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RESUMO

O histiocitoma cutaneo canino (HCC) ¢ um tumor histiocitico benigno, com
origem nas células de Langerhans. Geralmente, ocorre como uma lesdo solitéria,
frequente em animais jovens, ndo metastiza e sofre, na grande maioria das vezes,
regressao espontanea.

Com o objectivo de contribuir para a compreensdo do processo de regressdo do
histiocitoma, foram analisados 166 tumores classificados como histiocitoma cutaneo
canino, recolhidos dos arquivos do Laboratério de Histologia e Anatomia Patologica da
Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (LHAP-UTAD). De cada um deles,
foram registados os dados referentes ao animal (idade, sexo e raga) e os dados referentes
ao tumor (localizagdo e tamanho) tendo sido feita, posteriormente, uma avaliagdo das
lesdes na coloracdo de rotina com hematoxilina-eosina, relativamente aos parametros
histopatologicos definidos, nomeadamente padrao de crescimento, ulceragao, infiltragao
inflamatoéria linféide, grau de pleomorfismo nuclear, indice mitotico, estroma, necrose,
células multinucleadas, foliculite/furunculose e vasculite. Baseado no grau de infiltragao
linfoide, foram classificados em 4 grupos tumorais, representando diferentes estadios da
regressao tumoral. Para elucidar um pouco mais acerca dos mecanismos implicados na
imunidade anti-tumoral, foram pesquisados, através da técnica de imunohistoquimica,
linfocitos T e linfocitos B, usando, como marcadores, o CD3 e o CD79,
respectivamente.

Na série de neoplasias estudada o histiocitoma cutdneo canino constituiu um
tumor cutaneo solitario, encontrado com maior frequéncia em animais com menos de 2
anos de idade, de varias ragas e cuja localizacdo preferencial se situou ao nivel da
cabega e extremidades distais dos membros.

As caracteristicas apresentadas revelaram que o HCC é um tumor benigno, que,
apesar de ser bastante proliferativo, ndo apresenta um fenotipo invasor.

A regressdo nos histiocitomas esteve relacionada com a ulceracao (p=0,023), o
indice mitético (p<0,001), o estroma (p<0,001), a quantidade (p<0,001) e localizagdo da
necrose (p<0,0001) e a presenca de células multinucleadas (p<0,001). Os tumores com
maior quantidade de linfdcitos, ou seja, com maior evolugdo no processo de regressao,
apresentaram Ulceras de maior tamanho, areas de maior quantidade e extensdo de
necrose, menor indice mitdtico, estroma mais abundante e maior quantidade de células

multinucleadas. A tipica regressdo dos histiocitomas esteve, também, relacionada com
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um aumento progressivo de linfocitos B e T, desde a periferia basolateral até ao centro e
superficie do tumor.
A regressdo tumoral parece ser um processo condicionado por diferentes

factores, dos quais se destacam a necrose e a diminuicao da proliferagdo celular.



ABSTRACT

Canine cutaneous histiocytoma is a benign epidermotropic tumour of
Langerhans cells which is very frequent in young dogs, associated to spontaneous
regression.

In order to contribute to the understanding of the histiocytoma regression, 166
tumours from LHAP-UTAD archives, classified as canine cutaneous histiocytoma, were
analysed. From each tumour we analysed clinical parameters, such as sex, age and
animal breed, as well as the size and location of the lesions. Histologically, we
evaluated the growth pattern, ulceration, nuclear grade, mitotic index, stroma, necrosis,
multinucleated cells, foliculitis/furunculosis and vasculitis. The lymphoid infiltration
was also evaluated, leading to the histiocytoma categorization into 4 histological
groups. To elucidate further the mechanisms of the antitumour immune response, CD3
and CD79 inflammatory cells were differentiated by immunohistochemistry.

The tumours occurred mainly in young animals, less than 2 years, of different
breeds. The lesions were unique, and were situated more frequently in the head and the
extremities.

Microscopically, CCH is a benign tumour, with an elevated proliferation, but
with a non invasive phenotype.

CCH regression appears associated with ulceration (p=0,023), mitotic index
(p=0,001), stroma (p<0,001), necrosis (p<0,001) and multinucleated cells (p<0,001).
Tumours with a higher lymphoid infiltration (the regression tumours) showed ulcers of
greater size, prominent necrosis, mitotic index lower, more abundant stroma and greater
quantity of multinucleated cells. The typical regression of histiocytoma was also related
to a progressive increase of B and T lymphocytes, from the basolateral periphery to the
center and surface of the tumor.

The regression appears as a multifactorial process justified by the interaction
among different factors that we have analysed, like necrosis and decrease of cellular

proliferation.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Epiderme

A epiderme ¢ considerada uma barreira efectiva entre o meio exterior e o ambiente
interno do organismo, desempenhando, também, uma importante fun¢do na resposta imunitaria
aos factores externos com que interage. Para que o sistema imunitario adquira a capacidade para
responder a esses factores externos, estes tém que ser reconhecidos, isto ¢, os antigénios tém de
sofrer um processamento prévio para serem depois apresentados aos linfocitos. Geralmente, sao
os macrofagos os responsaveis por esse processamento, no entanto, eles ndo estdo normalmente
presentes na epiderme, sendo essa fun¢cdo desempenhada por outras células da pele: as células de
Langerhans ¢ os queratinocitos (Scott et al., 1969). Estes dois tipos celulares, juntamente com os
linfocitos T epidermotropicos e os ganglios linfaticos periféricos, responsaveis pela drenagem
cutanea, formam um sistema integrado de tecido linféide associado a pele (SALT - skin-

associated lymphoid tissue) responsavel pela imunovigilancia da pele (Scott et al., 2001).

1.2 Os Histiécitos

Os histiocitos sdo células pertencentes ao grupo dos leucocitos e incluem os macrofagos
e varios tipos de células dendriticas (Moore, 2004). Estdo localizados em diferentes tecidos e
desempenham um papel fundamental no funcionamento do sistema imunitario (Fulmer e
Mauldin, 2007). Estas células tém como origem as células mae precursoras da medula 6ssea
CD34", que sob a influéncia de determinadas citocinas e factores de estimulagdo, nomeadamente
o GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) e o TNF-o (tumor necrosis
factor-alpha), se diferenciam em células dendriticas (Curti et al., 2001; Withrow ¢ Vail, 2007),
com diferente fenétipo, distribuigdo e fungao (Gross et al., 2005).

O desenvolvimento de macréfagos a partir das mesmas células precursoras CD34" ¢
influenciado pelos factores GM-CSF e¢ M-CSF (macrophage colony-stimulating factor). Os
monocitos circulantes podem dar origem tanto a macrofagos, sob a influéncia de M-CSF, como a
células dendriticas, influenciados pela GM-CSF e interleucina-4 (IL-4) (Ettinger ¢ Feldman,

2005).
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1.2.1 As Células Dendriticas

As células dendriticas incluem as células dendriticas epidérmicas ou células de
Langerhans, as células dendriticas intersticiais, localizadas em vérios orgdos, e as células
dendriticas interdigitadas, nos 6rgaos linféides periféricos (Ettinger e Feldman, 2005; Fulmer e
Mauldin, 2007). Sao as chamadas células “apresentadoras de antigénio profissionais”, sendo
responsaveis pela iniciagdo da resposta imune (Withrow e Vail, 2007), tendo uma forte
influéncia no sistema imunitario especifico ou adquirido (Jubb et al., 2007).

Nos tecidos periféricos, as células dendriticas apresentam-se num estado imaturo o que
vai permitir uma captura eficiente dos antigénios (Curti et al., 2001). Posteriormente, as células
dendriticas adquirem a capacidade de migrar para os ganglios linfaticos onde se diferenciam em
células dendriticas maduras, caracterizadas por uma baixa actividade fagocitaria e alto potencial
na apresentag@o antigénica (Curti et al., 2001).

As células dendriticas envolvidas em alteragdes proliferativas dos histidcitos que afectam
a pele tém origem, fundamentalmente, nas células de Langerhans ou nas células dendriticas
intersticiais/da derme (Gross et al., 2005).

As células dendriticas expressam abundantemente CDI1, que, em conjunto com as
moléculas MHC (major histocompatibility complex) classe 1 ¢ II, sdo responsaveis pela
apresentacdo de péptidos, lipidos e glicolipidos as células T (Moore, 2004; Ettinger ¢ Feldman,
2005). Destas moléculas, a CD1 ¢ praticamente restrita as células dendriticas, enquanto as
moléculas de MHC sdo expressas por um maior numero de tipos celulares (Moore, 2004).

Diferentes moléculas de adesdo, nomeadamente integrinas -2 (CDI11/CDI8), sao,
também, marcadores importantes na diferenciacdo leucocitéria, ja que os macréfagos e as células
dendriticas do cao expressam CDI11/CD18, sendo o CDll1c frequentemente expresso pelas
células dendriticas e o CD11b pelos macréfagos (Ettinger ¢ Feldman, 2005), ou CD11d no caso

dos macrofagos residentes na polpa vermelha esplénica ou na medula dssea (Moore, 2004).

1.2.2 As Células de Langerhans

As células de Langerhans sdao células mononucleares dendriticas que se localizam a
nivel suprabasal, na epiderme, entre os queratindcitos (Gross et al., 2005), actuando no
processamento de antigénios (Scott et al., 2001). Ligam-se aos antigénios ao nivel da epiderme ¢

apresentam-nos, posteriormente, no tecido linféide (ganglio linfatico) onde os linfécitos T sdo
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activados. A ligacdao aos antigénios pode ser feita directamente a membrana celular, através de
receptores especializados como as moléculas de MHC (Scott et al., 1969), que se ligam aos
fragmentos pépticos das proteinas estranhas para os apresentar as células T (Kumar et al., 2005).

A distingdo entre as células de Langerhans e as células dendriticas intersticiais € possivel
através da expressao da Caderina E, presente nas células de Langerhans (Withrow e Vail, 2007),
e do CD90 (Thy-1) e factor XIIla (enzima envolvida na cascata de coagulacao), presentes nas
células dendriticas intersticiais (Moore et al., 1996). Granulos de Birbeck foram identificados
nas células de Langerhans do homem, rato, bovino (Wellman, 2007) e gato (Marchal et al.,
1997; Roosje, 2002) mas estdo ausentes no cao (Wellman, 2007). A expressao de marcadores
antigénicos e enzimaticos, como a S100 e a ATPase, comummente associados as células de
Langerhans noutras espécies, ndo foi demonstrada pela células de Langerhans do cdo, no
entanto, a expressdo abundante de CDla, CDlc, CD11c e MHC classe II revela uma grande
proximidade entre estas células ¢ as células de Langerhans humanas (Moore et al., 1996).

As células de Langerhans situadas na pele ndo estimulada carecem de expressdo de
determinadas moléculas indicativas de activacdo ou diferenciacdo, nomeadamente CD4, CD44,
VLA-4 (antigénio de activagdo tardia-4) e ICAM-1 (molécula de adesdo intercelular-1) (Moore
et al., 1996). Numa cultura de células de Langerhans de rato foi observada a expressdo de CD44,
VLA-4, ICAM-1 e MHC classe II, tendo sido relacionado com a estimulacao da activagao
funcional das células de Langerhans, fendmeno que ocorre durante a migracdo para os ganglios

linfaticos, apds apresentacdo antigénica (Moore et al., 1996).

1.3 As Doencas Histiociticas no Cao

No cdo, a pele ¢ o local mais frequentemente afectado por neoplasias, onde os tumores
cutaneos e subcutaneos sdo contabilizados como 1/3 de todos os tumores desta espécie (Ettinger
e Feldman, 2005).

Uma grande variedade de doengas histiociticas reactivas ou neoplésicas, incluindo a
proliferacdo de células dendriticas e macrofagos, tem sido reconhecida em caes e gatos (Affolter
e Moore, 2000). Sdo um grupo de doengas dificeis de diferenciar de doengas granulomatosas, de
reacgOes inflamatodrias ou de doengas linfoproliferativas, tendo como base a simples morfologia
tumoral (Ettinger e Feldman, 2005), para além das variadas apresentacdes clinicas, evolucdo e

resposta a terapia (Affolter e Moore, 2002; Withrow e Vail, 2007).
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Avancos na caracterizagdo das doencas histiociticas proliferativas (DHP), em termos de
caracteristicas morfologicas, clinicas e fenotipos, tém permitido obter diagnodsticos e
progndsticos com maior fiabilidade (Jubb et al., 2007).

