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RESUMO

O tumor 6sseo de células gigantes apresenta 3 diferentes tipos celulares, sendo duas
estromais: fibroblastos neoplasicos e células mononucleares; e o terceiro tipo, células
gigantes. Propds-se que este tumor € de linhagem mondcito-macrofagica e acredita-se
que as células gigantes se formam por fusdo de células mononucleares. Aparentemente
os fibroblastos neoplasicos que expressam o fator transformador de crescimento TGFf1
estdo envolvidos no recrutamento das células gigantes para o tumor. Com o intuito de
compreender melhor a histogénese, o envolvimento do estrégeno e a expressao de
receptores TGFB1, foi realizado este estudo em casos deste tumor em gatos
domésticos. Para tanto foi utilizado o método imuno-enzimético Streptoavidina-biotina
utilizando-se o anticorpo primario anti-vimentina, clone 3B4 (Dako A/s, Denmark); o
anticorpo marcador de macrofago, MAC387 (Dako A/s, Denmark); o anticorpo para
receptores de estrogeno, clone 15D (Dako A/s, Denmark) e o anticorpo marcador para
TGFB1 (Santa Cruz Biotechnology). Os resultados foram analisados pela porcentagem
e desvio padrao de células marcadas para cada anticorpo e permitiram concluir que: o
TOCG de gatos domésticos, assim como em humanos, tem origem mesenquimal e
expressa receptores de estrogeno e de TGFB1 e as células gigantes do tumor nao

reagem com o clone 387, marcador de células de linhagem mielomonocitica.

Palavras-chave: tumor 6sseo, célula gigante, receptor de estrogeno, TGFf+, vimentina,

macrofago, gato.
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ABSTRACT

Giant cell tumor of bone are composed of 3 different cell types: round mononuclear
stromal cells, spindle-shaped mononuclear stromal cells, and giant cells. Some authors
assert giant cell could arise by fusion of mononuclear cell mielomonocytic. Aparently
neoplasic fibroblast that expression TGF[ is involved in the recruitment of giant cells
from tumor. For better understand of histogenesis, the involved of receptors estrogen
and of expression of TGFB receptors, achieved this study in this cases tumor in
domestics cats. By using the immune-enzymatic Streptoavidin- biotin using the primary
antibody anti-vimentin, clone VIM 3B4 (Dako A/s, Denmark); antibody myeloid/histocyte
clone MAC 387 (Dako A/s, Denmark); antibody estrogen receptor clone 1D5 (Dako A/s,
Denmark) and the antibody TGFB1 (Santa Cruz Biotechnology). The results analyzed for
percent and standara deviation of marks cells for each antibody and permissive to come
to a conclusion: the GCT of bone in domestic cats, like humans, has mesenchymal
origin and has expression of estrogen receptors and of TGFJ, and giants cells this tumor

not react with the clone 387, mark the cells myeloidmonocyte lineage.

Keywords: bone tumor, giant cell, estrogen receptor, TGFB4, vimentin, macrophage,
cat.
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1. INTRODUCAO

Tumor é uma neoformagcdo de células indiferenciadas que proliferam
descontroladamente e ndo possuem arranjo estrutural ordenado, formando assim, uma
massa anormal de tecido cujo crescimento descoordenado excede o do tecido normal e
nao realiza nenhuma fungao util ao hospedeiro.

A interac&do tumor-hospedeiro pode determinar a resposta imune contra o tumor.
Experimentos com tumores humanos sugerem que as interacdes entre as células do
tumor com as do hospedeiro podem ter efeitos estimulatérios ou inibitdérios na
imunidade antitumor, em decorréncia da composicdo heterogénea das células
infiltradas (linfocitos, mondcitos, eosindfilos) e das suas diferentes interacbes com as
células do tumor, com significancia prognostica variavel.

O tumor 6sseo de células gigantes (TOCG) é uma neoplasia 6ssea complexa, pois
apresenta um padréao biolégico agressivo e imprevisivel. Em humanos corresponde a
5% de todas as neoplasias 6sseas. Na China representa 20% das neoplasias ésseas
diagnosticadas.

O TOCG é uma neoplasia primaria, rara em animais domésticos, que se localiza
principalmente na epifise de ossos longos podendo, em alguns casos, estender-se para
os tecidos moles circunvizinhos. Histologicamente é formado por células gigantes,
células mononucleares ovoéides e um estroma de fibroblastos neoplasicos com fibras de
colageno, da mesma forma que o descrito no tumor humano.

No TOCG em humanos, tal como nos animais domésticos, a histogénese nao esta
definida e os poucos estudos sobre ela dificultam seu entendimento e abordagem
terapéutica.

