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Resumo

A semelhanca do que acontece nos seres humanos, tem vindo a registar-se um
aumento da incidéncia de neoplasias nos animais de companhia sendo que, no céo, a
pele é o local mais comum para a sua ocorréncia. Nos tumores cutaneos caninos de
origem mesenquimatosa estéo incluidos os tumores das bainhas dos nervos periféricos
(TBNP), benignos e malignos.

A histogénese dos TBNP em canideos ndo é ainda abordada com rigor e clareza
pela comunidade cientifico-profissional e mesmo apo6s longos anos de investigacdo, a
dificuldade em caracterizar e classificar este tipo de neoplasias tem vindo a persistir.

Assim, no sentido de contribuir para uma melhor e mais correta caracterizacéo
destas lesGes, 40 TBNP caninos (17 casos benignos e 23 casos malignos) foram
submetidos a um painel imunohistoquimico composto pelos seguintes marcadores: S-
100, vimentina, GFAP, desmina, a-actina, NSE e Ki-67.

Adicionalmente, foram também estudados alguns dados dos animais (raca, idade,
sexo), determinados parametros clinicos (tamanho, nimero e localizacao das lesdes) e
alguns registos relativos ao seu follow-up.

A nossa investigacdo discute a extrema dificuldade na classificagdo dos TBNP
caninos, com base no mero estudo da sua histogénese ou andlise imunohistoquimica
contudo, ressalva outras importantes conclusdes que poderdo ser relevantes enquanto
auxiliares de diagnéstico e para efeitos de progndstico em medicina veterinaria: as lesbes
TBNP malignas apresentam dimensdes significativamente superiores as benignas; as
lesbes TBNP malignas apresentam na sua generalidade sobreexpressao de S-100,
comparativamente com as benignas bem como, indices de proliferagdo celular

significativamente mais elevados.






Abstract

Similarly to what is seen in humans, an increase incidence of neoplasms in pets is
being noticed and in dogs, the skin is the most common site for its occurrence. Peripheral
Nerve Sheath Tumors (PNST) are cutaneous tumors with mesenchymal origin that occur
in dogs and can exhibit benign and malignant biological behaviour.

Even after many years of research, the histogenesis of PNST in dogs is still not
fully elucidated and the difficulty in characterizing and classifying this type of neoplasms
still persists.

In order to contribute to a better and more correct characterization of these lesions,
40 canine PNST (17 benign and 23 malignant cases) were subjected to an
immunohistochemical panel with the following markers: S-100, Ki-67, Vimentin, GFAP,
Desmin, a-actin and NSE.

In addition, we also studied some characteristics of the animals included in the
sample (breed, age, sex), certain clinical parameters (size, number and location of
lesions) and some data related to its follow-up. Our research discusses the extreme
difficulty in classifying canine PNST, based merely in the study of its histogenesis
or immunohistochemical analysis, however it highlights other important conclusions that
may be usefull for diagnostic and prognostic purposes in veterinary medicine: malignant
PNST present dimensions significantly higher than the benign ones; in general, malignant
PNST exhibit an overexpression of S-100 compared to benign lesions, as well as cellular
proliferation indexes are significantly higher.
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INTRODUCAO




Introducéo

A pele é o maior e mais visivel 6rgdo do corpo, constituindo uma barreira
anatémica e fisiolégica entre o animal e 0 ambiente. Providencia prote¢do contra danos
fisicos, quimicos e microbiologicos e adicionalmente, é sinérgica com os sistemas de
orgdos internos, refletindo processos patolégicos que sdo primarios noutros 6rgdos ou
partilhados com outros tecidos. A pele ndo é apenas um 6rgdo com 0S seus proprios
padrbes de reacdo, € também um espelho que reflecte 0 ambiente interno do organismo,
e ao mesmo tempo o Mundo caprichoso ao qual esta exposta (Scott et al., 2001).

Tanto a pele como o sistema nervoso derivam da ectoderme, o folheto externo do
embrido, que durante a sua evolucdo e de forma bastante simplista, dobra-se sobre si
mesmo formando o tubo neural. A parte externa vai originar a pele e a parte interna vai
originar o sistema nervoso. Portanto, desde muito cedo que a pele apresenta uma intima
ligagdo com o sistema nervoso, enviando-lhe constantemente informagdes sobre o meio
externo.

A pele é um tecido complexo que apresenta um sistema neuroldgico cutaneo
sofisticado e peculiar, bem como estruturas sensoriais aferentes especializadas capazes
de eliciar a sensac¢éo de dor, vibracao, calor, frio, toque, pressao, etc. Apesar de menos
popular, o sistema sensorial cutaneo também proporciona capazmente o0
desenvolvimento de atividades eferentes. Tudo isto se processa através de terminacfes
nervosas que existem na pele, responsaveis pela conexdao entre o sistema nervoso
central e periférico.

O sistema nervoso periférico (SNP) leva as informacdes dos 6rgaos sensoriais
para o sistema nervoso central e do sistema nervoso central (SNC) para os 6rgéos
efetores (muasculos e glandulas). O nervo € o elemento primordial do SNP. A sua
estrutura consta de um feixe de fibras nervosas envolvido por tecido conjuntivo, composto
na sua maior parte por colagénio.

Classicamente, as fibras nervosas séo constituidas por um axénio e células
circundantes. Nas fibras nervosas periféricas, a célula de Schwann é a responsavel pela
formacéo da bainha de mielina (Junqueira e Carneiro, 2008). De um modo mais simplista,
0 conjunto do axénio e da bainha de mielina formam uma fibra nervosa.

A conducdo de impulsos nervosos pelos axénios é facilitada pela organizacao
estrutural dos nervos periféricos (Topp e Boyd, 2006). Esta informacédo parte do corpo
celular de um neurénio e vai ser transmitida ao neurdnio seguinte. Devido a distancia
entre 0s corpos celulares e as terminagfBes nervosas dos neurdénios, 0os axénios sao
isolados, agrupados e protegidos por trés camadas de tecido conjuntivo (Topp e Boyd,
2006).



O tecido conjuntivo que reveste cada axonio individualmente denomina-se
endoneuro. No endoneuro, a relagdo entre os axénios e as células de Schwann é muito
proxima. A mielinizacdo dos axdnios é assegurada pelas células de Schwann, e assegura
uma répida conducao do impulso nervoso (Stewart, 2003; Topp e Boyd, 2006). Ao longo
de um axoénio mielinizado, existem regides desprovidas de bainha de mielina, que
separam uma célula de Schwann mielinizante de outra, as quais se da a designacgéo de
nddulos de Ranvier. O espaco entre axonios € preenchido por tecido conjuntivo frouxo de
fibras de colagénio, fibroblastos, alguns mastécitos e macréfagos, e liquido endoneural
(Topp e Boyd, 2006).

O perineuro é composto por varias camadas de células perineurais, intercaladas
por fibrilas de colagénio e fibras elasticas. Esta estrutura altamente especializada é
responsavel por agrupar os feixes de axénios em fasciculos (Stewart, 2003; Topp e Boyd,
2006). Estas camadas de colagénio e de células perineurais mantém a homeostasia do
liguido endoneural que rodeia as fibras nervosas (Stewart, 2003).

Os fasciculos nervosos sdo mantidos juntos e agrupados pelo epineuro. O
epineuro é a camada mais externa de tecido conjuntivo e inclui fibrilas de colagénio e
fibras elasticas, bem como fibroblastos, mastécitos e células adiposas (Topp e Boyd,
2006). Esta é a estrutura que envolve o nervo periférico no seu todo, garantindo a
sustentagéo e protegéo das fibras nervosas contra danos externos (Figura 1).
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Figura 1 - llustragcdo esquemaética da organizagao estrutural de um feixe nervoso
(Fonte:http://www.medicinanet.com.br/m/conteudos/acpmedicine/5390/doencas_do_sistema_nervoso_periferico_%E2%80
%93_colin_h_chalk.htm).

Como 6rgao sensorial por exceléncia, a pele tem, ao longo de toda a sua
extensdo, varios recetores sensoriais, capazes de detetar diferentes estimulos.

Antes de o estimulo ser conduzido ao sistema nervoso central, a sua transducao
num sinal elétrico acontece numa fibra nervosa sensitiva do 6rgéo recetor, no caso, a
pele.

Os recetores sensoriais cutaneos sao classificados, conforme a presenga ou
auséncia de tecido conjuntivo em volta das termina¢gfes nervosas, em encapsulados ou
ndo encapsulados (Junqueira e Carneiro, 2008).

As terminacfes nervosas ndo encapsuladas incluem as terminacdes nervosas
livres e os corpusculos de Merkel. As terminag6es nervosas livres localizam-se na derme
e epiderme e percecionam estimulos mecanicos, térmicos, e ainda estimulos nocivos,
suscetiveis de causar dor (Meyers et al., 2013). Por seu lado, os corpusculos de Merkel
sdo recetores mecanicos, que respondem ao toque prolongado e a pressdo. Estes
encontram-se na base dos foliculos pilosos e na derme da pele glabra (Meyers et al.,
2013) (Figura 2).



Os corpusculos de Meissner, por seu lado, sdo exclusivos das papilas dérmicas
da pele glabra, localizando-se preferencialmente nas pontas dos dedos das méaos e dos
pés. Os corpusculos de Meissner sdo recetores encapsulados sensiveis a um toque
ténue e a vibracdo de baixa frequéncia (Meyers et al., 2013). Por altimo, os corpusculos
de Ruffini, assim como os corpusculos de Pacini sdo também dois mecanorecetores
encapsulados que se localizam na derme profunda da pele glabra (Figura 2). Os
corpusculos de Ruffini sdo sensiveis a pressédo prolongada, enquanto os corpusculos de
Pacini sdo mais sensiveis a pressao nas partes profundas do corpo, bem como a

vibracdo de alta frequéncia (Meyers et al., 2013).

Zona pilosa

Pele glabra

Corpusculos
de Merkel

" ~Epiderme

—Derme

—Hipoderme
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Corpusculos de Meissner
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Recetor do foliculo piloso Terminagdes nervosas livres

Figura 2 - llustragcdo esquemaética dos recetores cutaneos nervosos

(Fonte: http://www.d.umn.edu/~jfitzake/Lectures/DMED/Somatosensation/Somatosensation/Receptors.html).

Neoplasias das bainhas dos nervos periféricos

A semelhanca do que acontece nos seres humanos, tem vindo a registar-se um
aumento da incidéncia de neoplasias nos animais de companhia, sendo que a pele é o
local mais comum de ocorréncia de neoplasias no céo (Scott et al., 2001).

O diagnostico de tumores de origem mesenquimatosa € muito frequente em
animais domeésticos, e em particular no céo, constituindo aproximadamente 50% de todas
as neoplasias cutaneas nesta espécie (Scott et al., 2001; Goldschmidt e Hendrick, 2002).

Para tal contribui, além do aumento da esperanca média de vida, o facto de cada vez



mais, ao longo dos ultimos anos, 0s caes passarem a ser elementos integrantes de
muitas familias. As alteracdes que surgem na pele sdo facilmente detetaveis pelos
proprietérios que procuram auxilio quase imediato do médico veterinério. Desta feita,
acredita-se que, nos ultimos anos, 20 a 75% dos problemas que surgem em clinicas e
hospitais veterinarios séo do foro dermatoldgico (Scott et al., 2001).

As neoplasias cuténeas caninas sao muito variadas. Os mastocitomas sdo uma
das neoplasias mais comum nesta espécie, representando cerca de 10 a 15% de todos

os tumores cutaneos (Gross et al., 2005).

De entre os tumores cutdneos de origem mesenquimatosa estdo incluidos os
tumores das bainhas dos nervos periféricos (TBNP), benignos e malignos.

Os TBNP pertencem a um grupo muito heterogéneo de neoplasias e podem ter
origem nas células de Schwann, células perineurais e fibroblastos. Este tipo de tumores
ocorre tanto no Homem como no cao (Kleihues e Cavanee, 2000).

Na medicina humana, e de acordo com a sua origem celular, os TBNP sé&o
classificados pela Organizacao Mundial de Saude (OMS) em schwannoma, neurofibroma,
perineurioma e tumores malignos das bainhas dos nervos periféricos (Kleihues e
Cavenee, 2000; Weiss e Goldblum, 2001a; Huang et al., 2006).

