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RESUMO

Neoplasmas gastrointestinais (NGI) sdo pouco frequentes em cées, porém, na maior
parte dos casos apresentam comportamento maligno e progndstico reservado. Assim, um
diagndstico preciso € fundamental para se estabelecer um prognostico e tratamento mais
acurados. Os tipos de NGI em cdes e sua frequéncia, bem como caracteristicas
epidemioldgicas e histopatologicas foram analisados por meio de um estudo retrospectivo de
exames de bidpsias de 24.711 cdes entre 0s anos de 2005 a 2017. Cortes histoldgicos de NGI
foram submetidos a técnica de imuno-histoquimica (IHQ), utilizando os anticorpos anti-
pancitoqueratina, vimentina, actina de musculo liso, c-Kit, S100, CD31, CD79 e enolase-
neurdnio-especifico. Do total de cdes analisados, 88 corresponderam a NGI. Os neoplasmas
ocorreram com maior frequéncia em cdes de raca pura [64,8% (57/88)], machos [53,4%
(47/88)], com mediana de idade de 10 anos. O intestino foi acometido em 84,1% dos casos
(74/88) e 0 estbmago em 15,9% (14/88). O intestino grosso (IG) foi 0 segmento mais afetado
[67,6% (50/74)] e a maior parte dos neoplasmas tinha apresentacdo maligna [88,6% (78/88)].
Quanto a classificacdo, 46,6% (41/88) dos diagnosticos corresponderam a neoplasmas
epiteliais, 46,6% (41/88) mesenquimais, 5,7% hematopoiéticos (5/88) e 1,1%, neuroenddcrino
(1/88). Os neoplasmas mais frequentemente diagnosticados foram adenocarcinoma papilar
[19,3% (17/88)], leiomiossarcoma [17,0% (15/88)], GIST [12,5% (11/88)] e leiomioma
[12,5%, (8/88)]. Adenocarcinomas papilares localizavam-se principalmente no reto. Todos 0s
carcinomas apresentaram na IHQ marcacdo intracitoplasméatica e/ou membranar para a
pancitoqueratina.  Leiomiossarcomas desenvolveram-se  principalmente no ceco e
caracterizavam-se por neoplasmas com imunomarcacgao para actina de musculo liso e negativa
para c-Kit. GISTs correspondiam aos neoplasmas com marcagdo positiva na IHQ para c-Kit e
localizavam-se majoritariamente no ceco. Leiomiomas apresentaram mesma distribuicdo no
estdmago e intestino e correspondiam a neoplasmas com marcagao positiva para actina de
musculo liso e negativa para c-Kit. Diferenciavam-se dos leiomiossarcomas por serem bem
delimitados e possuirem baixo pleomorfismo. Os neoplasmas epiteliais demonstraram um
potencial maior de invasdo linfatica enquanto que 0s mesenquimais aparentaram ser mais
expansivos, com necrose e hemorragia intratumorais. A imuno-histoquimica mostrou ser uma
técnica diagndstica importante para a identificacdo de células neoplasicas infiltravas no caso

dos carcinomas e uma técnica indispensavel para o diagnéstico definitivo de sarcomas.

Palavras-Chave: caninos, neoplasia gastrica, neoplasia intestinal, histopatologia, imuno-
histoquimica



ABSTRACT

Gastrointestinal neoplasms (GIN) are uncommon in dogs, but in most cases they have
malignant behavior and poor prognosis. Therefore, an accurate diagnosis is essential to
determine a more accurate prognosis and treatment. The types of GIN in dogs and their
frequency, as well their epidemiological and histopathological characteristics were analyzed
through a retrospective study of the biopsies from 24.711 dogs between the years 2005 to
2017. Histological sections of the neoplasms were submitted to immunohistochemistry (IHC)
using antibodies against pancytokeratin, vimentin, smooth muscle actin, c-Kit, S100, CD31,
CD79 and enolase-neuron-specific. Of the total dogs analyzed, 88 corresponded to GIN.
Neoplasms occurred more frequently in pure-bred dogs [64,8% (57/88)], males [53,4%
(47/88)], with median age of 10 years. The intestine was affected in 84,1% of the cases
(74/88) and the stomach in 15,9% (14/88). The large intestine was the most affected segment
[67,6% 50/74)] and most of the neoplasms had malignant behavior [88.6% (78/88)].
Regarding the classification, 46.6% (41/88) of the diagnoses corresponded to epithelial
neoplasms, 46.6% (41/88) mesenchymal, 5.7% hematopoietic (5/88) and 1.1%,
neuroendocrine (1/88). The most frequently diagnosed neoplasms were papillary
adenocarcinoma [19.3% (17/88)], leiomyosarcoma [17.0% (15/88)], GIST [12.5% (11/88)]
and leiomyoma [5%, (8/88)]. Papillary adenocarcinomas were located mainly in the rectum.
All carcinomas showed intracytoplasmic or membrane immunolabeling for pancytokeratin.
Leiomyosarcomas developed mainly in the cecum and were characterized by neoplasms with
immunolabeling for smooth muscle actin and negative for c-Kit. GISTs corresponded to
neoplasms that express Kit protein, and were located mainly in the cecum. Leiomyomas
presented the same distribution in the stomach and intestine and corresponded to neoplasms
with positive immunostaining for smooth muscle and lack of Kit immunolabeling. They
differed from leiomyosarcomas because they were well delimited and had low pleomorphism.
Epithelial neoplasms showed a greater potential for lymphatic invasion while the
mesenchymal appeared to be more expansive, with intratumoral necrosis and hemorrhage.
Immunohistochemistry showed to be an important diagnostic technique for the identification
of infiltrating neoplastic cells in the case of carcinomas and an indispensable technique for

the definitive diagnosis of sarcomas.