O tumor de células gigantes em gatos domésticos tem sido diagnosticado na
rotina do Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterindrias — UNESP — Céampus de Jaboticabal. Na literatura sdo escassas as

informagdes sobre esta neoplasia em animais domésticos.



14

2. OBJETIVOS

Avaliar se o TOCG de gatos domésticos tem a mesma histogénese mesenquimal
do tumor humano.
Avaliar se as células gigantes multinucleadas poderiam ser células de origem
macrofagica.
Avaliar a expressao de receptores de estrogeno e do fator de crescimento
transformado (TGFB+) no TOCG.



15

3. REVISAO DE LITERATURA

Canceres sao doengas caracterizadas pelo acumulo progressivo de muta¢ées no
genoma das células transformadas (CHAMMAS, 1999), e o crescimento destas €
determinado, em grande parte, pela capacidade proliferativa de invadirem os tecidos do
hospedeiro e deslocarem-se para sitios distantes (ABBAS et al., 2004).

O tumor 6sseo de células gigantes (TOCG) é assim denominado por conter uma
profusdo de células gigantes do tipo osteoclastico, dando origem ao sinénimo
osteoclastoma (COTRAN, 2000).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude e a Classificacdo histologica
internacional dos tumores dos animais domésticos (SLAYTER et al. , 1994) o tumor de
células gigantes é bem vascularizado, possui células mononucleares e células
multinucleadas. A histogénese e natureza deste tumor sdo incertas (ZHENG et al.,
2001; THOMPSON & POOL, 2002).

O primeiro caso relatado deste tumor foi em 1818, mas somente em 1940 foi
formalmente definido como tumor 6sseo de células gigantes (REFAI et al., 2008)

O TOCG de humanos pode apresentar coloracdo marrom—avermelhada ou
acinzentada, consisténcia friavel e com areas de tecido fibroso. Apresenta uma densa
populacdo de células arredondadas mononucleares estromaticas e muitas células
multinucleadas com nucleos semelhantes aos das células mononucleares. O TOCG
ainda é um enigma por se comportar, as vezes, como um tumor benigno verdadeiro e
outras como um tumor maligno, j& que ora mostra crescimento contido e local e ora
apresenta crescimento rapido, expansivo, com fraturas patoldgicas e sintomatologia,
como a dor caracteristica provocada por microfraturas, dificultando a decisdo do melhor
tratamento, que atualmente é o cirargico (SCHWARTZ, 1998).

Aspectos histolégicos semelhantes entre as células gigantes multinucleadas e as
outras células que compde o TOCG de humanos e animais foram descritos
(FERRERAS et al., 2005).

O TOCG é uma neoplasia rara em animais domeésticos (PALMER, 1993; WALSH
& RHODES, 1995; THOMPSON & POOL, 2002), e quando diagnosticada costuma ser
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encontrada em epifises de ossos longos e tubulares, podendo se estender até os
tecidos moles adjacentes (DENIS,1997). Ha um relato em arara vermelha, com
localizagdo em diafise e metafise proximal da escapula (AMANN et al., 2007). Poucos
sdo os casos relatados em gatos, e quando descritos sdo localizados no fémur
(HOWARD & KENYON, 1967 citado por NEGRIN et al.,, 2006)), ulna (POPP &
SIMPSON, 1976 citado por BENNETT & DUFF, 1983), radio (CROCKER, 1919 citado
por WALSH & RHODES, 1995) e tibia (MCCLELLAND, 1941 citado por FERRERAS et
al., 2005).

A gradacao histologica do TOCG, empregada por alguns patologistas humanos,
baseia-se principalmente no grau de pleomorfismo e quantidade de figuras de mitose
das células mononucleares e células alongadas do estroma, classificando em tumor
benigno de grau |, Il e lll; sendo que o Il normalmente comporta-se como um tumor
maligno e pode metastatizar. Porém esta classificacdo ainda nao teve significancia
prognostica confirmada, nem mesmo na medicina humana (LAUSTEN et al.,1996;
LOECHEL et. al, 1998). A variacao histolégica ndo pode ser correlacionada com um
prognostico especifico (WITHROW & MacEWEN, 1996), diante de uma apresentacao
maligna ou benigna do tumor (SCHWARTZ, 1998). Provavelmente este comportamento
deve-se a propensao deste tumor em provocar recidivas locais agressivas que podem
desenvolver metastases pulmonares (CAl et al., 2007). As recidivas locais e as
metastases podem estar diretamente associadas com a destruicdo 6ssea provocada
pelas células gigantes reativas deste tumor segundo ZHENG et al. (1994).

Duas teorias sobre a origem do TOCG tém sido propostas. A primeira descreve
este tumor como sendo de origem neoplasica, inflamatéria ou traumatica (COLEY &
BRADLEY, 1949, JAFFE, 1994). Uma segunda teoria propde que o TOCG origina-se do
tecido conjuntivo da medula éssea (GIBBONS et al., 2000).

