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TUMOR FIBROHISTIOCITICG TRANSPLANTAVEL EM RATOS WISTAR - Carac-
terizacdo através da microscopia Optica, microscopia eletroni -
ca, citoquimica enzimatica e imunohistioquimica (%)

Ronaldo de Albuquerque Ribeiro(¥#)

RESHUMO

Um tumor espontdneo e transplantdvel em ratos Wistar & es
tudado e caracterizado através da microscopla dptica, microscd~
pia eletrOnica, citoquimica enzimatica e imunchistoguinica.

Os achados & microscopia Sptica e eletrdnica demonstraram
ser o tumor, constituido por cé&lulas histiociticas-simile, prin
cipalmente, células fribrobldsticas-simile e células indiferen-
ciadas.

A citogquimica enzimdtica mostrou forte atividade para o-
naftil acetato esterase e fosfatase acida,sugerindo: a natureza
histiocitica de neoplasia.

A imunohistcquimica, através da Imugoperoxidase e usando
marcadores histiociticos (Lisozima, ol Antitripsina e a anti -
quimiotripsina) e de filamentos citoplasmaticos (Vimentina)mos
trou atividade para lisozima e vimentina, confirmando a nature
za Fibrohistiocitica do tumor.

A incidéncia de metastases foi baixa (3,3%). O tumor
apresentou um padrio de crescimento que parece obedecer a fun-
¢3o de GOMPERTZ.

Sugere-se portanto a inclusao do tumor na categoria dos

Fibrohistiocitomas malignos (FHM).

(*) Departamento de Fisiclogia e Farmacelogia do CCSs da UFC.
Departamento de Patclojia - Faculdade de Medicina de Ri-
beirdo Preto - USP-SP.

Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Bo—
tucatu - UNESP - SP.

(**) Prof. Auxiliar 3 do Departamentc de Fisiologia e Farmaco
logia - CCS da UFC. : q
Médico Oncologista Clinico do Hospital Universitario Wal
ter Cantidio - FMUFC.




1 - INTRODUCAC

1.1 ~ Fibrohistiocitoma Maligno Humano
. 65 fibrbhisézocitoméé ﬁali;nosfﬂFHmJ humanos s&oc sarco-
mas gue ocorrem comumente nos tecidos moles orofundos e me -
nos frequentemente nos tecidos moles superficiais (2).

A ocorréncia dessas neoplasias € hoje bastante reconhe-

cida gragas as descrigdes picneiras de O'BRIEN & STOUT (45) ,

os quais introduziram o conceito de tumores fibrosos malig -

nos diferindo do ja conhecido fibrossarcoma.

Em 1978, WEISS & ENZINGER (61) baseados na andlise dos
achados clinico-patoldgicos de 200 casos de FHM, descreveram
tais tumores como sendc sarcomas pleombrficos, primitivos,mos
trando diferenciagdo parcial fibroblastica e histiocitica, in
dicada pela produgdo de colagenc e ocasional fagocitose. Re -
portaram ainda gque, muitos tumores previamente diagnosticados
como variantes pleomafficas de lipossarcoma, fibrogsarcoma ocu

rabdomiossarcoma sdo provavelmente exemplos de FHM,

E hoje evidente que os FHM sd3o os sarcomas de partes mo
les mais comuns né vida adulta tardia (32,50,61), tendo sido
descritas vArias formas distintas de apresentagdo dos mesmcs,
incluindg FHM fibroso, FHM histiocitico e FHM pleomdrfico com

variantes mix6ide e inflamatéria (15, 32).

Embora a origem histocitica desses tumores tenha sido
considerada por alguns pesquisadores (31,33) cutros mais re -
centemente tém sugerido sua origem a partir de uma cé&lula pri

mitiva mesenquimal (11,15,38,55). No entanto, a precisa histo




genea dos FHM permanece controversa havendo necessidade de

maiores estudos (32).

1.2 - Neoplasias Fibrohistiociticas em animais experi-

mentais

O aparecimento de sarcomas de partes moles em virias ce
pas » de ratos idoscs & um fendmeno bem conhecido e regis -
trado na literatura. Tais tumores descritos como originarios
de células mesenguimais, tém recebido denominacdes varias
como fibrossarcoma, lipossarcoma, leicmiosgarccoma e sarcomas
indiferenciados (8,17,18). Entretanto, apenas recentemente &
que o conceito de fibrohistiocitoma maligno (FHM) em cepas

de ratos tem sido considerado (19,20,60}).

PRADHAM (49) e colaboradores demonstraram o desenvolvi-
mento de tumcres fibrohistiocitomas-simile em ratos, com a
injegdo subcutinea de certos extratos de plantas. YUMOTO e
MORIMOTO (64) reportaram experimentos com fibrohistiocitomas
surgidos em camundonéos inoculados com macrofagos transforma
dos de medula Sssea. Em adigdo, foi demonstrado que a admi -
nistragdo sub-cut@nea de 4 (hidroxiamino) gquinolina -1-8xi-
do em ratos, também produziu fibrohistiocitomas malignos se-

melhantes ao humano {(36). Mais recentemente.FHM em ratos

surgiram nos locais de implantagdo de filtros de miliporo(21).