Keywords:  canine, gastric  neoplasia, intestinal  neoplasia, histopathology

immunohistochemistry
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1 INTRODUCAO

Os neoplasmas gastrointestinais (NGI) sdo pouco frequentes em cées, porém, na maior
parte dos casos apresentam comportamento maligno e prognéstico reservado (SWANN;
HOLT, 2002; UZAL; PLATTNER; HOSTETTER, 2016). O estdmago e o intestino
apresentam as mesmas estruturas histologicas béasicas e, portanto, exibem tipos de neoplasmas
primarios semelhantes, os quais séo classificados em: epitelial, neuroenddcrino, mesenquimal
hematopoiético e mesenquimal ndo hematopoiético (HEAD et al., 2003).

Embora relatos de casos de NGI e estudos individualizados de cada tipo séo frequentes
(PATNAIK; HURVITZ; JOHNSON, 1978; PATNAIK; HURVITZ; JOHNSON, 1980;
LAROCK; GINN, 1997; OZAKI et al.,, 2002; PAOLONI; PENNINCK; MOORE, 2002;
BETTINI; MORINI; MARCATO, 2003; COHEN; POST; WRIGHT, 2003; FROST,;
LASOTA; MIETTINEN, 2003; KUPANOFF; POPOVITCH; GOLDSCHMIDT, 2006;
HAYES et al., 2013), estudos retrospectivos que reinam todos o0s tipos neoplasicos do trato
gastrointestinal de cdes e que abordem caracteristicas histoldgicas e técnica imuno-
histoquimica (IHQ) ainda sdo escassos na literatura (PATNAIK; HURVITZ; JOHNSON,
1977; FRGELECOVA et al., 2014). Ainda, pouco se sabe sobre os dados epidemioldgicos,
localizagdes anatbmicas de ocorréncia e comportamento destes neoplasmas.

Além disso, os tumores mesenquimais ndo linfoides e ndo angiogénicos apresentam
caracteristicas histol6gicas muito semelhantes entre si e, até recentemente, devido a falta de
critérios, estes neoplasmas tem sido pouco definidos na medicina veterinaria (MUNDAY;
LOHR; KIUPEL, 2017). Isso resulta em classificagdes inconsistentes destes neoplasmas
como tumores estromais gastrointestinais (GISTs), tumores de musculo liso, tumores de
origem neural e tumores fibroblasticos, os quais possuem uma ampla variedade de
comportamentos bioldgicos (LAROCK; GINN, 1997). Em humanos, recentemente foi
definido que GISTs referem-se especificamente aos neoplasmas mesenquimais que expressam
na IHQ a proteina c-Kit, e que sdo originados a partir das células intersticiais de Cajal
(KINDBLOM et al., 1998; MIETTINEN; LASOTA, 2001). A identificacdo e definicéo
adequada dos GISTs tornou-se importante principalmente apds a introducdo do tratamento
com o inibidor de tirosina-quinase seletiva para proteina Kit, o mesilato de imatinibe (VAN
OOSTERO et al., 2001; DEMETRI et al., 2002). Desde entdo, estudos tém reclassificado os
neoplasmas mesenquimais gastrointestinais caninos baseados nos critérios humanos de
classificacdo, principalmente através da IHQ (FROST; LASOTA; MIETTINEN, 2003;
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MAAS et al., 2007; HAYES et al., 2013), com o objetivo de estabelecer um diagndstico
preciso e determinar um progndstico e tratamento mais acurados.

Este trabalho teve como objetivo determinar a frequéncia e os tipos de NGI néo
linfoides de cées a partir de amostras de bidpsias diagnosticadas na Regido Metropolitana de
Porto Alegre, abordando seus aspectos epidemioldgicos, histopatolégicos e imuno-

histoquimicos.



11

2 MATERIAIS E METODOS

Para a identificacdo de casos de NGI foram revisados os registros de bidpsias de caes
do Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-
UFRGS) referentes ao periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2017. Os aspectos
epidemioldgicos como a raca, idade e sexo, bem como localizacdo anatbmica, caracteristicas
histopatoldgicas e o diagnostico foram analisados e compilados. Neoplasmas multicéntricos,
como os de origem linfoide, ndo foram incluidos no presente estudo. As amostras foram
previamente fixadas em formalina a 10%, processadas rotineiramente para histologia e
coradas pela técnica de hematoxilina e eosina. Os casos eram provenientes principalmente de
clinicas e hospitais veterinarios da Regido Metropolitana de Porto Alegre, Rio Grande do Sul,
Brasil.

Os diagndsticos dos NGI do presente estudo foram padronizados segundo os critérios
histologicos estabelecidos pela World Health Organization (HEAD et al.,, 2003) e a
classificacdo proposta por Hayes et al. (2013) para os sarcomas gastrointestinais ndo-linfoides
e ndo-angiogénicos. Os neoplasmas mesenquimais que fazem parte do sistema hematopoiético
foram separados na categoria especifica de neoplasmas hematopoiéticos.

Cortes histoldgicos dos NGI foram submetidos a técnica de IHQ, e os anticorpos
primarios e os protocolos utilizados estdo especificados na Tabela 1. Quando necessario,
seccOes dos NGI de origem mesenquimal foram submetidos a coloracdo especial de
Tricromico de Masson e Vermelho-congo, para a identificacdo de fibras de colageno e de

amiloide, respectivamente.



12

Tabela 1. Anticorpos e protocolos imuno-histoquimicos utilizados em neoplasmas

gastrointestinais caninos.

