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“A compaixdo pelos animais esta
intimamente ligada a bondade de
caracter e pode ser seguramente
afirmado que quem é cruel com os
animais nao pode ser um bom
Homem”

(Arthur Schopenhauer)
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Para 0s meus pais, José Fernando e Rosa Maria.
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Resumo

Os tumores de estroma gastrointestinal sdo neoplasias raras em animais de
companhia e bastante frequentes em humanos. A sua etiologia é desconhecida e
presume-se que tenha origem nas ceélulas intersticiais de Cajal (ICC), ceélulas
responsaveis pela contractilidade e movimentos intestinais ou em células germinativas.
Este tipo de neoplasias é de dificil diagndstico. Os sinais clinicos apresentados pelos
animais sdo inespecificos ou inexistentes. Tratam-se de tumores de crescimento lento,
sendo que muitas das vezes estas neoplasias sdo “achados clinicos” durante palpacdes
em consultas ou cirurgias exploratdrias.

O presente trabalho tem como objetivo o estudo do método de diagndstico dos
tumores de estroma gastrointestinal (GIST) através da técnica de imunohistoquimica
com os marcadores celulares CD117 e Ki-67. O procedimento foi realizado no
laboratério DNAtech utilizando 13 tumores diagnosticados como GIST por
histopatologia, fixados em formol a 10% e impregnados em parafina, de Janeiro de
2012 a Dezembro de 2016.

Os resultados deste estudo vao de encontro a bibliografia existente no que diz
respeito ao marcador de proliferacdo Ki-67 constatando-se que o tumor de estroma
gastrointestinal é uma neoplasia de crescimento lento e indice mit6tico baixo. No caso
do marcador CD117, no diagnostico deste tipo de tumor, os resultados ndo foram os
espectaveis. Apenas 1 dos 13 casos em estudo marcou de forma positiva para o CD117,
contrariamente ao esperado que consistia no CD117 marcar positivamente 90-95% dos

tumores de estroma gastrointestinal.

Palavras-chave: animais de companhia; imunohistoquimica; histopatologia; tumores de

estroma gastrointestinal; CD117; Ki-67
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Abstract

Gastrointestinal stromal tumors are rare neoplasms in companion animals and
quite common in humans. The etiology of this type of tumor is unknown and is
presumed to have origin in the interstitial cells of Cajal (ICC), cells responsible for
contractility and intestinal movements, or in germ cells. This type of neoplasia has a
difficult diagnosis, the clinical signs presented by the animals are nonspecific or
nonexistent. It is a slow-growing tumor, and many times this type of neoplasm is a
clinical finding during palpations in routine medical appointment or exploratory
surgeries.

The present work aims to study the method of diagnosis of gastrointestinal
stromal tumors (GIST) by the immunohistochemical technique with CD117 and Ki-67
cell markers. The procedure was performed in the DNAtech laboratory using 13 tumors
diagnosed as GIST by histopathology, fixed in formalin 10% and impregnated in
paraffin, from January 2012 to December 2016.

The results of this study are in agreement with the existing literature with respect
to the Ki-67 proliferation marker, stating that the gastrointestinal stromal tumor is a
slow growing neoplasm with low mitotic index. In the case of the CD117 marker, in the
diagnosis of this type of tumor the results achieved were not expected because only 1 of
the 13 cases in the study scored positively for the c-KIT contrary to what was expected
that CD117 marked positively 90-95% of the gastrointestinal stromal tumors.

Keywords: companion animals; Immunohistochemistry; Histopathology;

Gastrointestinal stromal tumors; CD117; Ki-67
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Lista de abreviaturas simbolos e acréonimos

FIV- Virus da imunodeficiéncia felina

Felv- Virus da leucemia felina

PAAF- Puncao aspirativa com agulha fina

GI- Gastrointestinal

TEGI -Tumor do estroma gastrointestinal

TNAGI- Tumores dos nervos autondmicos gastrointestinais

HGC- Hibridacdo gendmica comparativa

HPF- Campo de ampliacédo (do inglés, high power field)

SFC- Factor de células estaminais

ICC- Células intersticiais de Cajal (do inglés, intersticial cells of cajal)
SMA-Actina do musculo liso (do inglés, smooth muscle actin)

HCD- Caldesmona (do inglés, heavy caldesmon)

PKi-67- Proteina Ki-67

FDA- Administracdo de alimentos e drogas (do inglés, Food and Drug Administration)

NF1- Neurofibromatose tipo 1
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Estagio curricular

1.1 Descricao do estagio Curricular

O estégio curricular foi realizado na Clinica Veterinaria Jodo XXI, localizada em
Lisboa e tendo como responsavel o Dr. Francisco Assis Costa, entre 2 de Maio de 2016
e 15 de Outubro de 2016, correspondente a 5 meses, duracdo que a autora se prop06s a
cumprir. O horério correspondeu a 40 horas semanais, perfazendo assim um total de 800
horas de estagio. O principal objetivo do mesmo compreendeu a aplicacdo e
consolidacdo dos conhecimentos obtidos durante o percurso académico, assim como a

aquisicdo de novos conhecimentos.

1.2 Casuistica no estagio na clinica veterinaria Jodo XXI

Os horérios cumpridos foram rotativos, dividindo-se em turnos das 8h30 as 17h
e das 13h30 as 21h30, sendo executados em cada semana, por norma, turnos diarios de
8 horas, incluindo os fins-de-semana, sempre com um total de 40 horas semanais. Desta
forma, a autora teve contato com todos os horarios e dias da semana da casuistica de

uma clinica veterinaria.

Desde o inicio do estagio foi permitido, sob supervisdo dos médicos veterinarios
ou auxiliares de medicina veterinaria presentes, o auxilio nas diferentes areas. Durante 0
turno da manha, estas consistiam em consultas, cirurgias e internamento; e no turno da
tarde, consultas, acompanhamento e monitorizacdo pos-cirdrgica no internamento e

tambem urgéncias.

Nas consultas médico-veterinarias houve a possibilidade de realizacdo da
anamnese e exame fisico a cada animal, administracdo de farmacos e profilaxia. A
observacao destas, em diferentes especialidades da medicina veterinaria e efetuada por

diferentes médicos, permitiu uma melhor compreenséao da pratica clinica diaria.
Na &rea da cirurgia competiu a autora a preparacao pré-cirargica do animal,
monitorizacdo anestésica e supervisdo no recobro, tendo assistido a cirurgias de tecidos

moles, ortopédicas, odontologicas e pequenos procedimentos, como reparacdo de

laceragdes cutaneas.

13
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Sendo que se trata de uma clinica veterinaria, ndo existia acompanhamento
durante a noite, uma vez que os pos-operatérios ficavam em recobro durante todo o dia.
Caso os animais intervencionados reunissem as condicdes de estabilidade necessarias,
os donos levavam-nos para casa a hora de encerramento da clinica, as 21h30, e no caso
de ser necessaria monitorizacdo e vigilancia eram reencaminhados para hospitais

veterinarios.

O acompanhamento do internamento de pacientes permitiu uma pratica diaria de

monitorizacao, administracdo de medicacao e familiarizacdo com farmacos e dosagens.

No que diz respeito aos exames complementares, a autora teve a oportunidade de
realizar hemogramas, perfis bioquimicos, anélises de urina e citologias. Na radiologia e
ecografia, pdde, tanto observar como realizar a colocacdo das constantes radiologicas e

posicionamento do paciente, assim como, ecografia abdominal e ecocardiografia.

Ao longo do estagio foi possivel também o auxilio em outros procedimentos
como a colocacéo de cateter, algaliacdo, cistocentese, drenagem de abcesso subcutaneo,

toracocentese, transfusoes sanguineas, partos, entre outros.

Durante o estagio foi possivel o acompanhamento em varias sessdes de

tratamentos homeopéticos como a ozonoterapia, laser Rikta, entre outros.

Os turnos de domingo permitiram o contacto com varias consultas de urgéncia, a
pratica de procedimentos como a ressuscitacdo cardiopulmonar, estabilizacdo de

pacientes em choque ou tratamento de laceracdes por trauma.

14
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1. Introdugéo

1.1 Etiologia tumoral

O numero crescente de novos casos neoplasicos destaca a relevancia desta
afecdo em animais de companhia. A prevaléncia desta doenca esta a aumentar por varias
razdes, entre elas, o fato da longevidade dos animais ter aumentado devido aos melhores
cuidados prestados pelos donos e avangos médico-veterinarios nas areas de diagndstico,
terapéutica e nutricdo (Bronson, R.T., 1982; Dorn, C.R., Taylor, D.O., et al, 1976;
Hansen, K. Khanna, C. 2004; Withrow, S. Vail, D., Page, R. 2013).

A origem neoplasica pode ser ou ndo genética e hereditaria. Caracteriza-se por
um crescimento e proliferacdo celular descontrolados. Os tumores formam-se através de
um acumular de mutagbes que eliminam as restricbes normais de proliferacdo e
integridade genética de uma célula somatica. Estas mutacGes podem ser causadas por
fatores ambientais externos como a exposicdo ao fumo do tabaco e a radiacdo
ultravioleta (mutacdes extrinsecas) e ainda podem ocorrer através de mutacdes
intrinsecas, como por exemplo o caso dos radicais livres resultarem numa inflamacéo
cronica que gera mutacOes pro-carcinogénicas (Withrow, S. Vail, D., Page, R. 2013).

A maioria das mutacbes, quer sejam de origem extrinseca ou intrinseca, sdo
silenciosas, ndo comprometendo a funcionalidade celular, mas também podem desarmar
genes de supressdo tumoral ou ativar proto-oncogenes que subsequentemente
promovem a divisdo celular e a sobrevivéncia da célula mutada. (Withrow, S., Vail, D.,
Page, R. 2013).

As seis caracteristicas das células tumorais malignas (figura 1) compreendem
autossuficiéncia em sinais de crescimento (por exemplo, capacidade de proliferacéo
cronica), insensibilidade aos sinais anti-crescimento, evaséo a morte celular, potencial
de replicacdo infinita, angiogénese sustentada e, por ultimo, invasdo dos tecidos e
metastizacdo (Douglas Hanahan, D. Weinberg R., 2000).

15


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dorn%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5694272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taylor%20DO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5694272

Mafalda Rosado de Figueiredo Luis | Estudo imunohistoquimico dos marcadores CD117 e Ki-67 em
tumores do estroma gastrointestinal em cdes e gatos.

evasdo da apoptose
Angiogeéne Inwvasdo dos tecidos e
ten! A‘J , metastizagdo
. Caracteristicas
14 \ A fle d

Figura 1- Caracteristicas dos tumores malignos (Adaptado de Hanahan, D. & Weinberg, D
2000).

1.2 Tumores do tracto gastrointestinal em animais de companhia

1.2.1 Neoplasias orofaringeas

Os tumores malignos mais comuns do trato gastrointestinal sdo as neoplasias da
cavidade oral, correspondendo entre 6-7 % da totalidade dos tumores malignos dos
tumores nos cdes e 3% nos gatos. Quanto a predisposicdo de género, os cdes machos
tém 2,4 vezes mais probabilidade de desenvolver este tipo de neoplasia do que as
fémeas. As racas caninas mais predispostas a tumores da cavidade orofaringea sdo o
Cocker Spaniel, Pastor Alemdo, Weimaraner, Golden Retriever, Chow-Chow e Boxer
(Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013). J& nos gatos ndo existe predisposicao racial. No
caso dos cdes, os tumores malignos mais comuns sdo 0s melanomas malignos,
carcinoma das células escamosas e fibrossarcoma (Withrow, S., Vail, D., Page, R.
2013).