Além disso tem-se mostrado alguns tumores de partes mo-
les ocorrendo espontdneamente em ratos idosos com caracteris-
ticas bioldgicas, histoldgicas e ultraestruturais semelhantes

3s descritas nas neoplasias fibrohistiociticas humanas (4,52)




1.3 ~ Caracterizag¢do das neoplasias fibrohistiociticas

A base para o conceito de que esses tumores sio parcial
mente histiociticos & suportada por observagdes i microscopia
optica qonvenciqnal, incluindo entre ocutras, sinais de fagoci
tose; achados ultraestruturais, tais come atividade lisossémi
ca intensa e estudos de histoguimica enzimitica, demonstrandc
a presenga de enzimas hidroliticas como a fosfatase acida e
as esterases inespecificas, ¢ naftil acetato esterase ou a

naftil butirato esterase (2,11,15,24,55,58)

IWASAKI (27} e colaboradores, utilizando cultura de cé&-
lulas obtidas de fibrohistiocitomas malignos e benignos, ca =
racterizaram funcionalmente os histidcitos através da detec -
cdo de receptores de superficie para a porgac FC da imunoglo-—
bulina G, receptores de superficie para C3, imunofagocitcsede

eritrdcitos opscnizados e enzimas lisossomais.

A utilizagao de técnicas de imunohistoguimica tem permi

tido lcocalizar varios santigenos em histidcites de tecidos

'normaisr Alfa-l Antitripsina {AlAT) foi demonstrada em his -
tidcitos de figado e tecido linfdide (26). Lisozima foi visua

lizada em c&lulas de KUPFFER do figado, nos seios histiociti-

cos de linfonodos eem células manocitdides de medula  Ossea
(42,42)., Alfa-l-antiquimotripsina (AlACT) foi também demons -

trada em tecidos linfdides, particularmente nos histidcitos

da polpa e nos seios histiociticos (43). Esses antigenos po-
dem entao ser usadcos como marcadores de lesdes neoplisicas de

natureza histiocitica.

Alguns estudos recentes tém mostrado a presenga de li -

sozima, oa~-1 Antitripsina e a~l Antiguimotripsina ° em fibro-




histiocitomas humanos e em outros tumores de supcsta origem
fibroblastica-histiocitica, utilizando-se a t&cnica da imu-
noperoxidase (7,10,34). Marcadores de microfilamentos como
a vimentina, tamb&m tém sido usados no diagndstico de sarco

mas de partes moles (16).

No campo da patolegia de tumores experimentais, en-
tretanto, té&cnicas de imunchistoquimica n3o tém sido larga-
mente utilizadas. Apenas recentemente BARSOUN e colaborado-
res (4) caracterizaram um grupo de vinte sarcomas histioci-

ticos em ratos Wistar através da té&cnica da imunoperoxida -

se.
1.4 - © Tumor
BEZERRA DE ARAUJO (5) e colaboradores, em 1980, des
creveram o aparccimento espontanec de um tumor na regido

correspondente a da glandula salivar de um rato adulto, al-
bino, Wistar, pertencgn£e 3 cgltnia do Biotério do Departa-
mento de Patologia e Medicina Legal du Faculdade de Medici-
na da UFC. O animal ficou em observacao per 30 dias, quando
a massa tumoral j& comprometia o olho direito e estava ulce
rada (Fig, 1l}. Foi entao sacrificado e, apds ressecgdo com-
pleta do tumor, fragmentos foram utilizados para estudo
histopatoldgico e para o transplante em 5 ratos receptores
Wistar, pela técnica do Trocarter. Nio foram encontradas me
tastases. Segundo os autores, ac exame microscbpico o tumor
apresentava extensas &reas de necrose e era constituido ba-
sicamente de 2 tipos celulares: a) - c&lulas arredondadas pe

‘quenas, hipercromiticas, com escasso citoplasma e b) - ¢@&




lulas de aspecto fusiforme, com abundante citoplasma eosinofi
lico. Descreveram ainda, a presenga de carxtilagem, areas mi -
x0Dides, glandulares, e mesmo gldndulas sebiceas. As mitoses
eram frequentes, principalmente nas zonas de predeminio -das

células fusiformes.

Para os 5 primeiros transplantes, a neoplasia  ficou
mantida basicamente 3as custas das células fusiformes. Reporta
ram ainda que, em virtude do grande pleomorfismo histoldgico
do neoplasma ndc foi possivel enquadrd-la em nenhum dos ti -~
pos descritos na literatura e por isso o tumor foi denominado
de TEGS-2047, significando Tumor Espontdneo na Regidc da Glan

dula Salivar e 2047 c seu nimero de registro.

Apda as 10 primeiras repicagens o tumor passou a ser
mantidc no Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Facul
dade de Medicina da UFC, através de transplantes subcutadneos,
pela td&cnica do Trocarter (23), encontrando-se até o inicio

desse estudo na sua ll5a. passagem.

TROMPIERI, 1984 (Tese de Mestrado-UFC), descreveu ca
racteristicas histoldgicas semelhantes as descritas por BEZER
RA DE ARAOJO et al. para o tumor TEGS-2047 sem, no entanto,
enguadra-lo em alguma categoria histol&gica, ou mesmo propor

alguma classificagaoc para o mesmo.

Hi portanto, necessidade de um estudo “morfoldgico
mais profundo, usande t&cnicas outras além da microscopia Sp-
tica usual, na tentativa de caracterizar tal neoplasia. Supo-
mos entao, pelo padrac histoldgico descrito até agora, que o
tumor original poderia ser uma neoplasia de partes moles ou
. mesme um Fibrohistiocitoma, que & ¢ mais comum tumoxr de par-

tes molegs descrito em rateos (19).