No entanto, em veterinaria as semelhancas clinicas e morfoldgicas das lesGes que
compdem este grupo de neoplasias torna a classificacdo histopatolégica dos TBNP
bastante dificil e controversa. Este obstaculo deve-se, provavelmente a baixa incidéncia
de TBNP na medicina veterinaria e, portanto a falta de estudos relacionados com este
grupo de neoplasias (Goldschmidt e Hendrick, 2002; Koestner e Higgins, 2002; Gross et
al., 2005). Assim, sao genericamente designados de Tumores das Bainhas dos Nervos
Periféricos. No que diz respeito ao comportamento biolégico e morfolégico, séo divididos
em benignos ou malignos (Hendrick et al., 1998; Koestner et al., 1999; Goldschmidt e
Hendrick, 2002; Koestner e Higgins, 2002; Gross et al., 2005).

Sinais clinicos e diagnéstico

O diagnostico clinico dos TBNP néo é, de facto, uma tarefa facil para o médico
veterinario. Este obstaculo deve-se, em parte, a falta de especificidade dos sintomas que
o animal manifesta. De um modo geral, o animal apresenta uma massa palpavel ao
toque, com localizagc&o preferencial na regido do tronco e membros. Assim, 0s sinais
clinicos exibidos sdo comuns a muitas outras patologias diagnosticadas em medicina

veterinaria.



Habitualmente os sinais clinicos incluem dor severa, claudicagdo progressiva
cronica dos membros e atrofia muscular, perda parcial dos movimentos de uma das
extremidades, perda de forga e coordenacdo musculares e auséncia de reflexos. Alguns
animais chegam mesmo a ndo estar conscientes dos seus movimentos e da sua postura,

condi¢cdo designada por défice da capacidade propriocetiva.

Tumores benignos das bainhas dos nervos periféricos

Os TBNP benignos séao neoplasias raras no cdo. Adicionalmente, em animais de
grande porte, nomeadamente em equinos e bovinos, estas neoplasias sdo também
pouco frequentes (Kameyama et al., 2000; Goldschmidt e Hendrick, 2002; Schéniger e
Summers, 2009). Contudo, a incidéncia exata destes tumores € dificil de avaliar devido
as semelhancas histopatoldgicas e imunofenotipicas com outras neoplasias de células
fusiformes (Gross et al., 2005).

Esta neoplasia afeta maioritariamente cdes adultos, com idade média entre 7.3 e
8.3 anos (Scott et al., 2001; Gross et al.,, 2005). Nenhuma raga estd4 descrita como
predisposta a ocorréncia desta lesdo no entanto, alguns autores sugerem que possa
haver alguma predisposicdo do Fox Terrier (Scott et al., 2001). As lesGes surgem sob a
forma de uma massa, usualmente solitaria e circunscrita, de consisténcia variavel,
atingindo frequentemente 2 a 5 cm de didmetro. Localizam-se sobretudo no tecido
subcutaneo, podendo contudo expandir-se para a derme (Gross et al., 2005).

Histologicamente, os TBNP caracterizam-se por um denso agregado de células de
origem mesenquimatosa, com forma ovoide ou fusiforme alongada, dispostas em feixes
ondulados, palicada ou espirais concéntricas (Goldschmidt e Hendrick, 2002; Koestner e
Higgins, 2002; Gross et al., 2005). Este arranjo em espiral pode desenvolver-se em torno
de vasos sanguineos de diferentes calibres (Gross et al., 2005). Este padrao morfolégico
do tipo Antoni A (Weiss e Goldblum, 2001a) é considerado o hallmark em TBNP benignos
em humanos (Enzinger e Weiss, 1995). No cado, apesar de ndo ser tdo frequente quanto
no homem, esta configuracdo celular é muito caracteristica destes tumores (Koestner e
Higgins, 2002). Adicionalmente, a formac@o de corpusculos de Verocay, descritos na
medicina humana como uma dupla camada de células neoplasicas dispostas em
palicada, € extremamente rara nos animais domeésticos, comparativamente com o homem
(Goldschmidt e Hendrick, 2002).
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Figura 3 - llustracdo esquemaética dos corpusculos de Verocay
(Adaptado de A: Wippold Il et al., 2007; B: Joshi, 2012).

Com menos frequéncia, podem surgir areas de lesdo contendo um reduzido
namero de células poligonais com pequenos nucleos hipercromaticos, e distribuidas
livremente numa matriz extracelular, denominadas, na medicina humana por padrdo

morfolégico do tipo Antoni B (Kuwamura et al., 1998; Koestner e Higgins, 2002).

O neurofibroma é o tumor das bainhas dos nervos periféricos de comportamento
benigno mais comum, sendo diagnosticado com muita frequéncia na prética clinica em
humanos (Rodriguez-Peralto et al., 2013). O neurofibroma com localiza¢do cutanea € o
mais comum e ocorre esporadicamente na maioria dos casos (Scheithauer et al., 1999;
Rodriguez et al., 2012), ainda que aproximadamente 10% dos casos diagnosticados
estdo associados com neurofibromatose de tipo 1 (NF1 ou doenga von Recklinghausen’s)
(Huang et al., 2006; Rodriguez et al., 2012).

A NF1 é uma doenca genética autossomica dominante bastante comum, que
afeta 1 em 3500 individuos mundialmente (Riccardi et al., 1992; Rodriguez-Peralto et al.,
2013). Na origem desta patologia esta uma mutagdo no gene NF1 que, em condigcbes
normais codifica a neurofibromina, uma proteina supressora destas neoplasias cuja perda
funcional resulta no desenvolvimento de neurofiboromas benignos que podem progredir
para a malignidade (Cichowski e Jacks, 2001; Zhu et al., 2001; Zhu et al., 2002). O
neurofibroma cuténeo é proprio da NF1, sucedendo em praticamente todos os individuos
com a doenca (Weiss e Goldblum, 2001a; Le et al., 2009). Estes tumores surgem
habitualmente na puberdade, e aumentam em tamanho e em numero com a idade e



durante a gravidez, sugerindo a componente hormonal na progressdo da neoplasia
(Ferner, 2007; Lakkis e Tennekoon, 2000).

O neurofibroma cutadneo € um tumor benigno que surge sem capsula, mas bem
circunscrito numa matriz extracelular rica em fibras nervosas e de colagénio. As lesbes
séo variavelmente compostas por células de Schwann e fibroblastos, e outros elementos
locais como células perineurais, células endoteliais, linfocitos e um elevado ndmero de
mastocitos (Kleihues e Cavenee, 2000; Staser et al., 2010). Apesar de ainda ndo estar
identificada como tal, acredita-se que a célula de Schwann é a célula de origem do
neurofibroma (Cichowski e Jacks, 2001; Rodriguez-Peralto et al., 2013). A existéncia de
verdadeiros neurofiboromas em animais domésticos é questionavel (Koestner e Higgins,
2002; Gross et al., 2005; Ahmadi et al., 2012). Dessa forma, na literatura veterinaria
existe apenas um estudo que relata a existéncia do neurofibroma plexiforme no céo
(Schéniger e Summers, 2009).

O neurofibroma plexiforme afeta aproximadamente 30% dos individuos com
NF1l, e é considerado a caracteristica patognomoénica da doenca, embora muito
raramente possa ocorrer na auséncia da doenca (Ferner, 2007; Marocchio et al., 2006).
Na maior parte dos casos, o neurofibroma plexiforme é uma lesao congénita, envolvendo
um ou varios fasciculos nervosos, que frequentemente surgem das ramificagcbes dos
grandes nervos (Rodriguez et al., 2012; Rodriguez-Peralto et al., 2013). Tal como
acontece nas outras formas desta lesédo e, apesar de néo estar totalmente esclarecido,
acredita-se que o neurofibroma plexiforme tem origem nas células de Schwann
(Cichowski e Jacks, 2001;Le et al., 2011; Rodriguez-Peralto et al., 2013).

Do ponto de vista clinico, o neurofiboroma plexiforme cutdneo é uma lesdo
benigna, usualmente presente desde o nascimento, que se apresenta geralmente ndo
circunscrita. O seu padrdo de crescimento invulgar representa, por meio de disfungéo
organica e/ou neuronal, risco de vida para o individuo (Lakkis e Tennekoon, 2000; Ferner,
2007).

Habitualmente e na sua forma classica, o diagnéstico de neurofibroma decorre
sem grande dificuldade.

Na medicina veterinaria, como ja foi referido, os critérios para o diagnéstico do
neurofiboroma ndo estdo estabelecidos. Esta lesdo é classificada, conjuntamente com o
schwannoma e o perineurioma como TBNP benigno (Schoniger e Summers, 2009;
Ahmadi et al., 2012). O facto de o comportamento biol6gico destas lesdes ser idéntico
dificulta a sua classificac@o. Adicionalmente, e ao contrario do que acontece no homem, a
existéncia de verdadeiros neurofiboromas em animais domésticos é discutivel (Koestner e
Higgins, 2002; Gross et al., 2005; Ahmadi et al., 2012). Contudo, alguns autores usam a

designacédo neurofiboroma em animais, baseada no sistema de classificacdo em humanos



(Schéniger e Summers, 2009; Nielsen et al., 2010; Fattahian et al., 2012). Desta feita, a
existéncia de variantes de neurofibroma, em diferentes espécies animais, idénticas as
relatadas no homem, levam estes autores a acreditar ser possivel estabelecer uma
subclassificagdo dos TBNP benignos na medicina veterinéaria (Schoniger e Summers,
2009; Schoniger et al., 2011).

No homem, o schwannoma é o segundo tumor mais comum com origem nas
bainhas dos nervos periféricos. Esta lesdo é responsavel por aproximadamente 5% de
todas as neoplasias dos tecidos moles (Huang et al., 2006; Rodriguez-Peralto et al.,
2013). Os schwannomas com localizacdo cutanea sao pouco frequentes e normalmente
envolvem a derme e o tecido subcutédneo. Tumores com localizagcdo exclusiva na derme
sdo muito raros (Rodriguez-Peralto et al., 2013).

Macroscopicamente, os schwannomas apresentam-se sob a forma de uma leséo
nodular, encapsulada e bem circunscrita, de consisténcia mole e usualmente solitaria.
Contudo, apesar de pouco comum, podem surgir multiplas lesbes associadas a diferentes
quadros clinicos (Rodriguez et al., 2012; Rodriguez-Peralto et al., 2013).

A neurofiboromatose de tipo 2 (NF2) é uma doenca hereditaria autossémica
dominante, na qual os individuos afetados desenvolvem mudltiplas lesées. O schwannoma
vestibular em particular, é o fenétipo da doenca e afeta individuos mais jovens,
comparativamente ao schwannoma esporadico (Gutmann et al., 1999; McMenamin et al.,
2001).

Neuroma acustico é a designacdo mais comum para schwannoma vestibular
(Propp et al., 2006). Na medicina humana, o “schwannoma acustico” é a terceira
denominacao para este tipo de neoplasias (Ottinger et al., 2009).

Embora de incidéncia rara, acredita-se que o schwannoma vestibular representa a
maioria das neoplasias das bainhas dos nervos periféricos com localizag&o intracraniana
(Propp et al., 2006).

O schwannoma vestibular é uma lesdo benigna, na grande maioria dos casos de
crescimento lento, que ocorre no ouvido interno dos individuos, em particular, no nervo
auditivo, que liga o ouvido ao cérebro. Localizadas no oitavo nervo craniano, este tipo de
lesbes compromete as suas fungBes, nomeadamente a audicdo e o equilibrio dos
individuos afetados. Na condi¢cdo de NF2, os individuos desenvolvem frequentemente o
schwannoma vestibular em ambos os ouvidos.

Acredita-se que a grande responsavel pela condicdo seja uma hiperproliferacao
de células de Schwann, que em condi¢cdes normais envolvem e suportam as fibras

nervosas. A medida que a neoplasia cresce, a pressdo exercida no referido nervo do



ouvido interno resulta, na maioria das vezes, na perda de audi¢cdo (Celis-Aguilar et al.,
2012), zumbido nos ouvidos e tonturas consequentes da perda de equilibrio. Estes
sintomas podem ver-se agravados com o crescimento da lesdo, nomeadamente quando
a pressao € exercida no nervo da face, causando paralisia facial no lado onde a leséo
esta localizada. Em casos mais extremos, e quando o tumor se torna ainda maior, acaba
por pressionar estruturas mais proximas do cérebro, tornando-se um risco para a vida
dos individuos afetados.

Na medicina veterindria, apenas esta descrita a existéncia de um schwannoma
acustico na espécie canina (Ottinger et al., 2009). Todavia, 0 comportamento maligno
associado a referida lesdo difere daquele descrito no Homem, no qual € geralmente
benigno (Ottinger et al., 2009).

Tanto na forma esporadica, como no schwannoma vestibular, na sua base estédo
mutagdes no gene NF2 (Gutmann et al., 1997; Hitotsumatsu et al., 1997; Gutmann et al.,
1998; Rodriguez-Peralto et al., 2013).