Anticorpo Cadigo Recuperagao Diluicdo Método de Cromaogeno
Antigénica deteccdo

Anticorpo monoclonal

. ] , 20 min/120°C,
anti-actina do musculo

: a MO0851 tampado Tris-EDTA 1:50 MACH4 AEC?
liso humano
pH 9.0
20 min/96°C,
anti-CD79acy® M7051 tamp#o Tris-EDTA  1:100 MACH4 AEC?
pH 9.0
. A 40 min/96°C, a
anti-enolase neuronio 1673 tamnao Citrato pH =~ 1:200  MACH4? AEC
especifica 6.0
anti-pancitoqueratina 8 min/125°C, b
- o . . a
(AE1/AE3)’ M3515 tampéo f(53(|)trato pH 1:80 MACHA4 AEC
anti-vimentina (clone 3 min/125°C,
V)° 18-002 tampdo Citrato pH 1:200 MACH4" AEC?
6.0
Anticorpo policlonal
40 min/96°C,
anti-c-Kit (CD117)*  A04502 tampé&o Citrato pH 1:400 MACH4" AEC?
6.0
20 min/96°C,
anti-S-100° Z0311  tampéo Citrato pH 1:200 MACH4" AEC?
6.0
3 min/125°C,
anti-CD31° A0082 tampdo CitratopH  1:800 MACH4" AEC?
6.0

MACH 4: Universal HRP Polymer, AEC: cromdgeno 3-amino-9-etilcarbazol. Fontes de aquisicdo: *Dako,
®Biocare Medical, “Zymed
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3 RESULTADOS

3.1 Aspectos epidemioldgicos e gerais

No periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2017 foram processadas e avaliadas
24.711 biopsias de cées, das quais 14.603 eram diagnosticos de neoplasmas. Os NGI nédo
linfoides corresponderam a 88 amostras, totalizando 0,4% do total de biopsias de caninos e
0,6% do total de diagndsticos de neoplasmas. NGI afetaram cdes com raca pura em 64,8% dos
casos (57/88), sem raca definida (SRD) em 32,9% (29/88) e em dois casos a raca nao foi
informada. As ragas mais acometidas foram Poodle (8/88), Boxer (5/88), Dachshund (5/88) e
Labrador (4/88). A faixa etaria variou de um a 17 anos, com a mediana de idade de 10 anos.
Neoplasmas epiteliais apresentaram mediana de oito anos, e 0s mesenquimais, de 10 anos.
Quanto ao sexo, 53,4% (47/88) dos casos eram machos e em 44,3% (39/88), fémeas. Dois
casos néo tiveram o sexo informado.

Os neoplasmas envolveram o intestino em 84,1% dos casos (74/88) e o estbmago em
15,9% (14/88). Em relacdo ao envolvimento intestinal, o intestino grosso (IG) foi o segmento
mais afetado [67,6% (50/74)], e o intestino delgado (ID) correspondeu a 29,7% dos casos
(22/74). Em dois casos néo foi informado o segmento intestinal afetado e estes ndo puderam
ser determinados histologicamente por tratar-se de amostras diminutas. Em relacdo ao
comportamento biologico, 88,6% dos neoplasmas eram malignos (78/88) e 11,4%, benignos
(10/88).

Quanto a classificacdo, 46,6% (41/88) dos diagnbsticos corresponderam a neoplasmas
epiteliais, 46,6% (41/88) mesenquimais, 5,7% hematopoiéticos (5/88) e 1,1% a
neuroendocrina (1/88). Os principais diagnosticos de NGI nédo linfoides em cées do presente
estudo foram adenocarcinoma papilar [19,3% (17/88)], leiomiossarcoma [17,0% (15/88)] e
GIST [12,5% (11/88)]. Os diagndsticos completos de NGI em caninos estdo descritos na

Tabela 2, bem como a localizacdo anatdbmica e 0 nimero de casos.
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Tabela 2. Diagnosticos morfologicos, localizagdo e nimero de casos de neoplasmas
gastrointestinais em caninos no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2017.

Localizagdo
Estbmago ID IG  Intestino* TOTAL %

Epiteliais
Adenocarcinoma papilar 0 2 15 17 19,3%
Adenocarcinoma 2 4 4 10 11,4%
acinar/tubular
Adenocarcinoma mucinoso 1 3 2 6 6,8%
Carcinoma indiferenciado 2 1 2 5 5,7%
Carcinoma em anel de sinete 2 0 0 2 2,3%
Adenoma tubular 1 0 0 1 1,1%
Mesenguimais
Leiomiossarcoma 1 4 9 1 15 17,0%
GIST 0 3 7 1 11 12,5%
Leiomioma 4 1 3 8 9,2%
Nao-GIST/néo- 0 3 2 5 5,7%
leiomiossarcoma
Hemangiossarcoma 0 0 1 1 1,1%
Fibroma 0 0 1 1 1,1%
Hematopoiéticos
Mastocitoma 0 1 2 3 3,4%
Plasmocitoma 0 0 2 2 2,3%
Neuroendocrino
Tumor neuroenddcrino 1 0 0 1 1,1%
maligno

TOTAL 14 22 50 2 88 100%

*em dois casos ndo foi informado o segmento intestinal afetado e a amostra era muito pequena para que se
pudesse determinar histologicamente.