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais espécie-especificos, para os macrofagos e
células dendriticas apresentadoras de antigénio, tem permitido identificar as linhas celulares
envolvidas nas doengas histiociticas. A distingdo das diferentes linhagens ¢ efectuada, muitas
vezes, através da técnica de imunohistoquimica, aplicando os diferentes anticorpos, de
preferéncia, em tecido fresco ou congelado, o que dificulta a sua utilizagdo nos laboratérios de
rotina (Withrow e Vail, 2007) dado que muitos desses anticorpos ndo apresentam reacg¢ao nos
tecidos fixados em formol (Fulmer e Mauldin, 2007).

Apesar da grande variag¢do a nivel clinico e patoldgico observada nas diferentes doengas,
a maioria delas representa uma alteracdo na proliferacdo das varias linhagens das células
dendriticas (Moore, 2004).

No momento, encontram-se bem definidas quatro DHP no cao: a histiocitose reactiva
cutanea, a histiocitose reactiva sistémica, o sarcoma histiocitico (localizado e disseminado ou
histiocitose maligna) e o histiocitoma cutdneo canino (Jubb et al., 2007; Fulmer ¢ Mauldin,
2007; Withrow e Vail, 2007). Algumas das doencgas sdo consideradas benignas, enquanto outras
tém altos indices de malignidade, revelando bastante agressividade e elevadas taxas de

mortalidade (Fulmer e Mauldin, 2007).

1.3.1 A Histiocitose Reactiva

A histiocitose reactiva, quer a histiocitose cutdnea (HC) quer a histiocitose sistémica
(HS), representa um processo proliferativo histiocitico no cdo cuja etiologia ¢ desconhecida
(Scott et al., 2001; Withrow ¢ Vail, 2007).

A HC ¢ caracterizada por placas ou nodulos tinicos ou multiplos, ndo dolorosos, que
invadem a pele, sendo formadas por uma proliferacao de histiocitos acompanhada de linfécitos e
neutrofilos (Jubb et al., 2007). Uma grande variedade de ragas pode ser afectada e a maior
incidéncia ¢ observada nos animais com menos de 6 anos (Jones et al., 1997). Os histiocitos
representam, aqui, células dendriticas da derme e sdo maiores que as do histiocitoma cutaneo
canino. Expressam CDlc, CD4, CDl11c, CD18, CD45, MHC classe I e CD90 (Wellman, 2007),

caracteristica de células dendriticas da derme activadas.
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A HS tem sido descrita, mais frequentemente, nos caes da raca Boeiro de Berna, dos 2
aos 5 anos de idade. E caracterizada pela proliferacdo reactiva, nio neoplésica, de histidcitos
com localizagdo perivascular, a nivel subcutaneo e ganglios linfaticos periféricos, com variavel
envolvimento visceral, da conjuntiva e da medula 6ssea (Jones et al., 1997). As células mostram
reactividade para CDlc, CD4, CD11c¢/CD18, CD45, MHC classe II e CD90, caracteristica de
células dendriticas intersticiais activadas (Wellman, 2007).

A evolugdo clinica e a resposta a terapia imunossupressora sdo caracteristicas que co-
relacionam a histiocitose reactiva com uma desregulacdo do sistema imunitario (Affolter e

Moore, 2002).

1.3.2 O Sarcoma Histiocitico

O sarcoma histiocitico (SH) inclui as formas localizada e disseminada e representa uma
proliferacao neoplésica de células dendriticas (Affolter e Moore, 2000). Tem sido observado
numa grande variedade de ragas, mas parece existir uma maior incidéncia no Caniche,
Rottweiler, Golden Retriever e Boeiro de Berna, este ultimo com predisposi¢ao familiar (Fulmer
e Mauldin, 2007). Os animais sdo geralmente de meia-idade a velhos, tendo também surgido em
animais com menos de 3 anos de idade (Gross et al., 2005).

A forma localizada ocorre, no geral, como uma lesdo solitaria que envolve a pele e tecido
subcutaneo das extremidades, podendo, também, surgir a nivel das articulagcdes apendiculares,
baco, ganglios linfaticos, pulmido ou medula d6ssea (Fulmer e Mauldin, 2007). O diagnoéstico
pode ser baseado no exame citoldgico ou histolégico, no entanto, o diagndstico definitivo pode
estar dificultado em tumores que mostram grandes semelhangas morfologicas com outros
sarcomas, carcinomas ou tumores de células redondas. Ha uma marcada anisocariose e
anisocitose, figuras de mitose frequentes e, por vezes, ¢ observada eritrofagocitose e células
gigantes multinucleadas (Withrow e Vail, 2007).

A forma disseminada parece representar uma evolug¢do da forma localizada (Fulmer e
Mauldin, 2007), sendo referida como a forma multicéntrica do SH localizado (Jubb et al., 2007).
O termo “Histiocitose maligna” é usado, muitas vezes, para indicar a mesma doenga (Risbon et
al., 2007). A medula 6ssea, ganglios linfaticos, figado e bago sdo os locais preferencialmente
afectados, podendo surgir infiltragdes neoplasicas também no pulmao, pele, rim, intestino e
sistema nervoso central (SNC) (Wellman, 2007). E uma doenga rapidamente progressiva e que

nao responde & quimioterapia ou radioterapia, sendo geralmente fatal (Withrow e Vail, 2007).




Contributo para o Estudo do Processo de Regressdo do Histiocitoma Cutdaneo Canino

A maioria dos SH no cao, tanto na forma localizada como na disseminada, representam
uma proliferacdo de células dendriticas apresentadoras de antigénio (Affolter ¢ Moore, 2002).
Estas expressam, de forma consistente, marcadores de células dendriticas como CD1, CD1l1c e
MHC classe II (Affolter e Moore, 2002). Uma expressdo difusa de Caderina E, Thy-1 e CD4 nao
tem sido observada no SH, o que juntamente com a citomorfologia, ajuda a diferenciar o SH do
histiocitoma e da histiocitose reactiva (Ettinger e Feldman, 2005).

Uma variante distinta do SH, caracterizada por hemofagocitose, anemia do tipo
regenerativo e teste de Coomb’s negativo, foi recentemente descrita. Foi denominada por
sarcoma histiocitico hemofagocitico (SHH) e partilha muitas caracteristicas com o SH
localizado ou disseminado, nomeadamente em relacdo as racas mais predispostas (Boeiro de
Berna, Golden Retriever e Rottweiler), aos sinais clinicos (letargia, anorexia, perda de peso,
mucosas palidas), aos 6rgdos afectados (bago, figado, medula 6ssea e pulmao) e a evolucao
clinica agressiva e geralmente fatal (Moore et al., 2006). No entanto, ao contrario do que
acontece com os outros tipos de SH, o SHH ndo tem origem na proliferacdo de células
dendriticas intersticiais, resultando, antes, de uma desordem nos macréfagos residentes na polpa
vermelha esplénica ou na medula 6ssea (Ribson et al., 2007). A analise imunohistoquimica
confirma a sua origem macrofagica, dada a expressdo positiva para CD11d, em vez de CDllc, e
MHC classe II. A expressao de CD1 ¢ uniformemente baixa ou, ocasionalmente, moderada mas

de distribuigdo irregular (Ettinger e Feldman, 2005).

1.3.3 O Histiocitoma Cutaneo Canino

O histiocitoma cutaneo canino (HCC) ¢ o tumor cutdneo mais frequente em caes com
idade inferior a 3 anos. No entanto, pode ocorrer em animais de qualquer idade (Jones et al.,
1997), observando-se um decréscimo significativo na sua incidéncia a partir dessa mesma idade
(Gross et al., 2005), tendo, em mais de 70% dos casos, menos de 4 anos (Jubb et al., 2007). E
um tumor benigno que se apresenta como uma lesdo unica e solitaria, geralmente na porcao
cranial do corpo do animal (Withrow e Vail, 2007). A face, pavilhdo auricular, pescogo e
extremidades distais dos membros sdo os locais mais afectados, mas outras regides podem,
também, ser sede de desenvolvimento do tumor (Jones et al., 1997; Gross et al., 2005; Fulmer ¢
Mauldin, 2007).

Tumores multiplos e metastizagdo nos ganglios linfaticos regionais tém sido descritos,

estando, aparentemente, relacionados com a sindrome humana conhecida como histiocitose das
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células de Langerhans (Withrow e Vail, 2007) que se julga ter origem numa desregulacdo imune
e cujo fenotipo se assemelha ao de células de Langerhans activadas (Moore et al., 1996). Casos
de histiocitomas multiplos tém sido vulgarmente observados na raga Shar Pei ou cruzados de
Shar Pei (Gross et al., 2005).

Uma maior incidéncia tem sido verificada em determinadas racas, nomeadamente no
Boxer, Dachshund, Cocker Spaniel, Dogue Alemao, Scottish Terrier, Boston Terrier, American
Staffordshire Terrier, Rottweiler, Shar Pei, West Highland White Terrier, Dobermann Pincher,
Retriever do Labrador, Schnauzer Miniatura, English Springuer Spaniel e Shetland Sheepdog
(Scott et al., 2001). Taylor et al. (1969) sugerem um maior risco de desenvolvimento do tumor
em animais de raga pura e, dentro destes, uma maior predisposi¢ao no Boxer e no Dachshound,
indicando um possivel envolvimento de factores genéticos no surgimento do HCC. Nao parece
existir predisposicao sexual (Bender e Muller, 1989; Scott et al., 2001; Jubb et al., 2007).

Tipicamente, o HCC aparece como uma placa ou noédulo de rapido crescimento (1-4
meses) (Withrow e Vail, 2007), eritematoso, em forma de cupula, geralmente com um didmetro
inferior a 2,5 cm (Gross et al., 2005), bem circunscrito e frequentemente ulcerado (Scott et al.,
2001). Se ndo excisado, sofre geralmente regressdo espontanea ao final de semanas, ou, noutras
ocasides, meses (Jones et al., 1997). Raros exemplos de invasdo dos ganglios linfaticos sdo
descritos e representam uma evolucao mais agressiva da doenca (Fulmer e Mauldin, 2007).

Microscopicamente, o HCC apresenta-se como um infiltrado ndo encapsulado, rico em
células redondas ou poligonais, organizadas em corddes ou colunas (Gross et al., 2005) e que
seguem perpendiculares a jungdo dermo-epidérmica (Jones et al., 1997). Solitariamente ou em
pequenos agregados, as células podem invadir a epiderme, de forma ligeira, em cerca de 80%
dos casos; a invasdo folicular ndo ¢ frequentemente observada (Moore et al., 1996). Pequenos
agregados de histidcitos, semelhantes a ninhos, com localizagdo intra-epidérmica, lembram os
agregados de Pautrier, caracteristicos do linfoma epidermotropico (Mycosis fungoides) (Moore et
al., 1996). Um sinal caracteristico ¢ o seu elevado indice mitotico (Scott et al., 2001).

Com a evolugdo do tumor, aparecem dreas de infiltrado inflamatério de linfbcitos,
surgindo a partir da sua periferia, e areas de necrose de coagulacdo associadas, geralmente, a
regressao espontanea do HCC (Jones et al., 1997).

No geral, nenhum tipo de tratamento esta indicado, excepto naqueles casos em que as
lesdes ndo regridem, durante periodos de tempo demasiadamente longos, ou quando os animais

sdo muito velhos e a cirurgia acaba por ser uma boa opg¢ao (Fulmer e Mauldin, 2007).
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O maneio clinico pode incluir a excisdo cirurgica, a criocirurgia, a electrocirurgia ou,

simplesmente, acompanhamento sem tratamento (Scott et al., 2001).

1.4 O Diagnéstico do HCC

O diagnostico do HCC ¢ feito, geralmente, através de uma combinagdo das suas

caracteristicas clinicas e morfologicas, juntamente com a citologia por aspiracdo com agulha fina

(Figura 1).

Figura 1: Aspiragdo com agulha fina de um histiocitoma cutineo
canino. S30 observadas células com nudcleo redondo, oval a
endentado, por vezes excéntrico, e citoplasma moderado, palido e
granular. Estaldao=20 pm.

O diagnéstico diferencial inclui lesdes inflamatorias e outras neoplasias de células
redondas como o mastocitoma, o linfoma cutineo, o plasmocitoma e o tumor venéreo
transmissivel (Gross et al., 2005; Jubb et al., 2007). Este tipo de tumores de células redondas,
frequentes no cdo, tém caracteristicas citoldgicas distintas, tal como sdo apresentadas, de

seguida, no quadro 1.