O gene NF2 é um gene supressor tumoral que codifica uma proteina, designada
merlina, produzida no sistema nervoso, e em particular nas células de Schwann. Esta
proteina tem uma elevada homologia com um grupo de moléculas que fazem a ligacdo
entre a membrana e o citoesqueleto das células (Scherer e Gutmann, 1996; Rodriguez-
Peralto et al., 2013). Apesar de a sua fungdo exata ser ainda desconhecida, acredita-se
que, nas células de Schwann, a merlina possa modular a sua forma e crescimento, assim
como a comunicacao intercelular (Scherer e Gutmann, 1996).

A manifestacdo da doenca resulta da perda funcional desta proteina (Rodriguez-
Peralto et al., 2013). Desta feita, a regulacdo do crescimento e divisdo celular ficam
comprometidos. Particularmente, nas células de Schwann, esta disfuncionalidade
favorece uma multiplicagdo celular rapida e descontrolada, e a formagdo de tumores
caracteristicos da NF2.

Na auséncia de NF2, a ocorréncia de multiplos schwannomas subcutaneos é
indicativo de schwannomatose (Jacoby et al., 1997). Esta € uma doenga genética rara,
usualmente esponténea, embora menos frequentemente possa ter uma componente
familiar. Todavia, e ao contrario do que acontece na NF2, muta¢cdes germinativas no
gene NF2 ndo sdo as responsaveis pela manifestagdo da doenca (Rodriguez-Peralto et
al., 2013). Os schwannomas caracteristicos da schwannomatose sédo o resultado de
mutag¢des somaticas ou adquiridas em células de origem do tumor (Buckley et al., 2005).
A schwannomatose foi recentemente reconhecida como a terceira demonstracdo
relevante de neurofibromatose, embora a sua etiologia permanega por explicar. Os
individuos com a doenca desenvolvem schwannomas mudltiplos, clinica e geneticamente

diferentes do schwannoma vestibular, tipico da NF2. Porém, a dificuldade em obter um
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diagnostico preciso de schwannomatose persiste, provavelmente devido a baixa
incidéncia da doenca (Chen et al., 2013).

O schwannoma é uma neoplasia benigna com origem nas células de Schwann.

Do ponto de vista histolégico, dois padrées de crescimento celular distintos podem
ser observados nesta lesdo. O schwannoma classico apresenta &reas altamente
celulares, onde os nucleos estdo dispostos em palicada, formando os corpusculos de
Verocay. No homem, esta disposi¢cdo ordeira de células em fileira dupla é tipica do
padrdo Antoni tipo A e esta intimamente associada ao schwannoma (Joshi, 2012).

Por outro lado, o tecido Antoni B apresenta areas de baixa densidade celular,
organizadas livremente num estroma mixomatoso. A presenca de células inflamatérias
dispersas, em particular mastdcitos, bem como de multiplos vasos sanguineos dilatados,
sao caracteristicas importantes destas regibes que, muitas vezes ndo sdo mais do que
degeneragdes de tecido Antoni A (Enzinger e Weiss, 1995; Koestner e Higgins, 2002;
Joshi, 2012; Rodriguez et al., 2012; Rodriguez-Peralto et al., 2013). Embora possam
surgir em simultaneo, as regies Antoni A e B aparecem geralmente bem demarcadas
uma da outra e, em alguns casos, pode ser observada uma zona mista, de transigao,
onde as ambas as areas se fundem (Wippold Il et al., 2007; Joshi, 2012).

Como ja foi referido, uma grande controvérsia acerca da nomenclatura destas
neoplasias permanece nos dias de hoje. Tal deve-se quer a escassez de trabalhos no
ambito dos TBNP, quer ao facto de os estudos ja publicados serem bastante confusos
relativamente as possiveis origens destas neoplasias.

Em medicina veterinaria, o termo schwannoma é usado na clinica e refere-se a
tumores em que a origem das células neoplasicas se restringe exclusivamente a células
de Schwann (Hendrick et al., 1998; Goldschmidt e Hendrick, 2002). Todavia, 0 uso deste
termo é algo generalista e controverso, uma vez reconhecida a necessidade de um
diagnodstico diferencial entre os TBNP e outros tumores de células fusiformes,
microscopicamente muito semelhantes (Gross et al., 2005). No entanto, em animais de
grande porte, nhomeadamente no gado, os autores classificam frequentemente estas
lesbes de acordo com a classificacdo estabelecida na medicina humana. Por essa razéo,
nestes casos, pode encontrar-se na literatura o termo schwannoma (Stoica et al., 2001;
Nielsen et al., 2007; Schoniger et al., 2011; Ahmadi et al., 2012). O schwannoma, tal
como o neurofibroma é uma neoplasia benigna das bainhas do nervo periférico. Contudo,
a transformacdo maligna do schwannoma €, relativamente ao neurofibroma, uma
ocorréncia muito mais rara (Woodruff et al., 1994; Kurtkaya-Yapicier et al., 2003; Gupta e
Maniker, 2007).

O hibrido neurofibroma-schwannoma foi recentemente descrito por Nielsen et al.,

2010 em bovinos. Os autores observaram lesdes que exibiam caracteristicas de ambas
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as neoplasias. Todavia, na maioria dos casos foi patente o claro predominio da
componente schwannoma. Nestas regibes, ambos os padr6es morfoldégicos Antoni A e
Antoni B estavam representados, e a transicdo para &reas representativas de
neurofibroma acontecia de forma abruta, sendo identificadas duas areas bem distintas
(Nielsen et al., 2010).

O perineurioma é considerado um tumor das bainhas dos nervos periféricos
extremamente raro, de caracter benigno, composto exclusivamente por células
neoplasicas perineurais (Macarenco et al.,, 2007; Rodriguez et al., 2012; Rodriguez-
Peralto et al., 2013).

De acordo com a sua localizagéo, duas formas distintas podem ser reconhecidas:
intraneural e extraneural (Macarenco et al., 2007; Rodriguez et al., 2012; Rodriguez-
Peralto et al.,, 2013). O perineurioma intraneural é raro e afeta, em exclusivo, 0 nervo
periférico (Macarenco et al., 2007; Rodriguez-Peralto et al., 2013). Por sua vez, o
perineurioma extraneural surge mais frequentemente no tecido subcutdneo, embora
possa também ocorrer em tecidos moles e menos frequentemente, restringir-se a derme
(Robson e Calonje, 2000; Rodriguez-Peralto et al., 2013).

O perineurioma extraneural € uma neoplasia da bainha dos nervos periféricos
benigna e, ao contrario do neurofiboroma e do schwannoma, parece nao ter associacdo
com a neurofibromatose. Esta é uma lesao normalmente bem circunscrita e sem capsula,
de consisténcia firme, que afeta maioritariamente adultos, embora tenha sido j& descrita
em criancas e cuja aparente auséncia de predilecdo sexual parece ser debatida (Kleihues
e Cavanee, 2000; Macarenco et al., 2007).

Do ponto de vista histologico, o perineurioma extraneural é constituido por células
fusiformes alongadas, com o nlcleo ondulado, envoltas por um estroma usualmente rico
em colagénio, embora por vezes com uma componente mixoide (Macarenco et al., 2007).

O perineurioma é composto exclusivamente por células perineurais. Contudo, e
embora seja uma situacdo muito pontual, podem surgir células de Schwann e
fibroblastos. Desta feita, o diagnéstico diferencial de outras neoplasias das bainhas dos
nervos periféricos benignas, como o neurofiboroma e o schwannoma torna-se imperativo.
Ainda assim, a grande maioria dos casos pode ser facilmente diferenciada ao nivel da
morfologia. Quando n&do é possivel, considera-se a imunohistoquimica uma ferramenta
bastante util (Macarenco et al., 2007). Os perineuriomas consistem inteiramente de
células perineurais diferenciadas imunoreactivas para o marcador EMA (Kleihues e
Cavenee, 2000).

Apesar de a sua ocorréncia ser extremamente rara, ha relatos da ocorréncia de

perineurioma intraneural em veterinaria, nomeadamente em canideos e em Gallus gallus
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domesticus (Koestner e Higgins, 2002; Toyoda et al., 2005; Higgins et al., 2006). No que
diz respeito ao perineurioma extraneural, pelo que nos foi permitido saber, ndo existem
relatos da sua ocorréncia em animais domésticos (Toyoda et al., 2005). Aliada ao facto
de, mais uma vez, o comportamento biolégico desta neoplasia ser idéntico ao dos TBNP
supracitados, esta € também uma das razdes pela qual uma classificacdo correta e

definitiva deste grupo de neoplasias se tem revelado dificil.

As neoplasias benighas das bainhas dos nervos periféricos distanciam-se das
suas das formas malignas pela presenca de uma populacdo de células monomoérficas.
Adicionalmente, a presenca de numero consideravel de figuras de mitose, bem como a
invasdo do tecido adjacente ndo sdo caracteristicas das lesdes benignas. Alids, uma
proliferacdo de caracter infiltrativo € muito frequentemente observada em neoplasias

malignas das bainhas dos nervos periféricos (Gross et al., 2005).

Tumores malignos das bainhas dos nervos periféricos

A semelhanca do que acontece na forma benigna, o TBNP de caracter maligno é
uma neoplasia cutanea de incidéncia rara no cdo e também no gato (Goldschmidt e
Hendrick, 2002; Gross et al., 2005; Schulman et al., 2009). Ainda que com menor
frequéncia, esta é uma neoplasia que ocorre igualmente em animais de grande porte
(Goldschmidt e Hendrick, 2002). Todavia, e em conformidade com os seus analogos, a
precisa incidéncia desta neoplasia € dificil de estimar devido a partilha de caracteristicas
histomorfolégicas com outras neoplasias. Em particular, esta neoplasia mostra-se, quanto
ao fenotipo, muito préxima do hemangioperiocitoma canino (Pérez et al., 1996; Hendrick
et al., 1998; Sawamoto et al., 1999; Goldschmidt e Hendrick, 2002; Gross et al., 2005).
Por outro lado, a confirmagédo do diagndstico requer uma avaliagao imunohistoquimica da
lesdo, que ndo era considerada procedimento de rotina no passado, e por isso, a
verdadeira incidéncia deste grupo de lesbes é desconhecida (Bergmann et al., 2009).

Do ponto de vista clinico, muitas sdo também as parecencas com os homoélogos
benignos. O TBNP maligno é uma neoplasia que surge frequentemente no tecido
subcutaneo de cédes adultos, predisposta a raca Golden Retrivier, com uma idade média
de 9 anos (Gross et al., 2005). Esta lesdo surge quase sempre localizada no tronco ou
membros do animal, sob a forma de uma massa ndo encapsulada, podendo medir mais
de 2 cm de didmetro (Gross et al., 2005). Embora seja uma neoplasia que acomete, na
grande maioria das vezes a pele, pode surgir noutras localizagbes do corpo do animal
(Kostov et al., 2008; Patterson et al., 2008; Bergmann et al., 2009; Park et al., 2011a).
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Histologicamente, o TBNP maligno € constituido por uma populagédo pleomoérfica
de células fusiformes, dispostas em pequenos feixes entrelagcados num estroma rico em
colagénio (Goldschmidt e Hendrick, 2002; Koestner e Higgins, 2002). Ao contrario do que
acontece nas formas benignas desta neoplasia, a disposicdo classica em palicada esta
usualmente ausente, sendo que grupos celulares mais densos séo frequentemente
observados.

Pelo facto de, independentemente do comportamento biolégico, o grau de
pleomorfismo dos TBNP ser varidvel, a diferenciacdo histoldgica baseada neste
parametro pode tornar-se dificil (Nielsen et al., 2010). No céo, este aspecto ndo é tao
evidente. Nesta espécie, a lesdo maligna compreende areas altamente celulares, muito
heterogéneas. Desta forma, e muito embora partiihem muitas caracteristicas morfolégicas
com as formas benignas, nos TBNP malignos os padrbes de crescimento celular, Antoni
A e Antoni B sdo menos evidentes (Gross et al., 2005).

No homem, o TBNP maligno cutdneo é raro, representando 2% de todas as
neoplasias de células fusiformes de caracter maligno na pele (Thomas et al., 2009).

A transformagdo maligna dos TBNP benignos foi descrita na espécie humana
(Weiss e Goldblum, 2001b). O neurofibroma, e em particular o neurofibroma plexiforme, é
reconhecido como sendo o principal precursor dos TBNP malignos. Esta associacdo é
menos comum quando a localizacao da neoplasia € cutanea (Allison et al., 2005; Thomas
et al., 2009).