3.2 Aspectos histoldgicos e imuno-histoquimicos dos neoplasmas epiteliais

Os neoplasmas de origem epitelial corresponderam a 46,6% (41/88) dos diagnosticos
dos NGI néo linfoides, sendo os carcinomas os mais frequentemente diagnosticados [97,6%
(40/41)]. Localizavam-se principalmente no IG (23/40), no qual 20 estavam Dentre eles, o
adenocarcinoma papilar foi o principal tipo observado, representando 41,5% (17/41) dos
neoplasmas epiteliais. Estes neoplasmas formavam projecGes papilares da mucosa em direcdo
ao ldmen, revestidas por multiplas camadas de células colunares. Geralmente estavam
limitados & mucosa e em trés casos visualizou-se invasdo da submucosa, um da muscular e

um transmural.
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O arranjo acinar (quando no intestino) ou tubular (quando no estbmago) foi o segundo
padrdo mais observado, representando 24,4% (10/41) dos casos. A histologia, a mucosa
encontrava-se substituida por formacg6es acinares/tubulares que frequentemente infiltravam as
camadas submucosa, muscular e serosa na forma de grupos celulares ou &cinos individuais.
Em 14,6% (6/41) dos casos visualizou-se abundante quantidade de material mucinoso
extracelular, formando multiplos aglomerados que por vezes substituiam a mucosa e
frequentemente invadiam as camadas submucosa, muscular e serosa, sendo classificados
como adenocarcinoma mucinoso.

Em 12,1% (5/41) as células epiteliais neoplasicas arranjavam-se de maneira sélida,
com pleomorfismo moderado a acentuado, sem diferenciagdo glandular, sendo classificados
como carcinomas indiferenciados. Estes neoplasmas apresentaram um carater infiltrativo, com
invasdo massiva das camadas submucosa, muscular (5/5) e ocasionalmente serosa (2/5). Em
4,9% (2/41) os neoplasmas foram classificados como carcinoma em anel de sinete, nos quais
a mucosa estava substituida por abundante quantidade de células epiteliais com citoplasma
amplo e preenchido por material mucinoso que deslocava o nucleo perifericamente. Estas
ceélulas infiltravam as camadas submucosa e muscular.

Frequentemente visualizaram-se nos NGI epiteliais células neoplasicas no interior de
vasos linfaticos [68,3% (28/41)]. Estas foram visualizadas em todos os neoplasmas com
arranjo acinar, mucinoso, em anel de sinete e indiferenciado, enquanto que apenas cinco dos
17 casos com arranjo papilar apresentaram invasao linfatica.

Todos os carcinomas apresentaram na IHQ marcacédo citoplasmatica e/ou membranar

para a pancitoqueratina, que variou de fraca a acentuada, sem diferencas entre os arranjos.

3.3 Aspectos histoldgicos e imuno-histoquimicos dos neoplasmas mesenquimais

Os neoplasmas de origem mesenquimal corresponderam a 46,6% (41/88) dos
diagndsticos de NGI ndo linfoides. Dentre eles os mais frequentemente diagnosticados foram:
leiomiossarcoma [36,6% (15/41)], GIST [26,8% (11/41)] e leiomioma [19,5% (8/41)]. Dos
neoplasmas mesenquimais, 78,0% eram malignos (32/41) e 22,0% benignos (9/41).

Os leiomiossarcomas [36,6% (15/41)] foram observados principalmente no 1G (9/15).
Destes, seis se localizavam no ceco. Histologicamente correspondiam a uma proliferacdo de
células neoplésicas arranjadas em feixes em mdltiplas diregdes, com alta densidade celular e
pleomorfismo celular e nuclear moderado a acentuado. Em 46,7% (7/15) dos casos havia em

meio ao tumor extensas areas de necrose, por vezes associada a hemorragia e mineralizagéo.
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Localizavam-se na camada muscular e em 66,7% (10/15) infiltrava a serosa, 53,4% (8/15) a
submucosa, e em 40,0% (6/15) estendia-se até a mucosa. Em trés casos (20,0%) visualizou-se
invasdo de células neoplasicas em vasos linfaticos. Na IHQ caracterizavam-se por marcacao
anti-actina de musculo liso forte e difusa intracitoplasmatica.

Os GISTS [26,8% (11/41)] foram visualizados majoritariamente no IG [63,6% (7/11)],
no qual cinco deles estavam ceco. Nos outros dois casos ndo foi possivel identificar o exato
segmento. Histologicamente 54,5% (6/11) apresentavam padrdo fusiforme e 36,4% (4/11)
epitelioide. Um neoplasma (9,1%) apresentou células com alto pleomorfismo e acentuada
quantidade de vactolos em meio a um estroma basofilico fibroso a mixomatoso, e assim foi
classificado como pleomdrfico. Todos o0s neoplasmas eram densamente celulares e
vacuolizacdo perinuclear foi frequentemente observada. Em 81,8% (9/11) dos casos notaram-
se em meio ao tumor areas extensas de necrose, por vezes associadas a hemorragia.
Originavam-se em meio & camada muscular, com ocasional invasdo das camadas mucosa,
submucosa e serosa [36,4% (4/11)]. Em cinco casos ndo se pode precisar a camada afetada
devido ao tamanho reduzido da amostra. Em um caso (9,1%) observou-se invasao de vasos
linfaticos. Na IHQ apresentaram marcacdo positiva para c-Kit intracitoplasmatica, a qual era
difusa (10/11) ou multifocal (1/11) e variou de fraca (5/11), moderada (2/11) a intensa (4/11).

Nos tumores benignos de origem da musculatura lisa, os leiomiomas [19,5% (8/41)],
as células neoplasicas formavam estrutura nodular bem delimitada restrita & camada muscular.
Arranjavam-se em feixes mimetizando o tecido muscular liso normal, com baixo
pleomorfismo. Na IHQ, todos 0s casos apresentaram marcacdo para actina de musculo liso, a
qual era predominantemente difusa e fraca, com areas multifocais de marcacdo moderada
intracitoplasmatica.