Outras hipoteses foram relatadas sobre o prognostico deste tumor. Uma diz tratar-
se de um tumor maligno que ndo se metastiza e, a mais aceita, classifica 0 TOCG como
um tumor verdadeiro, usualmente benigno que pode ter comportamento agressivo
(BULLOCK & VERNON, 1957).

Prop6s-se que este tumor em humanos tem uma linhagem mondcito-macrofagica

e acredita-se que as células gigantes se formam por fusdo de células mononucleares
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(BURMESTER et al.,, 1983). Porém a histogénese destes tipos celulares ainda é
controversa. As células gigantes podem ter origem na fusdo de células mononucleares
indiferenciadas do estroma, sendo estas possivelmente originarias de células da
medula 6ssea de linhagem histiocitaria (ROESSNER et al., 1984; CAl et al., 2007), ou
de células precursoras de osteoclastos (LEU et al., 1989), ou de células conjuntivas da
medula 6ssea (SAKAGURI et al.,, 1992), ou de linhagem mondcito-macrofagica
(HUANG et al., 1993) ou ainda de células mesenquimais totipotentes (MONTERO et al.,
2003).

O cultivo celular, a partir de tecido do TOCG de humano, permitiu identificar
células semelhantes a fibroblastos como as células neoplasicas do tumor, sendo as
Unicas capazes de se proliferar, enquanto os mondcitos e as células gigantes seriam
células reativas, estimuladas pelo estroma a se infiltrarem no tecido neoplasico
(MIRRA,1989). No entanto, ROSSEAU et al. (2004) comentam que no TOCG de
humanos a expressao do anticorpo Ki-67 mostrou que a proliferacao celular pode estar
restrita as células mononucleares.

Buscando pesquisar citocinas envolvidas na patogénese do TOCG, ZHENG et al.
(1994) investigaram o papel do TGF no TOCG por meio de hibridizagéao “in situ” e do
“Northern blotting”. Esses pesquisadores detectaram a expressédo do TGFB1 nas células
gigantes. Os mesmos autores observaram também que as células gigantes que
expressavam receptores para o TGFB adquiriam a capacidade de migrar, entretanto o
anticorpo anti-TGFp inibia essa capacidade. Diante desses resultados os pesquisadores
sugeriram que o TGF participa no recrutamento das células gigantes para o foco
tumoral, e atuaria de forma paracrina e autécrina.

O TGFBy € um componente da matriz 6ssea extracelular como descrito por
ZHENG et al., (1994). Este fator é secretado por mondécitos, pelas células estromaticas
da medula éssea é também por osteoblastos (ROBERTS & SPORN, 1990). Este atua
atraindo mondcitos, fibroblastos e osteoblasto e também estimula a produgéo de matriz
extracelular (LUCAS & CAPLAN, 1988). Assim o TGFB; pode estar associado com a
proliferag@o, quimiotaxia e diferenciagdo das células do TOCG (McCUNE et al., 1993).

A proteina quimioatrativa de mondcitos (MCP-1), o fator estimulante de colénia de
série macrofagica (M-CSF) e o fator de diferenciacdo de osteoclastos (ODF) foram



18

identificadas no TOCG, podendo por sua vez estarem envolvidas na atragdo das
células gigantes (WUELLING et al., 2002).

Estas e outras citocinas também podem patrticipar do recrutamento das células
reativas do TOCG, porém acredita-se que o TGFf1 regula a acdo destas, atuando como
fator chave da atracao de células gigantes e suas células precursoras (ZHENG et al.,
1994).

Aparentemente as citocinas expressas no microambiente de tumores sao
importantes mediadores tanto para a resposta imune do hospedeiro como para a
sobrevivéncia dos tumores (ORTEGEL et al., 2002). O TGF-B € uma importante citocina
secretada, freqlentemente, pelas células tumorais, e tem como funcao inibir a
proliferag@o de células B e T e a atividade citolitica das células NK (WAHL, 1994; KIM et
al., 1996; REISS et al., 1999). O TGF-f tem sido identificado em varios tipos de
tumores, atuando como um importante inibidor da resposta imune, ocasionando o
crescimento do tumor, bem como o0 escape do mesmo a vigilancia imunoldgica (KIM et
al., 1996; REISS, 1999).