1.5 - Objetivos:

1l - Demonstrar a suposta natureza fibrohistioccitica do
tumor TEGS-2047 através da microscopia Sptica, microscopia ele

tronica, citocquimica enzimatica e imunohistoquimica,
2 - Pesquisar o aparecimento de métastases.

3 - Estudar a dinamica do seu crescimento.




—

————

FIGURA 1 - Tumor TEGS-2047 original, observado por BEZERRA DE ARAGJO
1980. Foto tirada no dia do sacrificio do animal.

(Gentileza do-Prof. Roberto Wagner Bezerra de Araijo).
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Animais Experimentais

Ratos Wistar, adultos, machos, com peso mddio de 120 g
com 30 a 50 dias-de nascidos, homozigotos e provenientes da
' colonia do Biot&rio do Departamento de Fisiologia e Farmacole
. gia da Universidade Federal do Ceard. Todos foram mantidos em
condigdes semelhantes em relagdo ao ambiente, recebendo ‘agua

e ragdo "coelhex". Ao todo,utilizamos 50 ratos.
2,2 - Preparagao do indculo (transplante)

Os animais doadores com 14 dias de evolugdo do ‘tumor
(TEGS-2047), foram sacrificados por inalagao com éter etilico,
em condig¢Ces Otimas de assepsia, mediante esterilizacgdo da
pele com solugao de alcocol iodado.lh seguir foi feita uma inci-
s3o na-pele que recobre o tumor, tendo sido este completamen-
te excisado. Apds a exe"éreser o material foi colocado em placa
‘de Petri contendo 19 ml de Ringer Lactato e 1,0 ml de cloran-
fenicol (Sintemicetina-Lepetit) em solucd@o de 100 mg/ml, para

lavagemn.

Em seguida,as partes necrosadas do tumor foram retira-
das e o restante,ja totalmente limpo, foi transferido, para
cutra placa de Petri com as mesmas solugGes da anterior, para
nanutencac. Apds esse procedimento, foi feito o recorte dos

fragmentos com tamanho de 1,0 x 0,4 cm.

0 Ringer-lactato foi usado com a finalidade de manter

_as celulas neoplésicas com vitalidade, engquanto que o cloran-




fenicol foi adicionado na intengdo de inibir a proliferagio

bacteriana.
2.3 - Repicagenm

Os animals receptores foram submetidos a anestesia
com 2ter etilico e feita assepsia da pele com Alcodl etili-
co. Og fragmentos obtidos conforme descricio anteriorgforém
entdo transplantados por via subcutd3nea na regi3o lombar por

meio da t@cnica com Trocarter (23).
2.4 - Microscopia Optica

Fragmentos de 10 tumores foram retirados, fixados em
formaldeide a 10% com Tampao fosfato de sddio durante 24
hotas, incluidcs em parafina e cortados (5um) por micrdtomo
comum. O métodc de coloragao utiiizado foi o da Hematoxi-
lina—Eoéina, sendo que, em algumas laminas utiljzoq-Sé o PAS
{(Acido Periddico de Schift), o Tricromio de Magsen e a im-—
pregnagdo de prata pafa reticulina. O material foi examina-

do e fotografado em microscdpioc Zeiss standart.
2.5 - Microscopia Eletrdnica

Amostras de 2 tumores,selecionados ao acaso, foram
-cortadas com bisturi em pequencs fragmentos e desengordura-
dos e imerscs em aldeido glutadrico (Sigma Chemical Co., gra
de I, sol. agquosa a 25%) a 2,5% em Tampdo fosfato 0.1M ~ pH
7,3 a temperatura de 409C. A seguir feram recortades em blo

cos de rmS a 409C. Em seguida foram lavados em Tampao fos
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fato (3 lavagens, 10 min cada) e deixados no mesmo durante a noi
te. Foram entdc submetidos a osmicagdo (pds-fixagdo), em solu--
gao de tetrdxido de osmio a 1% em Tampao fosfate ¢,1M (pH 7,3)
durante 2 hcoras a 49C, desidratados em concentragaes crescen -
tes de acetona e incluidos em araldite. Foram entiao realizados
caortes ultra-finos com navalha de diamante em ultra-microtomo

Sorval UT 5000, montados em grades de 200 "Mesh" duplamente co
rados com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinadores

e fotografadas em microscdpio eletrdnico ZEISS EM 109 a 8C KV.
2.6 - Citoguimica enzimitica

Amostras de 2 tumores selecionados ao acaso foram uti -
lizadas para preparagoes atravésde "Imprints" e a seguir coradas
para verificagdo da atividade dag geguintes enzimas: alfa
naftil acetato esterase, fosfatase acida e naftol AS clorocace-~

tato esterase.

2.6.1 - alfa Naftil acetato esterase ou Alfa-Nae (Este
rase inespecifica)
a) - principio da reacdo:

A esterase inespecifica hidradlisa osubstrato alfa-naftil
acetato que da um precipitadc de granulos azuis se o sal dia -
zonico usado for o Fast Blue BB e marrom avermelhado se for

o Fast Garnet GBC ou a pararosaanilina (39,41,63).

A atividade desta enzima & demonstrada em mondcitos e

monchkblastes {(40).
b) - Técnica:

A técnica utilizada no nosso estudo foi a descrita por




ALaL S

LT et al., 1973 (40) e mcdificada por LORENZI et al., 1985 (39)

utilizando como sal diazdnico a pararosaanilina em pE 7,5.