No caso dos felinos, o carcinoma das células escamosas é o tumor mais comum-
correspondendo a 13% de todos os tumores orofaringeos dos gatos, seguido do
fibrossarcoma (Dorn, C.R. et al. 1968). Os tumores benignos mais comuns na cavidade
orofaringea sdo epulides, papilomas virais, granulomas do complexo eosinofilico felino
e canino e fibroameloblastoma (Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013).

A sintomatologia apresentada inclui salivagdo excessiva, exoftalmia ou
tumefaccgéo facial, perda de peso, halitose, hemorragias orais, disfagia e dor ao abrir a
boca (Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013).
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Os métodos de diagndstico incluem a radiografia para pesquisa de metéstases,
citologia dos linfonodos regionais, biopsias, analises clinicas, tomografia computorizada
e ressonancia magnética (Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013).

O tratamento depende do tipo de tumor, grau de agressividade e metastizacédo
podendo ser cirdrgico, quimioterapico e/ou radioterdpico. O prognostico, apds
tratamento cirdrgico, varia de caso para caso, no entanto estudos comprovaram que 0
ameloblastoma acantomatoso e o carcinoma de células escamosas apresentam as taxas
mais baixas de recidiva e maior longevidade apds remocéo cirargica (Withrow, S., Vail,
D., Page, R. 2013).

1.2.2 Tumores esofagicos

Os tumores do esofago sdo bastante raros, contabilizando menos de 0,5% de
todos os tumores em cédes e gatos (Ridgeway, R.L., Suter, P.F. 1979). Ndo existe
predisposicdo racial ou de género mas os animais afetados s@o geralmente geriatricos.
Os tumores mais frequentemente diagnosticados sdo o carcinoma das células
escamosas, 0 leiomiossarcoma, o fibrossarcoma, polipos adenomatosos e encontram-se
ainda descritos casos de plasmocitomas, principalmente na porc¢éo terminal do eséfago e
no cardia (Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013).

Nos gatos, os carcinomas de células escamosas sdo geralmente observados em
fémeas, no terco médio do esdéfago. Este tipo de tumores €, na sua maioria invasivo,
apresentando elevado grau de metastizagdo (Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013).

Os sinais clinicos apresentados incluem debilitacdo, perda de peso, disfagia,
regurgitacdo de comida nédo digerida e também pneumonia por aspiracdo secundaria.

Os métodos de diagnéstico mais utilizados sdo a radiografia, esofagograma com
ou sem fluoroscopia e bidpsia. A tomografia computorizada e a ressonancia magnética
sdo métodos de diagndstico que, apesar de mais dispendiosos, auxiliam na avaliacdo da
extensdo das lesdes tumorais (Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013).

Os tratamentos utilizados incluem a remocdo cirurgica e a radioterapia. O
prognostico para tumores malignos no esofago é bastante reservado devido ao seu
elevado indice de metastizacdo e as fracas possibilidades de ressecdo total do tumor.
(Farese, J.P., Bacon, N.J., et al. 2008).
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1.2.3 Tumores géastricos

Este tipo de tumores sdo mais comuns que 0s tumores esofagicos, mas apenas
contabilizam 1% de todos os tumores malignos, em animais de companhia. N&o esta
descrita nenhuma etiologia especifica, existindo, porém, uma correlacdo entre a
administracdo continua de nitrosamina e o aparecimento de carcinomas gastricos em
caes (Sasajima, K., Kawachi, T., et al. 1977). Existe uma predisposic¢éo racial das ragas
Pastor Belga, Lundehund Noruegués e Pastor Alemdo Tervuren, para carcinomas
gastricos. A idade média de aparecimento desta patologia ronda os 8 anos de idade,
sendo que os machos sdao mais frequentemente afectados do que fémeas (Scanziani, E.,
Giusti, A.M.,.et al. 1991; Lubbes, D., Mandigers, P.J.,et al. 2009; Qvigstad,
G., Kolbjgrnsen, @. et al. 2008).

O tipo de tumor géastrico mais comum é o adenocarcinoma, que constitui 70-80%
de todos os tumores gastricos malignos, diagnosticados em caes, caracterizando-se por
lesGes infiltrativas e de grande extensdo, que podem no entanto, apresentar um aspeto
polipdide. Outros tumores géstricos incluem o leiomiossarcoma, linfoma, mastocitoma,
plasmocitoma extramedular, fibrossarcoma e tumores de estroma gastrointestinal
(Swann, H.M., Holt, D.E. 2002).

O sinal clinico mais comum é o vomito persistente, por vezes com presenca de
hematémese e perda de peso, devido a perda de proteinas e sangue por ulceragdo
tumoral ou por caquexia (Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013).

O plano diagnostico inclui radiografias com duplo contraste - que podem revelar
a presenca de uma massa no limen géastrico- e analises clinicas (leiomiomas e
leiomiossarcomas causam normalmente um sindrome paraneoplasico de hipoglicémia)
(Bagley, R.S., Levy, J.K., Malarkey, D.E. 1996). Os animais com esta neoplasia
apresentam, regularmente, uma anemia microcitica hipocromica e aumento dos niveis
séricos de enzimas hepdticas devido a metastases ou obstru¢cdo do ducto biliar
(Qvigstad, G., Kolbjgrnsen, @. et al. 2008). A fluoroscopia revela alteragdes na
motilidade gastrica, sendo ainda possivel realizar biopsias ecoguiadas com o auxilio
desta. A endoscopia é de extrema utilidade para realizar biopsias, apesar do reduzido
tamanho das amostras que se conseguem retirar das lesdes. O método mais fiavel de
diagnosticar tumores gastricos é a biopsia cirargica (Rivers, B.J., Walter, P.A., et al.
1997; Leib, M.S., Larson, M.M,, et al. 2010).
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O tratamento cirargico é o mais recomendado, exceto no caso do linfoma, que
pode ser excisado apenas se for localizado e se ndo responder a quimioterapia
(Withrow, S., Valil, D., Page, R. 2013).

O progndstico para tumores gastricos malignos € muito reservado. Mesmo apos
tratamento cirdrgico, os animais geralmente morrem, aproximadamente, num periodo de
seis meses devido a recidiva do tumor ou & sua metastizagdo (Withrow, S., Vail, D.,
Page, R. 2013).

1.2.4 Tumores intestinais

As neoplasias intestinais sdo raras em cdes e gatos e, de acordo com varios
estudos, representam 8% de todos os tumores em cédes e 13% em gatos. O linfoma
intestinal é o tumor maligno mais comum em ambas as espécies seguido do
adenocarcinoma, do mastocitoma (em gatos) do leiomiossarcoma e tumor do estroma
gastrointestinal (GIST) em cées (Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013).

Os tumores intestinais malignos tém a capacidade de metastizar para diversas
areas do corpo, incluindo linfonodos e outros 6rgaos abdominais (como o figado), e
para os pulmdes. Este tipo de tumores afeta animais entre a idade adulta e geriatrica,
nomeadamente, cées entre 0s 6 e 0s 9 anos e gatos entre os 10 e os 12 anos. Existe
também uma ligeira predisposicdo de género, sendo que os machos sdo mais afetados
em ambas as espécies (Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013).

Estudos demonstraram que gatos siameses tém maior probabilidade de
desenvolver tumores intestinais que outras ragas, excetuando-se o caso do linfoma
intestinal em que ndo existe nenhuma predisposicdo racial (Rissetto, K., Villamil, J.A.
etal. 2011).

No caso dos cdes, 0s de grande porte estdo mais predispostos, sendo que os de
raca Collie e Pastor Alemdo tém uma maior incidéncia de tumores intestinais,
especialmente adenocarcinoma, carcinoma rectal e poélipos retais (Patnaik,
A.K., Hurvitz, A.l., Johnson, G.F, 1977; Seiler, R.J. 1979).

A maior parte dos tumores do intestino delgado sdo malignos e a maior parte
dos tumores retais sdo polipos benignos, que podem ser Unicos ou multiplos, e causar
problemas mecéanicos, incluindo obstrucdo do trato intestinal. Outros tumores que
ocorrem mais frequentemente no reto sdo adenomas e carcinomas solitarios (Withrow,

S., Vail, D., Page, R. 2013).
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A nivel etiolégico existe uma conhecida associagdo entre os gatos portadores do
virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e o virus da leucemia felina (FELV) com a
incidéncia de linfoma. Excluindo esta correlacdo etioldgica, ndo sdo neste momento
conhecidos outros agentes quimicos ou agentes etioldgicos relacionados com o
desenvolvimento de tumores malignos intestinais em ambas as espécies (Jackson,
M.L., Haines, D.M., et al. 1993; Jackson ML, Wood, S.L., et al. 1996; Withrow, S.,
Vail, D., Page, R. 2013).

A maior parte dos adenocarcinomas em gatos localiza-se no intestino delgado,
ao contrario dos cdes em que o célon e, principalmente, o reto sdo mais frequentemente
afetados. Os adenocarcinomas podem ter aparéncia pedunculada ou anelar, sendo o seu
padrdo histolégico € indicativo do seu comportamento e prognostico. Os
leiomiossarcomas e TEGI desenvolvem-se mais frequentemente no ceco do que 0s
adenocarcinomas (Valerius, K.D., Powers, B.E., et al. 1997). Nos gatos, 0s polipos
adenomatosos séo mais frequentes no duodeno (Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013).

Os sinais clinicos apresentados incluem perda de peso, diarreia, vémito, anorexia
e por vezes, melena, anemia e hipoglicémia. Estes sinais clinicos estdo relacionados
com a localizagdo do tumor no trato gastrointestinal, ou seja, lesdes na porcdo mais
proximal do trato gastrointestinal. Estas tendem a resultar em sintomatologia como
vomito, lesbes no intestino delgado, tendo como consequéncia a perda de peso e lesbes
no intestino grosso que originam tenesmo e hematoquésia. Nos casos em que 0 tumor
leva a rutura intestinal pode, inclusivamente, desenvolver-se peritonite sética com todos
os sintomas que dai advém. Os tumores gastrointestinais causam ainda alteracdes
inespecificas dos parametros do hemograma (leucocitose e anemia) e bioquimicos
sanguineos, tais como hipoproteinémia, desidratacdo, aumento dos niveis de nitrogénio
ureico no sangue (BUN) e aumento dos niveis séricos de enzimas hepaticas (Withrow,
S., Vail, D., Page, R. 2013).

Para que seja possivel realizar o diagnostico, hd que ter em conta que 0s sinais
clinicos associados a tumores gastrointestinais, nos estadios iniciais, sao indistinguiveis
de uma gastroenterite inespecifica ou de outras afeccBes intestinais de origem néo
neoplasica. Os meios de diagnéstico imagiologicos como a radiografia e a ecografia sdo
uteis na detecdo da presenca de massas no trato gastrointestinal. Os exames sanguineos

sdo inespecificos para este tipo de neoplasia, mas podem indicar a presenca de
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hemorragia ou a perda de proteinas eelectrolitos secundérias a presenga do tumor
(Withrow, S., Valil, D., Page, R. 2013).