O TBNP maligno esta fortemente associado a NF1 (Thomas et al., 2009). De
facto, os individuos com neurofibroma plexiforme associado a NF1 apresentam um risco
de aproximadamente 10% de vir a desenvolver um TBNP maligno (Lakkis e Tennekoon,
2000; Ferner, 2007).

O TBNP maligno cutdneo é, ao contrario do que acontece no céo, e
comparativamente ao seu homélogo com localizagédo nos tecidos moles profundos, muito
pouco comum (Thomas et al., 2009). Por definicdo, esta é uma lesdo que se localiza
predominantemente na derme ou no tecido subcutaneo e, do ponto de vista clinico,
apresenta um crescimento variavel (Thomas et al., 2009).

Histologicamente, o TBNP maligno é geralmente composto por areas de
densidade varidvel de células fusiformes hipercromaticas, envolvidas num estroma
predominantemente mixdide, a semelhanca do neurofibroma convencional (Thomas et
al., 2009).

O diagnéstico do TBNP maligno é bastante dificil e controverso, dado que estas
séo lesdes aparentemente com diferentes origens celulares e cuja histogénese dos varios

componentes permanece por esclarecer (Rodriguez et al., 2012; Le et al., 2011).
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Como se sabe, 0 uso de critérios histologicos no diagnéstico dos TBNP tem vindo
a limitar, se ndo impedir o correto diagnostico destas lesdes. Este entrave deve-se, tal
como ja foi referido, & baixa incidéncia destas neoplasias nos animais. Por outro lado, as
semelhancas clinicas e histomorfolégicas que apresentam agravam esta situagao.

A utilizacdo de métodos imunohistoquimicos tem sido cada vez mais frequente,
facilitando o diagnéstico de muitas neoplasias de animais domésticos (Scott et al., 2001).
No entanto, a aplicac@o de técnicas imunohistoquimicas em medicina veterinaria acarreta
algumas limitac6es, nomeadamente a escassez de anticorpos especificos para os tecidos
animais (Ruiz et al., 2005).

A técnica de imunohistoquimica é usada no diagnéstico e em investigacdo em
patologia humana desde ha véarias décadas (Ruiz et al., 2005). Por essa razéo, a maioria
dos anticorpos especificos de marcadores celulares desenvolvidos nos ultimos anos
foram formulados para reconhecer antigénios humanos (Cassali et al., 2001). Assim, e
porque alguns anticorpos apresentam reatividade cruzada entre antigénios humanos e
animais, a medicina veterinaria recorre aos marcadores humanos no diagnéstico clinico,

bem como na investigacao basica (Ruiz et al., 2005).

A caracterizagdo imunohistoquimica dos TBNP constituiu um dos objetivos do
presente trabalho.
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Objetivos

A histogénese dos tumores das bainhas dos nervos periféricos em canideos ndo é
ainda abordada com rigor e clareza pela comunidade cientifico-profissional. De facto, a
dificuldade em caracterizar e classificar estes tumores tem vindo a persistir, mesmo apos
longos anos de investigacao.

O objectivo geral deste estudo foi contribuir para uma melhor e mais correta
caracterizacdo deste tipo de lesbBes, perspectivando uma rigorosa e uniforme
caracterizacdo deste grupo de neoplasias. Para tal, foram definidos como objetivos

especificos deste trabalho:

- Caracterizar o comportamento biol6gico dos varios TBNP da série em estudo;

- Avaliar a imunoreatividade para os diferentes marcadores: S-100, Vimentina,
GFAP, Desmina, a-actina, e NSE nas diferentes lesdes;

- Avaliar e quantificar o indice de proliferagcéo celular das células neopléasicas, com
recurso ao anticorpo Ki-67.
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Materiais e métodos
Material

Os tumores utilizados neste trabalho foram recebidos pelo Laboratério de
Patologia Veterinaria do ICBAS - UP, no periodo de 2000 a 2011. As amostras,
provenientes de varias clinicas e hospitais veterinarios de Portugal Continental, com
predominancia para a zona Norte, resultaram de exéreses cirlrgicas. A peca cirlrgica
fazia-se acompanhar por uma ficha de requisi¢cdo de analise que incluia a identificacdo do
animal, bem como dados clinicos relevantes, se bem que muitas vezes incompletos. O
material enviado para o laboratério encontrava-se ja fixado em formaldeido tamponado a

10%, sendo o tempo de fixagdo desconhecido.

Métodos

Dados Clinicos

Os dados relativos a avaliagdo clinica, nomeadamente a identificagdo do animal
(raca, sexo, idade) e a caracterizagdo da lesao (localizagdo, numero e tamanho) foram
obtidos sempre que possivel com recurso as informacdes constantes na ficha de
requisicao e ao respetivo relatorio histopatolégico emitido. Sempre que os dados eram
incompletos, foi estabelecido o contacto presencial, telefénico ou por email, com o clinico
responsavel pelo acompanhamento médico do animal, que nos facultou o0 maximo de
informacé&o disponivel sobre o caso, incluindo o percurso do animal desde o diagndstico

até a data deste contacto.

Avaliagdo Macroscopica

Rececionadas as amostras no laboratério, procedeu-se a uma avaliagdo
macroscopica das pecas e respetiva descricdo detalhada. Foram avaliados diferentes
parametros macroscopicos, nomeadamente o tamanho, a consisténcia, a constitui¢cdo, a
cor, e os limites.

De seguida, as areas de interesse foram selecionadas pelo Interno de Patologia

do laboratorio, que efectuou pequenas seccdes para posterior avaliagdo microscopica.
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Avaliacdo Histopatolégica

As amostras foram processadas num processador automatico de tecidos, modelo
STP 120® da Micron® e incluidas em parafina, segundo a metodologia habitual. Foram
efetuados cortes com 2um de cada um dos tumores, para realizagdo da coloracédo
convencional hematoxilina-eosina, seguindo-se o procedimento:

1. Desparafinagdo em xilol durante 15 minutos.
Hidratagdo numa série de alcoois de concentracdo decrescente.
Lavagem em &gua destilada.
Coloracdo com hematoxilina durante 4 minutos.
Lavagem em &gua corrente.

Coloracdo com eosina durante 2 minutos.

N o o bk~ wDd

Desidratacdo numa série de alcoois de concentracdo crescente, seguida de
diafanizacdo em xilol.

8. Montagem das laminas com Entellan (Merck®) e lamela de vidro.

Os cortes foram analisados de forma independente por dois patologistas (Prof®
Fatima Gartner e Dra. Irina Amorim) e classificados de acordo com os critérios
morfolégicos utilizados na medicina humana (Scheithauer et al., 1999) e os esquemas de
classificacdo para TBNP em canideos (Koestner e Higgins, 2002). Nos casos em que as
opinides divergiram, recorreu-se a um microscopio multicabegas para se debater um
resultado consensual.

O comportamento biolégico das neoplasias foi determinado por meio da avaliacéo
de alguns parametros vulgarmente utilizados, tais como: avaliacdo dos limites e zona
marginal (encapsulada/parcialmente encapsulada/ sem capsula), tipo de crescimento
(expansivo/infiltrativo), morfologia (padréo de crescimento Antoni A e/ou Antoni B), atipia
celular e nuclear (presenca/auséncia), necrose (presenca/auséncia) e atividade mitética
(baixa/moderada/elevada).

A proporgdo de cada padréo de crescimento (Antoni A ou Antoni B) foi avaliada
semi-quantitativamente, de acordo com o método descrito por Gaitero et al., 2008, e na
seguinte escala: (-) auséncia de um padrdo de crescimento especifico, (+) <25% do
tumor apresenta o padrédo de crescimento, (++) 25-50% do tumor exibe o padréo de
crescimento, (+++) 50-75% do tumor exibe o padrédo de crescimento, (++++) > 75% do

tumor exibe o padréo de crescimento.
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Estudo Imunohistoquimico

Para a andlise imunohistoquimica foram realizados cortes seriados de cada um
dos tumores com 2um de espessura e colados em laminas previamente revestidas com
solugdo de Silane a 5% (3 — Aminopropyltriethosilane, Sigma®), de acordo com a

metodologia convencional.
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Quadro 1 - Anticorpos utilizados para o estudo IHQ e suas caracteristicas.

S-100

Ki-67

Vimentina

GFAP

Desmina

a-actina

NSE

MIB - 1

V9

D33

HHF35

VI-H14

Dako®

Denmark

Dako®

Denmark

Dako®

Denmark

Millipore ®
California, USA

Dako®

Denmark

Dako®

Denmark

Imgenex®
San Diego, USA

Policlonal

Monoclonal

Monoclonal

Policlonal

Monoclonal

Monoclonal

Monoclonal

PP em TC (pH 6)

PP em TC (ph 6)

PP em TC (pH 6)

PP em TC (pH 6)

PP em TC (pH 6)

PP em TC (pH 6)

1:500

1:500

1:500

1:2000

1:20

1:300

1:500

ON, 4°C

ON, 4°C

ON, 4°C

ON, 4°C

ON, 4°C

ON, 4°C

On, 4°C

Pele normal de cdo/ melanoma canino

Linfoma de alto grau

Tecidos mesenquimatosos normais (tecido

adiposo, conjuntivo, muscular)

Encéfalo de cédo

Tecido muscular

Musculo liso

Porgéo enddcrina do pancreas

(llhéus de Langerhans)

Legenda: PP - Panela de presséo; TC -Tampéo citrato; ON — Overnight.

22



Procedimento

Para a realizacdo da técnica de IHQ utilizou-se o kit Novolink Max Polymer

Detection System (1250 testes), Novocastra®, Newcastle, UK.

1.
2.

10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

Desparafinagdo em xilol durante 10 minutos.

0]

Hidratacdo em série de &lcoois de concentracdo decrescente (100%, 95%
70%).

Lavagem em agua destilada corrente.

Tratamento térmico para recuperagdo antigénica (Quadro 1).

Blogueio da peroxidase endégena com Peroxidase Block®, durante 5
minutos.

Duas lavagens em TBS, 2x 5 minutos.

Q-

Incubagdo em Protein Block®, durante 5 minutos em camara himida,
temperatura ambiente.

Remoc&o do excesso do Protein Block® e incubagdo no anticorpo primario,
em camara humida, ON, a 4°C (Quadro 1).

Duas lavagens em TBS, 2x 5 minutos.

Incubacéo em Post Primary Block®, durante 30 minutos em camara humida,
a temperatura ambiente.

Duas lavagens em TBS, durante 5 minutos.

Incubagéo em Ponmer®, durante 30 minutos em camara humida, a
temperatura ambiente.

Duas lavagens em TBS, durante 5 minutos.

Incubagéo numa solugéo de tetra-hidrocloreto de 3,3’-diaminobenzidina (DAB).
Lavagem em agua corrente, durante 10 minutos.

Contraste dos nucleos com hematoxilina, 6 mergulhos.

Diferenciagdo em agua corrente, durante 10 minutos.

Desidratacdo numa série de &lcoois de concentracdo crescente (70%, 95% e
100%) e diafanizag@o em xilol.

Montagem em Entellan (Merck®).

Quantificacdo da imunoreatividade

As preparagOes foram observadas num microscopio Nikon Eclipse E600, e as

imagens captadas numa camara digital Nikon Digital Sight DS-5M acoplada a este

aparelho.

A imunoreatividade foi também independentemente avaliada por trés
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observadores. Nos casos em que as opinides divergiram, recorreu-se a um microscopio
multicabecgas para se obter um resultado consensual.

Foram usados controlos positivos para todos os anticorpos, de acordo com o
Quadro 1. Para controlos negativos, utilizou-se o tampado TBS em substituicdo do

anticorpo primario, no procedimento anteriormente descrito.

S-100, Vimentina, GFAP, Desmina, a-actina e NSE

Para este grupo de anticorpos, a presenca de imunoreatividade foi reconhecida
pela presenca de marcacdo granular de cor castanha no citoplasma das células
neoplasicas. Dois parametros diferentes foram considerados: a percentagem de células
imunoreactivas - Extensdo; e a intensidade da marcagédo — Intensidade (Quadro 2). Foi
usado o0 mesmo método de avaliagdo e quantificacdo de expressdo em todos 0s casos.

Quadro 2 — Metodologia utilizada para a avaliagdo da imunoreatividade dos diferentes marcadores. (Adaptado de Amorim
et al., 2009).