(e )
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Quadro 1: Caracteristicas citologicas dos tumores de células redondas mais frequentes no co.

o Histiocitoma Mastocitoma Tumor Venéreo Plasmocitoma Linfoma
Caracteristica | ~\,taneo Canino Transmissivel Cutaneo
Normalmente Excéntrico, de redondo
Excéntrico, de obscurecido por Redondo, com 1 a oval; células com 2-3 Redondo a
Nucleo redondo a oval granulos unico nucléolo nucleos; possivel moderadamente
metacromaticos anisocariose indentado
Pequeno, por Naio visivel excepto
Nucléolo vezes, no caso de tumores Unico, pequeno e azul Infrequente ou Multiplos
imperceptivel indiferenciados ocasional
Moderada abundancia Citoplasma
Abundante, palido Com numerosos Moderado a de um citoplasma anelar, azul
Citoplasma a basofilo, nao- granulos de cor abundante, palido a azulado; Demarcagdo escuro e granular;
vacuolado violeta azul com vacuolos clara da zona Fragmentos
distintos perinuclear (Zona citoplasmaticos
Golgi) ocasionais
Possivel infiltrado
Outras de linfocitos; Possivel presenca de Mitoses abundantes; | Presenga de plasmocitos | Usualmente estdo

geralmente massas
solitarias e
ulceradas

eosinofilos

possivel inflamagao
secundaria

tipicos

presentes
multiplos tumores

Por vezes, estes tumores podem evidenciar uma morfologia celular muito semelhante e

mesmo coloragdes especificas podem revelar-se inuteis na obten¢do de um diagnostico correcto
(Fernandez et al., 2005), nomeadamente no caso de tumores fracamente diferenciados (Cangul,
2001). Um diagnostico preciso ¢ extremamente importante na avaliagcdo do prognoéstico e
possibilidade de tratamento, dai que a imunohistoquimica tenha servido, muitas vezes, como um
adjuvante a microscopia optica (Fernandez et al., 2005).

A infiltragdo dérmica profunda de linfécitos, a presenca de histiocitos tipicos na regido
mais superficial, o alto indice mitotico, a presenga infrequente de eosinodfilos, os sinais clinicos e
a localizacdo anatomica, sdo informag¢des importantes na obtengdo de um diagndstico preciso de
HCC. O exame histopatolégico ¢ geralmente sugestivo de HCC (Fulmer e Mauldin, 2007), no
entanto, a imunohistoquimica pode ter, aqui, um papel extremamente necessario e, muitas vezes,
imprescindivel, na diferencia¢do de tumores semelhantes (Jubb et al., 2007), sendo considerado,
por muitos autores, um meio de diagnodstico fiavel e de grande sensibilidade (Hoinghaus et al.,
2008).

Estudos tém demonstrado uma origem do HCC nas células de Langerhans através da
expressao de CD1a, CD1b, CDlc, CDI11c¢, Caderina E, MHC classe II e expressao negativa para
Thy-1 e CD4. Esta expressdo negativa ajuda na diferenciagdo entre os histiocitomas e a

histiocitose reactiva (Withrow e Vail, 2007). Ja a expressdo de Caderina E ¢ tinica nas células de
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Langerhans, identificando, especificamente, o HCC como um tumor de células de Langerhans
localizado e intra-epidérmico (Baines et al., 2000; Fulmer e Mauldin, 2007).

A auséncia de anticorpos especificos para as células de Langerhans do cdo, passiveis de
serem usados em material fixado, constitui, na maioria das vezes, um entrave a obtengdo de um
diagnéstico definitivo. O recurso ao azul de Toluidina, com expressao positiva nos mastocitomas
(Gross et al., 2005), e a técnicas de imunohistoquimica, podem, em alguns casos, fornecer
informagdes valiosas para o diagnostico final, auxiliando a eliminar possiveis diagnosticos
diferenciais. A positividade para a Caderina E, para a vimentina e para a MHC classe II, na
auséncia de imunorreactividade para os marcadores linféides, nomeadamente o CD3 e 0 CD79a,
com expressao positiva nos linfomas cutaneos, sempre com base numa observacao sistematica da
coloracdo de rotina com hematoxilina-eosina (HE), podem, na grande maioria dos casos, ser
indicativas do diagnostico (Moore et al., 1996; Fernandez et al., 2005). A lisozima, como
marcador histiocitario, pode, também, auxiliar no diagnéstico do HCC, mas nunca exclui-lo.

A aplicagdo de antigénios de superficie especificos, ainda nao disponiveis para material

fixado em parafina, podera ser, no futuro, de real importancia no auxilio do diagnostico.
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2. OBJECTIVOS

O histiocitoma cutaneo canino revela ser um bom exemplo de uma resposta imunitaria
eficaz frente a um processo neoplasico e os fendmenos de regressdo tornam esta neoplasia um
campo de interesse para os estudos da imunidade tumoral.

O objectivo do presente trabalho ¢ contribuir para a caracterizagao clinico-patologica do
histiocitoma cutidneo canino e para a compreensdo da dindmica do processo de regressdo da

neoplasia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

No presente estudo, foi avaliada uma amostra de 166 tumores. Todos eles foram
recebidos no Laboratério de Histologia ¢ Anatomia Patoldgica da Universidade de Tras-os-
Montes e Alto Douro (LHAP-UTAD), Vila Real, entre 1998 e 2008, para diagnostico. O
material teve como proveniéncia o Hospital Veterinario da UTAD e vdrias clinicas veterinarias
privadas, localizadas em varios pontos de Portugal, predominantemente na zona norte e centro
do pais. Para cada um dos tumores foi efectuado o diagndstico de histiocitoma cutaneo canino,

tendo, por base, uma avaliacdo histopatoldgica detalhada.

3.2 Métodos

3.2.1 Avaliacao Clinica

De cada um dos tumores, foram recolhidos dados referentes a identificagdo do animal,
incluindo a raga, o sexo ¢ a idade, ¢ dados referentes ao tumor, nomeadamente a localizagdo e o

tamanho da lesdo.

3.2.2 Avaliacdo das Caracteristicas Histopatologicas

O material foi previamente fixado em formol comercial a 10%, processado e incluido em
parafina Histoplast®- Shandon®, segundo a metodologia habitualmente utilizada. Foram
efectuados cortes com uma espessura de 3 um, procedendo-se, de seguida, a colora¢dao de HE.

Posteriormente, procedeu-se a observagao sistematica dos tumores, tendo sido feito o
diagnostico e a classificagdo dos histiocitomas por dois observadores independentes, segundo os

critérios da Organizagdo Mundial de Satde (OMS) (Valli et al., 2002).
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As preparacdes foram ainda avaliadas, sempre pelo mesmo observador, num microscopio

Nikon FXA®, quanto aos seguintes elementos:

e Padrio de crescimento: expansivo ou infiltrativo;

e Ulceracao: ausente (0), presente (1-3). O tamanho da ulcera foi quantificado em 3
graus: 1 (muito pequena, de dimensdes microscopicas), 2 (moderada, mas ndo
atingindo toda a superficie epidérmica do tumor) e 3 (extensa, atingindo a epiderme que
reveste o tumor em toda a sua area);

e Infiltragdo inflamatdria linfoide: avaliada quanto a quantidade relativa do infiltrado em:
ausente ou minima (1), moderada (2), abundante (3) ¢ muito abundante (4); quanto ao
padrao de distribuicdo dos linfécitos no tumor em: periférica (1), periférica com
formagdo de estruturas foliculares (2), periférica e central (3) e difusa, estendendo-se até a
superficie epidérmica (4);

e Grau de pleomorfismo nuclear: nicleos uniformes e regulares (1), aumento moderado
do tamanho e variabilidade (2), variagdo marcada (3);

o Indice mitético: IM (niimero de mitoses por campo de grande ampliagdo: 40x,
contando-se em média 10 campos, nas diferentes regides do tumor). Os tumores foram
agrupados em 3 grupos: menos de 2 mitoses, 2 a 5 mitoses e mais de 5 mitoses;

e Epiderme que cobre o tumor: normal, com hiperplasia regular, irregular,
pseudocarcinomatosa e ulcerada em toda a extensao do tumor;

e Estroma: escasso (1), moderado (2) ou abundante (3);

e Necrose: avaliada quanto a extensdo em: ausente (0), escassa (1), moderada (2), extensa
(3) e quanto a localizacdo em: periférica e difusa (observando-se na periferia € no
centro do tumor);

e (¢lulas multinucleadas: ausentes (0), presentes (1);

e Foliculite/furunculose: ausente (0), presente (1);

e Vasculite: ausente (0), presente (1).

Os tumores foram organizados em quatro grupos histologicos, segundo a classificagdo de
Cockerell e Slauson (1979), tendo como base o grau e o padrao do infiltrado inflamatério de tipo
linféide. Sumariamente, a infiltracdo linféide foi considerada minima a ausente e restrita a
periferia do tumor, no grupo I. No grupo II, estava presente uma infiltracdo moderada, tendo uma

disposi¢do nodular a periferia do tumor. Os histiocitomas, no grupo III, foram caracterizados por
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uma marcada infiltragdo linféide, tanto a periferia como no centro do tumor. Finalmente, no
grupo IV, a populagdo linféide era muito abundante e ultrapassava, em propor¢ao, a populagao
histiocitaria, formando um infiltrado que se estendia desde a profundidade do tumor até¢ a
superficie epitelial.

As imagens foram captadas numa cdmara digital DXM1200, Nikon®, acoplada a um

microscopio Eclipse E600 do mesmo fabricante.
3.2.3 Avaliacdo do Infiltrado Inflamatério Linféide por Técnicas de Imunohistoquimica

Para realizacdo do estudo imunohistoquimico, foram seleccionados, aleatoriamente, 10
tumores de cada grupo histologico. De cada um dos tumores, foram efectuados cortes seriados,
com 3 um de espessura e colados em laminas previamente revestidas com solucdo de Silane (3-
Aminopropyltriethoxysilane, Sigma®™), segundo a metodologia convencional.

Para identificagdo de linfocitos T e linfocitos B, foram utilizados o CD3 (Policlonal,
Dako®) e o CD79 (HMS57, Dak0®), respectivamente, que, segundo trabalhos prévios,
apresentavam reac¢ao cruzada com tecido de cdo (Ferrer et al., 1992; Schulden et al., 1998). A
expressao das proteinas em estudo foi avaliada pelo método indirecto da estreptavidina-biotina-
peroxidase, utilizando-se um kit comercial (Ultra Vision Detection System, Lab Vision
Corporation), executado segundo instru¢des do fabricante e utilizando DAB como cromogéneo.
A recuperacdo antigénica efectuada foi 3 ciclos de micro-ondas (P-750W, 5 min) em tampao
citrato (0.01M, pH 6). Para o CD3, a concentra¢ao utilizada foi de 1:100 e a incubagdo foi
efectuada durante 1 hora, a temperatura ambiente. Para o CD79, a concentracao utilizada foi de
1:50 e a incubacao foi efectuada durante a noite, a 4°C.

O controlo positivo utilizado foi ganglio linfatico de cdo. No controlo negativo,
substituiu-se o anticorpo primario por tampao fosfato salino (PBS).

A reacgdo foi considerada positiva quando ocorria no citoplasma ou na membrana
citoplasmdtica das células linféides, tendo sido avaliada, posteriormente, de forma semi-
quantitativa, quanto a densidade relativa de células positivas, na totalidade da 4rea ocupada pelo
tumor, em 0: ausente; 1: escassa (<10%); 2: moderada (11-25%); 3: extensa (26-50%) e 4: muito

extensa (=51%).
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3.2.4 Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada com o programa SPSS (SPSS Inc., Chicago,
USA, Versao 12.0).

Foi efectuada a andlise dos parametros descritivos das varidveis categoricas, com
obtengdo das frequéncias absolutas e relativas das categorias em estudo.

As associagdes entre variaveis categoricas foram estudadas com aplicacdo do método de
Qui-Quadrado (x2).

As associagdes foram consideradas significativas para valores de p< 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagéo Clinica

Segundo as informagdes fornecidas pelos médicos veterinarios, responsaveis por cada um
dos casos observados, a maioria dos animais apresentava uma formagdo nodular, bem
circunscrita, em forma de “botdo”, solitaria, alopécica e, frequentemente, ulcerada (Figura 2).
Nao foi possivel, através da anamnese, obter informagdes precisas em relagdo a data de inicio de
aparecimento do tumor e posterior evolucdo, no entanto, a maioria dos proprietarios
percepcionou uma evolugao rapida, tendo decorrido, na maioria deles, um periodo nao superior a
2 meses. Um dos casos revelou, excepcionalmente, uma evolugdo de 6 meses. A data de excisdo,
nos casos em que a informagao foi cedida, todos os animais foram considerados saudaveis, sem

qualquer sintomatologia associada ao tumor.

Figura 2: Aspecto macroscopico do histiocitoma cutaneo canino no pavilhdo auricular de um
canideo da raca Retriever do Labrador (a direita) e respectiva amplia¢do (2 esquerda).

% Sexo (n=163)

Dos tumores estudados, 79 (48,5%) ocorreram em animais do sexo feminino e 84
(51,5%) em animais do sexo masculino. Em 3 casos, ndo foi possivel recolher informagdes

acerca do sexo do animal (Figura 3).