2.6.2 - Naftol AS cloroacetato esterase

a) - Principio da reagdo:

A reacdo se baseia na hidrdlise do substrato naftol AS
cloroacet%tc pela enzima clorocacetato-esterase em presenga de
um sal diazonico, a pararosaanilina, com a formagdo de grdnulos
vermelho-brilhantes no citoplasma. A reagdo & positiva na série
granulocitica neutrdfila, do mieldcito até o segmentado. E tam-
bém fortemente positiva nos méstécitos. Nos © s M@ROEItOS

e basdfilos & fraca ou negativa, sendo negativa nas demais cé -

lulas (39,40,41,63).

b) - Técnica:

A técnica utilizada foi a descrita por LI et al.,, 1973
(40), modificade por LORENZI et al-., 1985 (39) sendo o sal dia

zénico empregado a pararosaanilina em pH 7,62.

2.6.3 - Fosfatase acida:
a) - Principio da reacgao:

As fosfatases Acidas constituem um grupo heterogéneo de
isoenzimas gue hidrolisam &steres-fosfatos em meio dcido, like-—
rando naftdis gue se acoplam a sais diazdnicos. O produto re -
sultante & um precipitado colorido que mostra o local de ati -
vidade da enzima. O substrato utilizado & o naftol AS - Bl-fos-
fato e o produto da reagdo & constituido por grdnulos vermelho

vivo, quande se usa o sal Fast Garnet GBC ou a pararcgsaanili -
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na e azul guando se usa o sal Fast Blue BB. A reacgao & forte-
mente positiva nos linfdecitos "T" e linfoblastos "T", modera-
damente positiva nos plasmdcitos e megacariogitos e mondcitos,
fraca na série granulceitica neutrofilica e nos eritroblastos
e fracamente positiva ou negativa nas células blasticas nie -

ldides e eritroblastos imaturos (28,39,41,61).
bl < Técnica:

A técnica utilizada foi a descrita por BARKa, 19262, (3)
YAM., 1970 (63) e LORENZI, 1985 (39%) utilizando-se¢ como sal

diazbnico a pararosaanilina em pH 7,62.
2.7 Imunohistoguimica:
a) - Principio da reagdo:

A técnica de imunoperoxidase & um método Imunoldgico
que pode ser usado para a demonstragfo de varias subst@nciasem
secgoes de tecidos e utiliza anticorpos marcados ou ndo marca-
dos e wuma enzima muito estavel, a peroxidase "horseradish". A
diaminobenzidina, substrato'mais utilizédo, & poliﬁerizada na
présénga da peroxidase para formar um polimero instavel de
cor castanha o qual & depositado no sitio da reagdo antigeno -

‘anticorpo (25,56).

b} - Técnica:

Amostras de 2 tumores selecionados ao acaso foram fixa-
dos em formaldeido, a 4% tamponado com fosfato de sddio duran-

te 24 horas e rotineiramente embebidos em parafina. Cortes de
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5um de espessura foram corados para ATAT, AIACT, Lisozima e
Vimentina utilizando-se como té@cnica de imunoperoxidase o méto
do indireto do Complexo Avidina-Biotina descrito por Falini &

Taylor, 1983 (11). {(Fig. 2).

Os antisoros para AIAT, ~AIACT,Lisozima e vimentina,cul

tivadas em coelhos,foram obtidos de Dakoimunoglobuling AS ,

Denmark e usados numa diluigﬁc de 1:300, 1:600 e 1:1000.

Outros reagentes usados incluem antiglobulina de coelhe
cultivada em cabra (Dakoimmunoglobulins AS, Denmark), o Com -
plexo Avidina - Biotina cultivado em coelho (Dakoimunoglobu -

lins AS, Denmark) e a 3,3'-diaminocbenzidina (Sigma).

Para os controles positivos foram utilizados tecidos de
" figado humano deficiente em 4AIAT, cbtidos do Departamento

de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu.

c) - Avaliagdo microscdpica: E

As réagaes examinadas foram consideradas positivas ou
negativas. Somente granulagles caracteristicas intracitoplasmi
ticas de cor castanha foram registradas como positivas. Em
dreas com necrose, uma difusa coloracg@o marrom no material ne
crético foi geralmente encontrado. Esta reagadc & inespecifica

e foi registrada como negativa.
2.8 - Crescimentoc Tumoral e Pesquisa de Metastases:

Utilizou-se 40 ratos Wistar,machos, inoculados com (o]
tumor conforme descrigao anterior. Os animais foram acompanha-—
dos por 27 dias, sendo pesados de 3 em 3 dias, e os diametros

i
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maiocres e nenores dos seus respectivos tumores mensurados com
paguinetro, para cdlculo do volume tumoral. No 99 dia apds o
indculo tumoral, 10 animais, escolhidos ao acaso, foram sacri
ficados por deslocamento da coluna cervical. Apés constatada a
morte, em cada uwn foi feita uma incisdc do plibis ac mento e
toda regiﬁo exposta sofreu detalhado exame macroscOpico para
pesquisa de metdstases. Amostras selecionadas do figade, pul
m3o e ginglios linfaticos foram encaminhadas para exame histo
patolégico. Os tumores foram excisados e pesados em balanca
Mettler. O mesmo procedimento foi realizado com 10 animais

noc 189 dia e 10 animais no 279 dia.