Os sarcomas classificados como nao-GISTs/ndo-leiomiossarcomas apresentaram
diferentes padrées morfoldgicos e de imunorreatividade na IHQ. Dos cinco (5,7%), quatro
foram positivos na vimentina, e trés positivos também para a proteina S-100. Os neoplasmas
positivos no S-100 localizavam-se no ID e apresentaram dois padr6es morfolégicos. Dois
deles eram compostos por células mesenquimais dispostas em feixes em diversas direcdes,
densamente celular, com moderadas anisocitose e anisocariose. Em meio ao tumor,
observavam-se ainda extensas areas de hemorragia e necrose. Foi visualizado outro padréo,
caracterizado por células mesenquimais arranjadas de maneira frouxa em meio a um estroma
mixomatoso, com menor densidade celular e anisocitose e anisocariose acentuadas.

Observou-se nesses casos imunomarcacao para S-100 citoplasmatica moderada e multifocal.
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Um sarcoma apresentou imunomarcagdo anti-CD31, multifocal e discreta, e foi
classificado como hemangiossarcoma [1 (1,1%)]. Localizava-se no IG e as células neoplésicas
formavam frequentemente espacos vasculares irregulares preenchidos por hemacias, em meio
a areas mais soélidas. Havia moderado pleomorfismo. Apesar do padrdo morfologico
mesenquimal, um caso (1,1%) ndo apresentou imunorreatividade para nenhum anticorpo
testado (vimentina, c-Kit, actina de masculo liso, S-100).

O fibroma [1 (1,1%)] consistia de proliferacdo neoplésica bem delimitada sob a
submucosa, de células fusiformes arranjadas em feixes, que na coloracdo de Tricromico de
Masson apresentou intensa reacdo. Na IHQ demonstrou marcagdo fraca para vimentina e

negativa para actina de musculo liso.

3.4 Aspectos histoldgicos e imuno-histoquimicos dos neoplasmas hematopoiéticos

Dentre os diagndsticos de NG, 5,7% (5/88) corresponderam a origem hematopoiética.
Destes, 80,0% (4/5) localizavam-se em regido colorretal. Os mastocitomas [3 (3,4%)]
localizavam-se na submucosa, com infiltracdo na mucosa, muscular e serosa [66,7%(2/3)].
Todos se caracterizavam por células redondas raramente contendo granulos, com moderado
pleomorfismo e imunorreatividade para c-Kit, a qual era multifocal e moderada,
intracitoplasmatica.

Os plasmocitomas [2 (2,3%)] eram compostos por células redondas com citoplasma
amplo e eosinofilico com nacleos excéntricos, localizados na submucosa e estendendo-se a
camada muscular. Em um caso observou-se abundante deposicdo de amiloide, o qual foi
evidenciado pela coloragdo histoquimica Vermelho-congo. Na IHQ, um caso apresentou
marcacdo para CD79, fraca e multifocal. Em nenhum deles visualizou-se invasdo de vasos

linfaticos.

3.5 Aspectos histoldgicos e imuno-histoquimicos dos neoplasmas neuroendocrinos

Em 1,1% (1/88) dos casos identificou-se neoplasma de origem neuroenddcrina no
estdmago. As células neoplasicas formavam proliferacdo pouco delimitada na submucosa e
muscular, formada por células arranjadas em ninhos solidos sustentados por escasso estroma
fibrovascular com moderado pleomorfismo. Visualizaram-se areas multifocais de necrose e
mineralizacdo intratumorais. Na [IHQ observou-se marcacdo multifocal fraca

intracitoplasmatica para enolase neurénio-especifica.
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4 DISCUSSAO

O presente trabalho descreve os achados epidemioldgicos, histopatologicos e imuno-
histoquimicos dos NGI de cdes. Os NGI totalizaram 0,6% das neoplasias e 0,4% do total de
bidpsias de caninos no periodo analisado, concordando com o fato de que estes neoplasmas
compreendem um diagnostico pouco comum nesta espécie. Trabalhos anteriores apontam
frequéncias de 0,2% a 3,0% (PATNAIK; HURVITZ; JOHNSON, 1977; PENNINCK;
MOORE; GLIATTO, 1998; MUNDAY; LOHR; KIUPEL, 2017).

Cées de raga pura foram afetados em 64,8% dos casos. Uma vez que a casuistica do
laboratério compreende principalmente cdes sem raca definida, € possivel inferir que NGI
ocorrem principalmente em cdes de raca pura, assim como relatado por outros estudos
(PATNAIK; HURVITZ; JOHNSON, 1977; FROST; LASOTA; MIETTINEN, 2003; MAAS
et al., 2007). Entretanto, houve um grande nimero de diferentes racas afetadas, portanto, uma
frequéncia racial conclusiva ndo pode ser estabelecida neste estudo. A idade variou de um a
17 anos, com a mediana de idade de oito anos para neoplasmas epiteliais e de 10 anos para
mesenquimais, 0 que confirma que estes neoplasmas ocorrem majoritariamente em caes
adultos de meia idade a idosos (PATNAIK; HURVITZ; JOHNSON, 1977; SWANN; HOLT,
2002; BETTINI; MORINI; MARCATO, 2003; RUSSELL et al., 2007; HAYES et al., 2013).
Um estudo anterior relata que neoplasmas epiteliais tendem a ocorrer em animais um pouco
mais jovens quando comparado aos mesenquimais (PATNAIK; HURVITZ; JOHNSON,
1977). Machos foram mais acometidos que fémeas, assim como relatado em outros estudos
(PAOLONI; PENNINCK; MOORE, 2002; RUSSELL et al., 2007), porém os motivos desta
predisposicdo ainda sdo desconhecidos.