Para diagnosticar e caracterizar o tumor, € necessario obter uma amostra de
tecido para ser submetida para histopatologia e\ou citologia. A puncéo aspirativa com
agulha fina (PAAF) pode fornecer alguma informacgdo, mas é necessaria uma bidpsia
para ser possivel o diagnostico definitivo. Existem varias técnicas para recolha de
amostras, como € o caso da endoscopia — apresentando esta uma limitagdo no tamanho
reduzido da amostra - ou da laparotomia exploratéria. A técnica de digitacdo retal pode
detetar massas, estruturas anelares de origem tumoral e pdlipos (Withrow, S., Vail, D.,
Page, R. 2013).

O tratamento destes tumores estd dependente do tipo de tumor e da existéncia de
metastases. Estad recomendada a cirurgia no caso dos tumores sélidos, se existe ou pode
vir a existir obstrucdo do trato gastrointestinal ou se o préprio tumor causou perfuracao
intestinal. A remocdo do tumor pode ser parcial ou total (Withrow, S., Vail, D., Page, R.
2013). No caso de ndo ser possivel a sua ressecdo total durante a cirurgia, o risco de
complicacdes na cicatrizacao (deiscéncia de pontos) e atrasos na recuperacao intestinal,
podem resultar em perda de conteldo intestinal para a cavidade abdominal com
consequente peritonite sética. Estas complicacdes representam risco de vida, carecendo
de cirurgia de emergéncia (Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013).

Para neoplasias como o linfoma, a cirurgia pode ndo ser recomendada se o
tumor envolver vérias areas, sendo mais comum a administracdo de protocolos
quimioterapicos. A quimioterapia pode ser indicada para outros tipos de tumor,
incluindo o mastocitoma, plasmocitoma ou tumores metastizados. O recurso a alguns
anti-inflamatoérios ndo esterdides (AINES) pode ser estabelecido com o objetivo de
reduzir a inflamagdo, com possivel efeito sobre alguns tipos de células tumorais
(carcinomas). As dietas especificas ou outros medicamentos podem ser recomendados,
dependendo dos sinais clinicos do paciente (Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013).

O prognostico associado aos tumores gastrointestinais depende do tipo de tumor
especifico, do grau (grau de agressividade com base na histopatologia) e estadiamento
(metastizacdo) do tumor. Os tumores de baixo risco, tais como o0s tumores do estroma
gastrointestinal, podem ser eficazmente tratados apenas com a ressecdo cirurgica,

enquanto que linfomas intestinais de alto grau tém uma baixa taxa de sobrevivéncia a
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longo prazo, mesmo com tratamento quimioterdpico (Withrow, S., Vail, D., Page, R.
2013).

Para aléem do linfoma, a eficicia da quimioterapia sistémica nao foi totalmente
avaliada em cdes e gatos em muitos dos tumores primarios intestinais solidos. No
entanto, o tratamento sistémico (imunoterapia, controlo do crescimento do tumor e da
dor), incluindo a quimioterapia, pode ainda ser uma op¢do em doentes onde a cirurgia
ndo € possivel ou adequada, por si sO, para tratar o tumor ou prevenir a recidiva. A
decisdo de prosseguir tais tratamentos depende da condicdo geral dos animais, do

progndstico e da avaliacdo do risco/beneficio (Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013).

1.3 Tumores do estroma gastrointestinal (TEGI)

Os tumores de estroma gastrointestinal sdo tumores especificos do trato
gastrointestinal que podem ocorrer em qualquer parte do trato gastrointestinal (Gl) e,
ocasionalmente, no omento e mesentério. Este tipo de tumores tem um amplo espectro
de apresentacGes, variando de pequenos nddulos benignos, a tumores de grandes
dimens@es e malignos (Miettinen, M., Lasota, J. 2000).

Até a década de 60 os TEGI eram considerados como tumores de musculo liso
(leiomiomas, leiomioblastomas e leiomiossarcomas), sendo subsequentemente
observado em estudos de microscopia eletrénica, que ndo apresentavam a diferenciacdo
tipica das células musculares lisas, presentes em leiomiomas gastricos. Estudos
posteriores  demonstraram  que estes  tumores  possuiam  caracteristicas
imunohistoquimicas das células de Schwann (proteina S100 negativa) e néo
apresentavam caracteristicas estruturais préoprias do masculo liso. Apos esta descoberta,
estes tumores passaram entdo a ser designados tumores do estroma gastrico, designacao
esta que foi alargada para incluir outros tumores especificos do trato gastrointestinal,
com as mesmas caracteristicas (Mazur, M., Clark, H.B. 1983; Walker, P., Dvorak, A.M.
1986; Appelman, H.D. 1990; Maas, C.P.H.J., Haar, G.T., et al. 2007; Morini, M.,
Gentilini, F., etal. 2011).

Os tumores de estroma gastrointestinal expressam a proteina ¢c-KIT (CD117,
recetor do fator de células tronco), que pode ser evidenciada através da utilizacdo de
técnicas imunohistoquimicas. A maioria dos tumores mesenquimatosos, encontrados no
trato gastrointestinal, sdo TEGI e s@o quase uniformemente c-KIT-positivos nos seres
humanos (Arber, D.A., Tamayo R., Weiss, L.M., 1998; Tsuura, Y., Hiraki, H., et al.
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1994; Miettinen, M., Lasota, J. 2000; Maas, C.P.H.J., Haar, G.T., et al. 2007; Morini,
M., Gentilini, F. 2011).

Existem também outros tumores que podem ser KIT-positivos (melanoma
metastatico, angiossarcoma, carcinoma de células pequenas pulmonares, sarcomas de
Ewing, outros carcinomas, mastocitoma e seminoma) mas, raramente, entram no
diagndstico diferencial de GIST (Arber, D.A., Tamayo R., Weiss, L.M.1998; Tsuura,
Y., Hiraki, H., et al. 1994; Miettinen, M., Lasota, J. 2000; Maas, C.P.H.J., Haar, G.T.,
et al. 2007; Morini, M., Gentilini, F., 2011). Esta definicdo exclui, especificamente, os
tumores gastrointestinais de musculo liso (por exemplo os leiomiomas e
leiomiossarcomas), os schwannomas e os neurofibromas (Miettinen, M., Lasota, J.,
2000).

Existem alguns tumores que sdo histologicamente compativeis com TEGI, mas
ndo expressam o c-KIT. Esses tumores mesenquimatosos indiferenciados, normalmente
ndo possuem o0s outros marcadores celulares aplicados também no diagnostico
diferencial de TEGI (CD34, actina do musculo liso (SMA), desmina e proteina S100).
S&o necessarios estudos de morfologia e estudos a nivel molecular para determinar se
estes tumores pertencem ou nao ao grupo TEGI (Arber, D.A., Tamayo R., Weiss,
L.M.1998; Montone, K.T., et al. 1997; Miettinen, M., Lasota, J. 2000; Maas, C.P.H.J.,
Haar, G.T., et al. 2007).

1.3.1 Apresentacdo clinica

Os TEGI sdo, na maioria das vezes,“achados clinicos” durante cirurgias aos
intestinos, estbmago ou a outros Orgdos abdominais. Também podem ser detetados
como nddulos presentes na submucosa gastrica, durante a realizagdo de exames
complementares, como a endoscopia, ou podem ser visiveis como massas em
radiografias, por outras suspeitas clinicas. Podem ainda ser detetados durante a
digitacdo retal ou durante a palpacdo abdominal num exame clinico de rotina
(Miettinen, M., Lasota, J. 2000).

Os TEGI esofagicos causam muitas vezes disfagia, enquanto que tumores de
localizagdo intestinal ou gastrica causam sintomatologia inespecifica como vémitos,
hemorragias do trato gastrointestinal superior (melena) ou inferior (hematoquesia).
(Miettinen, M., Lasota, J. 2000).
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1.3.2 Comportamento dos TEGI

Estudos revelaram que existem diferencas no seu comportamento clinico,
dependente da localizacdo e dimensdo do proprio tumor. Em humanos, o local mais
comum para ocorréncia de TEGI é o estdbmago, sendo que, neste local os tumores
tendem a ser quase sempre benignos, enquanto que os de localizacdo esoféagica ou
colonica s@o mais frequentemente malignos (Miettinen, M., Lasota, J. 2000).

Os tumores de pequenas dimensdes tém um comportamento clinico geralmente
benigno e prognostico favoravel, principalmente pela facilidade de excisdo total dos
mesmos (Miettinen, M., Lasota, J. 2000).

Os TEGI tém um indice de replicacdo celular geralmente baixo, sendo que, 0s
tumores com uma frequéncia mitdtica baixa (até 5 mitoses por campo de ampliacéo
(HPF)) tém normalmente comportamento benigno. Porém, existe também uma
quantidade de tumores que, apesar de mitdticamente pouco ativos metastizam, pelo que,
nem sempre, tumores com baixa frequéncia mitdtica apresentam comportamento
benigno (Franquemont, D.W. 1995; Ranchod, M., Kempson, R.L. 1977). TEGI com
frequéncias mitoticas de 5 a 50 sdo designados como tumores malignos e TEGI com
frequéncias mitdticas superiores a 50 sdo definidos como tumores malignos de alto grau
de malignidade. Estes tumores tém um risco elevado de disseminagéo intra-abdominal e
de metastizar para o figado e, em casos bastante raros, metastizar para o pulméo e
esqueleto (Evans, H.L. 1985., Franquemont, D.W. 1995).

Os TEGI com baixa capacidade mit6tica e com comportamento maligno sao
geralmente tumores de grandes dimensdes (Miettinen, M., Lasota, J. 2000).

Os tumores do estroma gastrico comportam-se de forma menos agressiva do que
0s tumores do estroma no intestino delgado, mesmo com dimensBes e frequéncia
mitotica idéntica (Emory, T.S, Sobin, L.H. et. al 1999; Ueyama, T., Guo, K.J. 1992).

O prognostico estd dependente dos fatores clinicopatologicos testados em
medicina humana em TEGI, que incluem DNA aneuplo6ide na citometria de fluxo,
dimensbes do tumor, presenca de necrose de coagulagdo no tumor e envolvimento
peritoneal (Miettinen, M., Lasota, J. 2000).

1.3.3 Divergéncias histologicas dos TEGI nas suas diferentes localizagdes
Os tumores do estroma gastrointestinal dividem-se em quatro tipos de
morfologia histoldgica:
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1- O tipo estoriforme, que se caracteriza por areas extensas de necrose e por um
padrdo estoriforme, constituido por células fusiformes. Neste tipo de
tumores, com malignidade mais reduzida, as células neoplasicas sao
uniformes, com nucleos fusiformes e nucléolos proeminentes, enquanto os
tumores com alta malignidade evidenciam um padrdo menos estoriforme e
celulas neoplasicas pleomorficas e por vezes multinucleadas (Baba & Cétoi,
2007; Selting, 2013).

2- Outro tipo morfologico de TEGI é o mixoide, que se caracteriza por células
poligonais com matriz mix6ide onde as celulas contém nucleos vesiculares e
nucléolos proeminentes, com padrdes fasciculares de células neoplasicas
(Baba & Catoi, 2007; Selting, 2013).

3- O tipo epiteliodide caracteriza-se por ninhos ou folhas de células fusiformes
com nucleos redondos, nucléolos proeminentes e citoplasma eosinofilico,
circundado por células poligonais, dispostas em aglomerados e separadas por
pouco estroma. Podem ser visiveis alguns focos de necrose e hemorragia
(Baba & Cétoi, 2007; Selting, 2013).