Para os calculos do volume tumoral usou-se © procedi-
mento descrito por FRINDEL & MALAISE (14), 1967, no qual
os diametros maiores e menores (D e d) sdo medidos, a espessu
ra do tumor & desprezada e leva-se em consideragao, a dupla

espessura da pele gque recobre o tumor (2 x 0,5mm). Sendo as-

gim, o volume tumoral {em mm3) foi calculado pela geguinte
formulas
v =4/3 9 (gLiLELLL_l)

No tratamento estatistico dos dados experimentais cal
cularam-se a média (X), e o desvio padrao (s} utilizando-se as

formulas:

il
[
™
b

g = I cx-i)z

n -1
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COMPLEXQ ADIVINA
BIOTINA- PEROXIDASE

PX PX w..-.*):[:j w~rPX

J COMPLEXO AVIDINA

PX-AVIDINA BIOTINA-PEROXIDASE

LIGADA px i s T ANTICORPO PONTE
BIOTINILADO

AMTICOR.PO ANTICORPOQ ANTICORPO NAD

BIOTINILADO ANTI @ aaormu.am ANTI @ LIGADO ANT! &

/Q} . ,“FEE,BQ@
A 8 c

FIGURA 2 ~ Técnica de immoperoxidase indireta utilizando o Complexo Avidi
na-Biotina: Os semi-circulos s8lidos indicam os antigenos; PX

indica peroxidase; asteriscos, a Biotina e a cruz, Avidina.




le.

3 - RESOLTADOS

3.1 - Crescimento do tumor e indice de pega

Em 34 dos 40 ratos tranuplantados, o tumor tornou-se
palpavel no 3¢ dia apds a introdugao do inbculo tumoral, dan
do-nos, portanto, um Indice de pega de 85%. No 6° e 99 dia,
o iIndice de pega permaneceu o mesmo. No 12¢ dia, no entanto,
observou-se regressic gquase total de 2 tumores, razdc pela
‘gual passamos a ter um um indice de pega menor (80%), o qual
permaneceu até o final do experimento. (Tabela 1). Necrose
“tumoral foi cbservada em um dos ratos no 11¢ dia, o que nos
levou a sacrificar o animal precocemente e ndo considerd-lo

na amostragem.

O tamanho dos tumores foi bastante variével: no 99

dia, o didmetro maior varioun de 1,3 a 3,6cm, nco 189 dia de

1,6 a 6,2 cm e no 279 dia de 4,6 a 10 cm. Os dados referen
tes as médias dos didmetros médios (D + d/2), volumes e pe -
sos dos tumores, mensurados ao longo do experimento, encon -

_tram-se na Tabesla 1.

A curva do crescimento do tumor (F16 3) e compati -
vel com um padrao que sequé a Fungao de GOMPERTZ (37,53). Ou
tros parametros de cindtica tumoral (Indice mitético, tempo
de duplicagdo tumoral e estudos com timidina marcada) entre-
tanto, sf@o necessarios para melhor avaliagdo do crescimento

dc tumor, o gque fugiu ao objetivo do presente estudo.
3.2 - Andlise macroscdpica:

A anilise macroscdpica que descreveremosg & fruto de




LT

de observagoes de 30 tumores excisados em épocas diferentes,

99, 189 e 279 dia de evolugdo do tumor.

Os tumores localizavam-se no tecido celular subcuta-
neo, eram bem delimitados e de £&cil exérese. Erammfumores de
formas irregulares, com tamanhos variados (Tabela 1}, bolea-
dos, pouco consistentes, de cor branco acinzentado, de super
ficies externas brilhwcsas, revestidas por fina cipsula trans

parente. A vascularizagdo externa era maior quanto mais "no-

2
vo" £8sse o tumor, de forma gue, os tumores exclsados no 99
e 189 dia eram mais vascularizados que aqueles estudados no

279 dia, com raras excegoes. (Fig. 4 e Fig. 5}.

Ao corte, observou-se, extensas Areas de necrose,pre
dominando sobre o tecido neopldsico nac necrdtico. A necrose

era mails extensa a medida que o tumor aumentava de tamanho.
3.3 - Microscopia Gptica:

A reoplasia mostrou-se constituida por, basicamente,
célutas fusiformes alongadas cu ovbides e arranjadas num pa-
drdo "Estoriforme ou em Redemoinho" caracteristico. As célu-
las apresentavam citoplasma acidofilo, corade moderadamente
pelo PAS, Os nfigleos eram .vesiculosos elipticos,ovdides, ou

arfedaondados . .apresentando em,geral 1 a 2 nucleolos {Fig.6 e 7\

Fibras de coldgenc e reticulina distribuidas em
grande guantidade; principalmente em volta de c&lulas indivi
duais, foram observadas. (Figs. 8 e 9). Nenhuma estriagio

~cruzada citoplasmitica foi observada.
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Extensas Areas de necrose foram visualizadas e em vol
ta delas, c@lulas inflamatérias, principalmente linfdcitos e
cdlulas fusiformes histiociticas-simile dispostas em "paligada

(Fig. 10).

Fagocitose aparente- bem como células com citoplasma

espumoso ("Foam cells") foram focalmente observadas (Fig. 10).

As cB8lulas fusiformes apresentavam considera@vel ativi
dade mitdtica, encontrando-se, na maioria dos cortes, 4 a 5

mitoses por campo {ocular 10 e objetiva 40) (Fig. 11) .

A vascularizagio era abundante, principalmente na

periferia do tumor.

3.4 - Metdstase

. Dos 30 ratos autopsiados sistematicamente no 99, 182 e
27¢ dia de evolugdo do tumor, verificou-se em apenas um dos
animais no 279 dia, dois nddulos metastaticos, arredondados ,
esbranquigados e semi-transparentes, medinde 0,4cm e 0,2cm de

diametro, respectivamente..