Contributo para o Estudo do Processo de Regressado do Histiocitoma Cutdneo Canino

Sexo

Machos (n=84)

Fémeas (n=79) B Numero de Animais

>0 100

Figura 3: Distribui¢ao dos histiocitomas cutdneos caninos por sexo.

% ldade (n=143)

Relativamente a idade dos animais em estudo, observou-se uma varia¢ao entre os 2 meses
e os 13 anos de idade, com uma média de 2,21 anos. Na grande maioria dos casos (n=108;
75,5%), os animais tinham idade igual ou inferior a 2 anos; 27 animais tinham idade igual ou
superior a 4 anos (18,9%) e apenas 8 animais tinham entre 2 e 4 anos (5,6%) de idade. A
frequéncia foi superior nos animais mais novos (Figura 4). Em 23 casos, ndo foi possivel

determinar a idade do animal.

Idade

>4 anos (n=27)

2<x<4 =
<x<4anos (n=8) B Numero de Animais

<2 anos (n=108)

d g

0 50 100 150

Figura 4: Distribui¢do dos histiocitomas cutdneos caninos por idade.

17



Contributo para o Estudo do Processo de Regressado do Histiocitoma Cutaneo Canino

% Raca (n=166)

De entre as varias ragas presentes no nosso estudo, observou-se um maior niumero de animais
de raga Boxer, Cocker Spaniel, Rottweiler e Retriever do Labrador perfazendo um total de 37
(22,3%), 22 (13,3%), 16 (9,6%) e 13 (7,8%) animais, respectivamente. Animais de raca
indeterminada (n=26; 15,7%) mostraram uma frequéncia relativamente mais baixa em relacao

aos animais de raca pura (n=140; 84,3%) (Figura 5).

Raca

Teckel (n=2)

Terra Nova (n=1)
Stafordshire Terrier (n=1)
Sharpei (n=1)

Setter Irlandés (n=1)
Serra da Estrela (n=4)
Sdo Bernardo (n=1)
Samoyedo (n=1)
Rottweiler (n=16) """“'“'
Pointer (n=1)
Podengo (n=1)

Pit Bull (n=6)

Pincher (n=2)
Perdigueiro (n=2)
Pastor Holandés (n=1)
Pastor Alemao (n=1)
Ledo da Rodésia (n=2)
Labrador (n=13) —
Indeterminada (n=26)
Husky (n=5)

Golden Retriever (n=2)
Galgo Afegdo (n=1)
Fila Brasileiro (n=1)
Epagneul (n=1)

Dog Alemdo (n=1)
Dobberman (n=4)
Dalmata (n=1)

Cocker Spaniel (n=22)
Chow-Chow (n=2)
Caniche (n=3)

Bull Terrier (n=2)
Boxer (n=37)

Akita (n=1) P p

B Numero de Animais

Figura 5: Distribui¢do dos histiocitomas cutdneos caninos por raga.
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% Tamanho (n=166)

O tamanho médio da lesdo foi de 1,4 cm, variando entre 0,4 cm e 3 cm de didmetro. Na
grande maioria dos tumores (n=140; 84,3%), observou-se um diametro inferior a 2 cm, e, em
apenas 3 casos (1,8%), foi observado um diametro maior ou igual a 3 cm. Em 23 tumores,

verificou-se um didmetro intermédio (2-3 cm) (Figura 6).

Diametro (cm)

>3 (n=3)
2-3(n=23) B Nimero de
<2 (n=140) Animais

0 50 100 150

Figura 6: Distribui¢@o dos histiocitomas cutdneos caninos por
tamanho (diametro) da lesdo.

J/

% Localizacdo (n=154)

Todos os 166 histiocitomas cutdneos caninos estavam localizados na pele. A grande
maioria deles encontrava-se ao nivel da cabega (n=54; 35,1%), ¢ dentro destes, cerca de metade,
estava localizada no pavilhdo auricular (n=27). Os membros foram a segunda regido mais
afectada, com 53 casos observados (34,4%). Os restantes tumores estavam distribuidos pela
regido toracica (n=20; 13,0%), cervical (n=15; 9,7%) abdominal (n=11; 7,1%) e cauda (n=1;

0,6%). Em 12 animais, ndo foi possivel determinar a localizacdo anatdémica da lesdo (Figura 7).

Localizagao
Membros (n=53)
Cauda (n=1) B Numero de
Animais
Abdémen (n=11) p

0 20 40 60

Figura 7: Distribui¢o topografica dos histiocitomas cutdneos caninos.
o000
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No quadro 2, sdo apresentadas, resumidamente, as frequéncias absolutas e relativas das

diferentes variaveis clinicas em estudo.

Quadro 2: Variaveis clinicas e respectivas frequéncias absolutas e relativas.

Variaveis clinicas n %

Sexo (N=163)
Macho 84 51,5
Fémea 79 48,5

Idade (n=143)
<2 108 75,5
2-4 8 5,6
>4 27 18,9

Raca (n=166)
Akita 1 0,6
Boxer 37 223
Bull Terrier 2 1,2
Caniche 3 1,8
Chow-Chow 2 1,2
Cocker Spaniel 22 13,3
Dalmata 1 0,6
Doberman 4 2,4
Dogue Alemao 1 0,6
Epagneul 1 0,6
Fila Brasileiro 1 0,6
Galgo Afegdo 1 0,6
Golden Retriever 1 0,6
Husky 5 3,0
Indeterminada 26 15,7
Retriever do Labrador 13 7,8
Ledo da Rodésia 2 1,2
Pastor Alemao 1 0,6
Pastor Holandés 1 0,6
Perdigueiro 2 1,2
Pincher 2 1,2
Pit Bull 6 3,6
Podengo 1 0,6
Pointer 1 0,6
Rottweiller 16 9,6
Samoyedo 1 0,6
Sdo Bernardo 1 0,6
Serra da Estrela 4 2,4
Setter Irlandés 1 0,6
Sharpei 1 0,6
Stafordshire Terrier 1 0,6
Teckel 2 1,2
Terra Nova 1 0,6

Tamanho (n=166)
<2 140 84,3
2-3 23 13,8
>3 3 1,8
Localizagéo (n=155)

Abddémen 11 7,1
Cabega 54 35,1
Cauda 1 0,6
Pescogo 15 9,7
Membro 53 34,4
Torax 20 13,0
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4.2 Avaliacdo Histopatoldgica

Uma avaliagdo cuidada e sistematica dos 166 histiocitomas cutaneos caninos em estudo,
permitiu-nos verificar de que se tratavam de lesdes do tipo nodular, circunscritas mas nado
encapsuladas, de crescimento expansivo, constituidas pela proliferagdio de células
mononucleares, de moderado pleomorfismo e que ocupavam a derme superficial e profunda. As
células apresentavam uma organizagdo em forma de corddes uniformes que seguiam, depois,
perpendicularmente a jungdo dermo-epidérmica. A invasdao da epiderme pelos histiocitos foi
relativamente frequente, tendo sido, em alguns casos, proeminente, com perda da evidéncia da

membrana basal (Figura 8).

PO i TR “
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Figura 8: Invasao da epiderme pelas células neoplasicas com formagéo de ninhos intra-epidérmicos
que lembram os agregados de Pautrier: a) Estalao= 60 um; b) Estalao= 30 pm.

As células tumorais apresentavam uma imagem muito caracteristica, com nucleos
moderadamente pleomorficos, de redondos a ovais ou em forma de C, de limite bem definido,
com cromatina dispersa e hipercromdtica. Na grande maioria dos casos, era visivel um Unico
nucléolo. O citoplasma era normalmente volumoso e ligeiramente espumoso ou granular e
acidofilo.

As figuras de mitose eram, geralmente, frequentes. Contagens individuais mostraram uma
variagao entre 0 e 19 mitoses, por campo de grande ampliagdo, com uma média de 3,05 mitoses.
Imagens de morte celular eram, também, regularmente observadas.

O estroma era, na sua grande maioria, escasso (n=124; 74,7%), constituido,
principalmente, por areas de colagéneo e, menos frequentemente, por areas de vascularizagdo.
Em 42 tumores, foi observado um estroma mais moderado (25,3%).
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De todos os casos observados, apenas 18 tumores apresentavam epiderme nao ulcerada,
ndo se observando ulceracdo, nem no exame macroscOpico nem no microscopico. Os restantes
148 tumores (89,2% dos casos) apresentavam ulceragdo mais ou menos evidente: 30 tumores
(18,1%) apresentavam uma ulcera de pequenas dimensdes, apenas observada ao microscopio; 55
(33,1%) apresentavam uma ulcera de moderadas dimensdes mas que ainda ndo atingia, em
profundidade, toda a epiderme adjacente ao tumor; e, em 63 casos, a Ulcera era extensa atingindo
a derme em profundidade. Na regido superficial do tumor encontrava-se um infiltrado de células
inflamatorias, constituido, principalmente, por linfocitos e neutrofilos.

As zonas de necrose foram achados frequentes, tendo sido observadas em 95 tumores,
mais de metade dos casos em estudo. Relativamente a extensdo da necrose, esta foi, no geral,
moderada (n=45; 27,1%) e de localizacdo preferencialmente difusa (n=66; 39,8%), i.e., tanto na
periferia, principalmente basolateral, como no centro do tumor. Estas areas caracterizaram-se
como sendo de reduzido conteudo celular, com detritos amorfos e acidofilos e restos de nucleos
picndticos (Figura 9). Em 71 tumores (42,8%), ndo foi possivel visualizar qualquer area de

necrose.

Lo

Figura 9: Extensas zonas de necrose num histiocitoma cutineo canino do grupo histologico III: a)
Estaldo= 300 um; b) Estaldo= 60 pum.

A epiderme apresentou-se normal (n=20; 12,0%), ulcerada (n=59; 35,5%) ou hiperplésica
(n=87; 52,4%). A hiperplasia, em 16 casos, era regular, em 30 casos, irregular, e, na sua grande

maioria (n=41; 24,7%), pseudocarcinomatosa (Figura 10).
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Figura 10: Hiperplasia pseudocarcinomatosa da
epiderme de um histiocitoma cutdneo canino do
grupo histologico II1. Estaldo= 300 um.

Em 27 histiocitomas (16,3%), foram observadas areas de foliculite ¢/ou furunculose e, em
10 tumores (6,0%), foram encontradas lesdes de vasculite.

Na grande maioria dos tumores, foi observada infiltragao inflamatoéria linféide. Numa
fracgdo deles, foi mais marcada a nivel perivascular, perto da jun¢do da zona subcutanea com a
derme mais profunda, noutra, o infiltrado era mais difuso e radiado, desde a profundidade do
tumor as zonas mais superficiais, invadindo, por vezes, praticamente todas as zonas da lesdo.
Esta variacdo na quantidade e distribuicao do infiltrado linféide permitiu classificar os varios

tumores em 4 grupos histologicos distintos, segundo os critérios previamente descritos.
4.3 Grupos Histoldgicos

Os 166 tumores foram classificados em 4 grupos histologicos tendo como base a

classificagdo de Cockerell e Slauson, (1979) (Quadro 3).

Quadro 3: Grupos histologicos (adaptado de Cockerell e Slauson, 1979).

Grupo Tumoral Quantidade Relativa de Infiltrado Padréo de Distribuicédo do Infiltrado
| Ausente a minimo (<10%) Difuso e limitado a periferia
1 Moderado (10-25%) Nodular a periferia
1 Abundante (25-50%) Nodular, a periferia e no centro da lesdo
\Y Muito abundante (>50%) Nodular, da periferia até a superficie
epidérmica

23



Contributo para o Estudo do Processo de Regressao do Histiocitoma Cutaneo Canino

Deste modo, as neoplasias em estudo foram distribuidas da seguinte forma: 29 tumores
(17,5%) no grupo 1, 23 (13,9%) no grupo 11, 76 (45,8%) no grupo III e 38 (22,9%) no grupo IV.

Nos tumores do grupo I, encontrava-se, quando existente, um escasso infiltrado
inflamatorio de linfocitos, localizado, essencialmente, a periferia do tumor. A restante lesdo era
constituida pela proliferagdo de células, de elevada densidade, organizadas em corddes e que

ocupavam a derme até a jung¢do dermo-epidérmica (Figura 11).
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Figura 11: Hlst10c1toma cutdneo canino do
grupo histologico 1. Células de contornos
indistintos e nucleos vesiculados com nucléolo
ocasional. Figuras de mitose abundantes.
Estaldao=30 um.

Nos tumores do grupo 11, as neoplasias apresentaram uma infiltragdo inflamatoria linféide
moderada, exibindo formagdes do tipo organdide, centradas por um vaso sanguineo, localizadas

a periferia da lesdo (Figura 12). Poucos ou nenhuns linfocitos eram observados no centro do

tumor.