Embora alguns trabalhos citem que a ocorréncia de NGI de origem epitelial seja mais
comum que de mesenquimal (BETTINI; MORINI; MARCATO, 2003; HEAD et al., 2003),
neste estudo a frequéncia de diagndsticos mesenquimais foi semelhante aos epiteliais, 0 que
demonstra que o0s neoplasmas mesenquimais também sdo importantes em caes e devem ser
considerados sempre como um diagnostico diferencial. Porém, quando os diagndsticos sao
analisados individualmente, os carcinomas foram o0s mais frequentes, seguido pelo
leiomiossarcoma, semelhante ao relatado por outros autores (PATNAIK; HURVITZ;
JOHNSON, 1977; HEAD et al., 2003; MUNDAY; LOHR; KIUPEL, 2017).

Os neoplasmas envolveram o estdmago em 15,9% dos casos e o intestino em 84,1%,
sendo o IG o segmento mais afetado. No presente estudo, os neoplasmas malignos foram os

mais frequentes. Pesquisadores relatam que a apresentacdo maligna é considerada mais
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comum no trato gastrointestinal quando comparados aos benignos (PATNAIK; HURVITZ;
JOHNSON, 1977). Além disso, aproximadamente 75% dos neoplasmas gastricos Ssao
malignos, e neoplasmas intestinais benignos séo raros (MUNDAY; LOHR; KIUPEL, 2017).
Independentemente da origem celular, os tumores benignos sédo diferenciados dos carcinomas
e sarcomas baseados na presenca de invasdo ou metéstases, aumento da celularidade com alta
relacdo nucleo/citoplasma, anisocitose e anisocariose e abundantes ou atipicas figuras de
mitose (GILLESPIE et al., 2011).

Os neoplasmas benignos corresponderam quase na sua totalidade aos neoplasmas de
origem muscular lisa. Os leiomiomas ocorreram na mesma frequéncia no estomago e no
intestino, diferente do que é citado na literatura, na qual autores relatam que o local mais
comum desta neoplasia é no estbmago (PATNAIK; HURVITZ; JOHNSON, 1977; BETTINI;
MORINI; MARCATO, 2003; MUNDAY; LOHR; KIUPEL, 2017). Porém, considerando que
foram utilizadas neste estudo amostras de bidpsias e que leiomiomas usualmente ndo levam a
ocorréncia de sinais clinicos e ndo sdo removidos cirurgicamente, o nimero de leiomiomas
gastricos provavelmente esta subestimado neste estudo. O estdmago foi um importante local
de desenvolvimento de neoplasmas de musculatura lisa, no qual este tipo foi o Unico na
categoria mesenquimal visualizado neste 6rgdo, resultado semelhante ao de outro estudo
(BETTINI; MORINI; MARCATO, 2003). Neoplasmas benignos como os fibromas e
adenomas sdo raramente relatados em cdes (HEAD et al., 2003; MUNDAY; LOHR;
KIUPEL, 2017). Como em humanos os adenomas sdo considerados lesdes pré-malignas,
pode-se especular que os adenomas ocorrem em cdes com muito maior frequéncia do que é
reconhecido, porém sdo detectados apenas quando ja ocorreu transformacdo para
adenocarcinoma resultando em doenca clinica (MUNDAY; LOHR; KIUPEL, 2017).

Os adenocarcinomas sdo os principais NGI de cdes (HEAD et al., 2003). Neste estudo
estes neoplasmas corresponderam a metade dos diagndsticos do estbmago, e a 44,5% dos
diagndsticos do intestino. O adenocarcinoma papilar foi o principal padrdo histolégico. Os
adenocarcinomas tendem a ocorrer com mais frequéncia no IG quando comparado ao ID,
principalmente em regido colorretal (HEAD et al., 2003). Devido ao diagnéstico geralmente
tardio, frequentemente os adenocarcinomas ja estdo em um estado avancado de evolugéo,
presentes nas camadas mais profundas do estomago e do intestino (MUNDAY; LOHR;
KIUPEL, 2017), o que explica o grande numero de casos com infiltragdo nas camadas
intestinais e de invasdo linfatica nos neoplasmas epiteliais observada nesse estudo. Em
humanos o tipo de arranjo parece estar envolvido na chance de metastases, uma vez que

neoplasmas que se projetam ao limen possuem chance muito menor de metastase que aquelas



20

que crescem primeiro em direcdo a parede gastrica ou intestinal (GOLDBLUM, 2018). Em
nosso estudo, dos 17 adenocarcinomas papilares, apenas cinco infiltravam as camadas mais
profundas e vasos linfaticos, enquanto que 0s que apresentavam arranjo acinar, mucinoso, em
anel de sinete e indiferenciado invadiam e substituiam frequentemente as camadas intestinais,
e todos invadiam os vasos linfaticos. Portanto, neoplasmas nestes arranjos devem ser
considerados como neoplasmas com um maior potencial metastatico quando comparados aos
papilares.

Todos o0s carcinomas apresentaram imunomarcacdo para pancitoqueratina, sem
diferengas entre os arranjos. A IHQ para pancitoqueratina ¢ uma importante ferramenta
diagndstica para confirmar a origem epitelial das células, principalmente nos casos em que 0s
neoplasmas estdo muito indiferenciados, bem como para facilitar a identificacdo de células
infiltrativas nas camadas mais profundas ou de raras células neoplésicas em pequenas
amostras de bidpsias (MUNDAY; LOHR; KIUPEL, 2017).