4- O tipo fasciculado compreende células fusiformes, combinadas com células
de diferentes morfologias. As células neoplasicas deste tipo de tumor tém
nucleos vesiculados e nucléolos proeminentes. Os tumores sdao muito
vascularizados e apresentam vastas areas hemorragicas e necrosadas (Baba
& Catoi, 2007; Selting, 2013).

As variantes histoldgicas mais comuns entre os TEGI géastricos incluem tumores
de células fusiformes com deposicdo ligeira a moderada de colagénio intersticial.
Alguns destes tumores possuem um padrdo nuclear em palicada proeminente,
semelhante a um tumor com origem no tecido nervoso, engquanto outros apresentam
vacuolizacdo perinuclear proeminente (Miettinen, M., Lasota, J. 2000).

Os TEGI com aparéncias epitelidides (anteriormente designados por
leiomioblastoma) podem ter padrdo sélido ou mixdide e, ocasionalmente, exibir
paraganglioma ou padrdo compartimental semelhante a um carcindide (Miettinen, M.,
Lasota, J. 2000).

Os TEGI do intestino delgado, geralmente contém globulos de colagénio

extracelular (Min, K-W. 1992). Os TEGI do célon e do reto sdo na maioria das vezes
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tumores das células fusiformes mas, no caso dos TEGI retais, estes geralmente tém uma
histologia com aparéncia benigna (Miettinen, M., Lasota, J. 2000).

Os TEGI malignos podem ter um padréo de celulas redondas, epitelidides ou ser
uma combinacdo das duas, ndo estando facilmente integrados na classificacdo de tipo
celular, como os TEGI benignos. Alguns TEGI malignos parecem-se histologicamente
com leiomiossarcomas, apesar de o citoplasma das células neoplésicas ser, neste caso,
menos eosinofilico. A existéncia de pleomorfismo nuclear significativo é rara
(Miettinen, M., Lasota, J. 2000).

1.3.3 Proteina CD117 como marcador tumoral em TEGI

A proteina tirosina-quinase (c-KIT CD117) é um recetor do fator de crescimento
transmembranar para o fator de células de tronco sendo denominado também de recetor
de SCF (stem cell factor). Esta proteina pertence a familia das tirosina-quinases e
encontra-se relacionada a nivel estrutural e funcional com o recetor do fator estimulante
de macrofagos. O recetor c-KIT torna-se dimerizado e a sua tirosina-quinase fosforilada
(activada) apos a ligacdo do ligando, permite a fosforilacdo de outras proteinas na via de
transducéo do sinal e por fim transporta o sinal de proliferacdo para o nacleo (Kitamura,
Y., Hirota, S., Nishida, T., 1998).

A sobreposicao de caracteristicas de musculo liso e de células de origem nervosa
observada nos TEGI, através de microscopia electrénica e imunohistoquimica, levou a
especulacdo de que estes tumores teriam origem em células fusiformes, presentes na
parede intestinal, as células intersticiais de Cajal (ICC). Os TEGI tém caracteristicas em
comum com o subtipo de plexo mioentérico de ICC presentes no estbmago e nos
intestinos (Corless C.L., Fletcher, J.A., Heinrich, M.C. 2004).

Estas células intersticiais de Cajal estdo relacionadas com o sistema nervoso
autonomo e tém um papel importante na motilidade e contractilidade intestinal. As ICC
expressam o c-KIT no trato gastrointestinal (Maeda, H., Yamagata, A., et al. 1992;
Miettinen, M., Lasota, J. 2000). O seu significado funcional passou a ser relevante,
devido a estudos onde ratos com proteina c-KIT defeituosa apresentaram disturbios da
motilidade intestinal e morreram secundariamente de ileo paralitico (Maeda, H.,
Yamagata, A., 1992).

O diagnéstico definitivo de TEGI s é possivel através da imunohistogquimica,
sendo que o marcador mais importante neste processo € o CD117. Aproximadamente
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95% dos TEGI expressa o ¢-KIT, anticorpo que expressa o CD117. Os tumores c-KIT-
negativos (negativos para CD117) representam, aproximadamente, 5% dos TEGI em
humanos. Estabelecer um diagnostico pela imunohistoquimica nestes tumores ¢é
complicado mas possivel através de uma analise mutacional.

Quando os tumores sdo c-KIT-positivos, as células neoplésicas exibem
coloracédo citoplasmaética forte generalizada por todo o tumor, sendo por vezes visivel
uma acentuacdo na coloracdo a nivel membranar e no complexo de Golgi (Kindblom,
L.G., Remotti, H.E., et al. 1998; Miettinen, M., Sobin, L.H., Sarlomo-Rikala, M. 2000;
Sircar, K., Hewlett, B.R., Huizinga, J.D. 1999).

Estudos comprovaram que nos TEGI de origem epitelial a positividade do KIT
é por vezes mais fraca (Miettinen, M., Lasota, J. 2000).

As células de Cajal estdo localizadas no intestino, dentro e ao redor do plexo
mioentérico e no intestino fetal, como uma extensa formacdo semelhante a um cinto na
camada externa do masculo liso (Sircar, K., Hewlett, B.R., et al. 1999; Kindblom,
L.G., Remotti, H.E., et al. 1998). A teoria, de que a origem histogénica dos TEGI
seriam as células de Cajal foi, posteriormente, apoiada pela existéncia de miosina
embriondria tanto em células intersticiais de Cajal como em TEGI (Sakurai,
S., Fukasawa, T. et al. 1999).

Uma outra possibilidade, é que os TEGI teriam origem em células estaminais
primitivas que se poderiam vir a diferenciar em células Cajal ou células musculares
lisas. Estudos sobre a origem das células intersticiais c-KIT-positivas em aves e ratos
concluiram que as ICC tém uma origem mesodérmica e desenvolvem-se de forma
independente dos neurdnios entéricos estabelecendo posteriormente relacbes anatomicas
e funcionais (Lecoin, L., Gabella, G., Le Douarin, N., 1996; Miettinen, M., Lasota, J.
2000). A capacidade de diferenciacdo das células de Cajal, em células do musculo liso,
apos o bloqueio da via de sinalizagédo do c-KIT, aponta para uma possibilidade de que as
primeiras manterdo potencial semelhante ao das células estaminais multipotenciais
(Miettinen, M., Lasota, J. 2000).

1.3.5 Proteina Ki-67 como marcador tumoral em TEGI

A caracterizacdo da proteina Ki-67 (pKi-67) foi realizada pela primeira vez em
1983 por Gerdes, J. et al. Posteriormente, em 1996, foi caracterizado o gene percursor
desta proteina, com 30000 pares de bases, situado no brago longo do cromossoma 10. A
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pKi-67 pode apresentar-se sob duas isoformas, uma de 395kDa e outra de 345kDa
resultantes de splicing alternativo do mRNA. A pKi-67 é codificada na sua grande
maioria pelo exao 13, contendo os epitopos reconhecidos pelo anticorpo anti-Ki-67 e o
anticorpo-MIB-1 (Duchrow, M., Schluter, C., et al. 1996; Kubbutat, M.H.G., Key, G.,
et al. 1994).

A sua expressao proteica € regulada através de proteossomas, sendo a sua
duracdo de semivida entre 60 a 90 minutos. A pKi-67 encontra-se em todas as fases do
ciclo celular exceto na fase GO, sendo esta a caracteristica que Ihe permite ser usada
como marcador de proliferacédo celular. Durante as fases do ciclo celular G1, Se G2, a
pKi-67 encontra-se dentro do nucléolo e associada ao componente fibrilar denso, que
consiste numa das trés regides nucleares identificadas por microscopia eletronica.
Durante a mitose, a pKi-67 desloca-se para a camada pericromossomal (Brown, D.C.,
Gatter, K.C. 2002).

Apesar de ser reconhecido que pKi-67 tem um papel vital na proliferagéo
celular, ndo estdo esclarecidas as suas funcdes exatas. Originalmente, para identificacdo
desta proteina, era usado o anticorpo anti-Ki-67, cuja desvantagem era a sua utilizacéo
sO ser possivel em tecido fresco ou congelado. Posteriormente, e até ao presente, 0
anticorpo mais usado é o MIB-1 (molecular immunology Burstel-1), sendo este
anticorpo utilizado em tecidos conservados em formol e incluidos em parafina,
permitindo a realizacdo de estudos retrospetivos com base em arquivos histoldgicos
(Brown, D.C., Gatter, K.C. 2002).

Em medicina humana, foram realizados estudos que comprovaram que o Ki-67
constitui um bom marcador de proliferacdo celular, através da sua marcacao nuclear das
células que se encontram em replicagdo, em neoplasias (Brown, D.C., Gatter, K.C.
2002).

1.3.6 Outros marcadores celulares em TEGI

O marcador celular CD34, que consiste num antigénio das células progenitoras
hematopoiéticas expressado em tumores de células endoteliais e fibroblastos, também é
expressado em 65% dos TEGI (Miettinen, M., Lasota, J., 2000). Estudos demonstraram
que os TEGI esofagicos e retais tém a maior frequéncia de positividade para CD34
(mais de 90%), sendo que ndo existe diferenca significativa na expressdo de CD34 em

GIST gastricos benignos versus malignos (85%). Os TEGI do intestino delgado
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mostram a menor percentagem de positividade de CD34 (50% entre os tumores
benignos e malignos) (Robinson, T.L., Sircar, K.,et al. 2000).

O marcador actina do musculo liso (SMA) também é expressado num grupo
significativo de TEGI c-KIT-positivos, nas células musculares lisas normais ou
neoplésicas e também em alguns fibroblastos. (Miettinen, M., Sobin, L.H., Sarlomo-
Rikala, M. 2000). Essa expressao pode ser focal ou global. Os tumores SMA-positivos
sdo, frequentemente negativos a CD34 e vice-versa. Além disso, alguns tumores
mostram um "padrdo de mosaico™ com areas positivas para a actina e CD34-negativas e
vice-versa. Em alguns casos, a positividade da SMA das fibras musculares lisas
aprisionadas, no seio do estroma tumoral, pode ser dificil de separar da reatividade das
células dos TEGI (Miettinen, M., Sobin, L.H., Sarlomo-Rikala, M. 2000).

A desmina, a proteina de filamento intermediario tipica das células musculares
lisas, esqueléticas e cardiacas, raramente é expressa em TEGI. Quando é expressada é
quase sempre de forma limitada e em células tumorais dispersas. Apenas 5-10% dos
TEGI contém células tumorais desmina-positivas, sendo esta expressdo mais comum em
TEGI epiteliais. (Miettinen, M., Sobin, L.H., Sarlomo-Rikala, M. 2000).

A proteina S100 ndo é tipicamente expressa em TEGI, mas aproximadamente
10% possui positividade proteica, citoplasméatica e nuclear para esta proteina. A
combinacdo dos marcadores celulares c¢c-KIT e S100 separa TEGI
imunohistoquimicamente de tumores gastrointestinais das células de Schwann.
(Miettinen, M., Sobin, L.H., Sarlomo-Rikala, M. 2000; Morini, M., Gentilini, F., 2011).

