do padréo de coloracdo e a porcentagem de células positivas, 0 que
ndo foi relatado em muitos trabalhos de imuno-histoquimica, como no de Mozos et al. (1996)
e no de Marchal et al. (1997). Sugerimos a utilizacdo de uma tabela (como a Tabela 5) para
padronizar os resultados dos exames imuno-histoquimicos, o que facilitaria a interpretacéo e
diminuiria as discrepancias observadas entre os trabalhos.

Outro fator que pode ter influenciado na discrepancia dos resultados obtidos na expresséo
da lisozima e anti-macrofago, principalmente com os achados de Marchal et al. (1997), seria
a forte expressao destes anticorpos em células inflamatdrias infiltradas nos TVTCs testados.
A andlise dos resultados deve ser feita por um patologista veterinario experiente (RAMOS-
VARA et al., 2008) e ainda com experiéncia em imuno-histologia. Caso contrario
macrofagos e neutréfilos poderiam ser confundidos com células tumorais e resultar em falso-
positivo.

4.6.6 Equivocos na interpretacdo histopatoldgica

Como ja mencionado, o TVTC faz parte do grupo dos chamados tumores de células
redondas (DUCAN; PRASSE, 1979; MOZOS et al., 1996; WITHROW; MacEWEN, 2007) e
o diagnostico definitivo ou especifico, de acordo com a origem embrioldgica, deste grupo de
tumores é frequentemente um desafio (FERNADEZ et al., 2005; WITHROW; MacEWEN,
2007). O diagndstico preciso dos tumores a serem testados € importante para diminuir as
discrepancias nos resultados imuno-histoquimicos. Neste estudo, a confirmacdo do
diagnéstico de TVTC, em todos os tumores testados, foi alcancada através da analise
histopatoldgica, além do uso de colorac6es especiais de PAS e Azul de Toluidina e da cura
clinica, com o tratamento preconizado para TVTC, de todos os casos acompanhados (19
animais).

4.6.7 Grau de diferenciacdo tumoral

O grau de diferenciacdo tumoral também pode influenciar na deteccdo de determinados
antigenos, o que pode levar a discrepancias nos resultados imuno-histoquimicos. Tumores
pouco diferenciados podem ndo expressar o marcador celular especifico para determinado
anticorpo (RAMOS-VARA et al.,, 2008). Este fato é importante para o diagnostico de
tumores pobremente diferenciados, mas, ao nosso ver nao tem qualquer significado em
relacdo aos TVTCs, dada sua diferenciacdo histolégica homogénea em todos 0s casos.
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5 CONCLUSAO

Os resultados do estudo imuno-histoquimico sugerem que ndo esteja correta a teoria da
origem histiocitica do TVTC citada na literatura, uma vez que ndo houve imuno-reatividade
para o0s anticorpos anti-lisozima e anti-macroéfago.

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. Este anticorpo é uma boa
opcdo para o diagnostico imuno-histoquimico do TVTC, pois exclui linfomas e tumores de
origem epitelial.

A utilizacdo de uma grade de estadiamento de imuno-reatividade, como a aqui proposta,
pode ser util também em relagdo a outras neoplasias.

A avaliacdo microscépica revelou que ndo ha diferengas histopatoldgicas ou imuno-
histoquimicas entre os TVTCs genitais e extragenitais.

Estudos adicionais com objetivo de comprovar a origem citogenética deste tumor e de
estabelecer marcadores imuno-histoquimicos mais especificos deveriam ser incentivados.
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ANEXO |
Principais Problemas Encontrados na Aplicacdo da Técnica da Imuno-histoquimica

Para se conseguir a perfeita padronizagdo dos anticorpos utilizados neste estudo foram
avaliadas as seguintes condicdes:

Concentracdo dos anticorpos e tempo de incubacéo

Diferentes concentracBes dos anticorpos e tempos de incubacdo foram testados para a se
obter forte expressao dos anticorpos, sem reacdes inespecificas.

A primeira diluicdo testada de 1:500, com tempo de incubacao de 12 horas e temperatura
de 4°C, falhou em expressar os anticorpos nos controles-positivos. Os controles positivos
utilizados para os anticorpos anti-lisozima, anti-macréfago e anti-proteina S-100 (inflamacéo
granulomatosa, inflamacdo granulomatosa e melanoma amelandtico, respectivamente), no
entanto, foram positivos e apresentaram forte expressdo na diluicdo de 1:50 com tempo de
incubacdo de 12 horas e temperatura de 4°C.

A utilizacdo destas condicdes (diluicdo 1:50, incubacdo de 12 horas em temperatura de
4°C) com o anticorpo anti-macréfago em todos os TVTCs selecionados gerou intensa reagao
nuclear, citoplasmatica e de membrana das células tumorais. Para diminuir estas reacdes
inespecificas o tempo de incubacédo foi alterado para 1 hora, em temperatura de 4°C e a
concentracdo (1:50) do anticorpo foi mantida. Foram observadas também, diferencas de
imuno-reatividade das células tumorais quando os anticorpos permaneceram incubados por 1
hora em temperatura ambiente e a 4°C. A padronizacdo deste anticorpo foi entdo definida
com a concentracédo de 1:50, incubacgéo de 1 hora e temperatura ambiente.

A mesma condicdo estabelecida para o anticorpo anti-macréfago foi considerada para o
anticorpo anti-proteina S-100 (concentracdo de 1:50, incubacdo de 1 hora e temperatura
ambiente).

Para o0 anticorpo anti-lisozima, a padronizacao foi obtida com a diluigéo de 1:100, tempo
de incubacdo de 12 horas e temperatura de 4°C. Nesta condicdo, observou-se intensa
expressao deste anticorpo tanto no controle-positivo (inflamagdo granulomatosa) quanto em
macrofagos e neutrofilos infiltrados nos tumores testados.

Recuperacdo antigénica

A recuperacdo antigénica através do calor ¢ indicada pelo fabricante (Zimed - Invitrogen
Immunodetection) para os anticorpos anti-macréfago, anti-lisozima, anti-proteina S-100 e
anti-alfa-1-antitripsina. Neste estudo, foram testadas as recuperacdes pelo calor com citrato a
2,1 %, pH 6, no micro-ondas por 10 minutos com intervalo de 1 minuto a cada 5 minutos,
como recomendado por Shi et al. (1991). Nestas condicdes todas as células tumorais e dos
controles-positivos se romperam. A diminuigdo do tempo para 6 minutos, com intervalo de 1
minuto a cada 3 minutos no micro-ondas, resultou em forte expressdo dos anticorpos nos
controles-positivos.

A recuperacdo antigénica feita pelo calor em banho-maria também foi testada, porém a
reatividade apresentada pelos anticorpos foi mais forte com a recuperacao feita com o uso do
micro-ondas.

O controle-positivo do anticorpo anti-alfa-1-antitripsina (AAT) falhou em expressar este
anticorpo.

Para este anticorpo (AAT) e para anti-cadeia leve lambda foram testados, sem éxito, a
recuperacdo antigénica enzimatica (tripsina 0,1% em PBS por 10 minutos) e uma associa¢do
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deste tipo de recuperacdo (tripsina 0,1% em PBS por 10 minutos) com a recuperacdo pelo
calor (6 minutos no micro-ondas).
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