O TGFpB1, em neoplasias, afeta a diferenciacao e proliferacado das células tumorais.
Este fator possui efeito sobre a proliferacdo de células que expressam receptores de
estrogeno (ER™). O tratamento de células em cultura com o TGFB; mostrou atividade
antiproliferativa em células ER", reducdo da acao estimulatéria do estradiol (causando
reducado de 30% na proliferacao celular), decréscimo da expressado de receptores de
estrégeno em 50% apos 24 h de exposicao ao TGFB4, e também reducdo de 50% da
sintese do DNA induzida por estrégeno (CZECZUGA-SEMENIUK, 2004).

Em humanos, o TOCG tem maior incidéncia em mulheres na terceira ou quarta
década de vida, quando ocorrem alteracdes hormonais fisiolégicas da menopausa. Este
fato, e a evidente expressdo do receptor de estrégeno em osteoclastos derivados do
0sso normal levaram a proposicoes da existéncia de receptores de estrégeno no TOCG
(PENSLER et al.,1990). Neste sentido, OLIVEIRA et al. (2002) buscaram a expressao
de receptor de estrégeno e progesterona em casos de TOCG humanos e verificaram
que as células tumorais exibiam receptores para os dois hormoénios. Estudos
comparativos aos casos humanos, que pesquisaram a expressao de receptor de

estrégeno no TOCG, ndo mostraram reatividade em gatos (FERRERAS et al., 2005).
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O TOCG ainda nao teve sua histogénese totalmente determinada. HUANG et al.
(1993), empregaram os anticorpos CD13 e CD68 (marcadores de células de linhagem
macrofagica) no TOCG e observaram que as células gigantes apresentaram reatividade
a ambos, sugerindo serem de linhagem mondcito-macrofagica.

Os macréfagos sdo muitas vezes atraidos para o foco tumoral por citocinas, como
o MCP1, por exemplo. Estas células se infiltram no tumor e estdo envolvidas na
angiogénese tumoral, entre outros processos (KLIMP et al., 2002). Existem alguns
anticorpos marcadores de linhagem monécito-macrofagica, um deles é o marcador de
macréfago MAC387. Este anticorpo ja foi utilizado para identificar macrofagos ativados
em tumores malignos, como carcinomas, em que estas células estdo presentes em
grande numero (PALTRINIERI et al., 2004).

Em humanos, pesquisadores empregaram o0s anticorpos anti-vimentina e anti-
citoceratina, obtendo reatividade somente com o anticorpo anti-vimentina, sugerindo
entdo que tratava-se de um tumor de origem mesenquimal (MIN & GILLIES,1996).

Em animais, poucos sdo os estudos sobre o TOCG. Os existentes sao relatos
feitos a partir de estudos imunoistoquimicos e de ultraestrutura. Aqueles que empregam
a imunoistoquimica se referem a investigacdo da origem tumoral pelo uso dos
anticorpos anti-vimentina e anti-citoceratina e, da mesma forma que o tumor humano, a
origem mesenquimal foi sugerida, pois apresentou reatividade unicamente a vimentina
(TRIGO et al., 1983; JOSTEN,1995; JOSTEN & RUDOLPH, 1997; IMAI et al., 1998).

A ultraestrutura mostrou marcada presenca de reticulo endoplasmatico rugoso nas
células gigantes do TOCG, sugerindo tratar-se de um tumor com grande atividade
secretora (JOSTEN & RUDOLPH, 1997; IMAI et al., 1998; FERRERAS et al., 2005).

As informacbes obtidas nas pesquisas realizadas no TOCG em animais sao
insuficientes para se estabelecer comparagées com o tumor humano, ja que ha poucos
casos desta neoplasia descritos em Medicina Veterinaria, com exiguas informacodes e
apenas provaveis indicagdes dos aspectos clinicos e patologicos, dificultando assim o
tratamento e o progndstico para os animais domésticos (THOMPSON & POOL, 2002).

Apesar do TOCG de humanos e de gatos serem histologicamente semelhantes,
sua origem, em particular das células gigantes, a da expressdo de citocinas e de

receptores de estrégeno nos tumores de gatos sdo pouco conhecidas e controversas.



20

Conhecimentos adicionais podem contribuir para que futuros estudos com o TOCG de

gatos possam servir de base para 0 mesmo tumor em humanos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Foram utilizados trés espécimes de biopsias de gatos domésticos, sendo
provenientes de duas fémeas e um macho, sem raca definida. Os espécimes foram
processados, conforme rotina de processamento histoldégico, com desidratacdo em
diluicbes crescentes de éalcoois e diafanizacdo em xilol, para inclusdo em blocos de
parafina histolégica, cortados em micrétomo e corados por hematoxilina-eosina. Esses
espécimes assim processados e corados receberam diagnostico histopatolégico de
TOCG e estavam arquivados no Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade
de Ciéncias Agrérias e Veterinarias — UNESP — Campus de Jaboticabal.