O marcador caldesmona (HCD) que compreende uma ligacéo de actina, proteina
associada ao citoesqueleto, é caracteristicamente expresso em TEGI, semelhante aos
tumores de musculos lisos verdadeiros (leiomiomas e leiomiossarcomas). Como no caso
da SMA, a HCD também esta presente nas células mioepiteliais (Miettinen, M., Lasota,
J. 2000; Morini, M., Gentilini, F.,2011).

A vimentina € expressada fortemente pelos TEGI, pois esta proteina marca
tumores mesenquimatosos (Miettinen, M., Lasota, J. 2000; Morini, M. 2011).

Um marcador mais recente, 0 DOG-1 (Discovered on GIST-1), é uma proteina
transmembranar que foi reconhecida como sendo mais sensivel e especifica que o
marcador CD117, demonstrando ser expressa até nos TEGI c-KIT-negativos (Flanagan,
A., Deitos, A. 2010). Estudos identificaram alguma imunorreatividade deste marcador

em outros tumores mesenquimatosos, tais como tumores musculo liso e sarcomas
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sinoviais (Miettinen, M., Wang, Z.F., Lasota, J. 2009; Espinosa, I., Lee, C.H., et al.
2008; Lee, C.H., Liang, C.W., Espinosa, I., 2010). O marcador DOG-1 demonstrou ser
adequado no diagndstico da maioria dos TEGI c-KIT-positivos e cerca de 1/3 dos TEGI
c-KIT-negativos. Levando a que o DOG-1 seja considerado um bom marcador no
estudo dos TEGI c-KIT-negativos. (Lee, C.H., Liang, C.W., Espinosa, I., 2010).

1.3.7 Terapéutica de TEGI

A terapéutica instituida depende do tamanho e do comportamento do tumor. O
tratamento padrdo em TEGI localizados e primarios € a exciséo cirirgica completa, sem
a dissecdo dos linfonodos ndo metastizados. A técnica de excisdo segue 0s principios
cirurgicos de oncologia. O ideal seria conseguir uma excisdo tumoral RO (margens de
ressecdo sem células), mas quando a cirurgia RO implica sequelas funcionais opta-se por
uma cirurgia com margens R1 (margens de ressecdo com células tumorais presentes ao
microscopio) podendo posteriormente ser realizada uma nova cirurgia de exciséo
tumoral se o local original da lesdo for visivel e esta ndo provoque sequelas funcionais.
No caso de tumores de grandes dimensdes, inoperaveis ou no limiar de operabilidade, o
tratamento prévio com inibidores da tirosina-quinase, pode reduzir o tamanho do tumor
facilitando a cirurgia (Blay, J.Y., Blomqvist, C., et al. 2012; Demetri, G.D., Von
Mehren, M., et al 2010; Fiore, M., Palassini, E., et al. 2009).

O mesilato de imatinib € um inibidor competitivo de varias tirosina-quinases
como BCR-ABL, KIT e PDGFRA (Guilhot, F. 2004). O sunitinib é um inibidor da
tirosina-quinase com acdao multi-alvo, usado como segunda linha em humanos com
resisténcia ou intolerancia ao imatinib. No caso de pacientes humanos, em que a doenca
continue a progredir apds tratamento com imatinib e sunitinib, as op¢Bes possiveis sao
iniciar tratamento com regorafenib (foi aprovado em fevereiro de 2013 pelo FDA (Food
and Drug Administration), estando apontado como tratamento de terceira linha apds
falha/intolerancia a terapéutica com imatinib e sunitinib), introducdo em ensaios
clinicos (com sorafenib, nilotinib, dasatinib,) ou instituicdo de tratamentos paliativos
(Blay, J.Y., Blomgvist, C., et al. 2012; Demetri, G.D., Von Mehren, M., et al 2010).

1.3.8 Intervencdes terapéuticas com CD117 (c-KIT)
As mutagcOes no gene de ativagdo c-KIT em TEGI séo alvo para potenciais

intervencdes terapéuticas nestes tumores. Os ensaios terapéuticos podem demonstrar o
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potencial de contrariedade da ativacéo patoldgica do c-KIT tirosina-quinase, como tem
sido estudado noutros tumores, através da ativagdo do sinal de transducéo da tirosina-
quinase (Miettinen, M., Lasota, J. 2000). A possibilidade de um tratamento especifico,
tendo a patogenicidade molecular dos TEGI como alvo, requer bastante conhecimento
sobre este tipo de tumor e na sua diferenciacdo dos outros tumores mesenquimatosos,
para que seja possivel avaliar a resposta as terapéuticas convencionais (Miettinen, M.,
Lasota, J. 2000).

1.3.9 AlteracGes genéticas em TEGI

As informacdes sobre a citogenética dos leiomiossarcomas gastrointestinais
aplicam-se em grande parte aos TEGI. Estudos realizados sobre a citogenética de
tumores de tecidos moles incluindo leiomiossarcomas, entre eles, os de origem
gastrointestinal, sendo que esses tumores apresentaram cariétipos complexos, com
perdas frequentes dos cromossomas 14 e 22. Estas alteragcdes foram confirmadas pelo
uso de técnicas de hibridacdo genémica comparativa (HGC) (Miettinen, M., Lasota, J.
2000).

Esta técnica pode ser utilizada para pesquisar globalmente as alteracdes do
namero de copias de DNA, em cada banda cromossémica no tumor, em comparagao
com as células normais. Estudos realizados com esta técnica permitem identificar as
areas de perdas que podem conter genes de supressdo tumoral. As areas que contém
ganhos ou amplificagdes de alto nivel podem envolver oncogenes. Embora nos estudos
com HGC sobre TEGI ndo tenham sido identificados diretamente nenhum dos genes
envolvidos, foram observados alguns achados recorrentes com importancia
patogenética:

- As perdas mais comuns encontradas em TEGI, tanto benignos como malignos
foram nos cromossomas 14q e 22q. Com o auxilio de mapeamentos de perdas alélicas
foram identificadas duas areas onde existe maior frequéncia de perdas, 14921 e 14923
(El-Rifai, W., Sarlomo-Rikala, M., et al. 2000).

Foi relatada uma possivel relacdo entre TEGI e neurofibromatose tipol (NF1)
em humanos por terem sido diagnosticados, em alguns casos, raros, multiplos TEGI em
pacientes com NF1. Um estudo de Kindblom, L.G et al. em1999, sugeriu uma

associacao ndo aleatoria entre neurofibromatose tipo 1 e TEGI, no entanto a natureza
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dessa associacao e a sua possivel relacdo com o gene da neurofibromatose tipo 1 sdo
ainda desconhecidas.

Nos ultimos anos foram alcancados bastantes progressos no conhecimento da
biologia dos TEGI, para além da tirosina-quinase oncogénica e mecanismos de inibicdo
de resposta e resisténcia a terapéutica do KIT/PDGFRA (Schafaer, .M., Marifio-
Enriquez, A., Fletcher, J.A. 2017). Novos estudos incluiram a caracteriza¢do do ETV1
como um fator de transcricdo essencial para as ICC, que colabora com as mutacdes
oncogenicas no ¢c-KIT e nas ICC e provou ser um marcador crucial no mecanismo de
desenvolvimento dos TEGI. O ETV1 é um gene que codifica um membro da familia de
fatores de transcricdo E twenty-six (ETS). As proteinas ETS regulam bastantes genes
alvo, que séo responsaveis pela modulacdo de processos bioldgicos como o crescimento
celular, angiogénese, migracao, proliferacdo e diferenciacdo. Estudos demonstraram que
o ETV1 é indispensavel no desenvolvimento dos subtipos de ICC que dependem da
sinalizacdo do c-KIT. O ETV1 é responsavel pela regulacdo da rede de transcri¢do de
linhagem especifica das ICC e essencial para o crescimento dos TEGI (Chi, P., Chen,
Y., etal. 2010).

O gene ETV1 é diretamente responsavel pela ativacdo da transcricdo de muitos
dos biomarcadores conhecidos dos TEGI. As oncoproteinas do c-KIT em TEGI
sinalizam, através das vias de sinalizacdo celular RAS/RAF/MEK, e estabilizam o
ETV1 ao nivel de proteina, promovendo oncogénese dos TEGI. Em oposic¢do, o
tratamento de células de TEGI, com inibidores do ¢c-KIT ou MEK/MAPK, causa uma
desregulacdo no ETV1 por degradacdo dos proteossomas levando a uma paragem no
crescimento do TEGI. Estes novos conhecimentos possibilitam terapéuticas utilizando
inibidores das vias RAS/RAF/MEK em TEGI (Chi, P., Chen, Y., et al. 2010).

Outro progresso alcangado no conhecimento destes tumores foi a caracterizagao
molecular de sucinato desidrogenase (SDH) como uma subunidade deficiente em TEGI,
especialmente em jovens adultos, confirmando que estes TEGI comportam um grupo
molecular distinto. Outros estudos responsabilizam supressores tumorais pela
progressao genética e bioldgica dos TEGI, incluindo, a ativacdo do gene supressor
tumoral MAX 14q como um promotor inicial da atividade celular e também a
inativacdo da distrofina no gene Xp21, fator impulsionador de invasdo e metastizacao
tumoral (Chi, P., Chen, Y., et al. 2010).
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Estes tumores expressam varios marcadores celulares das ICC, tais como o c-
KIT e DOG-1, que provaram ser essenciais no diagnostico de TEGI. Outro marcador,
expressado pelas ICC e TEGI, é o ETV1 que comprovou ser crucial no mecanismo de
desenvolvimento biolégico de GIST (Schafaer, I.M., Marifio-Enriquez, A., Fletcher,
J.A. 2017).

A hiperplasia multifocal das ICC é um fator percursor de TEGI encontrado em
varios individuos com sindromes de TEGI, incluindo mutagdes no c-KIT ou PDGFRA,
SDH ou NF1. Estas hiperplasias policlonais das ICC predispdem ao desenvolvimento
de multiplos TEGI (Chen, H., Hirota, S., et al. 2002).

Foi demonstrado que as mutacGes c-KIT, associadas ao TEGI humano, quando
sdo expressas em modelos de ratos vdo, exclusivamente, promover uma hiperplasia das
ICC e TEGI mas ndo geram outros tipos de neoplasias c-KIT-positivas. Esta observacao
demonstra que é necessario um contexto celular para que cada mutacdo c-KIT particular
tenha atividade de transformacdo (Agaimy, A., Wunsch, P.H., et al. 2008; Kawanowa,
K., Sakuma, Y., et al. 2006).

Os TEGI microscépicos (micro TEGI) sdo formas subclinicas de TEGI, que
medem <0,1 cm e sdo bastante frequentes em humanos, sendo possivel detetar mutaces
do c-KIT nesta fase inicial da doenga. Apenas 0,1% destes micro TEGI progridem
(Figura 2) para tumores clinicamente relevantes, comprovando que mutacbes
oncogeénicas nos genes c-KIT/PDGFRA sdo necessarias, mas insuficientes para
promover TEGI clinicamente relevantes por si s6. Sao necessarios estudos sobre outras
alteracdes gendmicas, para que seja possivel impedir a progressdo biologica tumoral
(Agaimy, A., Wunsch, P.H., et al. 2008; Kawanowa, K., Sakuma, Y., et al. 2006).