Em relacdo aos neoplasmas mesenquimais, muitas vezes GISTs assemelham-se
principalmente aos leiomiossarcomas na histologia, especialmente quando apresentam padréo
fusiforme, e portanto a IHQ é indicada para um diagnostico definitivo mais acurado
(MUNDAY; LOHR; KIUPEL, 2017). Uma marcagao positiva para c-Kit define o diagndstico
de GIST, e a falta de imunomarcacédo deste anticorpo e marcagdo para actina de musculo liso
define um leiomiossarcoma (MAAS et al., 2007; RUSSELL et al., 2007; HAYES et al.,
2013). Porém, a reatividade apenas para actina de musculo liso ndo deve ser utilizada para um
diagnostico definitivo de leiomiossarcoma, uma vez que uma parte dos GISTs podem
expressar também marcadores de musculo liso e de origem neural (BETTINI; MORINI;
MARCATO, 2003; FROST; LASOTA; MIETTINEN, 2003; MAAS et al., 2007; HAYES et
al., 2013).

Estudos anteriores a identificagdo dos GISTs consideram que 0s nheoplasmas
mesenquimais ndo linfoides mais comuns do trato gastrointestinal de cdes sejam 0s
neoplasmas de origem da musculatura lisa (PATNAIK; HURVITZ; JOHNSON, 1977,
PENNINCK; MOORE; GLIATTO, 1998), dentre os quais o leiomiossarcoma € o principal
sarcoma néo linfoide (PATNAIK; HURVITZ; JOHNSON, 1977; LAROCK; GINN, 1997,
CRAWSHAW et al., 1998). Porém, apos a descoberta da expressdo de c-Kit pelos GISTSs,
alguns estudos reclassificaram por meio da IHQ os tumores, e demonstraram que a maioria
destes correspondiam a GISTs (MAAS et al., 2007; RUSSELL et al., 2007; HAYES et al.,
2013), e que estes diagnosticos de leiomiossarcomas sdo superestimados. Entretanto, no

presente estudo, 36,6% dos neoplasmas mesenquimais foram classificados como
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leiomiossarcomas, baseados na falta de marcagdo para c-Kit e marcacdo para actina de
masculo liso, e apenas 26,8% como GISTs, dado este que corrobora com a literatura
(PATNAIK; HURVITZ; JOHNSON, 1977; LAROCK; GINN, 1997; CRAWSHAW et al.,
1998).

Os leiomiossarcomas localizavam-se principalmente no IG, o que difere de alguns
estudos que consideram esses neoplasmas raros no intestino (BETTINI; MORINI,;
MARCATO, 2003), e frequentes no estbmago (RUSSELL et al., 2007). Outro estudo
descreve o ceco como a principal localizacdo dos leiomiossarcomas (COHEN; POST;
WRIGHT, 2003). Os leiomiossarcomas possuem um crescimento lento e frequentemente
possuem areas de necrose e hemorragia, (MUNDAY; LOHR; KIUPEL, 2017), assim como
observado neste estudo.

Os GISTs neste estudo compreenderam o segundo neoplasma mesenquimal mais
frequente, diferentemente ao descrito por alguns autores (BETTINI; MORINI; MARCATO,
2003; MAAS et al., 2007; HAYES et al., 2013). Enquanto em humanos os GISTs s&o mais
comuns no estbmago, (MIETTINEN; LASOTA, 2001), em caninos 0s GISTs sdo encontrados
preferencialmente no intestino, com apenas alguns relatos no estbmago (BETTINI; MORINI;
MARCATO, 2003; FROST; LASOTA; MIETTINEN, 2003; MAAS et al., 2007; RUSSELL
et al., 2007; GILLESPIE et al., 2011; HAYES et al., 2013). Em nosso estudo a principal
localizagé&o dos GISTs foi IG, principalmente no ceco.

Os GISTs em cdes podem ser classificados histologicamente baseados em quatro
padrdes morfologicos, conforme descrito em humanos: fusiforme, mixoide, fascicular e
epitelioide. E comum mais de um padrdo em um mesmo neoplasma. Nestes casos o padrio é
definido de acordo com o padrdo mais proeminente (MIETTINEN; LASOTA, 2001;
MUNDAY; LOHR; KIUPEL, 2017). Apenas os tipos fusiforme e epiteliode sdo descritos em
cdes, e o fusiforme é relatado como o mais comum (HAYES et al., 2013), assim como
observado em nosso estudo. Ainda, vacuolizacao perinuclear € uma caracteristica comum dos
GISTs e ocasionalmente € muito proeminente (MIETTINEN et al., 2003), podendo ser
considerada um fator importante para diferencia-los de outros sarcomas histologicamente.
Estes tumores envolveram a tanica muscular com frequente infiltracdo transmural e necrose
intratumoral, assim como descrito por Frost et al. (2003). Na IHQ observou-se marcagdo que
variou de fraca a forte, mas frequentemente difusa, com apenas um caso multifocal. Alguns
autores sugerem que GISTs no padréo epitelioide tendem a apresentar uma marcagcdo menos
uniforme e fraca (MIETTINEN et al., 2003), porém em nosso estudo ndo pudemos relacionar

a marcacgdo com o tipo histolégico provavelmente pelo nimero pequeno de casos.
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Cinco neoplasmas foram classificados como ndo-GIST/néo-leiomiossarcoma baseado
na auséncia de marcacgdo no c-Kit e na actina do musculo liso. Destes, quatro foram positivos
para vimentina, semelhante ao encontrado por outros autores (RUSSELL et al., 2007
HAYES et al., 2013). Trés casos dos neoplasmas ndo-GIST/ndo-leiomiossarcoma também
foram positivos para a proteina S-100, e possuem padrdo histolégico de tumores de bainha de
nervo periférico, lembrando o padrdo Antoni A e/ou Antoni B. Porém, uma vez que nem
sempre a origem neurogénica destes neoplasmas possa ser confirmado, atualmente sugere-se
que os tumores de bainha de nervo periférico sejam incluidos no grupo ndo-GISTs/nédo-
leiomiossarcomas, com positividade para S-100 (HAYES et al., 2013). Embora relativamente
comum em outras localiza¢bes, os tumores de bainha de nervo sdo raramente descritos no
trato gastrointestinal de cdes (SCHONIGER; SUMMERS, 2009).