Para este estudo, os blocos de parafina foram cortados em micr6tomo numa
espessura de 3 a 4 um, dispostos em laminas de vidro previamente tratadas com um
fino filme de Poly-L-Lisina (Cod. P4832 - Sigma Chemical Co., St Louis, MO EUA),
diluida a 0,01% para manter o corte aderido a lamina.

No momento do uso, as laminas com os cortes foram mantidos em estufa a 60°C
por 1 hora e entdo submetidas a desparafinizagdo em xilol e reidratacdo em dilui¢cdes

decrescentes de alcoois €, a seguir, empregadas nas reagcées de imunoistoquimica.

4.2 Reacao de Imunoistoquimica

4.2.1. Anticorpos

Para o estudo do TOCG foram empregados os anticorpos monoclonais anti-
vimentina, clone 3B4 (Dako S/A, Denmark), para confirmar a origem celular ; um
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marcador de macréfagos, MAC387 (Dako S/A, Denmark), para a avaliagéo da linhagem
celular; receptor de estrégeno, clone 15D (Dako S/A, Denmark), para a identificagdo de
células sensiveis ao estrégeno; o anticorpo policlonal de coelho anti-TGFB4 (Santa
Cruz Biotechnology), para a deteccao do TGFB: . Os anticorpos anti-vimentina e
MAC387, empregados neste estudo, tiveram suas reatividades avaliadas em tecido de
gatos domésticos por PALTRINIERI et al. (2004), o anticorpo receptor de estrégeno por
FERRERAS et al. (2005) e o anticorpo anti-TGFp+ por FOITZIK et al. (2000).

O método imunoistoquimico utilizado foi o complexo Streptoavidina-biotina (Cod.
PK-6100 - VECTASTAIN ABC Elite Kit, Vector Laboratéries, Burlingame, CA, EUA),
desenvolvido por Hsu et al. (1981). Os anticorpos empregados, com os clones, diluicdes
e procedéncia estdo expostos na tabela 1.

Tabela 1 - Anticorpos empregados nas reagdes imunoistoquimicas do tumor 6sseo de
células gigantes de gatos, em cortes parafinados, com as respectivas
diluicbes, clones e procedéncias.

Anticorpos Clones Diluicoes Especificidade
Anti-Vimentin* Vim 3B4 1/100 camundongo anti-humano
Estrogen Receptor* 1D5 1/30 camundongo anti-humano
Mieloide/Histiocitario* MAC-387  1/100 camundongo anti-humano
TGF-B** SC-146 1/100 coelho anti-humano

* DAKO A/S, Denmark

** Santa Cruz Biotecnology

4.2.2. Técnica da Reacao

Resumidamente, os cortes foram desparafinizados, reidratados e, entédo
incubados por vinte minutos em uma solucao a 0,5% de peréxido de hidrogénio, em
metanol absoluto, para o bloqueio da peroxidase endégena. Na seqiiéncia, foi realizada
a recuperagdo antigénica pelo calor, em banho-maria por 40 minutos, a 97°C. Nesse

processo, os cortes foram imersos em solucdo diluida de recuperacdo antigénica
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(Retrieve-alll Solution 10x concentrate - catalogo n° 1914 - Signet.), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Apds esta etapa, os cortes foram lavados por 3 vezes
em solugédo tamponada com fosfatos (PBS) 0,01 M (pH 7,2), por 5 minutos cada e, a
seguir, os sitios inespecificos foram bloqueados com solugdo bloqueadora de reagao
inespecifica (protein block serum-free —catalogo n° X0909 — DAKO Corp.). Ato continuo,
os cortes foram recobertos com o anticorpo primario na diluicdo 6tima (Tabela 1) e,
entdo, incubados a 4°C por 18 horas. Depois foram novamente lavados em PBS, como
ja descrito, e incubados com o anticorpo secundario biotinilado, (Kit USA — Ultra
Streptavidin Detection System — EasyPath -Erviegas) por 30 min, a temperatura
ambiente. Em seguida, feita nova lavagem com PBS para remocdo do excesso de
anticorpo, procedendo-se entdo a incubacdo com o complexo streptoavidina-biotina, por
30 min (Kit USA — Ultra Streptavidin Detection System — EasyPath - Erviegas), a
temperatura ambiente, para deteccdo do produto da reagdo. As laminas foram
novamente lavadas e a reagao revelada pelo substrato cromogénico DAKO liquid DAB
(cat. N.° K3466— DAKO Corp.).

A seguir, a reagao foi interrompida com a lavagem das preparagdes em agua
destilada e feita a contracoloragcdo com hematoxilina de Harris (1-2 minutos). As
laminas passaram pela bateria de alcoois e xildis e foram montadas com balsamo do
Canada e observadas em microscépio de luz. Para a contagem de células marcadas
utilizou-se a lente objetiva com aumento de 40 vezes e um reticulo quadriculado
acoplado a lente ocular.