Estes avancos no conhecimento promovem novas terapéuticas, aumentando o
seu progresso e 0 aumento do tempo de sobrevivéncia, j& alcancado pela terapéutica
aprovada com inibidores de c-KIT/PDGRA (imatinib, sunitinib e regorafenib),
(Schafaer, 1.M., Marifio-Enriquez, A., Fletcher, J.A. 2017). Estudos sobre a progressdo
citogenética dos tumores do estroma gastrointestinal chegaram a conclusdo que a
maioria dos TEGI desenvolvem-se através da acumulacdo de aberracBes
cromossomicas. A perda do 14q é observavel em aproximadamente 60-70% dos casos
(anomalia mais frequente e comum), seguida da perda do 22q e 1p que sdo observaveis
em cerca de 50% dos casos logo seguidos pelo 15q visivel em 40% dos casos em
tumores de risco intermédio a elevado. A inativacdo gendémica dos genes putativos,
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supressores de tumor localizados nestes cromossomas especificos, é possivelmente
responsavel pela progressdo genémica tumoral seguido pela iniciacdo das mutacfes da
tirosina-quinase ou NF1 (Wozniak, A., Sciot, R., et al. 2007; Gunawan,B., Bergmann,
F., et al. 2002; Gunawan, B., Von Heydebreck, A., et al. 2007; Schaefer, .M., Delfs,
C.,etal. 2014).

Mutagiio
secundana
KIT/PDGFRA

Mutagio primaria
KIT/PDGFRA/NFL ”~ "™

Micro GIST GIST de balxo risco  GIST de risco intermédic  GIST de alto risco GIST metastitico

Figura 2- Modelo de progressdo gendémica do TEGI. As mutagdes do c-KIT primario, PDGFRA
ou NF1 representam os eventos iniciais oncogénicos na maioria dos TEGI, que sdo seguidas
por uma acumulacdo gradual de alteracbes cromossdmicas, contendo genes supressores
tumorais putativos e eventos de desregulacdo do ciclo celular. Os TEGI metastaticos
desenvolvem resisténcia ao tratamento através de subclones resistentes ao inibidor de tirosina-
quinase, com mutagdes c-KIT ou PDGFRA secundarias adicionais. (Adaptado de Schafaer,
I.M., Marifio-Enriquez, A., Fletcher, J.A. 2017).

1.3.10 Relagéo entre Tumores do estroma gastrointestinal (TEGI) e Tumores dos
nervos autonoémicos gastrointestinais (TNAGI).

Os TNAGI sdo tumores dos nervos da divisdo autonoma, tendo sido descritos
inicialmente com a denominacéo de plexossarcomas, sendo o seu diagndstico realizado
atraveés de microscopia eletronica, onde sdo observados processos celulares complexos e
granulos secretores neuroendocrinos (Herrera, G.A., Cerezo, L., et al. 1989; Van de
Rijn, M., Hendrickson, M.R., Rouse, R.V. 1994). O seu aspeto histol6gico é bastante
semelhante ao dos TEGI e alguns até apresentam positividade com c-KIT (Lauwers,
G.Y., Erlandson, R.A. et al. 1993).

Os TNAGI podem representar um subgrupo ultraestrutural dos TEGI, porque foi

encontrada uma diferenciacdo nervosa autondmica através da microscopia_eletronica
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num grupo substancial de TEGI (Erlandson, R.A., Klimstra, D.S., Woodruff, J.M.
1996).

S80 necessarios mais estudos genéticos, histologicos, moleculares e
ultraestruturais deste tipo de tumores para se poder confirmar se os TNAGI serdo
mesmo um subgrupo de TEGI (Erlandson, R.A., Klimstra, D.S., Woodruff, J.M. 1996).

1.3.11 Principais diagndsticos diferenciais de TEGI

1.3.11.1 Leiomiomas gastrointestinais

Os leiomiomas gastrointestinais ocorrem na sua maioria no eso6fago, colén e
reto. E o tipo de tumor mesenquimatoso mais comum do eséfago, raro no estdmago e
muito raro no intestino delgado. Ocorrem no intestino grosso sob a forma de polipos
intraluminais limitados a mucosa muscular. Os leiomiomas esoféagicos sdo mais comuns
em machos e ocorrem em idades mais jovens do que em comparagdo com os TEGI.
Estes afetam normalmente o terco distal do es6fago e o sinal clinico mais comum ¢é a
disfagia, sendo que muitos sdo assintomaticos, e acabam por ser achados clinicos em
radiografias. Sdo tumores tipicamente intramurais com forma esférica ou oval, medindo
normalmente 1-3 cm de diametro (Miettinen, M., Sarlomo-Rikala M., et al. 2000).

Os leiomiomas, histologicamente, sdo tumores de células fusiformes
paucicelulares de baixa ou moderada atividade mitdtica. Podem apresentar também uma
atipia nuclear focal, com ndcleos alongados e eosinofilico. Estdo presentes, por vezes,
focos de calcificacdo. Os leiomiomas esofagicos sdo fortemente positivos para desmina
e SMA, mas negativos para CD34 e mutacbes c-KIT (Miettinen, M., Sarlomo-Rikala
M., et al. 2000).

Estudos realizados em humanos, com hibridacdo gendémica comparativa,
demonstraram que os leiomiomas esofagicos ndo apresentam perda do cromossoma 14,
como no caso dos TEGI, sendo que pelo contrario, demonstram ganhos a nivel do
cromossoma 5 (Sarlomo-Rikala, M., EI-Rifai, W., et al. 1998).

Os leiomiomas da mucosa muscular colénicos e retais sdo pequenos tumores
benignos que constituem muitas vezes “achados clinicos” em exames de colonoscépicos
em humanos. Estes tumores fundem-se no musculo liso da mucosa muscular e,

geralmente ndo medem mais de 1cm. Sdo tumores do mdsculo liso com células bem
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diferenciadas positivas para SMA e desmina e negativas Para KIT e CD34 (Miettinen,
M., Lasota, J. 2000).

1.3.11.2 Leiomiossarcomas gastrointestinais

Este tipo de tumores é mais raro do que os leiomiomas e caracteriza-se por
serem tumores bem diferenciados e malignos do musculo liso. Tal como os TEGI, estes
sdo tipicamente tumores solitarios que ocorrem mais frequentemente em pacientes
geriatricos (Miettinen, M., Lasota, J. 2000).

Estes diferem dos TEGI por serem tumores polipoides intraluminais, sugerindo
que se originam das camadas internas do musculo liso ou da mucosa muscular do célon.
Histologicamente caracterizam-se por serem compostos por células malignas bem
diferenciadas do masculo liso, com ndcleo em forma de cigarro e citoplasma bem
diferenciado. S&o negativos para c-KIT e CD34 e positivos para SMA e desmina. A
falta de mutacbes no c-KIT nestes tumores sugere que os leiomiossarcomas ndo séo
variantes fenotipicas de TEGI e tém diferentes patogéneses (Miettinen, M., Lasota, J.
2000).

1.3.11.3 Schwannoma

Os Schwannomas sdo raros no trato gastrointestinal, mas normalmente
ocorrem no estdbmago e por vezes também no es6fago e intestinos. Este tipo de
tumores ndo estd associado a neurofibromatose, sendo um tumor clinicamente
semelhante aos TEGI e ocorrendo em idades mais avancadas. Encontram-se
cobertos por mucosa intacta e, principalmente envolvem a submucosa. Medem, na
maioria das vezes, aproximadamente 3cm de diametro e apresentam forma esférica
ou ovoide, ocasionalmente com um padrdo multinodular semelhante ao
schwannoma plexiforme. Histologicamente expressam a proteina S100 de forma
fraca e apresentam tipicamente infiltracdo de linfécitos, area que pode exibir
organizacdo e um aglomerado linféide, por vezes com centros germinativos
(Miettinen, M., Lasota, J. 2000).
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1.3.12 Comparagéo entre tumores gastrointestinais em animais de companhia vs.
humanos

Os tumores intestinais em humanos sdo mais comuns no intestino grosso e no
reto, enquanto tumores no intestino delgado séo considerados raros. Este fato pode ser
causado pela maior facilidade e rapidez no transito intestinal no intestino delgado do
que no intestino grosso, promovendo assim menos contato com carcinogénicos no
quimo (em comparacdo com as fezes mais sélidas e concentradas do intestino grosso),
por diferencas no pH, pelo reduzido nimero de bactérias que permitam a transformacao
dos prd-carcinogénicos, presenca de enzimas destoxificantes e pela elevada
concentracdo de imunoglobulinas A no intestino delgado. O consumo de carnes
vermelhas, produtos curados e gordura aumenta o risco de desenvolvimento de
neoplasias ao nivel do intestino delgado (Coit, D.G. 2001).

No caso da medicina veterinaria, os tumores do intestino delgado sdo mais
comuns nos gatos do que os tumores do intestino grosso, tendéncia que, por vezes,
também se verifica nos cdes. Estas diferencas podem ser devido as diferentes
fisiologias, dietas ou a propria genética de cada espécie (Withrow, S., Vail, D. Page, R.
2013).

Os humanos desenvolvem um grande nimero de tumores malignos coloretais
devido a fatores como a dieta e influéncias genéticas. Tanto nos animais como nos
humanos, os tumores do intestino delgado sdo na sua maioria malignos e a avaliacao
para realizar um diagnodstico € quase idéntica nestas espécies, embora técnicas de
diagnostico como a tomografia computorizada sejam mais utilizadas em humanos
(Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013). A maioria dos diagnosticos é realizado durante
cirurgias exploratorias e a taxa media de sobrevivéncia de 5 anos, ap0s remogéo
cirurgica, é de aproximadamente 20% nos humanos com esta neoplasia (Withrow, S.,
Vail, D., Page, R. 2013).

Pelo contrario, os tumores malignos do intestino delgado sdo um dos tipos de
neoplasias mais frequentemente diagnosticadas em humanos, afetando sobretudo
individuos de idades mais avancadas. Os fatores de risco incluem a predisposicdo
genética, histdrico familiar, consumo de alcool e tabaco (Withrow, S., Vail, D., Page, R.
2013).

As neoplasias malignas coloretais em humanos podem ser causadas pelo

consumo excessivo de carne vermelha, alimentos pobres em fibra e ricos em gordura e a
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polimorfismos e mutagdes nas enzimas do célon que podem levar ao desenvolvimento
da sindrome de adenomatose familiar, que embora seja raro, € um modelo importante de
carcinogenese. Na maioria dos sindromes polipoides, hd uma mutacdo do gene da
adenomatose polipdide Coli. A progressdo de um pdlipo benigno para um carcinoma é
bastante comum e esta bem estudada, sendo que um diagnostico precoce € essencial
(Skibber, J.M., Minsky, B.D., Hoff, P.M., 2001).

Em contraste, o cancro do célon ndo polipdide hereditario desenvolve-se na
auséncia de polipos pré-malignos. A doenca celiaca em humanos esta associada a um
aumento do risco do desenvolvimento de linfoma (Withrow, S., Vail, D., Page, R.
2013).

No caso dos gatos ja foi estudado que existe um aumento na probabilidade de
desenvolvimento de linfoma em gatos com doenca inflamatoria intestinal (IBD) (Hart,
J.R., Shaker, E., et al. 1994). Uma das razdes de maior importancia da comparacao de
oncologia de neoplasias intestinais entre humanos e animais € o uso de inibidores COX
no tratamento, a prevencdo de neoplasias coloretais e 0 uso de inibidores da tirosina-
quinase (TKIs). Este tipo de terapéutica direcionada ao defeito molecular € dependente
do diagndstico histoldgico e imunohistoquimico (Withrow, S., Vail, D. & Page, R.
2013).