Figurau 12: Histiocitoma cuténeo canino Adéx
grupo histologico II. O infiltrado linféide forma
foliculos a periferia do tumor. Estaldo=300 pm.
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Nos histiocitomas dos grupos I e II, as células tumorais eram, no geral, uniformes, com
forma redonda ou oval, de citoplasma acidofilo e granular, onde se observava um nucleo
excéntrico e pleomorfico que apresentava, ocasionalmente, um tnico nucléolo. Nas zonas mais
profundas da lesdo, onde a densidade celular era mais elevada, os bordos celulares eram, muitas
vezes, indistintos. A superficie, as células apresentavam contornos mais bem definidos. O
estroma tumoral era escasso em praticamente todas as neoplasias dos grupos. O indice mitdtico
era, no geral, elevado, variando entre 2 e 19 mitoses e 2 e 12 mitoses, por campo de grande
ampliacdo, nos grupos I e I, respectivamente.

Nos tumores do grupo III, o infiltrado linféide era mais abundante e estendia-se desde a
periferia ao centro do tumor (Figura 13). As células tumorais mostraram caracteristicas
diferentes relativamente aos tumores dos dois grupos anteriores. Apresentavam uma menor
densidade celular, estando rodeadas, em varias areas, por um denso infiltrado de linfocitos. O
nicleo era menos denso, apresentando um nucléolo evidente, e o citoplasma, por vezes,

vacuolizado. A forma das células variava de redondas a ovais ou poligonais.

Figura 13 Histiocitoma cutineo canino do grupo
histolégico III. O infiltrado linfoide é abundante no
centro e na periferia do tumor. Estaldo=300 pum.

Nos histiocitomas do grupo IV, foi observado um infiltrado inflamatério linféide muito
abundante, estendendo-se desde a periferia da lesdo até as zonas mais superficiais, incluindo a
juncao dermo-epidérmica (Figura 14,).

Em algumas areas, tornou-se mesmo dificil encontrar células neoplasicas por entre um

infiltrado tao difuso, cuja densidade era superior a das células tumorais (Figura 14).
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a)
Figura 14: a) Histiocitoma cutineo canino do grupo histoldgico IV. O infiltrado linféide chega a atingir a
jungdo dermo-epidérmica. Estalao=300 um; b) Histiocitoma cutineo canino do grupo histologico IV onde

se observa um infiltrado linfoide mais abundante do que as células tumorais. Estaldao=30 pm.

As células apareceram bem individualizadas, de contornos bem distintos, € com
localizagao preferencial na superficie da lesdo. A morfologia celular mostrou alguma variacao,
observando-se células de redondas a ovais ou poligonais, de citoplasma claro e nucleo
pleomorfico, e outras com um aspecto degenerado, citoplasma acidéfilo e nticleo de tamanho
mais reduzido e em forma de “C”.

Num numero consideravel de casos (n=7; 18,4%), foi observada formagdo de tecido

fibroso a separar a epiderme das areas tumorais subjacentes (Figura 15).
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Figura 15: Histiocitoma cutineo canino do
grupo histologico IV com marcada formacdo de
tecido fibroso sub-epidérmico. Estalio=60 pm.

No quadro 4 sdo apresentadas, resumidamente, as frequéncias relativas e absolutas
dos diferentes parametros histologicos avaliados, em cada um dos 166 histiocitomas

cutaneos caninos.
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Quadro 4: Frequéncia relativa e absoluta dos histiocitomas cutaneos caninos relativamente aos
diferentes parametros histologicos.

Parametros histolégicos Grupo | Grupo 11 Grupo 111 Grupo IV
n % n % n % n %
Ulceracéo

0 6 20,7 3 13,0 6 7,9 379
1 10 34,5 6 26,1 12 15,8 2 53
2 9 31,0 6 26,1 26 342 14 36,8
3 4 13,8 8 34,8 32 42,1 19 50,0

Indice mitético

<2 0 0,0 2 8,7 18 23,7 28 73,7

2.5 14 483 11 47,8 46 60,5 9 23,7
15 51,7 10 43,5 12 15,8 1 2,6
>5

Infiltado linféide (Quant)

Ausente 23 793 9 39,1 19 250 20 52,6
Escassa 4 138 8 348 11145 379

2 6,9 5 21,7 28 36,8 10 26,3
M s s > s

oderada 0 00 143 18 237 5 132
Extensa

Infiltrado linféide (Loc.)

Ausente 23793 9 39,1 19 25,0 20 52,6

Periférico 5 172 10 43,5 10 132 4 10,5

Difuso 1 34 4 174 47 61,8 14 36,8
Epiderme

Normal 5 17,2 1 4,3 11 14,5 3 7,9

Ulcerada 4 13,8 10 43,5 27 355 18 474

- . 5 17,2 2 87 4 53 5 13,2
Hiperplasia regular ’ ’ ’ ’

. S 5 17,2 2 87 16 21,1 7 184
Hiperplasia irregular 10 34,5 8 348 18 23,7 5 132
Hiperplasia pseudocarc.

Estroma
Escasso 29 100,0 21 91,3 61 80,3 13 342
Moderado 0 00 2 87 15 19,7 25 65,8
Abundante 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

Necrose (Quantidade)

Ausente 23 79,3 9 39,1 19 25,0 20 52,6
Escassa 4 138 8 348 11145 379

2 6,9 5 21,7 28 36,8 10 26,3
M s B i) )
Ag’jﬁ;ﬁ?@ 0 00 1 43 18 23,7 5132

Necrose (Localizagéo)

Ausente 23 793 9 39,1 19 250 20 52,6
Periferia 5 172 10 435 10 435 4 10,5
Difusa 1 3,4 4 17,4 47 61,8 14 36,8

Células multinucleadas
Ausentes 27 93,1 18 783 52 684 13 342
Presentes 269 5 21,7 24 316 25 65,8

Foliculite/Furunculose
Ausente 26 89,7 17 73,9 63 82,9 33 86,8
Presente 3103 6 26,1 13 17,1 5 132

Vasculite
Ausente 27 93,1 22 957 69 90,8 38 100,0
Presente 269 1 43 7 92 0 0,0
Fibrose superficial
Ausente 27 93,1 22 957 69 90,8 31 81,6
Presente 269 1 43 792 7 184
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4.3 Avaliacédo do Infiltrado Inflamatério Linféide por Imunohistoquimica

¢ Linfocitos T (CD3)

Em todos os casos analisados observou-se infiltragdo linfoide por linfécitos T CD3",
variavel em quantidade e distribui¢ao. Nos tumores do grupo I, observou-se escassa infiltracao
por linfocitos CD3" que se localizavam, principalmente, na periferia basal e lateral da lesdo. Nos
tumores do grupo II, observou-se infiltragdo moderada, focal, de células CD3", organizadas em
estruturas nodulares a periferia do tumor. Nos tumores do grupo III, a infiltracdo por linfocitos
CD3" foi abundante, tanto a periferia como no centro da neoplasia. Nos tumores do grupo IV, a
infiltragdo foi muito abundante, sendo a area ocupada pelas células CD3" maior do que a 4rea

ocupada pelas células tumorais (Figura 16).

Figura 16: Imunorreactividade para o CD3 em linfécitos T. a) Histiocitoma cutdneo canino do
grupo II. Estalio=30 um; b) Histiocitoma cutaneo canino do grupo IV. Estalao=120 pm.

¢ Linfocitos B (CD79)

Em todos os casos, a infiltragdo por linfocitos B, positivos ao CD79, foi inferior aos
CD3", mas a sua distribui¢io no tumor foi semelhante. Como se resume no quadro 6, em 14
tumores (35,0%) a marcagdo foi ausente, escassa em 17,5% dos casos (n=7) e moderada em
47,5% (n=19). Nenhum dos casos apresentou uma infiltragdo por linfocitos CD79" considerada
extensa, assim como, em nenhum dos casos, o numero de linfocitos CD79" foi maior que o
numero de células neoplasicas.

Nos tumores do grupo I, predominou a infiltracio escassa ou ausente de linfocitos

CD79". Nos tumores do grupo I, a infiltragio foi, em geral, moderada e localizada na periferia
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do tumor. Nos grupos III e IV, as neoplasias frequentemente possuiam infiltrado linféide CD79"
moderado, que se estendia da periferia ao centro da lesdo (Figura 17).
No quadro 6 sdo apresentadas, resumidamente, as frequéncias absolutas e relativas da

marcacio por linfocitos T CD3" e linfocitos B CD79, nos 40 histiocitomas avaliados.

a)
Figura 17: Imunorreactividade para o CD79" em linfocitos B. a) Histiocitoma cutineo canino do
grupo II. Estaldao=120 um; b) Histiocitoma cutaneo canino do grupo IV. Estaldo= 30 pm.

4.4 Analise Comparativa entre os Grupos Histoldgicos

Com o objectivo de determinar quais as varidveis com possivel associacdo com o
processo de regressdo do histiocitoma cutaneo canino, foi efectuada, para cada uma delas, uma
analise estatistica, de forma a facilitar a exposicao e interpretacao dos resultados. Deste modo,
foram avaliadas as associagdes estatisticas entre cada um dos grupos histologicos e as diferentes

variaveis estudadas, clinicas e histologicas.

e Associagdes entre 0s grupos histologicos e as variaveis clinicas:

A maioria dos tumores pertencentes ao grupo I, surgiram em animais com idade igual ou
inferior a 2 anos (n=19; 76,0%) e foram, mais frequentemente, encontrados ao nivel dos
membros (n=11; 39,3%). Neste grupo, apesar de terem surgido mais animais do sexo masculino
(n=17; 58,6%), ndo pareceu existir predisposi¢ao sexual.

No grupo II, houve um predominio de animais com idade igual ou inferior a 2 anos (n=18;
85,7%), as lesdes localizaram-se, preferencialmente, ao nivel da cabeca (n=9; 45,0%), ¢ os
machos surgiram como o sexo mais frequentemente afectado (n=13; 59,1%).
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Nos tumores do grupo III, uma grande fraccdo dos animais tinha idade igual ou inferior a
2 anos (n=50; 72,5%) e a localizacdo variava, principalmente, entre a cabeca (n=24; 34,3%) e os
membros (n=25; 35,7%). Neste grupo, predominaram os animais do sexo feminino (n=38;
50,7%).

Em relacdo ao grupo IV, mais uma vez predominaram os animais com idade igual ou
inferior a 2 anos (n=21; 75,0%) e a localizacdo foi mais frequente ao nivel da cabeca (n=15;
41,7%). As fémeas, neste grupo histologico, mostraram uma maior frequéncia (n=20; 54,1%).

Em todos os grupos, houve um predominio de tumores com tamanho inferior a 2 cm de
diametro. Apenas nos grupos I, III e IV, foi possivel encontrar tumores com um diametro igual
ou superior a 3 cm, no entanto, este achado so se verificou num tumor de cada grupo. Tumores
com didmetro compreendido entre 2 ¢ 3 cm mostraram maior frequéncia absoluta dentro do
grupo III (n=13; 17,1%), mas todos os outros grupos apresentaram lesdes de tamanho incluido
nesse intervalo, nomeadamente 5 tumores (17,2%) no grupo I, 4 tumores (17,4%) no grupo Il e 1
tumor (2,6%) no grupo 1V.

Os tumores do grupo I foram mais frequentes nos animais de raga indeterminada (n==8;
7,6%). Ja nos grupos II, IIT e IV, estavam representados, maioritariamente, tumores de animais
da raca Boxer. Estes incluiram 6 tumores (6,1%) no grupo II, 19 tumores (25,0%) no grupo Il e
8 tumores (21,1%) no grupo IV.

Tal como ¢ apresentado no quadro 4, nenhuma das variaveis clinicas avaliadas apresentou

diferencas significativas entre os grupos histologicos.

Quadro 5: Associagdo entre o grupo histologico e as variaveis clinicas.