Extensdo Intensidade
0:<5%
1:6-25% 0- Ausente
2:26-50% 1-Fraca
2 - Moderada
3:51-75%
3 -Intensa
4:76-100%

Depois de avaliados todos os casos no que diz respeito as variaveis definidas, foi
determinado um score, que resultou do produto entre dois parametros (Extensdo Xx
Intensidade), sendo o seu valor minimo 0 (zero) e o maximo 12 (doze). Apos o célculo do
produto dos valores referentes a Extenséo e a Intensidade da marcacéo, consideraram-
se 0s seguintes resultados: <6 - negativo; 26 - positivo. Importa salientar que 0 nosso
trabalho ndo é o primeiro a usar este método em tumores de canideos (Amorim et al.,

2009), sendo, no entanto, pioneiro ao usa-lo neste tipo de neoplasias.

Ki-67

A reacgéo foi considerada positiva sempre que se observou marcacdo no ndcleo
das células neoplasicas, independentemente da sua intensidade. Depois da andlise
cuidada de todo o tumor, foram seleccionados 10 campos com positividade mais

acentuada, evitando-se areas de necrose. Utilizando uma objetiva de grande ampliacéo
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(400x), foram contadas 1000 células nos 10 campos de grande ampliacdo. O indice
proliferativo foi determinado pela razédo entre 0 numero de células marcadas e o niUmero

total de células contadas, sendo este valor percentual.

Andlise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas recorrendo ao sistema SPSS®
(Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, IL, EUA), versao 19.0.

Os valores obtidos foram considerados significativos para um valor de p <0,05.

A analise dos parametros descritivos das variaveis categoéricas foi realizada
através da obtencdo das frequéncias absolutas e relativas das categorias em estudo.
Para as diferentes variaveis foi efetuada uma analise estatistica descritiva, com o calculo
da média, desvio padrao, maximo, minimo e mediana.

Para determinar a existéncia de possiveis associacfes estatisticamente
significativas entre o comportamento biolégico da lesdo (benigno ou maligno) e os
parametros idade, raca e sexo perspectivou-se o Teste de Independéncia do Qui-
Quadrado (¥?).

O teste exacto de Fisher foi efetuado de modo a verificar a presenca de
associacao estatisticamente significativa entre a expressdo do marcador S100 e o
comportamento biolégico das lesdes.

Para averiguar a existéncia de diferencas com significado estatistico no indice de
proliferacdo celular (Ki-67) e dimensdo das lesdes entre casos malignos e benignos
recorreu-se ao teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. De realcar que, para efeitos de

tratamento estatistico, apenas foi considerada a maior dimensao das lesdes.
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RESULTADOS
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Resultados

Dados clinicos

No presente trabalho foram estudados 40 tumores caninos das bainhas dos
nervos periféricos pertencentes a 40 animais e agrupados de acordo com 0 seu
comportamento biolégico: 17 neoplasias benignas e 23 malighas.

A data do contacto com o médico veterindrio assistente, vinte animais tinham
morrido, sendo que destes, sete foram eutanaziados devido a progressao ou recorréncia
do tumor e os restantes treze morreram por outras razdes nado relacionadas com a
neoplasia. Fomos informados ainda de que, seis animais pertencentes a série em estudo
estao vivos e aparentemente saudaveis, dos quais dois apresentavam tumor maligno.

Nos catorze casos remanescentes ndao nos foi possivel obter estes dados, uma
vez que 0s animais ndo voltaram a clinica apds a cirurgia.

Os dados epidemioldgicos e clinicos relevantes para a caracterizacao das lesdes,
encontram-se resumidos no quadro 3.

Na presente série ndo se identificou predilecdo por qualquer tipo de raca, se bem
que foi observada um ndmero elevado de Boxers (n=7) e Caniches (n=5).

No que diz respeito ao sexo, dos 40 animais com tumor, 25 eram machos (62.5%)
e 15 eram fémeas (37.5%).

Os tumores em estudo pertenciam maioritariamente a animais adultos (62.5%),
com idades compreendidas entre os 2 e 0s 14 anos, apresentando uma média etaria de
9.55 + 2.57 anos.

Relativamente a parametros clinicos, as lesbes surgiam uniformemente
localizadas no troco e membros e apresentavam uma dimensdao média de 4.29 + 2.84
cm. O tratamento estatistico destes dados revelou uma associacdo estatisticamente
significativa entre a dimensédo das lesbes e o comportamento biolégico dos tumores (p<
0,05). Os tumores malignos apresentavam um tamanho claramente superior,

comparativamente com os benignos.
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Quadro 3 - Dados epidemiolégicos e clinicos dos 40 animais incluidos na amostra.

10
11

12

13

14

15

16

17

18
19
20

21

22
23

24

25

26

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

<

=L £ £ £ 2 £ £ < £ 2 L 2 £ £

o]

os)

o]

T T W T I W W W W W W W W W

Perdigueiro
Portugués

Sao Bernardo

Pastor Alemao

SRD

Perdigueiro
Portugués

Boxer

SRD

SRD

SRD
Boxer
SRD

Husky Siberiano
Husky Siberiano
Labrador Retriever

SRD
Boxer
Samoyedo

Boxer
Dalmata

Boxer

Perdigueiro
Portugués

Whippet
SRD

Schnauzer Miniatura
SRD
SRD

Caniche
X Rottweiller
Pitbull
Caniche
Brittany Spaniel
SRD
Caniche
SRD
Boxer
Pastor Alemé&o
Caniche
Boxer
Caniche

Pastor Aleméo

10

12

11

12

13

12

13

10

10

12

13

12

10
10
14
13

10

3

Cy 40 O Oy Oy Oy 0 Oy +0 Oy Oy Oy

0 04 Oy Oy 40 Oy 40 Oy Oy Oy 40 Oy Oy Oy Oy 0 Oy 40 Oy 40 0 10 &y 1O O 14O

- 3 3 3

3

w)

3 U 4 3 4 4 3 4 3 3 4 3 U O

8X8

10X10

2,5X2x1,3

4,3X3x2,5
3X3x3

6,5X6x1,7

3X3

14X11x8

2,5X2
D
3X2x1,5

5X5

4,5X4x3

3X3x1,8

10,5X8x6

2X2x1,5

8X6x1,5

4,5X3,5%x2,
5

4X2,5x2
4X2x1

2,5X2x1,5

9X6
4,3x2,7x2,2

2,5X2,5
4X3,5x2
2X2

3X2,5
D
3X3
1X1
5X3,5x2,5
4X2,8x1,5
4,5X4,5x4
2X1x1
2X2
4AX2x3,7
1,2X1,2
2X1,5x1
2,5X2,5
2,2X2x1,5

Eutanasiado 1 més depois devido a progresséo da
neoplasia

Eutanasiado devido & neoplasia (progresséo ou
recidiva)

Morte (Outras causas)
D
D

Morte (Outras causas)

Eutanasiado 3 meses depois devido a progressao da
neoplasia

Eutanasiado 17 meses depois devido a recorréncia da
neoplasia

Aparentemente saudavel
Morte (Outras causas)
D

Morte (Outras causas)
D

Aparentemente saudavel

Eutanasiado 36 meses depois devido a recorréncia da
neoplasia

Morte (Outras causas)

Eutanasiado 3 meses depois devido a recorréncia da
neoplasia

Morte (Outras causas)

D
D

Morte (Outras causas)

Morte (Outras causas)

D
Aparentemente saudavel

D

Eutanasiado 3 meses depois devido a progresséo da
neoplasia

Aparentemente saudavel
D
D
Aparentemente saudavel
Aparentemente saudavel
D
D
Morte (Outras causas)
Morte (Outras causas)
D
Morte (Outras causas)
Morte (Outras causas)
Morte (Outras causas)

D
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Legenda: M - maligno; B - benigno; SRD - Sem Raga Definida; a - anos; & - macho; ¢ - fémea; cm - centimetros; m -

membros; T - tronco; D — Desconhecido.

Avaliacao Histolégica

Histologicamente, todas as lesdes sao genericamente constituidas por
proliferacdo neoplasica de células mesenquimatosas de densidade variavel, dispostas em
palicada ou em novelos e suportadas por matriz extracelular, ora laxa ora densa. As
células neoplésicas sao fusiformes a estreladas, exibindo nucleos alongados a ovoides,
por vezes com um ou mais nucléolos evidentes e citoplasma aciddfilo de limites
irregulares e pouco definidos.

No que diz respeito ao padrdo morfologico das lesbes, os dois tipos de padrdo de
crescimento (Antoni A/Antoni B) foram identificados na generalidade da amostra (26/40).
Em todos os casos foram observadas areas altamente celulares, dispostas em palicada
ou em espiral, onde nucleos redondos e escuros se apresentavam de forma alongada a
fusiforme, de forma analoga ao padrdo morfol6gico Antoni A, no Homem. Observou-se
este padrao morfolégico em exclusivo em 14 casos da nossa amostra (Figura 4).

Também foram observadas areas de densidade celular mais baixa, nas quais as
células tendem a surgir de forma mais difusa e dispostas aleatoriamente na matriz de
colagénio, assemelhando-se ao denominado padrdo Antoni B, na medicina humana
(Figura 5). Contudo, nenhuma das lesBes analisadas apresentava exclusivamente este

padréo de crescimento.
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Figura 4 - Cao; pele; TBNP, Caso n° 31. H&E: 100x. Na figura observa-se uma proliferagdo de células neoplasicas de
origem mesenquimatosa, dispostas em feixes ondulados, em palicada ou em espirais concéntricas, caracteristica do
padréo de crescimento Antoni A.

Figura 5 - Cao; pele; TBNP, Caso n° 8. H&E: 100x. Na figura observa-se uma proliferacdo de células neoplasicas de
origem mesenquimatosa, dispostas em feixes multidireccionais, por entre matriz extracelular laxa, caracteristica do padrao

de crescimento Antoni B.
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Figura 6 - Cao; pele; TBNP, Caso n° 15. H&E: 40x. Na figura observa-se uma proliferacdo de células neoplasicas de

origem mesenquimatosa, adoptando ambos os padrées histoldgicos descritos nos TBNP (A: Antoni A e B: Antoni B).
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Avaliacdo Imunohistoquimica

Os resultados da avaliagcdo IHQ encontram-se resumidos no Quadro 4.

Quadro 4 - Resultados histoldgicos e imunohistoquimicos obtidos com os diferentes anticorpos.

1 M +++ + 6 12 12 4 2 3 38,9
2 M ++++ - 4 12 6 6 62,6
3 M +++ + 8 12 8 0 3 68,2
4 M ++++ - 8 4 12 8 18,6
5 M +++ + 8 12 8 2 12 38,7
6 M +++ + 9 8 9 4 1 8 21,4
7 M 4+ - 4 12 12 8 1 42,4
8 M + +++ 6 8 8 8 0 12 80,9
9 M ++++ - 8 8 12 9 0 12 70,9
10 M +++ + 4 3 12 9 1 67,2
11 M +++ + 9 8 8 6 0 54
12 M ++ ++ 3 4 12 8 0 6,1
13 M ++ ++ 1 8 6 0 9 14,1
14 M ++ ++ 4 12 4 4 0 12 23,5
15 M ++ ++ 4 8 6 0 6 6,4
16 M ++++ - 6 8 12 8 1 8 25,9
17 M +++ + 8 8 12 4 4 6 63,1
18 M +++ + 6 8 12 3 1 6 26,2
19 M ++++ - 8 8 8 6 1 8 10,2
20 M +++ + 9 12 8 6 0 8 2,8
21 M ++++ - 9 8 12 8 0 12 17
22 M +++ + 9 8 9 8 28,6
23 M ++ ++ 8 12 8 3 6 27,2
24 B +++ + 1 12 12 6 0 8 60,8
25 B +++ + 4 12 12 6 0 3 15,8
26 B +++ + 4 8 4 4 35,3
27 B +++ + 4 8 6 1 6 36,3
28 B +++ + 8 12 12 6 0 9 4,3
29 B ++++ - 4 12 6 9 0 6 21
30 B ++++ - 4 6 9 4 0 4 5,6
31 B +++ + 4 6 6 8 0 4 6,8
32 B ++++ - 6 12 9 6 2 6 1,8
33 B ++++ - 2 8 8 8 6 4 32
34 B ++++ - 4 12 9 3 0 9 3,8
35 B ++++ - 4 8 8 8 6 8 28,2
36 B +++ + 8 12 8 6 1 8 14,1
37 B +H++ - 8 12 9 3 1 8 1,2
38 B +++ + 3 12 8 6 2 8 2,8
39 B +++ + 6 8 8 8 0 8 6,2
40 B +++ + 9 12 9 6 3 6 0,6

32



Legenda: M - maligno, B - Benigno, Ant. A - Antoni A, Ant. B - Antoni B, IP - indice de proliferagéo, a vermelho - casos
positivos (Score = 6), a azul - casos negativos (Score <6).