Hemangiossarcomas intestinais primarios sdo raros em animais, e sempre deve ser
eliminada a possibilidade de metastase a partir de outras localizagdes. Embora o ID seja
considerado a principal localizagcdo (HEAD et al., 2003), neste estudo o hemangiossarcoma
localizava-se no IG. Histologicamente estes neoplasmas sdo formados por células fusiformes
que formam espacos vasculares irregulares e que expressam o antigeno CD31, o qual é um
importante marcador uma vez que é expressado por células endoteliais e é conservado em
caso de neoplasias originadas destas células (FERRER et al. 1995; MUNDAY; LOHR;
KIUPEL, 2017).

Em relacdo aos neoplasmas hematopoiéticos, quatro casos se desenvolveram no IG,
sendo dois mastocitomas e dois plasmocitomas, e um caso de mastocitoma estava localizado
no ID. Mastocitomas no trato intestinal sdo pouco frequentes em cées e tendem a ser mais
agressivos que os cutaneos (MUNDAY; LOHR; KIUPEL, 2017). Histologicamente as células
neoplasicas infiltravam a mucosa a serosa, com um caso substituindo todas as camadas, assim
como é relatado por outros autores nestes neoplasmas ((PATNAIK; TWEDT; MARRETTA,
1980; OZAKI et al., 2002). Neste trabalho os neoplasmas apresentaram marcacdo moderada
para c-Kit. Embora em todos os casos o pleomorfismo celular tenha sido considerado
moderado, autores relatam que ndo ha relacdo entre o pleomorfismo celular e a expressao de
c-Kit (OZAKI et al., 2002). Enguanto em mastocitos normais a expressdo de c-Kit
normalmente seja membranar, nos mastocitomas a marcacdo tende a ser citoplasmatica
(REGUERA et al., 2000), assim como observado no presente trabalho.

Os plasmocitomas extramedulares localizados no trato gastrointestinal sdo raros em
cdes e sdo encontrados mais frequentemente no IG (RAMOS-VARA et al., 1998).

Histologicamente s&o facilmente reconhecidos como tumores de células redondas com
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citoplasma  eosinofilico e ndcleos  excéntricos (KUPANOFF; POPOVITCH,;
GOLDSCHMIDT, 2006; MUNDAY; LOHR; KIUPEL, 2017) e a IHQ anti-CD79a pra
linfocitos B pode ser utilizada como método diagnostico auxiliar quando ha pouca
diferenciacdo (RAMOS-VARA et al., 1998). Um neoplasma deste estudo ndo apresentou
reatividade para CD79a, provavelmente pelo tempo prolongado de fixa¢do da amostra, porém
a morfologia celular caracteristica somada a deposicdo de amiloide evidenciada pela
coloracdo vermelho-congo foi considerada suficiente para o diagnostico. Embora pouco
frequente, plasmocitomas podem apresentar deposicdo de amiloide (ROWLAND et al., 1991;
KUPANOFF; POPOVITCH; GOLDSCHMIDT, 2006). Embora a maioria dos neoplasmas
sejam restritos a submucosa, alguns plasmocitomas exibem um comportamento mais
agressivo incluindo a invasdo da tunica muscular (UZAL; PLATTNER; HOSTETTER,
2016).

Os neoplasmas neuroenddcrinos originam-se a partir das células enteroenddcrinas
gastrointestinais e ocorrem com pouca frequéncia no trato gastrointestinal (MUNDAY;
LOHR; KIUPEL, 2017). Embora existam poucos relatos, estes tumores demonstram ter um
comportamento agressivo. Em um estudo que avaliou quatro carcinoides intestinais, todos
possuiam metéstases distantes (PATNAIK; HURVITZ; JOHNSON, 1980). O uso da
morfologia celular ndo é indicado para avaliar o prognoéstico, pois apesar do comportamento
maligno que estes neoplasmas frequentemente demonstram, apenas em alguns casos
apresentam atipia celular e altos indices mitéticos (MUNDAY; LOHR; KIUPEL, 2017). Para
confirmar a origem neuroenddcrina € indicada a realizacdo de IHQ para cromogranina A,
enolase neurdnio especifica, sinaptofisina ou PGP 9.5 (HEAD et al., 2003, SAKO et al.,
2003). No presente estudo, a marcagdo para enolase neurdnio especifica foi suficiente para o

diagnostico.
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5 CONCLUSAO

A partir deste estudo conclui-se que os neoplasmas gastrointestinais ocorreram
principalmente em cdes adultos a idosos, majoritariamente de raga pura e observado com
maior frequéncia em machos. Acometem mais 0 intestino que o0 estdbmago, sendo
principalmente no intestino grosso. O reto foi o principal local para desenvolvimento de
carcinomas enquanto que o ceco foi o principal sitio de sarcomas. O estdbmago foi um
importante local de desenvolvimento de neoplasmas de musculatura lisa, principalmente
leiomiomas.

Os diagnosticos de NGI foram principalmente de neoplasmas malignos. O principal
tumor observado foi adenocarcinoma, seguido por leiomiossarcoma e GIST. Os neoplasmas
epiteliais demonstraram um potencial maior de invasdo linfatica enquanto que o0s
mesenquimais aparentaram ser mais expansivos, com necrose e hemorragia intratumorais.

A imuno-histoguimica mostrou ser uma ferramenta importante para a confirmacéo do
tipo celular envolvido no NGI, bem como para a identificacdo de células neoplasicas
infiltravas no caso dos carcinomas e uma técnica indispensavel para o diagnostico definitivo

de sarcomas.
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