Variaveis clinicas Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
n % n % n % n % p
Idade (Anos) (n=143)
<2 19 76,0 18 85,7 50 72,5 21 75,0
2-4 1 40 0 00 5 72 2 71 0,873
>4 5 20,0 3 14,3 14 20,3 5 179
Localizacédo (n=154)
Abdomen 4 143 1 50 2 29 4 11,1
Cabega 6 214 9 45,0 24 343 15 41,7
Cauda 0 0,0 0 00 1 14 0 00 0,640
Pescogo 2 7,1 1 5,0 10 14,3 2 56
Membros 11 393 6 30,0 25 35,7 11 30,6
Torax 5 179 3 15,0 8 114 4 11,1
Sexo (N=163)
Macho 17 58,6 13 59,1 37 493 17 459 0,638
Fémea 12 414 9 40,9 38 50,7 20 54,1
Tamanho (n=166)
<2 24 82,8 18 783 62 81,6 36 94,7
2-3 5 172 4 17,4 13 17,1 1 2,6 0,346
>3 0 00 1 43 1 13 1 2,6
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e Associacdes entre os grupos histoldgicos e as variaveis histologicas:

Da analise do quadro 6, podemos verificar que existiram associagdes significativas entre os
grupos histologicos e a ulceragdo (p=0,023), o indice mitédtico (p<<0,001), o estroma (p< 0,001), a

quantidade (p< 0,001) e localizacdo da necrose (p< 0,001) e a presenga de células multinucleadas

(p<0,001).
Quadro 6: Associagdo entre o grupo histologico e as variaveis histologicas.
Variaveis histoldgicas Grupo | Grupo 11 Grupo 111 Grupo IV
n % n % n % n % p
Ulceracdo
0 6 20,7 3 13,0 6 7,9 3 7,9
1 10 345 6 26,1 12 158 253 0,023*
2 9 31,0 6 26,1 26 342 14 36,8
3 4 13,8 8 348 32 42,1 19 50,0
indice mitético
<2 0 0,0 2 8,7 18 23,7 28 73,7
2<x<5 14 483 11 478 46 60,5 9 237 <0,001*
>5 15 51,7 10 435 12 158 1 2,6
Epiderme
Normal 5 17,2 1 43 11 14,5 3 7,9
Ulcerada 4 13,8 10 435 27 355 18 474
Hiperplasia regular 5 172 2 8,7 4 5,3 5 132 0,120
Hiperplasia irregular 5 17,2 2 8,7 16 21,1 7 184
Hiperplasia pseudocarc. 10 345 8 348 18 237 5 132
Estroma
Escasso 29 100,0 21 913 61 803 13 342
Moderado 0 0,0 2 87 15 19,7 25 658 <0,001*
Abundante 0 0,0 0 00 0 0,0 0 0,0
Necrose (Quantidade)
Ausente 23 793 9 39,1 19 250 20 526
Escassa 4 13,8 8 348 11 14,5 3 7.9 <0,001*
Moderada 2 6,9 5 21,7 28 36,8 10 26,3
Extensa 0 0,0 1 473 18 23,7 5 13,2
Necrose (Localiza¢ao)
Ausente 23 793 9 391 19 25,0 20 52,6
Periférica 5 172 10 43,5 10 13,2 4 10,5 <0,001*
Difusa 1 3,4 4 174 47 61,8 14 36,8
Células multinucleadas
Ausentes 27 93,1 18 783 52 68,4 13 342 <0,001*
Presentes 2 6,9 5 21,7 24 31,6 25 65,8
Foliculite/Furunculose
Ausente 26 89,7 17 73,9 63 82,9 33 86,8 0,443
Presente 3 103 6 26,1 13 17,1 5 132
Vasculite
Ausente 27 93,1 22 95,7 69 90,8 38 100,0 0,267
Presente 2 6,9 1 43 7 9,2 0 0,0
Fibrose superficial
Ausente 27 93,1 22 957 69 90,8 31 81,6 0,253
Presente 2 6,9 1 43 7 9,2 7 184

(*- Associagdo significativa)
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Relativamente a ulceragdo dos tumores, verificou-se que, nos grupos III e IV, as ulceras
apresentavam maior extensao, predominando as tlceras que atingiam a derme em profundidade.

O indice mitotico foi mais acentuado nos tumores pertencentes ao grupo I e II, havendo
uma grande percentagem de lesdes com mais de 5 figuras de mitose, por campo de grande
ampliacdo. No grupo III, predominou um indice mitdtico moderado, com contagens
compreendidas entre 2 e 4 mitoses, por campo de grande ampliagdo, € no grupo IV, observou-se
que, no geral, os tumores apresentavam um indice mitotico reduzido, com contagens que nao
ultrapassavam, na maioria, 1 mitose, por campo de grande ampliagdo.

O estroma era, no geral, escasso, nos grupos I e I, variando entre o escasso € o0 moderado,
nos tumores do grupo III, e tornando-se, maioritariamente, moderado, no grupo IV.

A necrose apresentou-se mais marcada e difusa nos grupos III e IV, sendo,
preferencialmente, nula ou escassa, com localizacdo periférica, nos grupos I e II.

Nos tumores dos grupos III e IV, a presenga de células multinucleadas foi mais evidente,

ndo ultrapassando os 7 e 22%, nos grupos I e II, respectivamente.

e Associagdes entre os grupos histologicos e o infiltrado linfoide por linfocitos T e B:

Pela analise do quadro 7, apresentado seguidamente, ¢ possivel verificar que as diferencas
observadas entre os grupos histologicos, relativamente a presenga de infiltrado inflamatoério
linfoide, foram estatisticamente significativas, tanto ao nivel dos linfocitos T (CD3") como ao
nivel dos linfocitos B (CD79"), tendo sido registados valores de p menores que 0,001 e iguais a

0,002, respectivamente, revelando uma forte associacao.

Quadro 7: Frequéncia relativa e absoluta dos histiocitomas cutineos caninos relativamente a marcagdo por
linfocitos T CD3" e CD79 e respectivas associagdes estatisticas.

Marcador Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
n % n % n % n % p

CD3"*
1 10 100 0 0 0 0 0 0
2 0 0 10 100 2 20 0 0 <0,001*
3 0 0 0 0 8 80 0 0
4 0 0 0 0 0 0 10 100

CD79"
1 9 90 2 20 3 30 0 0
2 1 10 1 10 2 20 3 30 0,002*
3 0 0 7 70 5 50 7 70
4 0 0 0 0 0 0 0 0

(*- Associagdo significativa).
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5 DISCUSSAO

O histiocitoma cutdneo canino ¢ considerado um tumor benigno epiteliotrdpico,
constituido por uma populag¢do celular com origem nas células apresentadoras de antigénio
intraepidérmicas - as células de Langerhans (Affolter ¢ Moore, 2002; Woods et al., 2004). Na
maioria dos casos, surge como uma lesdo solitaria, comum em animais jovens (Moore et al.,
1996; Fulmer e Mauldin, 2007), de forma nodular e que infiltra a derme, tanto superficial,
chegando a jun¢do dermo-epidérmica, como mais profundamente, até a zona subcutanea (Moore
etal., 1996).

A evolucao bioldgica do tumor ¢ caracterizada por um periodo de rapido crescimento,
durante 1-4 semanas, seguido de um processo de regressao espontanea ao longo dos 1-3 meses
seguintes (Baines et al., 2008), processo que ¢ caracterizado por uma infiltragdo de células
inflamatorias, nomeadamente linfécitos, observada no exame citologico ou histopatoldgico
(Fulmer e Mauldin, 2007).

A regressao espontanea representa uma fase da carcinogénese pouco compreendida, onde
se observa a remissdo parcial ou total de uma neoplasia, na auséncia de um tratamento efectivo
(Lowes et al., 1997). Esta descrita em alguns tumores, quer no Homem (Silva et al., 2000;
Printz, 2001; Halliday et al., 2005; Penido et al., 2007), quer nos animais (Burns et al., 1976; Cui
et al., 2003; Drumond et al., 2008), estando, aparentemente, associada a uma resposta imunitaria
eficiente.

Estudos recentes tém demonstrado que a infiltragdo tumoral por linfocitos esta associada
a uma evolugdo favoravel da doenca, nomeadamente em determinados tipos de cancro no
homem, incluindo o melanoma e os carcinomas colorectal, ovarico, cervical, hepatocelular,
urotelial (Lee et al., 2008), mamario, prostatico e renal (Zhang et al., 2003). Nestes tumores,
extensos infiltrados de células inflamatdrias foram correlacionados com uma menor frequéncia
de metastizacdo ganglionar ou recorréncia da doenca e com um maior tempo de sobrevida (Lee
et al., 2008), sendo, deste modo, considerados como um importante indicador de prognéstico
(Tomsova et al., 2007; Leffers et al., 2008). A presenca de um infiltrado intra-tumoral, por
linfocitos, ¢ considerada um reflexo da resposta imunitaria do organismo a presenca da neoplasia
(Leffers et al., 2008).

Ao longo do tempo, tem sido reconhecido que a imunosobrevivéncia tumoral representa
apenas uma pequena dimensdo da complexa relagdo existente entre o sistema imunitario € o

cancro (Dunn et al., 2004).
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Os tecidos tumorais sdo frequentemente invadidos por um infiltrado leucocitéario, sob a
influéncia do sistema imunitario, numa tentativa de rejei¢ao do tumor. Muitas destas células
inflamatorias sdo capazes de destruir as células tumorais ou segregar factores anti-angiogénicos.
No entanto, o infiltrado pode ter, também, um efeito promotor do crescimento tumoral,
produzindo quimiocinas (citocinas quimiotacticas) que atraem os leucdcitos que, por sua vez,
produzem metaloproteinases que dissolvem a matriz extracelular, favorecendo a invasao pelas
células tumorais. As quimiocinas actuam como factores de crescimento tumoral e sdo
angiogénicas, promovendo a formac¢do de neovasos que facilitam a invasdo e metastizagao
tumorais (Mareel e Leroy, 2002). Os mastocitos, eosinofilos e linfocitos T activados podem,
também, contribuir para o desenvolvimento de neoplasias, nomeadamente através da libertacao
de proteases extracelulares, factores pro-angiogénicos e quimiocinas (Coussens e Werb, 2002).

Actualmente, a relacdo entre a inflamacdo, o sistema imunitario inato ou inespecifico € o
cancro, ¢ globalmente aceite, no entanto, muitos dos mecanismos moleculares e celulares que
medeiam esta relagcdo, permanecem desconhecidos e dificeis de explicar.

A nivel experimental, os animais podem adquirir proteccdo contra determinado tipo de
neoplasias e o tratamento através da imunoterapia pode causar a regressdo tumoral,
direccionando o sistema imunitario para eliminar, especificamente, as células tumorais que
expressam determinados antigénios. Observagdes semelhantes podem constituir uma nova
esperanca na melhoria dos tratamentos contra o cancro (Jones et al., 1997).

No nosso trabalho, os 166 histiocitomas cutaneos caninos foram classificados em 4
grupos histolégicos, dependendo da quantidade relativa e do padrao de distribuicao dos linfocitos
no tumor, numa tentativa de estabelecer uma escala de regressao tumoral.

As diferentes variaveis estudadas, clinicas e histologicas, foram avaliadas em cada um
dos grupos, na tentativa de as relacionar com o processo de regressao.

No estudo efectuado, ndo parece existir qualquer tipo de relagdo entre as caracteristicas
clinicas observadas e o processo regressivo, como referido por Cockerell e Slauson (1979).

Dos 166 histiocitomas, a maioria foi observada no sexo masculino (51,5%). No entanto,
apesar de ter sido mais frequente nos machos, ndo parece existir predisposi¢cao sexual para o
desenvolvimento deste tipo de neoplasia. Taylor e seus colaboradores (1969) estudaram 226
HCC, dos quais, 151 ocorreram em machos ¢ 75 em fémeas (Taylor et al., 1969). Cockerell e
Slauson (1979) observaram 54 histiocitomas em machos, num total de 93 HCC. Num estudo
efectuado por Kaim e colaboradores, dos 30 HCC avaliados, 15 ocorreram em machos (Kaim et

al., 2006).
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A faixa etaria mais afectada pelo HCC foi marcadamente diferente da observada noutro
tipo de neoplasia benigna (Taylor et al., 1969). A maioria dos animais tinha menos de 4 anos de
idade, mostrando uma maior prevaléncia do tumor em animais mais jovens. No entanto, este tipo
de neoplasia parece ocorrer em animais de qualquer idade, j4 que, no nosso estudo, estavam
afectados animais com idades compreendidas entre os 2 meses ¢ os 13 anos, tendo sido
observados 27 animais com idade igual ou superior a 4 anos. Dados concordantes foram obtidos
por outros autores (Taylor et al., 1969; Cockerell e Slauson, 1979; Moore et al., 1996; Kaim et
al., 20006).

A maioria dos tumores em estudo pertencia a animais de racga pura. A distribui¢do racica
foi bastante varidvel, observando-se um predominio dos animais de raga Boxer, Cocker Spaniel,
Rottweiler e Retriever do Labrador. Outros autores sugerem, também, uma aparente
predisposi¢do em determinadas ragas, nomeadamente no Boxer e no Dachshund (Taylor et al.,
1969; Scott et al., 2001; Wellman, 2007), no Cocker Spaniel, Dogue Alemao, Pastor de Shetland
(Scott et al., 2001; Wellman, 2007), Pastor Alemao, Bull Terrier, Rottweiler, Shar Pei, Retriever
do Labrador (Scott et al., 2001), Caniche e Bulldog Inglés (Woods et al., 2004). Fulmer ¢
Mauldin (2007) referem a existéncia de uma predisposi¢do nos animais braquicéfalos como o
Boxer e o Bulldog.