Para se quantificar a freqiéncia da imunomarcacdo foram aleatoriamente
selecionados cinco campos por corte e, em cada campo foi contado um total de 100
células, entre as marcadas e nao-marcadas. Desses campos foram extraidas
porcentagens de células marcadas em relagéo ao total. Foram extraidas as médias e
desvios padrbes das porcentagens obtidas para cada tipo celular nos trés casos.

As expressoes dos anticorpos no TOCG foram avaliadas pelo numero de células
marcadas (Tabela 2), conforme proposto por DORE et al. (2003) e HELLER et al.
(2005).

Como controles positivos das reacdes foram empregados espécimes de pulmao

(controle para o anticorpo MAC 387 e anti-TGF+) e de Utero (controle para o anticorpo
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receptor de estrégeno e anti-vimentina) de gatos domésticos, submetidos ao mesmo
protocolo de conservagdo e preparo histolégico. Como controles negativo foram
empregados todos os elementos da reagdo nos espécimes estudados, exceto o
anticorpo primario.

As reacbes foram realizadas no Laboratério de Imunoistoquimica do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — FCAV — UNESP - Campus de Jaboticabal.

Tabela 2 - Critério adotado* para classificar os resultados obtidos nas reacdes
imunoistoquimicas, com as pontuagdes atribuidas de acordo com a
porcentagem de células marcadas por campo.

Células marcadas por campo (%) Pontuacgéo
< 5% 0
5—-25% 1
26 — 50% 2
51 - 75% 3
> 75% 4

DORE et al. (2003) e HELLER et al. (2005).
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5. RESULTADOS

Da mesma forma que no TOCG humano, histologicamente os trés casos
apresentaram semelhancas, sendo constituidos por inumeras células gigantes e células
estromaticas, sendo elas as células mononucleares de formato arredondado a ovoide e
as células alongadas semelhantes a fibroblastos, apresentando pleomorfismo
moderado dos trés tipos celulares e raras figuras mitoticas (Figura 2).

Nas reag6es imunoistoquimicas os tumores estudados apresentaram-se reativos
aos anticorpos empregados, exceto ao anticorpo MAC387.

As marcacdes foram exclusivamente citoplasmaticas para todos os anticorpos,
variando a porcentagem dos tipos de células marcadas com cada um dos anticorpos
empregados.

Células gigantes, células mononucleares e as células alongadas do estroma dos
TOCG se mostraram reativas ao receptor de estrégeno, com diferentes porcentagens
de células marcadas. As células mononucleares receberam pontuacdo 1 para a
porcentagem de células marcadas, as células alongadas do estroma e as células
gigantes correspondeu a pontuacao 4 (Figura 1, Figura 3 A e 3 B).

O anticorpo policlonal anti-TGFf1 marcou os trés tipos celulares estudados.
Tantos as células gigantes, quanto as células mononucleares e as células alongadas do
estroma apresentaram porcentagem de células marcadas correspondente a pontuagcao
4 ( Figura 1, Figura 4 A e 4 B).

O anticorpo monoclonal anti-vimentina mostrou reatividade com as células
gigantes, as células alongadas do estroma e as células mononucleares. Os dois
primeiros tipos celulares receberam pontuacao 4 e o ultimo pontuacao 3 , em relacao a
porcentagem de células marcadas (Figura 1, Figura5Ae5B).

O anticorpo MAC 387 apresentou reatividade somente com os macrofagos

pulmonares de gato doméstico (Figura 6 A e 6 B).
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DP: Desvio padrao das porcentagens de células marcadas.
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CAE: Células alongadas do estroma.

CGM: Células gigantes.

Figura 1. Representacdo da expressdo, em percentual, do anticorpo receptor de
estrogeno (RE), anti-TGFB¢ e o anti-vimentina (ANTI-VIM) nos diferentes
tipos de células do tumor 6sseo de células gigantes de gatos domésticos,

pela reacao de imunoistoquimica. Método ABC.
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Figura 2. Fotomicrografias do tumor dsseo de células gigantes em humano (A) e
em gato doméstico (B). Ambas, evidenciando as células multinucleadas
(seta preta), células alongadas do estroma (seta vermelha) e de células
mononucleares (seta amarela). Coloragdo Hematoxilina - Eosina.