S-100

A expressédo de S-100 foi observada em pouco mais de metade dos tumores (22
em 40), incluindo 35% dos TBNP benignos e 70% dos TBNP malignos.

Curiosamente, as lesdes benignas mostraram uma marcagdo mais fraca, quando
comparada com as lesdes malignas incluidas na amostra.

Adicionalmente, uma associacdo significativamente estatistica foi obtida entre a
expressao de S-100 e o comportamento biolégico das lesGes (p <0,05). As lesdes
malignas mostraram ser mais positivas para este marcador, comparativamente com as

benignas.

Figura 7 - Céo; pele; TBNP, Caso n° 6. IHQ: S-100, 100x. Observe-se zonas multifocais de intensa marcagdo para o
anticorpo anti-S100 (Score = 9).
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Figura 8 - Cao; pele; TBNP, Caso n° 31. IHQ: S-100, 200x. A maioria das células neoplasicas exibe marcagao, ainda que
fraca, para o anticorpo anti-S100 (Score = 4).
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Ki-67

O valor médio do indice de proliferacdo da amostra (n = 40) foi de 27,29% (DP
23,02%), variando entre 0,6% e 80,9% (Quadro 4).

Independentemente do seu comportamento biologico, todas as lesdes
expressavam Ki-67. No entanto, a andlise estatistica confirmou existir uma importante
associacdo entre o indice de proliferacdo e o comportamento biolégico das neoplasias
(p< 0,05). Os casos malignos tém um indice de proliferacdo significativamente mais

elevado, comparativamente com os benignos.

Figura 9 - Cao; pele; TBNP, Caso n° 8. IHQ: Ki-67, 200x. Les&o exibindo elevado IP, aqui representado pela marcagao

nuclear das células neoplasicas para o anticorpo anti-Ki-67 (IP = 80,9%).
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Vimentina

Em todos os casos da amostra, a marcacdo da vimentina revelou-se consistente
em mais de 75% das células neoplésicas, sendo que ndo se observou diferenca
relativamente ao comportamento bioldgico das lesfes. A grande maioria dos tumores (38
em 40) foi positivo para este marcador, com um score 26. Contudo, é interessante
salientar que uma diminuicdo na intensidade foi observada nos casos malignos, quando

comparados com os benignos.

Figura 10 - Céo; pele; TBNP, Caso n° 28. IHQ: Vimentina, 200x. Notar a forte imunoreatividade para o anticorpo anti-

Vimentina (Score = 12).
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Figura 11 - Céo; pele; TBNP, Caso n° 20. IHQ: Vimentina, 200x. De salientar a intensidade de marca¢do mais fraca
comparativamente ao caso benigno anterior (Score = 12).
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GFAP

Foi observada marcacdo para a GFAP em 37 das 40 lesdes avaliadas. Todas as
lesGes benignas revelaram positividade para esta proteina. Nas neoplasias malignas, foi
observada imunoreatividade em 20 dos 23 casos.

Figura 12 - Cao; pele; TBNP, Caso n° 12. IHQ: GFAP, 200x. A maioria das células neoplasicas exibem forte
imunomarcacgéo para o anticorpo anti-GFAP (Score = 12).

Figura 13 - Céo; pele; TBNP, Caso n° 38. IHQ: GFAP, 200x. Observe-se a imunopositividade para o anticorpo anti-GFAP,

aqui afetando algumas zonas Antoni A (Score = 8).
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Desmina
O padréo da imunoreatividade da desmina foi surpreendente. Independentemente
do seu comportamento biolégico, a maioria das lesdes mostrou ser positiva para a

expressao deste marcador (31 em 40).

Figura 14 - C&o; pele; TBNP, Caso n° 10. IHQ: Desmina, 200x. Observe-se zona lesional apresentando forte

imunoreatividade para o anticorpo anti-Desmina. (Score = 9)

Figura 15 - Cao; pele; TBNP, Caso n° 39. IHQ: Desmina, 200x. Grande parte das células neoplasicas exibem

imunomarcagao moderada para o anticorpo anti-desmina (Score = 8).
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a-actina

Imunoreatividade para a a-actina foi observada em apenas 4 das 40 lesbes

analisadas.

Figura 16 - Cdo; pele; TBNP, Caso n° 22. IHQ: a-actina, 200x. A maioria das células neoplasicas apresenta marcagao

moderada a forte para o anticorpo anti- a-actina (Score = 9).

Figura 17 - Cao; pele; TBNP, Caso n° 8. IHQ: a-actina, 200x. Notar a auséncia de imunopositividade para o anticorpo
anti- a-actina na totalidade das células neoplasicas (Score = 0). Observa-se marcagéo de algumas células inflamatérias

dispersas pela leséo e da parede de um vaso (controlo interno).
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NSE
A expressdo da NSE foi observada em 32 das 40 lesGes estudadas.

Figura 18 - Céao; pele; TBNP, Caso n° 34. IHQ: NSE, 200x. Notar detalhe lesional em cujas células neoplasicas exibem
intensa marcacao para o anticorpo anti-NSE (Score = 9).

Figura 19 - Céo; pele; TBNP, Caso n° 5. IHQ: NSE, 200x. Observe-se a forte imunopositividade para o anticorpo anti-
NSE na maioria das células neoplasicas (Score = 12).
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS
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Discussao dos Resultados

Os TBNP séo neoplasias cutdneas de origem mesenquimatosa e pertencem a um
grupo muito heterogéneo de neoplasias que podem ter origem nas células de Schwann,
células perineurais e fibroblastos (Koestner e Higgins, 2002). Este tipo de tumores ocorre
tanto no Homem como no céo (Kleihues e Cavanee, 2000).

Na veterinaria as semelhancas clinicas e morfologicas das lesdes que compdem
este grupo de neoplasias torna a classificacao histopatologica dos TBNP bastante dificil e
controversa. Este obstaculo deve-se, provavelmente a relativa baixa incidéncia de TBNP
nos canideos, portanto a falta de estudos relacionados com este grupo de neoplasias
(Goldschmidt e Hendrick, 2002; Koestner e Higgins, 2002; Gross et al., 2005). Assim, sdo
genericamente designados de Tumores das Bainhas dos Nervos Periféricos. No que diz
respeito ao comportamento bioldgico, os TBNP sdo divididos em duas categorias:
tumores benignos e tumores malignos (Hendrick et al., 1998; Koestner et al., 1999;
Goldschmidt e Hendrick, 2002; Koestner e Higgins, 2002; Gross et al., 2005).

No presente trabalho foram estudados 40 TBNP de céaes, agrupados de acordo
com o seu comportamento biolégico: 17 neoplasias benignas e 23 malignas.

De acordo com a literatura, os TBNP tendem a aparecer principalmente em cées
na idade adulta (Scott et al., 2001; Goldschmidt e Hendrick, 2002; Koestner e Higgins,
2002; Gross et al., 2005; Gaitero et al., 2008). Os nossos resultados corroboram esta
informacgéo; as lesBes avaliadas pertenciam maioritariamente a animais com idade
superior a 6 anos.

Apesar de alguns autores sugerirem a possivel existéncia de predisposicao racial
para Fox Terrier (Scott et al., 2001), os nossos resultados enfatizam trabalhos anteriores,
nos quais nao foi identificada qualquer predilecéo racial (Gross et al., 2005; Gaitero et al.,
2008).

Cada vez mais, o0 cdo esta presente em muitos lares, constituindo uma companhia
para muitas pessoas. No presente estudo constatou-se um numero elevado de caniches
e boxers, provavelmente devido a popularidade destas racas na localizacdo geografica
em estudo. O caniche, talvez pela sua dimenséao e comportamento docil e protetor, € uma
das ragas mais escolhidas pois facilmente se adapta a espacos exiguos decorrentes das
pequenas habitacdes citadinas. Da nossa experiéncia, o boxer é uma raca com muita
tendéncia para o desenvolvimento de neoplasias.

Relativamente ao sexo dos animais, a nossa amostra é constituida por 25 machos
(62,5%) e 15 fémeas (37,5%). Na medicina veterinaria, ndo foi ainda estabelecida

qualquer relagdo com o género, ao contrario do que acontece na medicina humana, onde
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os TBNP malignos tendem a ocorrer com mais frequéncia em mulheres (Scheithauer et
al., 1999).

No que diz respeito aos parametros clinicos, as lesfes surgiram uniformemente
localizadas no tronco (42,5%) e membros (47,5%) dos animais, reforcando estudos
anteriores que mencionam uma maior incidéncia destes tumores nesta localizag&o (Scott
et al., 2001; Gross et al., 2005; Gaitero et al., 2008). Estas lesbes apresentaram uma
dimensao média de 4,29 + 2,84cm. O tratamento estatistico destes dados revelou uma
associacao estatisticamente significativa entre a dimensao das les6es e o comportamento
biolégico dos tumores (p< 0,05). Os tumores malignos apresentavam um tamanho

claramente superior, comparativamente com os benignos.

Paralelamente, foi efetuado um estudo retrospetivo dos casos abrangidos na
nossa serie.

Dos 40 animais incluidos, 20 morreram. Destes, 7 animais foram eutanaziados por
motivos relacionados com a neoplasia: 3 devido a recorréncia local, outros 3 devido a sua
progressao e o restante por razao nao especificada pelo médico veterinario responsavel.
Sabemos, no entanto, que na totalidade dos casos em que a neoplasia recorreu, o tempo
médio aproximado entre o diagndstico e o aparecimento da recidiva foi de 19 meses e,
nos casos em que foi registada progressao fatal da doenca, este periodo médio foi de 2
meses. E importante ressalvar que, em todos 0s casos cuja causa de morte foi
identificada, esta foi diagnosticada pelo clinico que acompanhava o animal, ndo tendo
sido efetuada qualquer confirmacéo da nossa parte. Os animais vivos e aparentemente
livres de doenca continuam sob monitorizagéo do clinico responsavel.

E também importante realcar a grande quantidade de casos cujo follow-up foi
impossivel de ser realizado. Tal facto deveu-se a varios motivos, nomeadamente, recusa
por parte do corpo clinico em ceder os dados, auséncia de registos clinicos que
permitissem o correto seguimento, e o facto de os proprietarios e respetivos animais nao
voltarem a clinica.

Contudo, apesar de os dados de follow-up aqui revistos serem pouco numerosos
e conclusivos, este estudo é pioneiro na analise destes parametros. Estudos futuros,
recorrendo a amostras mais representativas e a periodos de follow-up mais longos, serao
necessarios para determinar a real importancia desta informacdo, em termos de

diagnostico e progndstico destes animais.

A classificagdo histoldgica dos TBNP tem-se revelado uma tarefa bastante ardua
e vastamente debatida. Devido a inespecificidade dos anticorpos comumente usados, 0

painel imunohistoquimico que auxilia o diagnéstico destas neoplasias ndo € esclarecedor.
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Por esta razdo, ndo existe um painel de marcadores imunohistoquimicos perfeitamente
definido para o diagnostico dos TBNP nos canideos (Koestner e Higgins, 2002).

Em medicina veterinaria, o termo schwannoma refere-se a tumores cuja origem
das células neoplésicas se restringe exclusivamente a células de Schwann (Hendrick et
al., 1998; Goldschmidt e Hendrick, 2002). Embora da sua constituicdo facam parte outros
elementos celulares, acredita-se que € nestas que estd a origem do neurofibroma.
(Kleihues e Cavanee, 2000; Cichowski e Jacks, 2001; Rodriguez-Peralto et al., 2013).

Na nossa série, no que diz respeito ao padrao morfoldgico das lesbes, ambas as
regides Antoni A e Antoni B foram identificadas na generalidade da amostra, muito
embora em propor¢des variaveis. De facto, a presenca dos tipicos e classicos padrbes
histolégicos de Antoni A e Antoni B em lesdes humanas, ndo séo tdo claramente
identificaveis nos TBNP de canideos (Stoica et al., 2001). Mesmo assim, em todos o0s
casos foram observadas areas com elevada celularidade, dispostas em palicada ou em
espiral, onde nucleos redondos e hipercromaticos se apresentavam de forma alongada a
fusiforme, de forma idéntica ao padrao morfoldgico Antoni A do Homem, evidenciando o
predominio da componente schwannoma. Este padrdo morfolégico em exclusivo foi
identificado em 35% dos casos. Foram também observadas areas de menor densidade
celular, nas quais as células se dispdem de forma difusa, aleatéria ou desorganizada na
matriz de colagénio, assemelhando-se ao denominado padrdo Antoni B, na medicina
humana. Contudo, nenhuma das lesbes analisadas apresentou exclusivamente este
padréo de crescimento.