Ao exame histopatoldgico, as metastases mostravam um
grande predominic de células fusiformes com grandes niicleos
e nucleolos evidentes assumindo disposigdo em feixe; ocasio -
nalmente percebiam-se grandes células com citoplasma vacusli-
zado lembrando histdcitos, em meio a zonasde necrose (Fig.l2).

Portanto, o mesmc padrdo apresentado pelo tumor primaric.

Amostras de figado, bago e noédulos linfaticos deste
animal foram processadas para estudo histopatologico-e nao

apresentaram alteragoes.
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3.5 - Achados ultraestruturais:

As preparacces estudadas mostraram a microscopia ele-
tronica apenas c8lulas fusiformes histociticas—simile, alonga
das ou amebdbides, sem jungdes ou membrana-basal, com citoplas
ma apresentando mitocondrias, goticulas de lipidios, raros
microfilamentos, lisossomos secundarios, fagossomos e modera-
da quantidade de membranas de reticule endoplasmético rugoso.
Fibras de colageno e reticulina eram abundantes nos espagos

.intercelulares {Fig. 13).

Os niicleos eram frouxos, alongados, indentados e oca-
sionalmente ovdides, apresentando nucléoclofs) bem evidentes e

cromatina com narginagdo periférica (Fig. 14).

Foram vistas tamb&m algumas cé&lulas de aspecto xanto-
matoso, com citoplasma totalmente preenchido por goticulas de

lipidic e estruturas semelhantes a lisossomos (Fig. 15).

Ccasjonalmente verificou-se células contendo abundan-
te reticulo endoplasmitico rugoso, algumas vezes distendido

‘por substancia eletron-densa (Fig. 16).

Nao foram encontradas células gigantes nem miofibri -

las nas preparacoes estudadas.

As células sao, portanto, do conjuntive pouco diferen

ciado, histiocitdides.
3.6 - Citoguimica enzimitica:

Os resultados da coloragao citoguimica para verifica-

950 da atividade das enzimas alfa naftil acetato - esterase,
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fosfatase acida e clorcacetato esterase, estdo sumarizadas na

Tabela 2.

As reacgoes foram fortemente positivas para a alfa =
naftil acetato esterase, nas células tumorais fusiformes alon
gadas e ovdides (Fig. 17). "Forte atividade para. fosfatase Acida
também foi demonstrada nas células tumorais (Fig. 18). A posi
tividade das reagOes foi especifica, visualizando-se  grdnulos

grosseiramente espalhados no citoplasma e corados em marron.

A cloroacetato esterase nao mostrou atividade - em

nenhuna das amostras estudadas. (Fig. 19).

3.7 - Imunochistoguimica:

Os resultados sac mostrados na Tabela 3.

As 2 amostras de tumores examinados mostraram conside
ravel positividade nas reagoes para Lisozima e para Vimenti -
na. As 2 reacgoes foram especificas apresentando granulacdes in
. tracitoplasmiticas de coloragdo marron-castanho. As células

mononucleares coraram-se com igual frequéncia e intensidade.

As 2 amostras apresentaram reagodes necativas tanto pa

ra a AIAT como para a AIACT.

Em dreas de necrose, encontrou-se, em algumas laminas,
coloragbes marron distribuidas difusamente entre os espagos in

tercelulares, o que foi traduzido como reagles inespecificas.

0 nosso controle mostrou a positividade para ALAT es-

perada, © gue nos faz crer na especificidade da reagdo.
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FIGURA 4 - Aspecto externo do tumor TEGS-2047 em rato Wistar no 189 dia apds

O transplante.




FIGURA 5 - Aspecto macroscOpico do tumor descrito na Fig. 4. Observe o as—

pecto "Boleado" e a boa vascularizagao externa.



FIGURA 6 —,Aspecto tumoral mostrando a grande predomindncia de células fu-

siformes arranjadas num padrao "em redemoinho" (H.E; 100 X).
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FIGURA 7 - Aspecto tumoral mostrando células fusiformes alongadas ou ovoi-
des. Nota-se uma mitose em célula tumoral no centro da figura .

(H.E = 400 X).
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FIGURA 8 - Fibras de coldgeno distribuidas entre as c&lulas fusiformes (Tri

cromio de Masson com azul de anilina — 400 X.



28,

FIGURA 9 - Fibras de reticulina largamente distribuidas entre as células

fusiformes (impregnacao pela prata - 400 X).
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FIGURA 10 - Aspecto tumoral mostrando extensas areas de necrose com célula
fusiformes em volta formando um padrao em “"palicada". Observa-
se também células inflamatdrias (linfocitos) proximo as areas
de neérose bem como células maiores com citoplasma vacuoliza -

do("Foam Cells"). (H.E. 100 X).