Aumento 100x em A. e 120x em B.
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Figura 3. A-B Fotomicrografias do TOCG de gatos domésticos expressando
receptor de estrégeno (clone-1D5), evidenciando marcagao
castanha no citoplasma das células gigantes (seta preta) e de
células mononucleares (seta amarela). Imunoistoquimica. Método
ABC, contra-coloragdo Hematoxilina de Harris. Aumento 120x.
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Figura 4. A-B. Fotomicrografias do TOCG de gatos domésticos expressando
TGFB4, evidenciando marcagdo castanha no citoplasma das
células gigantes (seta preta) e de células mononucleares (seta
amarela). Imunoistoquimica. Método ABC, contra-coloragéo

Hematoxilina de Harris. Aumento 120x.
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Figura 5. A-B. Fotomicrografias do TOCG de gatos expressando vimentina,

evidenciando marcacdo castanha no citoplasma das células
gigantes (seta preta), de células mononucleares (seta amarela) e
de células alongadas do estroma (seta vermelha).
Imunoistoquimica. Método ABC, contra-coloragdo Hematoxilina

de Harris. Aumento 120x.
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Figura 6. Fotomicrografia do pulmao de gato doméstico, mostrando células
reativas ao anticorpo monoclonal marcador de macréfogos (MAC387) em A, o
mesmo corte evidenciando neutréfilos marcados (seta) em B, e auséncia de
reatividade do TOCG de gatos domésticos frente ao mesmo anticorpo em C.
Imunoistoquimica. Método ABC, contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris.

Aumento 120x.

31
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6. DISCUSSAO

A semelhanga histolégica entre o TOCG de gatos domésticos e o correspondente
tumor humano também foi observada neste estudo, concordando com o relatado por
outros autores (FERRERAS et al., 2005; NEGRIN et al., 2006).

Os trés tipos celulares, caracterizados como células mononucleares, células
estromais semelhantes a fibroblastos e células gigantes, também estavam presentes,
em proporgbes variaveis, nos trés espécimes tumorais que compuseram este
experimento, concordando com o descrito em outros TOCG de gatos domésticos
(THOMPSON & POOL, 2002; FERRERAS et al., 2005; NEGRIN et al., 2006), e o
correspondente humano (JAFFE, 1994; SCHWARTZ et al., 1998; CAIl et al., 2007;
REFAI et al., 2008).

Embora a identificacdo dos tipos celulares aparentemente seja simples, ainda ha
controvérsias sobre qual delas é a célula transformada (MIRRA,1989; WITHROW &
MACEWEN, 1996; LOECHEL et al., 1998; ROSSEAU et al., 2004) e, principalmente,
qual a histogénese desse tumor (ZHENG et al., 2001; THOMPSON & POOL, 2002;
REFAI et al., 2008).

O exame histolégico ndo se mostra suficientemente esclarecedor para este fim.
Métodos auxiliares, como a imunoistoquimica tém sido empregados por alguns
pesquisadores no TOCG de gatos domésticos (JOSTEN, 1995; IMAI et al., 1998;
FERRERAS et al., 2005; NEGRIN et al., 2006) e humanos (HUANG et al., 1993; MIN &
GILLIES, 1996; OLIVERA et al., 2002; GUOPING et al., 2007), buscando a identificacao
da histogénese tumoral (MIN & GILLIES, 1996; OLIVERA et al., 2002; FERRERAS et
al., 2005; NEGRIN et al., 2006) e, também das células gigantes (HUANG et al., 1993;
GUOPING et al., 2007), com resultados ainda controversos.

A reatividade do TOCG de gatos domésticos com a vimentina observada neste
estudo, foi compartilhado por outros pesquisadores (FERRERAS et al., 2005; NEGRIN
et al., 2006) o que sugere fortemente que sua origem seja mesenquimal. Todavia, a
determinacgéo da histogénese das células gigantes ainda necessita de um namero maior

de pesquisas. Neste estudo, as células gigantes se mostraram reativas a vimentina, ao
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anticorpo anti-TGFB e a receptores de estrogeno, porém foram absolutamente
negativas ao marcador de linhagem monécito-macrofagica (MAC-387), discordando dos
resultados de HUANG et al. (1993) e GUOPING et al. (2007), que observaram células
gigantes do TOCG humano reativas a outros marcadores de macréfagos.

Interessante salientar, que nenhum dos outros tipos celulares reagiu ao MAC
387, embora 0 mesmo anticorpo tenha reagido com macréfagos de pulmédo de gato
doméstico empregado como controle positivo para a reacao. Isto demonstra que a
auséncia de reatividade no TOCG de gatos domésticos, ndo se deve a auséncia de
reatividade cruzada deste anticorpo com tecidos felinos, ja que outros pesquisadores o
haviam empregado em tecidos de gatos domésticos anteriormente (DAY et al., 2004;
PALTRINIERI et al., 2004;; TAGLINGER et al., 2007).