O KIT apresenta-se mutado em alguns TEGI caninos fazendo com que o uso de
terapia com TKI seja benéfico nestes animais (Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013). A
inibicdo das COX com AINES diminui a incidéncia de cancro coloretal e diminuiu a
mortalidade dos individuos em aproximadamente 50% (Peek, R.M. 2004). Este fato
pode ser causado pela inibicdo das prostaglandinas associadas a progressao neoplasica,
levando assim a uma prevencdo da progressao tumoral (Withrow, S., Vail, D., Page, R.
2013).

O tipo de tratamento em neoplasias intestinais é igual em humanos ou animais
de companhia, sendo a ressecdo cirirgica 0 meio de tratamento de eleicdo com
guimioterapia adjuvante na maioria dos casos onde o0s pacientes ja apresentam
metastases para os linfonodos regionais ou cujas caracteristicas tumorais ndo permitam
a ressecdo. A técnica de ressecdo tumoral por endoscopia transanal ja foi realizada com
sucesso em cées para remocdo de tumores retais. O uso de TKIs pode vir a melhorar o
prognostico em GIST que ja metastizaram ou cuja ressecdo nao é possivel (Withrow, S.,
Vail D., Page, R. 2013).
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1.4 Objetivo do estudo

Este estudo tem como objetivo a caracterizagdo imunohistoquimica de 13
massas diagnosticadas histologicamente como tumores de estroma gastrointestinal,
utilizando os marcadores celulares Ki-67 e CD117, de forma a avaliar a sua eficicia no

diagndstico e prognostico deste tipo de tumores em animais de companhia.
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2 Material e métodos

2.1 Populacéo estudada

A populacdo em estudo consistiu em 13 animais diagnosticados
histologicamente com tumor do estroma gastrointestinal, selecionados do total de 98
tumores de origem intestinal, cujas amostras histolégicas foram processadas no
laboratdrio de investigacdo cientifica e analises clinicas- DNAtech (Lisboa, Portugal),
no periodo compreendido entre 1 de Janeiro de 2012 e 31 de Dezembro de 2016 (5
anos).

Estas amostras foram enviadas para o laboratorio DNAtech por hospitais
veterinarios e clinicas veterinarias de todo o pais com a finalidade de um diagndstico
histopatolégico.

Em termos demogréficos, os animais em estudo tinham idades compreendidas
entre 7 e 14 anos (média de 10,8 anos), incluindo 7 machos e 6 fémeas. Em relacdo a
espécie, 12 eram canideos e 1 era felideo, sendo que as racas dos canideos incluiram
Boxer (dois), Pastor Aleméao (dois), Caniche (um), Yorkshire (um), Sem Raca Definida
(dois), Golden Retriever (um), Labrador (um), Beagle (um) e Cocker (um). O felideo

em estudo é de raca Europeu Comum.

A selecdo da populacdo em estudo teve em conta 0s seguintes critérios:

- Os animais em estudo compreendem apenas as espécies de canideos e felideos.
As amostras das massas tumorais tinham que ter sido diagnosticadas por histopatologia
pelo laboratério DNAtech como tumores do estroma gastrointestinal, no periodo de
Janeiro de 2012 a Dezembro de 2016, excluindo do estudo todas as amostras de tumores
gastrointestinais cujo diagndstico histopatologico ndo seja GIST e amostras
provenientes de outros animais que ndo fossem céo e gato.

No presente trabalho foram utilizadas 13 amostras provenientes do acervo do
arquivo do laboratério de investigagdo cientifica e andlises clinicas DNAtech (Lisboa,
Portugal), resultantes de cirurgias de exérese de massas gastrointestinais realizadas em
clinicas e hospitais veterinarios a nivel nacional. Apds exérese das massas, estas foram
fixadas em formol tamponado a 10% e enviadas para o laboratério DNAtech, onde

foram processadas de acordo com o protocolo de rotina no processador de tecidos
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(Microm STP120, Thermo Scientific™) e incluidos em parafina em bancada de
inclusdo (MicromEC-350-1, Thermo Scientific ™) (Figura 3).

Seguidamente foram realizados cortes histologicos de 4um, realizados em
micrétomo rotativo (Microm HM430, Thermo Scientific™), que foram corados com
hematoxilina e eosina (Atom Scientific™) e foi avaliada a sua morfologia histologica.

O diagnostico foi realizado através de observagdo direta ao microscépio 6tico,
com a coloracdo hematoxilina e eosina (H.E) por pelo menos um patologista da
DNAtech. Depois desta fase, foram selecionados os tumores cuja morfologia e

caracteristicas histologicas se enquadravam nos parametros de classificacdo de GIST.

Figura 3-Bancada de inclusédo em parafina de amostras para histologia (Microm EC-
350-1Thermo Scientific ™),

2.2 Protocolo de imunohistoquimica realizado no laboratorio DNAtech

As 13 cassetes com as amostras impregnadas em parafina foram retiradas do
arquivo histolégico, submetidas a cortes de 4um e colocadas em laminas adesivadas
(Kinetell Glass™). As laminas destinavam-se a coloragdo por imunohistoquimica, com
os marcadores Ki-67 e CD117, permanecendo na estufa a 37°C durante a noite.

No dia seguinte, as laminas foram sujeitas a desparafinacdo com xilol
(Klinipath™) durante 15 minutos e hidratagdo com 4lcoois em concentracdo
decrescente (absoluto, 90% e 70%).

Em seguida foram hidratadas em &gua corrente durante 1 minuto. A recuperagdo
antigénica foi efetuada por tratamento térmico no Mdédule PT (Thermo Scientific™) em
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solucdo tampédo Tris-EDTA (Diluicdo de 1:10 com &gua destilada), pH8, durante 10
minutos.

Ap0s arrefecimento a temperatura ambiente durante 30 minutos, a area do corte
histoldgico a corar foi delimitada com uma caneta hidrofobica.

As laminas foram sujeitas a bloqueio da peroxidase endégena com Peroxide
Block (Cell Marque™) em camara humida, durante 10 minutos.

As laminas foram lavadas com &gua corrente. Foi aplicado o anticorpo primario
(anticorpo monoclonal anti-Ki-67 (Cell Marque™)) ou anticorpo monoclonal c-KIT
(Cell Marque™), durante 45 minutos, ao fim dos quais as laminas foram lavadas com
tampao fosfato salino (PBS), (Diluigdo 1:10, pH7 da Cell Marque™), trés vezes durante
5 minutos.

A lavagem seguiu-se a aplicacdo e incubacio com o reagente secundario
(Amplifier, HiDef Detection ™ Polymer System, Cell Marque™) durante 30 minutos.

Apo6s mais um ciclo de trés lavagens em PBS, durante 5 minutos, seguiu-se a
incubacdo com o polimero (Polymer, HiDef Detection System, Cell Marque™) durante
30 minutos.

As laminas foram uma vez mais lavadas em PBS (trés vezes, 5 minutos por
lavagem).

Foi aplicado o agente cromogénico diaminobenzidina (DAB), (DAB Substrate
Kit Cell Marque™), (LmL de tampé&o + 1 gota de DAB durante 7 minutos).

Apés a lavagem das laminas em &gua, foi aplicado o contraste com
Hematoxilina de Mayer, durante 1 minuto.

Apos desidratacdo das laminas em &lcoois em concentragdo crescente (70%
<90% <Absoluto) e diafanizacdo em xilol durante 15 minutos, as laminas foram

montadas em meio de montagem sintético da Klinipath™.
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Tabela 1- Caracteristicas dos anticorpos utilizados neste estudo.

Recuperacao Tempo e
Anticorpo Clone Diluicéo Antigénica temperatura
de incubagéo
Anti-Ki-67 Monoclonal, 1:75 10 Minutos 45 Minutos a
SP6 com Tris- temperatura
Cell Marque™ EDTA, pH8 ambiente
c-KIT Monoclonal, 1:350 10 Minutos 45 Minutos a
YR145 com Tris- temperatura
Cell Marque™ EDTA, pH8 ambiente

2.3 Avaliacdo da imunoexpressao

A avaliacdo da imunomarcacgdo para ambos os anticorpos foi realizada da mesma
forma. Através da evidéncia de pigmento castanho-dourado nas células neoplésicas, de
localizacéo citoplasmética ou de membrana, no caso do c-KIT, ou nuclear, no caso do
Ki-67. Os controlos positivos utilizados para estes marcadores foram um tumor
mamario de cadela (Ki-67) e um mastocitoma de cdo (CD117).

Procedeu-se a avaliagdo da imunoexpressdao de forma semi-quantitativa
categorica, avaliando a intensidade de marcacdo, utilizando a média de 10 campos
visualizados a objetiva de 40x, sendo avaliadas nestes as diversas estruturas

anteriormente descritas, segundo a sua intensidade de marcacao.

A avaliacdo da quantidade de células marcadas foi realizada por duas pessoas
(autora e orientadora) utilizando como metodologia analitica a classificagcdo
exemplificada na Tabela 2.

Considerou-se negativo (-) no caso de néo existirem células marcadas ou de a média da
contagem de células por 10 campos for inferior a 10. Foi considerado um positivo fraco
(+) quando existia uma média>10<20 na contagem de células por 10 campos. Foi
considerado positivo moderado (++) quando a média era superior a 20 mas inferior a 50
e positivo forte (+++) quando a média da soma do numero de células por 10 campos

era> 50.
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Tabela 2-Avaliagdo da imunoexpressao dos anticorpos.

Média de células marcadas Intensidade
(10 campos)

<10 (-) Sem marcagao
10-20 (+) Fraca

21-50 (++) Moderada
>50 (+++) Forte

2.4 Andlise estatistica
Os dados recolhidos foram tratados estatisticamente utilizando o programa
informatico Microsoft Office Excel 2007®.
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3 Resultados

3.1 Caracterizacao da populacdo estudada

No periodo de estudo (2012-2016) foram diagnosticados, por histopatologia, 98
tumores dos quais incluiram: adenocarcinoma (n=27), Adenoma (n=1),
Leiomiossarcoma (n=6), linfoma (n=49), mastocitoma (n=1), tumores do estroma
gastrointestinal (n=13) e tumor de células redondas anaplésico (n=1).

Destes 98 tumores apenas 13 foram diagnosticados como tumores do estroma
gastrointestinal evidenciando assim uma incidéncia de 13,3% (n=13) nos 5 anos em
estudo (Gréfico 1).

Dos 13 casos identificados como TEGI, 12 foram diagnosticados em cédo e
apenas 1 em gato de 98 tumores intestinais, pelo laboratério DNAtech. Dos 98 tumores
intestinais, 44,9% (n=44) foram diagnosticados em cées e 55,1% (n=54) em gatos.

A incidéncia de TEGI em cdes, no periodo em estudo, foi de 27,3% (n=12)

enguanto em gatos apenas 1,85% (n=1).

As racas dos animais em estudo, sexo, idade e espécie estdo referidas nas tabelas 4 e 5.

Incidéncia de TEGI
1%1%
HTEGI
W Adenoma

m Adenocarcinoma
M Leiomiossarcoma
M Linfoma

m Mastocitoma

T.C.R anaplasico

Gréficol- Incidéncia de TEGI em animais de companhia no periodo de 2012 a 2016 de acordo

com os relatdrios do laboratorio DNAtech.