FIGURA 11 -
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Aspecto tumoral mostrando mitoses normais e atipicas (setas) e

no centro uma cé&lula tumoral gigante binucleada. (H.E. 400 X).
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FIGURA 12 - Aspecto histoldgico de metastase pulmonar. Observa-se o tecido
pulmonar & direita e a esquerda,o tecido metastatico constitul

do por células fusiformes (H.E. 100 X).
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FIGURA 13 - Micrografia mostrando céiulas tunorais fusiformes e amebdides.
No citcplasma notem-se lisossomos (L), fagossomos (FA) e goti-
culas de lipidio. Observa-se Coligeno (C) extracelular. (ME -
7800 X).
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FIGURA 14 - Micrografia mostrando células histiociticas com niiclecs (N) ir—
regulares, indentados, com nucleSlos (NU) evidentes e cromatina
periférica. Notam-se também mitocondrias e membranas de reticu-
lo endoplasmitico rugoso (RE) pouco desenvolvido e coldgeno (C)

intercelular (ME - 9100 X).
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FIGURA 15 - C&lulas xantomatosas tipicas, com citoplasma guase totalmente
preenchido por vaclioles lipidicos (LI) e também por ccrpos sg
melhantes a lisossomos (L) . Acima e a esquerda aspecto de
um nicleo irregular e fusiforme. (ME - 7800 X).
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FIGURA 16 - Micrografia mostrando reticulo endoplasmatico rugoso (RE) gran
demente desenvolvido,com dilatagOes formadas por substincias
cletrondensas. Notam-ge também microfilamentos (MF) no cito -

plasma. ME - (21000 X).
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FIGURA 17 - Preparag@o feita através de "Imprint" e corada para alfa—naf-
til acetato esterase, mostrando forte positividade em varias

células (400 X).



FIGURA 18 -
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Preparagao feita através de "Imprint" e corada para fosfatase

acida, mostrando forte positividade em varias células (400 X).
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FIGURA 19 - Preparagio feita atravds de "Imprint" e corada para cloroace-

tato esterase mostrando regatividade da reago em todas as cé

lulas (400 X).;
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4 -~ DISCUSSAO

0 tumor transplantavel descrito no presente estudo mos -
trou caracteristicas celulares de ambos, fibroblastos e histid
citos, justificando portanto a sua inclusao na categoria de

neoplasias designadas como Fibrohistiocitomas.

As caracteristicas macroscdpicas, a grande variagac no
tamanho dos tumores, bem como © seu padrﬁo de crescimento, szo
achados comuns a outros tumores de partes moles experimentais,
fibrohistiociticos ou n3o, espontaneos ocu induzidos, descritos

na literatura (1,7,14,17,18,19,52,53,57).

CREAVES et al (19) avaliando 85 Fibrohistiocitomas - es
pontdneos em ratos Sprague-~Dawley, reconheceran, de acordo com
¢ tipo celular predominantemente, 4 tipos histolégicos: histio
citico ﬂl?), pleomérfico (33%), celﬁlar (células fusiformes) -
(17%) e muito fibroso (33%). Os tumores histiociticos eram al-
tamente malignos e a maioria produziu metdstases. Os tipos pleo
mérfico e celular ocasionalmente levaram ao aparecimento de mg
tastases, sendo recconhecidos como potencialmente malignos. As

lestes muito fibrosas eram essencialmente benignas.

A aparéncia histoldgica geral do tumor em estudc mostrou
uma estreita semelhanga com ¢ tipo celular descrito por GREAVES
(19) e també&m com o seu correspondente humanc: o grande predo-

minio de células fusiformes alongadas ou ovdides, o padrao " em

7,
redemoinho", uma marcada fibrose, extensas areas de necrose, &
presenca de coldgeno, reticulina e células inflamatdrias cro-
nicas, s3o caracteristicas comuns a ambos Fibrohistiocitomas

humano (32,50,61) e de rato (19,21,60) (Tabela 4).
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A presenga de células gigantes multinucleadas ou em for-
mas bizarras e o aparecimentc frequente de metéstases, comumen
te descrites nos FHM humancs (15,32,50,61), em FHM do tipo hig
tiocitico em ratos (19,21,60)cem Sarcomas Histiociticos de ra-
tos (4,15,30,52), foram achados extremamente raros no tumor
em estudo, estando de acordo com a descricao de GREAVES (19)pa

ra os FHM do tipo celular.

As caracteristicas ultraestruturais dos FHM descritos no
homem estZo, hoje, bem estabelecidas. FU et al (15) demonstra-
ram a presenga de células histiociticas-simile, fibroblasti -
cas—simile e células indiferenciadas em 4 FHM. TAXY et al (55),
AGUACIL-GARCIA et al (2) e TSUMEYOSHI et al (58}, post_e:r:iormea
te e com maior ntmero de casos, 15, 6 e 17 respectivamente,con
firmaram estes achados. Algumas caracteristicas celulares, co~
mo filamentos intracitoplasmaticos, coldgeno intercelular, li-
sossomos, fagossomos, goticulas de lipidioc e c@&lulas tipicamen
te xantamatosas, observadas por aqueles pesgquisadores, foram
também encontradas no nosso astude. No entante, material lem -
brando membrana basal foi demonstrado nagueles estudos, © qgue

ndo ocorreu na presente investigagao.

Os estudes de microscopia eletrdnica realizados por ou-
tros pesquisadores (4,20,21,30,52) em tumores fibrohisticciti-
cos de ratos, em muito se assemelham aos déscrites no pariagra-

anterior.

A presenga de forte atividade das enzimas alfa ....naftil
acetato esterase e fosfatase &cida bem como a auséncia de ati-
vidade para o cloroacetato egterase sac achados compativeis com

os encontrados por outros autores em FHM humancs (15,27) e de
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ratos (21) e demonstra mais um dado a faver da natureza fibro-

histiocitica do tumor em guestao.