O hibrido neurofiboroma-schwannoma foi descrito no homem (Feany et al., 1998),
no cao (Schoniger e Summers, 2009), no gato (Schulman et al., 2009) e no gado bovino
(Tanimoto e Ohtsuki, 1992; Nielsen et al., 2010). No estudo que visou estabelecer uma
classificagcdo simples e uniforme dos TBNP em bovinos, Nielsen et al., 2010 sugerem que
os dois tipos de neoplasias podem estar intimamente relacionadas. Desta feita, a
diferenciacdo destas duas entidades é de extrema importancia. Aproximadamente 10%
dos neurofibromas cutaneos diagnosticados no homem estdo associados a NF1 (Huang
et al., 2006; Rodriguez-Peralto et al., 2013). Adicionalmente, alguns pacientes com NF1
desenvolvem TBNP malignos, sendo que o neurofibroma é reconhecido como sendo o
seu principal precursor, enfatizando, por essa razdo, a necessidade de um diagndstico

mais concreto de schwannoma ou neurofibroma.

O antigénio S100 é uma proteina acida que identifica varias células do tecido
nervoso, incluindo as células de Schwann, sendo que a maioria dos TBNP caninos
expressa esta molécula (Koestner et al., 1999; Koestner e Higgins, 2002; Chijiwa et al,

2004). O anticorpo anti-S100 é a primeira escolha para o diagndéstico imunohistoquimico
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de schwannomas e neurofibromas no homem (Fine et al., 2004; Ghilusi et al., 2009).
Também nos bovinos, e provavelmente porque o schwannoma neste animal apresenta
muitas semelhangas histolégicas com o do homem, a proteina S100 € o marcador
imunohistoquimico mais amplamente utilizado para o diagnéstico de schwannoma e
neurofibroma (Nielsen et al., 2010).

Na nossa série, apenas 55% de todas as lesdes se mostraram positivas para o
anticorpo anti-S100. Tal como anteriormente mencionado, os schwannomas consistem
gquase exclusivamente numa proliferacdo neoplasica de células de Schwann. Por sua vez,
dos neurofiboromas constam varios componentes celulares, como células de Schwann,
células perineurais e fibroblastos (Fine et al., 2004). Embora estas duas neoplasias sejam
distinguiveis muitas vezes pelo seu padrdo de crescimento e pelos seus constituintes
celulares, na maioria dos casos o diagndstico diferencial pode revelar-se dificil. A classica
disposicdo em palicada das células neoplasicas nos schwannomas por vezes esta
ausente, tornando-se potencialmente ardua a distingdo entre o schwannoma e o
neurofioroma celular. Além disso, os schwannomas nos quais o padrdao morfologico
Antoni B predomina, podem mimetizar a aparéncia histolégica dos neurofibromas (Fine et
al., 2004).

A proteina S100 é expressa nas ceélulas de Schwann periféricas. A revelacao
imunohistoquimica desta proteina € usada como auxiliar no diagnéstico de neoplasias do
nervo periférico. Além de demonstrar a origem neuronal das neoplasias, a proteina S100
diferencia os schwannomas dos neurofiboromas (Fine et al., 2004; Ghilusi et al., 2009). Ao
contrario do que acontece nos neurofibromas, em que a distribuicdo da proteina é focal e
variavel, nos schwannomas a expressdo do antigénio S100 revela-se intensa, difusa e
homogénea (Scheithauer et al., 1999; Weiss e Goldblum, 2001a; Fine et al., 2004; Ghilusi
et al., 2009; Nielsen et al., 2010). No entanto, a variabilidade de parametros como a
extensdo e a intensidade da marcacgéo desta proteina ndo garantem que os resultados
sejam fidedignos (Fine et al., 2004). Por essa razdo é vantajosa a inclusdo de outros
marcadores no painel imunohistoquimico complementar de diagnéstico.

Foi demonstrada a utilidade da calretinina no diagndstico de tumores de células
granulares (Fine e Li, 2003). Apesar da etiologia destes tumores ser incerta, acredita-se
que possam ter origem neuronal, em particular, nas células de Schwann (Ordéfiez e
Mackay, 1999). A calretinina é uma proteina de ligacdo de calcio estruturalmente
relacionada com a S100 (Fine e Li, 2003). Fine et al., 2004 demonstraram a expressao
desta molécula em praticamente todos os schwannomas que analisaram. Por outro lado,
a calretinina foi expressa num nimero muito reduzido de neurofibromas. A forca destes

resultados sugere a calretinina como um marcador imunohistoquimico muito Gtil no
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diagnostico diferencial entre schwannomas e neurofiboromas humanos (Fine et al., 2004;
Park et al., 2011b).

O perineurioma é igualmente uma neoplasia das bainhas do nervo periférico de
caracter benigno, constituido por células perineurais em exclusivo, embora possa muito
pontualmente apresentar células de Schwann e fibroblastos (Macarenco et al., 2007,
Rodriguez et al., 2012; Rodriguez-Peralto et al., 2013). Desta feita, o diagndstico
diferencial de outras neoplasias das bainhas dos nervos periféricos benignas, como o
neurofioroma e o schwannoma torna-se imperativo. Ainda assim, a grande maioria dos
casos pode ser facilmente diferenciada ao nivel da morfologia. Quando ndo é possivel,
considera-se a imunohistoquimica uma ferramenta bastante util (Macarenco et al., 2007).

O antigénio epitelial de membrana (EMA) € o marcador imunohistoquimico por
exceléncia para as células perineurais, sendo um importante auxiliar no diagndéstico
diferencial do perineurioma. No entanto, o uso desta molécula como marcador perineural
apresenta alguns inconvenientes (Macarenco et al.,, 2007): pelo facto de as células
perineurais se disporem generosamente afastadas umas das outras e, adicionalmente o
seu citoplasma ser extremamente delgado, demonstrar a reatividade do EMA pode
tornar-se dificil sem recorrer a concentracdes de anticorpo mais elevadas ou tempos de
incubacdo mais longos do que aqueles empregues rotineiramente no diagndstico de
tumores de origem epitelial (Macarenco et al., 2007). Porém, mesmo considerando estas
precaucdes, a positividade para este anticorpo pode ser focal e fraca (Scheithauer et al.,
1999). Adicionalmente, a expressédo do marcador EMA em neoplasias dos tecidos moles
ndo € restrita aos perineuriomas (Macarenco et al.,, 2007). Foram recentemente
identificadas duas proteinas Uteis no diagndstico imunohistoquimico do perineurioma: a
claudina-1 e a GLUT-1 (Macarenco et al., 2007).

A reatividade do anticorpo S100 pode ser observada tanto nas formas benignas
como nas formas malignas dos TBNP. Contudo, esta tematica é discutida. Como ja foi
referido, a expressdo desta proteina foi observada em pouco mais de metade da nossa
amostra (55%). Curiosamente, a grande maioria dos casos positivos para este marcador
foram classificados como malignos. Estes resultados sé@o sustentados pela analise
estatistica, que provou existir uma associacdo estatisticamente significativa entre a
expressao do S100 e o comportamento maligno das lesdes (p <0,05). Estudos recentes
identificam a expressdo da proteina S100 como caracteristica dos TBNP malignos
(Bergmann et al., 2009; Park et al., 2011a; Buza et al., 2012; Tavasoly et al., 2013).

No que diz respeito a intensidade da marcacao, as les6es benignas mostraram
uma expressao mais fraca, comparativamente aos casos malignos. Estes achados néo

corroboram totalmente outros estudos previamente publicados.
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No homem, nos TBNP benignos, apresentam uma expressdo para o anticorpo
S100 intensa e uniforme na totalidade dos schwannomas. Por seu lado, tem vindo a ser
sugerida uma associacdo entre a auséncia de marcacdo de S100 e o comportamento
maligno dos TBNP (Pumarola et al., 1996; Hoang et al., 2001; Chijiwa et al., 2004).
Nestes, este marcador é reativo em 50 a 70% dos casos e apresenta uma distribuicdo
focal. Assim, na medicina humana, a proteina S100 é considerada um marcador sensivel
mas néo especifico dos TBNP (Scheithauer et al., 1999).

Do mesmo modo, na medicina veterinaria, as lesoes classificadas como TBNP
malignas parecem ser negativas, ao contrario das formas benignas que se mostraram
imunoreactivas para S100 (Stoica et al., 2001). No entanto, a explicacdo para a
reatividade para o S-100 podera depender da origem das células neoplasicas e nédo do
comportamento maligno do tumor (Takeuchi e Ushigome, 2001). Assim, quando as
células neoplasicas predominantes derivam de outras células que ndo as células de
Schwann ndo é expectavel uma reatividade difusa para o S100 (Takeuchi e Ushigome,
2001).

Acredita-se que a célula de Schwann é o principal responséavel pela formacéo de
ambas as formas benignas e malignas das neoplasias do nervo periférico. Todavia, tem
sido sugerido que estas lesGes possam ter diferentes origens celulares (Gupta e Maniker,
2007).

A transformag&o maligna dos tumores benignos das bainhas do nervo periférico
foi descrita no homem (Weiss e Goldblum, 2001b). Este fendmeno pode eventualmente
explicar os resultados do presente trabalho: num primeiro momento, nas lesdes benignas
h& perda de expressédo da proteina S100, a qual volta a ser readquirida com a progressao

tumoral.

Uma estreita relacdo entre a atividade proliferativa de células malignas em
diversas neoplasias e o grau de malignidade foi demonstrada por meio de marcadores de
proliferacdo ou contagens de mitoses (Lebe et al., 2004).

A expressdo do anticorpo anti-Ki-67 estd altamente relacionada com a
proliferacdo celular. O antigénio Ki-67 esta presente em todas as fases activas do ciclo
celular (fases G1, S, G2 e M) mas esta ausente na fase de repouso (G0), permitindo a
distincdo entre as células em proliferacdo e as quiescentes. Pelo facto de ser uma
proteina rigorosamente controlada e regulada, o Ki-67 € considerado um excelente
marcador de proliferacdo celular (Scholzen e Gerdes, 2000).

O anticorpo primario, anti-Ki-67 anti-humano (clone MIB-1) tem vindo a ser
extensivamente utilizado na determinacdo do indice de proliferacdo de um tecido em

particular. De facto, indices proliferativos elevados revelam a atividade celular da
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neoplasia, estando associados a um comportamento clinicopatol6gico maligno de varias
neoplasias em animais domésticos (Griffey et al., 1999; Roels et al, 1999; Geraldes et al.,
2000).

No presente trabalho, em todos as lesfes estudadas foi possivel observar uma
reacdo positiva da expressdo do anticorpo anti-Ki-67. Contudo, a analise estatistica
confirmou existir uma associagdo importante entre o indice proliferativo e o
comportamento biologico das lesdes dado que, as neoplasias malignas revelaram indices
de proliferacao significativamente mais elevados, comparativamente aos casos benignos.

Pelo que nos foi permitido saber, 0 nosso trabalho é pioneiro na determinacéo da
expressao do anticorpo anti-Ki-67 em tumores cutaneos das bainhas do nervo periférico
no cao.

Assim sendo, esta ferramenta pode tornar-se muito Gtil no que diz respeito ao
diagnostico, particularmente na distingdo entre o neurofiboroma e outros TBNP malignos.
Como ja foi referido, o neurofibroma é apontado como sendo o principal precursor do
TBNP maligno (Thomas et al.,, 2009). Na medicina humana, e muito embora seja um
fendmeno que surge muito pontualmente, o neurofibroma pode apresentar atipia celular
relevante. Se bem que estes ‘neurofibromas atipicos’ ndo manifestem o padrdo de
crescimento dos TBNP malignos, a expresséo do anticorpo anti-Ki-67 pode revelar-se Uutil,
uma vez que a sua atividade mitética é tipicamente escassa. Menos de 5% das células
no ‘neurofibroma atipico’ sdo positivas para o anticorpo anti-Ki-67 (Thomas et al., 2009).
Por seu lado, nos TBNP malignos mais de 30% das células neoplasicas séo
imunoreactivas para este marcador (Thomas et al., 2009). Desta forma, a sua utilizacdo
pode tornar-se proveitosa no diagndstico diferencial entre entidades benignas e malignas,
assim como na detecdo precoce da transformacdo maligna de tumores dos nervos
periféricos (Ghilusi et al., 2009).

Os principais constituintes do citoesqueleto sdo o0s microtdbulos, os
microfilamentos e os filamentos intermediarios. Os Ultimos, tal como o0 nome sugere, tém
um didmetro intermédio relativamente as demais estruturas, e parecem desempenhar um
papel estrutural, fornecendo resisténcia mecanica as células e aos tecidos (Sihag et al.,
2007). A vimentina, a proteina glial fibrilar acida (GFAP) e a desmina sdo, entre outros,
elementos do grupo dos filamentos intermediarios do tipo Ill.