Apesar da concordancia observada entre os dados obtidos no nosso estudo e os dados dos
autores referidos anteriormente, ¢ importante salientar que a existéncia de uma predileccdo por
determinadas racas, tornando-as mais frequentemente requeridas pelos proprietarios,
nomeadamente, em determinadas regides do pais, podera ter tido uma forte influéncia nos
resultados obtidos.

Pelo facto de ter sido observada uma maior ocorréncia do HCC nos animais de raga pura,
ndo serd correcto deduzir com firmeza que existe uma predisposicdo destes animais para o
desenvolvimento da doenca, apesar das referéncias citadas indicarem uma predisposicdo em
determinadas ragas. Os animais de raga pura poderao ser alvo de maior preocupacao e dedicagao
por parte da maioria dos proprietarios e, muitos destes, ainda mantém a concepcdo de que os
animais de raca indeterminada sdo “mais fortes”, resistindo mais facilmente a todo o tipo de
doenga.

A sobrevalorizagdo economica observada, relativamente aos animais de raga pura, pode
também constituir um importante factor condicionante, assim como a possibilidade de se
poderem vir a tornar importantes exemplares ao nivel da reprodugdo, participacdo em

campeonatos ou exposi¢des caninas. Assim, o aparecimento de um nddulo cutdneo num animal
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de raga pura ¢ normalmente interpretado de forma distinta, constituindo um alerta para os
proprietarios.

No nosso estudo, a ragca mais frequentemente afectada foi a Boxer, podendo indicar uma
possivel predisposicao racica. No entanto, estes animais sdo, muitas vezes, distinguidos como
propensos ao desenvolvimento de outras neoplasias cutdneas mais agressivas, como o
mastocitoma ou o melanoma cutaneo (Ettinger e Feldman, 2005), e qualquer desenvolvimento
nodular na pele pode constituir motivo de preocupag¢do. Por outro lado, ¢ uma raga
caracteristicamente de pélo muito curto, o que facilita a visualizag¢do das lesdes.

Neste trabalho, o tamanho médio do tumor foi de 1,4 c¢m, variando entre 0,4 € 3 cm.
Apenas 15,6% dos tumores apresentavam um diametro maior ou igual a 2 cm. Outros autores
referem tamanhos muito semelhantes, nomeadamente histiocitomas com didmetros
compreendidos entre 0,5 ¢ 4 cm (Jubb et al., 2007), geralmente menores que 2,5 cm (Gross et
al., 2005) ou menores que 3 cm (Ribson et al., 2007), estando concordantes com os dados por
nods obtidos.

A localizagdo do HCC apresentou alguma variagdo de animal para animal, mas, na sua
grande maioria, a lesdo estava localizada na cabeca, principalmente ao nivel do pavilhao
auricular, e nos membros, principalmente nas extremidades distais. Kaim e seus colaboradores
(2006) referem, também, estas duas localizagdes como as areas mais frequentemente afectadas
por este tipo de neoplasia (Kaim et al., 2006). Num estudo efectuado por Taylor e colaboradores
(1969), dos 520 HCC avaliados, 152 estavam localizados na cabega, ¢ destes, cerca de metade,
estava localizada ao nivel do pavilhdo auricular (Taylor et al., 1969). A maioria dos autores
refere a cabeca (sobretudo o pavilhao auricular), os membros € o pesco¢o como os locais
preferencialmente afectados, podendo, no entanto, desenvolver-se em qualquer parte do corpo
(Scott et al., 2001; Woods et al., 2004; Gross et al., 2005; Jubb et al., 2007; Ribson et al., 2007).

As areas supracitadas apresentam diferentes caracteristicas e susceptibilidades
relativamente as areas menos afectadas pelo HCC, podendo actuar como factores condicionantes
do desenvolvimento do tumor. Sdo é4reas frequentemente expostas aos raios solares, dada a sua
localiza¢do mais dorsal. A radiacdo ultravioleta (UV) tem variadissimos efeitos ao nivel da pele.
Um dos principais efeitos, predominantemente causados pela radiagdo UVB (280-315 nm), ¢ a
supressdo da imunidade celular (Kolgen et al., 2003). Com a imunossupressao, observada apenas
a nivel local e ndo sistémico (Kolgen et al., 2003), ocorre o desaparecimento de células
apresentadoras de antigénio, como as células de Langerhans (Kolgen et al., 2002). A disfungao

local observada pode resultar, assim, de uma apresentagdo antigénica incorrecta, inapropriada ou
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ineficiente, podendo actuar como um factor favorecedor do desenvolvimento de neoplasias,
nomeadamente do HCC. Aberer e colaboradores (1981) sugerem, também, uma maior
probabilidade de ocorrer transformac¢do maligna na epiderme exposta cronicamente a radiacao
UV, em comparagdo com a da pele protegida da luz solar (Aberer et al., 1981).

As extremidades distais dos membros e os pavilhdes auriculares sdo areas frequentemente
afectadas por ectoparasitas, nomeadamente carragas, ¢ a cabeca € 0 pescoco sdo vulneraveis a
picada de insectos. Estes parasitas podem, com as suas picadas, desencadear processos
inflamatorios cutaneos que, mais uma vez, podem estar na génese deste tipo de neoplasia. No
entanto, Taylor e colaboradores (1969) sugerem que o HCC podera representar um tipo peculiar
de inflamagao uma vez que, apesar dos esfor¢os efectuados na tentativa de por em evidéncia um
agente etiologico, nomeadamente através de técnicas de isolamento de virus, exames
histolégicos para visualizagdo de fungos ou bactérias e inoculagdo de animais com as células
tumorais, nenhum agente infeccioso e/ou oncogénico tera sido detectado (Taylor et al., 1969).

A propria espessura da pele pode ser uma condicionante para a maior ou menor
vulnerabilidade da pele a alteragdes de natureza oncoldgica, em determinadas localizagdes
anatomicas. No geral, a pele do c@o ¢ bastante delgada, variando de 0,1 a 0,5 mm de espessura.
A epiderme mais espessa ¢ encontrada nas almofadinhas plantares e no plano nasal, onde pode
medir até 1,5 mm (Scott et al., 2001). E de notar que, os HCC em estudo, se desenvolveram
sobretudo em zonas de pele cuja epiderme ¢ considerada mais espessa, nomeadamente na
cabega, pescogo e extremidades distais. Pelo contrario, ao nivel do abdémen e nas zonas axilar e
inguinal, que sdo zonas de pele mais fina, notou-se uma menor ocorréncia da lesdo,
desenvolvendo-se apenas 11 HCC no abdomen e 4 na axila.

No nosso trabalho, foram observadas associagdes estatisticamente significativas entre os
grupos histolégicos e algumas variaveis histoldgicas, nomeadamente a ulceragdo (p=0,023), o
indice mitdtico (p=<0,001), o estroma (p=<0,001), a quantidade (p=<0,001) e localizagdo da
necrose (p=<0,001) e a presenga de células multinucleadas (p=<0,001). As diferencas observadas
entre os grupos tumorais permitiram-nos sugerir que as varidveis histologicas mencionadas
poderao estar envolvidas no processo de regressao do HCC.

A ulceracéo foi observada num grande niimero de tumores, e, tal como foi constatado
por Cockerell e Slauson (1979), estava presente em todos os grupos histoldgicos. No entanto, do
grupo I ao grupo IV, foi observado um aumento da frequéncia de tumores ulcerados. No grupo I,
uma grande percentagem dos tumores apresentava-se ulcerado mas a ulcera era geralmente de

pequenas dimensodes, sendo visivel apenas ao microscopio. No grupo IV, metade dos HCC
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apresentava ja uma ulcera de grandes dimensdes e que atingia a epiderme de revestimento do
tumor, em toda a sua area. Neste grupo, praticamente todos os tumores estavam ulcerados com
excep¢do de 3 HCC. Num estudo efectuado por Kaim e colaboradores (2006), todos os
histiocitomas do grupo IV apresentavam uma tlcera de grau variavel (Kaim et al., 2006).

O aumento na percentagem de tumores ulcerados e na extensdo da ulcera, observado com
o aumento do grupo histologico, ou seja, com o infiltrado linfoéide, parece sugerir que a ulceragao
podera ser uma ocorréncia precoce no processo de regressio do HCC. E de realcar que, na
periferia das regides ulceradas, ocorria um decréscimo no niimero de camadas epidérmicas, com
consequente diminuicdo da espessura dos estratos germinativo e espinhoso. Desta forma, a
ulceracdo devera ter origem aparente na destrui¢do das camadas epidérmicas mais internas, € nao
por uma erosdo, processo que normalmente ¢ observado anteriormente a ulceragdo. O facto de
existirem tumores ndo ulcerados, no grupo IV, parece indicar que, numa fase final, podera
ocorrer um processo de regeneragdo, surgindo uma epiderme com normal constituigdo e
organizac¢ao histologica ou com diminuicao do nimero de camadas celulares.

Num grande ntimero de trabalhos, ¢ feita referéncia a um moderado (Gross et al., 2005)
ou elevado indice mitético presentes no HCC (Scott et al., 2001; Woods et al., 2004; Ribson et
al., 2007). Jubb e colaboradores (2007) fazem referéncia a um indice mitdtico variavel, mas
numeroso, na grande maioria dos tumores, com mais de 10-15 mitoses observadas, por campo de
grande ampliacdo (Jubb et al., 2007).

No nosso trabalho, o indice mitdtico estava compreendido entre 0 e 19 mitoses, por
campo de grande ampliacdo, sendo, em mais de metade dos tumores do grupo I, igual ou maior
que 5 mitoses e, na maioria dos tumores do grupo IV, menor que 2 mitoses, por campo de grande
ampliacdo. No geral, era maior nos tumores do grupo I e II, decrescia no grupo III, sendo menor
que 2, na grande maioria dos histiocitomas do grupo IV, sugerindo um decréscimo do numero de
mitoses nos histiocitomas em regressdao. Num trabalho realizado por Taylor e colaboradores
(1969), foi observado um indice mitotico compreendido entre 2,4 e 8,7, com uma média de 5,5
figuras de mitose (Taylor et al., 1969). Cockerell e Slauson (1979) referem um indice mitotico
compreendido entre 2 e 5 mitoses, por campo de grande amplia¢do, nos tumores do grupo I.

O facto de este parametro apresentar diferencas significativas entre os grupos histologicos
avaliados, parece indicar que, na regressao tumoral, existira um decréscimo na proliferacao
celular. Este processo de decréscimo do indice proliferativo poderd conferir ao tumor a

capacidade de terminar o processo de diferenciagdo celular, regredindo posteriormente.
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A quantidade de estroma tumoral sofreu um acréscimo do grupo I ao grupo IV, tendo
revelado uma associagdo estatisticamente significativa com o grupo histoldégico. No grupo I,
todos os tumores apresentavam um estroma escasso, no entanto, com o aumento do infiltrado
inflamatorio linféide, era observado, também, um aumento na quantidade de estroma entre as
células inflamatorias, tendo sido observado, na maioria dos tumores do grupo IV, um estroma
moderado. Kaim e colaboradores (2006) referem a existéncia de grandes quantidades de tecido
conjuntivo nos tumores classificados como grupo IV (Kaim et al., 2006). Estes resultados
sugerem que, ao longo da resolucdo do processo, ou seja, ao longo da regressao tumoral, o tecido
neoplasico vai sendo progressivamente substituido por areas de tecido de granulacdo, ocorrendo
como que um processo de cicatrizacao da lesao.

Consoante o grupo histologico avaliado, foram observadas diferencas relativamente a
quantidade e localizagdo da necrose intratumoral. Foi observada uma maior quantidade de
necrose nos grupos II e 11, tendo-se destacado o grupo III como o grupo com maior quantidade
de necrose. Nos grupos I e IV, foi observado um maior nimero de tumores sem necrose
associada, que, quando existia, era, na sua grande maioria, escassa ou ausente. Desta forma,
parece existir uma relagdo entre a regressao do tumor e a necrose intratumoral, observando-se
um aumento na sua quantidade com o grupo histologico, observagdes, essas, concordantes com
Cockerell e Slauson (1979). A auséncia de necrose no grupo IV poderd ser explicada pela
resolu¢do do processo, com um aumento do infiltrado linféide, num estroma moderado e, por
vezes, areas de tecido fibroso.