Nos iiltimos anos, um nimero crescente de estudos imuno -~
histoquimicos veém sendo realizados na caracterizagao e diferen
ciagio de virios tumores de .suposta natureza fibrohistiociti-
ca e de outros sarcomas de partes moles. Uma série de marcado -
res antigénicos incluindo proteinas estruturais, enzimas, ini-
bidores enzimiticos, filamentos citoplasméticos e outrog, vém

sendo utilizados com esse objetivo (6) (Tabela 5).

A patureza fibrohistiocitica do tumor TEGS-2047 foi con-
firmada pela positividade encontrada nas reagdes de imunoperc-
xidase para a Lisozima e Vimentina, embora com negatividade pa
" ra AIAT e AIACT. Estes achados diferem dos publicados por  al
guns pesquisadores com FHM humanos {6,7,10,34) (Tabela 6). nos
guais a AIAT e principalmenté a ATIACT mostram-se como melhores
marcadofes da diferenciagao histiocitica que a Lisoczima. No
entanto; BARSOUN et al (4) encontrou resultados semelhantés ao
nosso, ao estudar um grupc de 20 Sarcomas Histiociticos em ra-

tos Wistar.
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TABELA 4 ~ CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DOS TUMORES FIBROHISTIO-
I~ ¢ITICOS

{SOULE & ENRIQUEZ, 1972)

Células Histiociticas-Simile (Epiteliéiﬁes)
Células Fusiformes (Fibroblastos F;cultativos}
Fibrogénese

Padrao Estoriforme

Células Gigantes Benignas Multinucleadas-
Células Tumorais Gigantes (Geralmerite Bizarras)
Células Inflamatdrias (Geralmente Linfécitos)
Células Estromais Anaplasicas

Figuras Mitdticas (Normais e Atipicas)

Caracteristicas Granulomatosas.,.
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TABELA 5 - PRINCIPAIS CONSTITUINTES ANTIGENICOS DOS TUMORES DE

PARTES MOLES (MODIFICADO, DE BROOKS, 1982).

ANTIGENO

COMENTARIOS

PROTEINAS
Fator de crescimento Insulina-Simile

Fibronectina

Colageno

Fator VIII

Mioglobina

Proteina basica mielinica

ENZIMAS

Colagenase

Lisozima

Lipoprotelna Lipasge

Fosfatase &cida e alcalina

INIBIDORES ENZIMATICOS
al-Antitripsina

al-Anticquimictripsina

MICROFTIAMENTOS

Pregueratina

Vimenting

Expresso em alguns sarco-
mas

Presente provavelmnente nu
ma larga variedade de sar

- comas

Varicos tipos podem ajudar
na classificagao dos sar—
comas

Marcador especifico para
a diferenciagao celularen
dotelial

Marcador espec:.flco na di
ferenciac@o de musculatu~
ra estriada

Marcador especifico poten
cial na d:.ferenciagao dos’
nervos periféricos

Marcador flbroblastlm(?}
Fator relacionado a nao
invasao

Marcador especifico para
certos tipos de diferen -
ciacao histiocitica

. Marcador de,clulas endo-

teliais (?)

Marcadores especificos po
tenciais para a diferen -
ciagao condro-Ossea

Presente em certos sarco-
mas

Marcador especifico para
certogs tipos de diferen -
ciagdo histiocitica

Marcador especu.f:.co para
a diferenciagac epitelial
e micepitelial

Marcador especifico para

Desmina

Actina e Miosina

Tubulina,esqueletina,Filamina e a~actinina

a dlferencmgao mesengui-
mal (?} e de células em di
visao
Marcador especifico para a
diferenciacac misculax
Presente em muitos tipos ce
lulares
Presente em muitos tipos ce

1ulares,de utll:.dade poten—
cial,dependendo de malores
estudos.
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5 -~ CONCLUSOES

1 - O tumor transplantdvel TEGS-2047 mostrou caracteris-
ticas histoldgicas, ultraestruturais, histogquimicas e imunohis
toguimicas semelhantes ds descritas para os Fibrohistiocitomas

‘malignos, humanes e principalmente para os Fibrohistiocitomas
malignos de Ratos, justificando-se, portanto, a sua inclusio

nesta categoria de tumores.

2 — 0 Indice de pega do tumor em Ratos Wistar jovens,foi

satisfatorio, 80 a 85%.

3 - A frequéncia de aparecimento de metdstases foi muito
baixa (1 em 30). demonstrando ¢ seu menor potencial agressivo,
em ccmparagdc com outros tumores fibrohistiociticos experimen-

tais descritos na literatuna.

4 — O tumor apresenta um padrao de crescimento que obede

ce a fungao de GOMPERTZ.




SUMMARY

3

A spontaneous tumor trausplantated into Wistar rats has
been studied and characterized through optical and electron mi-

croscopy, enzZymatic cytochemistr§ and immunohistochemistry.

The findings from optical and electrom microscopy have
shown that the tumor is mainly constituted by histiocytic~like

cells, fibroblastic-like cells and undifferentiated cells.

The enzimatic cytochemistry has shown a strong activity
for ¢.~-naphthyl acetate esterase and acid phosphatase, suggesting

the histocytic nature of this neoplasm.

The Immunchistochemistry approach immunoperoxidase method
used histioeytic (lisozyme, a 1~ Antichymotripsin) and cytoplasmic
filaments (vimentin) markers and showed activity for lisozyme and
vimentin. This confirmed the fibrohistiocytic nature of the neopla-
sia,

The incidence of metastasis was low (3,3%). The tumor showed

a gampertzian patterxrn of growth.

From the findings above mentioned this tumor may be consi-

dered as a malignant fibrous histiocytoma (MFH).
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