A vimentina é uma proteina integrante do citoesqueleto das células com origem
mesenquimatosa. Assim, 0 anticorpo anti-vimentina € muito utilizado na caracterizagéo
de lesBes com origem no tecido conjuntivo. Os TBNP sdo, como todos as neoplasias de
células fusiformes, positivos para esta proteina, confirmando a sua histogénese (Pérez et
al., 1996; Chijiwa et al., 2004; Gaitero et al, 2008).
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Corroborando a literatura existente, em todos os casos da presente série foi
possivel observar a expressao consistente da vimentina em mais de 75% das células
neoplasicas. Relativamente ao comportamento biol6gico das lesdes, ndo foi notdria
qualquer diferenca entre grupos, dado que a grande maioria das lesdes (95%) foi positiva
para este marcador. Contudo, e no que diz respeito a intensidade da marcacao, é
interessante salientar que, as lesGes malignas exibiam uma marcacdo mais fraca deste
marcador, comparativamente as benignas.

Como jé foi referido, os tumores caninos das bainhas do nervo periférico malignos
sdo, histologicamente muito semelhantes aos benignos (Gross et al., 2005). De um modo
geral, as neoplasias malignas sédo altamente celulares e os padrdes neuronais, embora
presentes, sdo mais subtis, quando comparados as lesbes benignas. Por isso, 0s
padrées de crescimento Antoni A e Antoni B sdo frequentemente menos evidentes nas
lesGes malignas (Gross et al., 2005). Na literatura humana, foram descritas diferentes
intensidades de marcagdo do anticorpo anti-vimentina nas diferentes regiées Antoni A e
Antoni B dos schwannomas, sendo que as areas do tipo Antoni B exibiram uma
marcacgao mais fraca, comparativamente com as primeiras (Ghilusi et al., 2009).

Na medicina veterinaria, e pelo que nos foi possivel saber, a vimentina € um
marcador imunohistoquimico invariavelmente positvo em todos os TBNP,
independentemente do seu comportamento biolégico (Kuwamura et al., 1998; Sawamoto
et al., 1999; Stoica et al., 2001; Chijiwa et al., 2004; Brower et al., 2005; Nielsen et al.,
2007; Gaitero et al., 2008; Bergmann et al., 2009; Schulman et al., 2009; Park et al.,
2011a; Buza et al., 2012; Ahmadi et al., 2012; Pavarini et al., 2013; Tavasoly et al., 2013)
e ndo ha qualquer mencdo a diferencas de intensidade de expressdo entre lesbes

benignas e malignas, o que nos impede de comparar criticamente 0s nossos resultados.

A GFAP é o principal constituinte da familia dos filamentos intermédios
encontrado nas células da glia. Contudo, a sua expressdo nao se restringe a estas
células, ocorrendo também nas células de Schwann (Jessen et al., 1984).

A expresséao do anticorpo anti-GFAP é caracteristica dos TBNP benignos no céo
(Chijiwa et al., 2004), a semelhanca do que acontece na medicina humana. Assim, a
utilizacdo deste marcador pode ser util para distinguir o comportamento biologico dos
TBNP (Chijiwa et al., 2004).

Na presente série, 100% dos TBNP benignos foram positivos para GFAP.
Todavia, um numero elevado de casos malignos da nossa amostra exibiu igualmente
positividade para este marcador.

Muito embora se refira apenas a um animal, Bergmann et al., 2009 avaliaram

igualmente a expressao deste marcador num TBNP maligno canino e, tal como no nosso
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estudo, observaram uma marcacdo positiva praticamente na totalidade das células
neoplasicas. Os estudos j& publicados revelam diferentes expressdées de GFAP
(Sawamoto et al.,, 1999; Stoica et al., 2001; Chijiwa et al., 2004; Nielsen et al., 2007;
Gaitero et al., 2008; Bergmann et al., 2009; Schulman et al., 2009; Schoniger et al., 2010;
Buza et al., 2012; Pavarini et al., 2013). Gaitero et al., 2008 avaliaram a expresséo deste
marcador numa série de 33 casos de TBNP em canideos e apenas observaram num
caso reatividade citoplasmatica em algumas células gigantes multinucleadas. A
expressdo da GFAP foi igualmente avaliada em animais de grande porte (Nielsen et al.,
2007; Pavarini et al.,, 2013) e apesar do tamanho das amostras ser notoriamente
diferente, em ambos o0s estudos obteve-se grau varidvel de positividade nos
schwannomas (Nielsen et al., 2007) e o Unico TBNP maligno foi negativo para este
marcador (Pavarini et al., 2013). Nos felideos, a expressdo de GFAP também foi variavel
(Schulman et al., 2009; Buza et al., 2012).

No nosso estudo nédo foi evidente a utilidade desta proteina na avaliacdo do
comportamento biol6gico das lesdes. Ainda assim, tem sido apontada como proveitosa
no diagnéstico diferencial entre os TBNP e outras neoplasias de células fusiformes
(Sawamoto et al., 1999; Sarlomo-Rikala et al., 2002; Gross et al., 2005).

As células musculares contém varias proteinas dos filamentos intermédios. A
desmina é uma dessas proteinas e esta presente nos musculos esquelético, liso e
cardiaco (Paulin e Li, 2004). Assim, a expressao desta proteina € altamente especifica
das células musculares, bem como das neoplasias em tecidos de origem muscular (Ellis,
1996).

Deste modo, o padrdo de imunoreatividade da desmina na presente série foi muito
surpreendente. Independentemente do seu comportamento biolégico, 77,5% das lesdes
incluidas na amostra exibiu positividade para este marcador de células musculares.

Em canideos, a avaliacdo da expressdo deste marcador em TBNP foi realizada
uma Gnica vez, ndo tenso sido observada qualquer imunoreatividade para esta proteina
(Kuwamura et al., 1998). Contudo, mais recentemente, Fattahian et al., 2012 observaram
a expressao da desmina em 10% das células neoplasicas de um neurofibroma canino.

Em animais de grande porte, por seu lado, estudos recentes incluiram esta
proteina no painel imunohistoquimico utilizado para a caracterizacdo do schwannoma em
bovinos. Em ambos os estudos ndo foi observada qualquer reatividade da desmina
(Nielsen et al., 2007; Ahmadi et al., 2012).

A desmina e a vimentina sdo dois filamentos intermédios que coexistem durante
toda a miogénese (Machado e Figueiredo, 1996). Na formacdo do tecido muscular, a

vimentina predomina nos estadios mais iniciais e, a desmina, por seu lado nos mais
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tardios. Durante este processo, no entanto, a distribuicdo destas proteinas é
indistinguivel, sugerindo a capacidade das suas subunidades em formar copolimeros
para dar origem a um filamento (Machado e Figueiredo, 1996). Assim, poderemos estar
diante de um processo de des (diferenciacdo) celular que ocorre durante a progressao
neoplasica.

Varios anticorpos anti-Desmina estdo disponiveis no mercado. Contudo, o
procedimento de fixacdo dos tecidos pode alterar de forma determinante os resultados
esperados, originando ora falsos negativos, ora reacfes cruzadas entre moléculas (Ellis,
1996; Machado e Figueiredo, 1996). Na tentativa de confirmar ou excluir a origem
muscular das neoplasias, testamos a expressado de outro marcador muscular: anti-actina
muscular especifica, cuja imunoexpressdo, a semelhanca da desmina pode ser
observada em células dos musculos esquelético, liso e cardiaco.

Pelo que nos foi permitido saber, a expresséo desta proteina foi avaliada também
apenas uma vez em TBNP em felideos. Nao foi possivel observar positividade para este
marcador em nenhuma das les@es incluidas neste estudo (Schulman et al., 2009).

Na nossa série, apenas 10% das lesdes se mostraram positivas (score = 6) para
este anticorpo. A reatividade foi observada tanto em lesdes benignas como malignas.

De facto, o padrdo de imunoreatividade desta proteina permitiu-nos confirmar a
inespecificidade do anticorpo anti-Desmina e refutar a potencial origem muscular dos
tumores incluidos na nossa amostra. Tendo em conta os resultados falsos positivos
obtidos nas lesbes caninas avaliadas, que sugerem fortemente a inespecificidade do
clone desmina utilizado, achamos que este ndo deve ser incluido no painel de IHQ para a

caracterizagao destas neoplasias.

A NSE é uma isoenzima glicolitica expressa pelas células de origem neuronal e
neuroenddcrina. A presenca desta proteina pode ser usada na identificagéo de estruturas
do nervo periférico, neoplasias de origem neuronal e neuroendocrina (Koestner e Higgins,
2002; Nielsen et al.,2007).

Na presente série, foi possivel observar positividade para esta proteina em 80%
das lesdes incluidas na amostra. A solidez dos nossos resultados é corroborada por
estudos prévios que sugerem que, na espécie canina, e independentemente do seu
comportamento biolégico, os TBNP expressam NSE (Kuwamura et al., 1998; Sawamoto
et al., 1999; Chijiwa et al., 2004; Gaitero et al., 2008; Park et al., 2011a). Estes estudos
documentam que um painel imunohistoquimico que abranja NSE, GFAP e S-100 podera
ser util no diagnéstico diferencial entre os TBNP e hemangioperiocitomas caninos, e
confirmar o comportamento maligno das neoplasias (Sawamoto et al., 1999; Chijiwa et
al., 2004).
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No gado, por seu lado, a expressdo desta isoenzima ndo parece ser tao
consistente. Muito embora, e mais uma vez a dimensdo das amostras seja dispar, dois
estudos que avaliaram a expressao de diferentes marcadores imunohistoquimicos, entre
eles a NSE em vacas, apresentam resultados bem diferentes (Nielsen et al., 2007;
Ahmadi et al.,, 2012). Se por um lado, Nielsen et al., 2007 observaram uma forte
expressao desta proteina na quase totalidade dos schwannomas avaliados, Ahmadi et
al., 2012 nao observaram qualquer reatividade deste marcador num Unico schwannoma
que analisaram. Ja Pavarini et al., 2013, observaram positividade multifocal de NSE num
TBNP maligno canino.

Embora o requisito fosse uma reatividade muito restrita para a molécula, foram
produzidos muitos anticorpos anti-NSE, pelo que uma parte significativa deles apresenta
reatividade cruzada com outras enolases. A utilizacdo deste marcador é limitada devido a
sua frequente marcacgéo inespecifica (Gaitero et al., 2008). Por esta razéo, para fins de
diagnostico, € muito importante a validagédo da reatividade do anticorpo utilizado, e assim
sendo, os anticorpos monoclonais sao preferiveis aos policlonais (Ellis, 1996).

No entanto, embora a positividade de anticorpos monoclonais bem caracterizados
forneca fortes evidéncias de diferenciacdo neuronal ou neuroenddcrina, um resultado
negativo ndo exclui essa origem. Por este motivo, marcadores imunohistoquimicos
adicionais, como a PGP 9.5 tém vindo a ser incluidos no painel de diagndstico (Ellis,
1996; Hoang et al., 2001; Gaitero et al., 2008).

53



CONCLUSOES

54



Conclusoes

Em suma, neste trabalho foram avaliados por técnica de imunohistoquimica 40
TBNP, dos quais 17 lesbes foram classificadas como benignas e 23 malignas. Com base
nos resultados obtidos, e numa andlise estatistica cuidada, destacamos 0s seguintes
pontos, salientando, que todos eles revelaram diferencas estatisticamente significativas
(p <0,05):

- A dimenséo das lesGes de comportamento maligno era significativamente maior,

relativamente a das benignas.

- As lesbes malignas mostraram ser mais positivas anticorpo anti-S100,

comparativamente com as benignas.

- As lesdes malignas apresentaram indices de proliferacdo celular

significativamente mais elevados, comparativamente aos das lesdes benignas.

Na medicina veterinaria, para efectuar um correto diagndstico diferencial entre as
varias entidades incluidas no grande grupo dos TBNP, ou para se conseguir uma melhor
aproximacdo e caracterizagdo da neoplasia: 1. terd que ser efetuado um painel
imunohistoquimico vasto e completo (que acabara por ser dispendioso e pouco viavel
para a maioria dos laboratérios, clinicos e proprietarios); 2. tera que ser investigado e
desenvolvido um anticorpo perfeitamente especifico dado que o painel rotineiramente
utilizado na medicina humana ndo € muito esclarecedor no caso destes tumores
cutaneos nos cdes; 3. outra hipétese sera o0 recurso a estudos moleculares,

nomeadamente analise de mutacdes potencialmente existentes nestes tumores.
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