Em relacdo ao padrio de distribuicdo da necrose, existiram, também, diferengas
significativas entre os grupos histologicos. Do grupo I ao grupo IV, observou-se um padrdo de
distribuicdo progressivo, desde uma localizacdo mais periférica, nos grupos I e II, a uma
localizagao mais difusa, atingindo o centro do tumor, nos grupos III e IV. Mais uma vez se
constata que a morte celular, por necrose, podera constituir um dos fendmenos relacionados com
o processo de regressao do HCC.

Do grupo I ao grupo IV, foi observado um aumento no numero de células
multinucleadas, estando, no geral, ausentes no grupo I e presentes na maioria dos tumores do
grupo IV. Cockerell e Slauson (1979) encontraram também uma maior frequéncia de tumores
com cé¢lulas multinucleadas entre os tumores do grupo IV, estando concordantes com os
resultados por nos obtidos. Dados como estes sugerem uma associagdo estatisticamente

significativa entre o grupo histologico e a presenga de células multinucleadas.
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Um dos objectivos deste estudo foi o de tentar obter alguma informagdo acerca dos
mecanismos implicados na resposta imunitaria anti-tumoral no HCC em regressao.

No nosso estudo, os linfocitos B e T ndo podem ser correctamente diferenciados usando a
coloragdo de HE. Como os linfocitos activados e os histidcitos podem apresentar uma imagem
semelhante, ¢ dada preferéncia ao uso de anticorpos para a caracterizagdo do infiltrado
mononuclear (Mueller et al., 2002).

Para identificar a presenga de linfocitos T, foi utilizado o anticorpo policlonal anti-CD3.
O CD3 ¢ um complexo de proteinas presente em todas as células T e tem como funcdo
primordial actuar como transdutor de sinal (Tizard, 2000). No nosso estudo, existiu associagdo
estatisticamente significativa entre o grupo histologico e o infiltrado inflamatorio por células T
(p<0,001). A medida que aumentava o infiltrado linféide total, ou seja, o grupo histologico,
existia um acréscimo do numero de linfocitos T que se localizavam na base dos tumores dos
grupos I e II, atingiam o centro dos tumores do grupo IIl e mesmo a epiderme, nos tumores do
grupo IV.

A possivel intervengao dos linfocitos B na regressdo do histiocitoma foi estudada, neste
trabalho, através da sua identificacdo pelo método de imunohistoquimica, usando o anticorpo
monoclonal anti-CD79. Existiu associagdo estatisticamente significativa entre a densidade
relativa e distribuicdo de linfocitos B e o grupo tumoral, ou seja, a quantidade de linfocitos totais
(p<0,001). Apesar do aumento de linfécitos, que ocorreu na regressdo tumoral, ser
principalmente devido aos linfécitos T, parece existir uma intervencdo dos linfocitos B na
dindmica da regressao.

Moore e colaboradores (1996) referem que a regressio no HCC ¢ mediada,
maioritariamente, por células T, estando concordantes com os resultados por nds obtidos.
Trabalhos adicionais permitiram-lhes concluir que as células T, presentes nos histiocitomas em
estudo, podiam ser subdivididas em células T CD4" (T helper cells) e células T CD8" (T
cytotoxic cells), tendo sido observada uma dominancia das células T CDS8" relativamente as
células T CD4" (Moore et al., 1996).

Num trabalho realizado por Kaim e colaboradores (2006), foi igualmente realizada a
quantificagdo imunohistoquimica do infiltrado linféide associado ao HCC. Nela foi demonstrado
um progressivo aumento de células CD3" (células T), CD21" (células B), CD4" (T helper cells) e
CDS8" (T cytotoxic cells) com o processo regressivo. A dominancia de linfécitos T CDS8", referida

por Moore, ndo foi confirmada para todos os grupos histolégicos, tendo sido observada, no grupo
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I, uma dominancia de linfocitos T CD4", relativamente aos linfocitos T CD8", cujo predominio
apenas foi observado nos histiocitomas dos restantes grupos (Kaim et al., 2006).

As células T CD4" sdo conhecidas por iniciar uma resposta imunitaria anti-tumoral,
nomeadamente através da libertagdo de citocinas (Kaim et al., 2006). Quando os linfocitos T
CD4" se ligam aos antigénios estranhos apresentados pelas células dendriticas ou pelos
macrofagos, libertam citocinas que atraem leucdcitos para a zona lesionada (Mcgavin e Zachary,
2007) influenciando, também, a funcao de outras células do sistema imunitario, nomeadamente
outras células T, células B, macrofagos e células NK (natural killer) (Kumar et al., 2005).

A grande proporcio de células CD8", nos histiocitomas em regressdo, podera resultar de
uma participacdo inicial de células T helper. Kaim e colaboradores (2006) observaram, através
da deteccdo do acido ribonucleico mensageiro (ARNm), pela técnica de PCR (polymerase chain
reaction), que, no HCC, com o progressivo aumento de infiltrado linfoide, do grupo I ao grupo
IV, ocorria um aumento na expressdo de citocinas, nomeadamente interleucina-2 (IL-2),
interferao-gamma (IFN-y), TNF-a, IL-10 e TGF-B (transforming growth factor-beta) (Kaim et
al., 2006). Estudos clinicos propdem que este grupo de citocinas podera contribuir para o
desenvolvimento de respostas anti-tumorais, actuando como uma protec¢ao contra o crescimento
de tumores, em parte, gracas a uma possivel rejei¢do imunomediada das neoplasias (Wrann et
al., 1987; Topalian et al., 1988; Qin ¢ Blankenstein, 1995; Berman et al., 1996; Zheng et al.,
1996; Bellone et al., 1999; Rosenberg, 2001; Tkeda et al., 2002; Scott et al., 2003; Dunn et al.,
2004; Mocellin et al., 2005). Estas citocinas sdo produzidas por um grande numero de
neoplasias, no entanto, o significado biologico da sua producao continua por esclarecer. Estudos
adicionais, direccionados para a investigacao do seu papel anti-tumoral, seriam interessantes, de
forma a contribuir para o esclarecimento do desenvolvimento de uma resposta imunitdria
efectiva, mediada, em parte, por determinado grupo de citocinas.

Os linfocitos B s3o células especializadas na produgdo de anticorpos. Podem ser
activados por um mecanismo independente das células T ou dependente das células T. No
primeiro, estdo envolvidos antigénios com epitopos repetidos, nomeadamente polissacarideos,
que se ligam as imunoglobulinas das células B, promovendo a sua proliferacdo e diferenciagao.
O reconhecimento antigénico ¢ feito através da imunoglobulina M (IgM) e da imunoglobulina D
(IgD), presentes na superficie celular dos linfocitos B, e que actuam como receptores dos
antigénios livres (Kumar et al., 2005). No segundo, as células B reconhecem o antigénio
indirectamente. O antigénio ¢ apresentado a célula T, envolvendo, provavelmente, outras

moléculas como MHC classe II, que ¢ activada, libertando factores de crescimento para as
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células B e mediando a sua divisdo e transformacdo para células de memoéria ou a sua
diferenciagdo para plasmocitos. Desta forma, apdés uma estimulagdo antigénica apropriada e
posterior sinalizagdo por parte das células T, os linfocitos B diferenciam-se, nos tecidos, em
plasmocitos, responsaveis pela secrecdo de imunoglobulinas no ambiente circundante (Jones et
al., 1997), sendo estas consideradas os mediadores da imunidade humoral (Kumar et al., 2005).
As células dendriticas interagem, assim, com as células B, de uma forma indirecta, através dos
linfocitos T, o que devera justificar a associagdo estatistica encontrada, no nosso trabalho, entre a
densidade relativa de linfocitos T e B.

A forte capacidade das células dendriticas em estimular as células T deverd depender da
fase de activagdo das células de Langerhans. Baines e colaboradores (2008) pdem a hipdtese das
células tumorais do HCC apresentarem um estado de maturidade mais desenvolvido do que as
células de Langerhans epidérmicas imaturas (Baines et al., 2008). As células do HCC sofrem
uma maturagdo intralesional e apresentam, posteriormente, os antigénios tumorais aos linfocitos,
mediando a sua propria destrui¢ao (Baines et al., 2008). A hipdtese da maturagdo das células
tumorais do histiocitoma ¢ também proposta por Moore et al. (1996), baseado na observagido da
imunorreactividade para a integrina -1 (VLA-4) em alguns histiocitomas.

Estudos realizados noutro tipo de tumores tém revelado uma associagdo forte entre o
infiltrado inflamatorio linféide e a regressdao tumoral. O melanoma, o carcinoma das células
basais (CCB), e o queratoacantoma, em regressao, sdo neoplasias frequentemente associadas a
um infiltrado abundante de células T activadas, nomeadamente, células CD4" (Lowes et al.,
1997; Halliday et al., 2005). No melanoma, as células T CD4" sdo responsabilizadas pelo
processo de regressao, através da secre¢dao de determinadas citocinas (IL-2 e TNF-B) (Lowes et
al., 1997; Printz, 2001). No CCB ¢ observado um predominio de células T no infiltrado celular,
sugerindo uma defesa imunitaria mediada por linfocitos T, contra a proliferacdo do CCB (Habets
et al., 1988). Os linfocitos provocam, nestes casos, um fraccionamento da populagdo de células
tumorais, sugerindo uma destruicdo tumoral por parte das células T (Printz, 2001). Dados
semelhantes parecem indicar uma contribuicdo dos linfécitos T no processo de regressdo
tumoral, ndo s6 no HCC, mas, também, noutro tipo de neoplasias, incluindo neoplasias malignas.

Dados adquiridos ao longo dos tempos, t€ém sugerido uma base celular na sobrevivéncia
imunitaria contra as neoplasias e demonstraram que os linfécitos, tanto do sistema imunitario
inato como adquirido, tém capacidade para prevenir o desenvolvimento tumoral (Dunn et al.,

2004).

42




Contributo para o Estudo do Processo de Regressdo do Histiocitoma Cutdaneo Canino

A imunosobrevivéncia tumoral parece ser um processo multivariado no qual as respostas
do sistema imunitario sdo influenciadas por um grande ntimero de factores, nomeadamente a
origem das células tumorais, a transformacgao tumoral, a localizagdo anatomica, a produgdo de
citocinas e a imunogenicidade inerente ao hospedeiro. Seria necessario estudar os efeitos de tao
variados componentes imunitarios, envolvidos no desenvolvimento tumoral, empregando
diferentes modelos, induzidos quimicamente ou espontaneos, de forma a determinar se a resposta
imunitaria, concebida para eliminar o tumor, ¢ globalmente semelhante ou localmente distinta.

A grande frequéncia do HCC, observada entre a populag¢do canina, leva muitos autores a
considerar o cdo como um interessante modelo na compreensdo das desordens proliferativas,
com origem nas c¢lulas de Langerhans, no entanto, outros estudos serdo necessarios de forma a

determinar, com maior detalhe, o papel de tdo variada populagdo celular na regressao tumoral.
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6 CONCLUSAO

Na série de neoplasias estudada podemos concluir que o histiocitoma cutaneo canino ¢é
um tumor cutineo solitario, frequentemente observado em animais jovens, de varias ragas e cuja
localizacdo preferencial € a cabeca e as extremidades distais.

As caracteristicas apresentadas revelam que o HCC ¢ um tumor benigno, que, apesar de
ser bastante proliferativo, ndo apresenta um fendtipo invasor. As células tumorais apresentam,
também, caracteristicas benignas, nomeadamente alto grau de diferenciagdo, moderado
pleomorfismo, relacdo nucleo-citoplasma baixa, geralmente um unico nucléolo, sendo, na
maioria das vezes, pouco proeminente.

A regressdo tumoral parece ser a evolucdo mais provavel do HCC, onde vao actuar um
conjunto de mecanismos que, isoladamente, ndo justificam a regressdo, mas que, em conjunto,
contribuem para a destrui¢do das células neopléasicas. Tais mecanismos compreendem a
ulceracdo, a necrose, o indice mitdtico, o estroma tumoral e a presenga de células
multinucleadas. A tipica regressdo do HCC, observada neste estudo, estd, também, associada a
uma resposta imunitaria de células inflamatdrias, nomeadamente linfocitos B e T, estando os
ultimos em maior quantidade. Os linfocitos apresentam-se, inicialmente, na periferia basolateral,
com invasdo subsequente do restante tumor. Os tumores com maior quantidade de tecido
linfoide, ou seja, com maior evolu¢do no processo de regressdo, apresentam ulceras de maior
tamanho, areas de maior quantidade e extensdo de necrose, menor indice mitdtico, estroma mais
moderado e maior quantidade de células multinucleadas.

As células do histiocitoma, parecem, desta forma, regular o seu proprio destino, através
da mediacao de varios mecanismos que vao estimular a destruicdo celular, onde a infiltracdo por
linfécitos e a morte celular parecem ser fendmenos intervenientes no processo de regressao

neoplésica.
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