Analisando os resultados, € possivel que a auséncia de reatividade das células
gigantes do TOCG, neste estudo, se deve a escolha do anticorpo, ja que o MAC-387 &
um marcador de linhagem mieldide histiocitaria. Isto posto, parece ser possivel que as
células gigantes poderiam ser de linhagem macrofagica contudo, em outros estagios de
maturacao celular, se os achados de HUANG et al. (1993) e GUOPING et al. (2007) se
confirmarem em outras pesquisas. Ressalta-se que o MAC387, de acordo com o
fabricante, também mostra-se reativo com neutréfilos, como pode ser observado na
figura 6 B (pulmé&o felino) e, da mesma forma, a ndo reatividade em 6 C. Estes
resultados sugerem que as células gigantes também nao teriam origem neutrofilica.

Da mesma forma que as células gigantes, as células alongadas do estroma
reagiram com o receptor de estrégeno, como também as células mononucleares,
porém apresentaram reatividade menor, neste estudo. Resultado semelhante foi
descrito por OLIVERA et al. (2002) em tumores humanos, mas discordantes do
reportado por FERRERAS et al. (2005), em gatos domésticos. Quando se comparam 0s
resultados do presente estudo com os de FERRERAS et al. (2005), verifica-se que o
método e o anticorpo anti-receptor de estrégeno foram os mesmos, diferindo apenas
nas diluicbes empregadas. Enquanto FERRERAS et al. (2005) empregaram diluicao de
1/50, neste trabalho a diluicdo foi de 1/30, ja que diluicbes maiores nao resultaram em
marcacdes de boa qualidade. Outros detalhes da técnica, como tipo e tampao
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empregados na recuperacao antigénica, bloqueio de proteinas inespecificas nao foram
descritos e, portanto, ndo puderam ser comparados.

Tal como referido no TOCG de humanos (FECHNER et al., 1984; PENSLER et
al.,, 1990), € possivel que em gatos domesticos esse tumor também seja horménio-
dependente. Contudo, estudos complementares tornam-se necessarios para averiguar
essa suspeita.

Também, foi evidenciado um numero expressivo dos trés componentes celulares
desse tumor marcados pelo anticorpo anti-TGFB¢ discordando dos resultados de
ZHENG et al. (1994) e WHELLING et al. (2002) que detectaram a expressao do TGFp
apenas nas células gigantes do tumor humano.

O TGFpB esta envolvido com o processo de cicatrizacao e fibrose, agindo sobre
os fibroblastos para que estes se proliferem e migrem formando redes de fibrina
(WYNN, 2007). Sendo assim este fator pode estar atuando nos fibroblastos do TOCG
contribuindo para a formagédo e proliferacdo do estroma, assim como pode estar
associado com a proliferacdo, quimiotaxia e diferenciacdo das células deste tumor,
como proposto por MCCUNE et al. (1993).

Acredita-se ainda que outras citocinas como a MCP-1, o M-CSF e o ODF
juntamente com o TGF possam estar envolvidas na atragdo das células gigantes para
o foco tumoral como sugerem WHELLING et al. (2002), porém ainda precisam ser
melhor estudadas. Além disso, o TGF[ tem sido relacionado a inibicdo da imunidade e
favorecimento do crescimento de tumores, bem como o escape destes a vigilancia
imunolégica (KIM et al., 1996; REISS et al., 1999). Este favorecimento do crescimento
tumoral e também o fato de marcadas expressbées do TGFB em alguns tumores
humanos se correlacionarem com a malignidade do tumor, podem sugerir que o TGFf
seja um marcador de prognéstico, e expressdes acentuadas deste fator, como ocorreu
com os trés tipos celulares do TOCG de gatos, neste estudo, poderiam indicar um
prognastico ruim e sugerir um comportamento maligno para os casos estudados.

O comportamento inconstante deste tumor também pode estar associado a agao
conjunta do TGFB e do estrogeno, ja que também foi demonstrado que o TGFB exerce
efeito antiproliferativo em células ER" “in vitro” (CZECZUGA-SEMENIUK, 2004). O

TGFB1 e o estrogeno poderiam atuar antagonicamente no controle da proliferacdo do
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tumor, porém estudos complementares, com tumores com diferentes comportamentos,
mais benignos e outros mais malignos, poderiam contribuir com informagcées mais
seguras sobre esta hipotese.

Frente aos resultados encontrados sugere-se que o TOCG de gatos domeésticos

pode ser um modelo experimental para o tumor humano.
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7. CONCLUSOES

Os resultados deste experimento, nas condi¢bes metodologicas empregadas
permitiram concluir que:
e O TOCG de gatos domésticos, assim como em humanos, tem origem
mesenquimal e expressa receptores de estrogeno e de TGFp+.
e As células gigantes do tumor ndo reagem com o clone 387, marcador de células

de linhagem mielomonocitica.
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