Neste estudo foi possivel observar que 92,3 % da populacéo eram caes (n=12) e

7,7 % gatos (n=1), denotando uma maior pre-disposicdo a nivel de espécie para a
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incidéncia de tumores do estroma gastrointestinal no cdo. A nivel de raga, na amostra
em estudo, foram diagnosticados TEGI em cées de 9 racas distintas (tabela 4). O Boxer
(n=2;15,4%), o Pastor Alemdo (n=2;15,4%) e sem raca definida (n=2;15,4%)
demonstraram ter uma maior incidéncia de GIST do que as restantes racas da amostra:
Yorkshire (n=1; 7,7%), Labrador (n=1; 7,7%), Golden Retriever (n=1; 7,7%), Beagle
(n=1; 7,7%), Cocker Spaniel (n=1; 7,7%)e Caniche (n=1; 7,7%). O Unico gato presente

na amostra era de raca Europeu Comum.

A nivel de idade este estudo teve uma maior incidéncia de TEGI a partir dos 10
anos de idade ou seja, dos 13 casos em estudo verificou-se que 10 dos animais afetados
tém idade igual ou superior a 10 anos (n=10; 76,9%) (Tabela 3). A idade mais comum
de diagndstico deste tipo de neoplasia foi aos 10 anos (n=4; 30,8%), seguida dos 13
anos (n=3; 23,07%) e dos 12 anos (n=2; 15,38%).

No caso do sexo, 0s animais do sexo masculino (n=7; 53,8%) foram afetados de

forma ligeiramente mais frequente que as fémeas (n=6; 46,2%).

Tabela 3- Caracterizagdo da populacdo em estudo quanto a idade e sexo.

Idade Macho Fémea
7
8
9
10
11
12
13
14
Total

o
(BN

~| O | N O w| O] -
| | N O O | k| O
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Tabela 4- Caracterizacdo da populagdo em estudo quanto a espécie e raga.

Raca/ Espécie Céo Gato

Beagle

Boxer

Caniche

Cocker Spaniel

Europeu Comum

Golden Retriever

Labrador

Pastor Alemao

Sem raca definida
Yorkshire
Total

Rl N N R R o R, k] e

| O O O] O] O] k| O] ol o] ©

[N
N

3.2 Avaliagéo da imunoexpressédo do Ki-67 e do c-KIT nas laminas.

Na apreciacdo realizada pela orientadora deste estudo (Tabela 5 e grafico 2),
relativamente ao Ki-67, 10 dos casos (76,9%) nédo apresentaram marcacéo nuclear,
apenas um caso (7,7%) apresentou marcacdo avaliada em positivo moderado (++) e dois
casos (15,4%) apresentaram marcacao positivo fraco (Figura 4).

No caso do c-KIT apenas um caso (7,7%) apresentou marcacgéo citoplasmatica e
membranar avaliada como positivo moderado (++). Nos outros 12 casos (92,3%) nédo
foi visivel qualquer tipo de marcacao sendo considerados como negativos (-) (Figura 5)

Na apreciacdo realizada pela autora deste estudo (tabela 5 e grafico 3), quanto ao
Ki-67, 9 dos casos (69,2%) ndo apresentaram marcacdo nuclear, apenas um caso (7,7%)
apresentou marcacdo avaliada em positivo moderado (++) e trés casos (23,1%)

apresentaram marcacao positivo fraco.
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Relativamente ao c-KIT nenhum caso apresentou marcagdo citoplasmaética e
membranar avaliada como positivo fraco (+), moderado (++) e forte (+++).Todos 0s

casos (n=13; 100%) foram considerados negativos (-).

Tabela 5- Avaliagdo da imunoexpressdo de Ki-67 e c-KIT em 13 tumores do estroma
gastrointestinal realizada pela orientadora e autora.

Casos/marcadores Ki-67 c-KIT
Orientadora | Autora Orientadora| Autora
Caso 1 -(2,9) -(1,3) - (0,0) - (0,0)
Caso 2 ++(27,8) | ++(26,1) -(0,0) -(0,0)
Caso 3 - (4) -(1,3) ++ (33,6) -(0,0)
Caso 4 -(3,2) -(5,5) -(0,0) -(0,1)
Caso 5 - (5,7) -(1,3) - (0,0) - (0,0)
Caso 6 -(0,2) -(0,0) - (0,0) - (0,0)
Caso 7 - (0,0) -(0,2) -(2) - (0,0
Caso 8 -(0,0) -(0,0) - (0,0) - (0,0)
Caso 9 +(19,4) +(13,7) -(0,3) - (0,0
Caso 10 -(0,0) -(0,0) - (0,0) -(0,1)
Caso 11 - (0,0 +(10,6) - (0,0) - (0,0)
Caso 12 -(0,0) - (3,5) -(0,4) -(0,0)
Caso 13 +(9,9) + (10) -(0,2) - (0,0
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Avaliacao da
marcacao com Ki-67
8%

M Positivo
moderado

M Positivo

fraco
77% .
Negativo

Avaliacao da
marcacao com c-KIT

8%

m Negativo

Positivo
moderado

Gréfico 2- Avaliagdo da marcacdo com Ki-67 e c-KIT de acordo com a tabela 6.

Avaliacdo da
marcacao com Ki-67

69%

8%

M Positivo
fraco

M Positivo
moderado

Negativo

Grafico 3- Avaliagdo da marcacdo com Ki-67 de acordo com a tabela 7.
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Figura 4- Imunomarcacao do c-KIT ampliagdo 400x. A- Positivo moderado B- Positivo Fraco
C- Negativo.
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Figura 5- Imunomarcacéo com Ki-67 ampliagdo 400x. A- Positivo moderado B- Positivo fraco
C- Negativo.
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4. Discusséo

Em Portugal, no periodo de 2012 a 2016, foi possivel verificar a incidéncia deste
tipo de tumor em animais de companhia, comparando com o total de tumores de origem
intestinal diagnosticados pelo laboratério DNAtech. Neste periodo de tempo foram
diagnosticados 98 tumores de origem intestinal, sendo que apenas 13 deles foram
diagnosticados como tumores do estroma gastrointestinal ou seja constituindo apenas
uma incidéncia de 13,3% nos 5 anos que o estudo abrange. Este resultado entra em
concordancia com as referéncias bibliograficas consultadas que retratam o tumor do
estroma gastrointestinal como um tipo de tumor raro e cujo diagndstico é, por muitas
vezes, mal interpretado e confundido com outros tumores (como leiomiomas e
leiomiossarcomas), (Maas, C.P.H.J., Haar, G.T., et al. 2007; Withrow, S., Vail, D.,
Page, R. 2013; Frost, D., Lasota, J., Miettinen, M. 2003).

Foi realizada, também, a incidéncia de TEGI por espécie. Em cdes, no periodo
em estudo, a incidéncia foi de 27,3%, enquanto em gatos apenas 1,85%. Estes valores
estdo concordantes com a bibliografia consultada, pois, como ja foi referido, o TEGI é
um tipo de tumor raro em cées e ainda mais raro em gatos, existindo assim, escassos
estudos com tumores do estroma gastrointestinal em felinos (Morini, M., Gentilini, F.,
etal. 2011).

A populacdo estudada foi composta pela espécie cdo e gato, em que se verificou
uma percentagem maior de amostras de cdo (92,3%) do que gato (7,7%). No que diz
respeito a raca, os cdes diagnosticados com tumor do estroma gastrointestinal incluiram
as racas Pastor Aleméo (15,4%), Boxer (15,4%), Golden Retriever (7,7%), Labrador
Retriever (7,7%), Cocker Spaniel (7,7%), Beagle (7,7%), Caniche (7,7%), Yorkshire
Terrier (7,7%) e Sem Raca Definida (15,4%). O gato identificado na amostra era de raga
Europeu Comum. De acordo com Withrow, S., Vail, D., Page, R. (2013) e Maas,
C.P.HJ., Haar, G.T., et al. (2007) néo existe predisposi¢cdo de raca para tumores do
estroma gastrointestinal, sendo que os animais de raca grande tém uma maior incidéncia
de tumores intestinais, e algumas ragas como o Pastor Alemdo e Boxer apresentam mais
casos de TEGI do que as restantes ragas, o que foi também verificado no presente
estudo.

Quanto ao género dos animais com TEGI, os machos (53,8%) foram apenas
ligeiramente mais afetados do que as fémeas (46,2%), demonstrando ndo existir uma

grande descrepancia neste parametro avaliado, o que vai de encontro com 0s estudos

52



Mafalda Rosado de Figueiredo Luis | Estudo imunohistoquimico dos marcadores CD117 e Ki-67 em
tumores do estroma gastrointestinal em cdes e gatos.

realizados previamente (Withrow, S., Vail, D., Page, R. 2013; Maas, C.P.H.J., Haar,
G.T., etal. 2007).

Quanto a idade da populagéo estudada, a maioria dos animais da amostra tinham
mais de 10 anos de idade (76,9%), o que também vai de encontro aos estudos anteriores
em que é reportada uma maior incidéncia desta doenca em animais com 9,1+2.3 anos
(Maas, C.P.H.J., Haar, G.T., et al. 2007).

O Ki-67 é uma proteina que esta ativa em todas as fases do ciclo celular exceto
na fase GO, sendo esta a caracteristica que lhe permite ser um bom marcador de
replicacdo celular. Este marcador é usado tanto em medicina humana como em
medicina veterinaria, através de técnicas imunohistoquimicas, como auxiliar de
prognostico em varias doencas, principalmente as de origem neoplasica (Brown, D.C.,
Gatter, K.C. 2002). O Ki-67, € um marcador de proliferacdo celular, que indica a fracdo
de crescimento, ou seja, o potencial de divisdo celular que um certo grupo de células
tem num determinado momento (Scholzen, T., Gerdes, J. (2000) et al. 2000). A técnica
de imunohistoquimica utiliza um anticorpo anti-Ki-67 que se vai unir ao antigénio e
através de outros compostos como a Peroxidase e cromogénio vai marcar os nucleos das
células que se encontram em replicacdo de um tom acastanhado, sendo que quantos
mais nucleos estiverem corados, maior a atividade proliferativa da neoplasia (Kubbutat,
M.H.G., Key, G., et al. 1994).

Os resultados da apreciagdo das laminas realizados pela orientadora deste
estudo, (tabela 5, gréafico 2) vdo de encontro a bibliografia onde se reconhece que 0s
tumores do estroma gastrointestinal sdo, na sua maioria, de replicagdo e crescimento
lento (Miettinen, M., Lasota, J. 2000; Franquemont, D.W. 1995; Ranchod, M.,
Kempson, R.L. 1977). Existem também casos em que os TEGI, com baixa frequéncia
mitotica ou mesmo nula, acabam por metastizar, (Miettinen, M., Lasota, J. 2000)
concluindo assim que neste tipo de tumores seja dificil realizar um prognostico da
progressao da doenga s6 com base na proliferacdo celular tumoral, com a pKi-67 ou
outros marcadores com finalidade similar.

Na apreciacdo realizada pela autora deste estudo (tabela 5, grafico 3) os
resultados também estdo de acordo com a bibliografia (Miettinen, M., Lasota, J. 2000;
Franquemont, D.W. 1995; Ranchod, M., Kempson, R.L. 1977).

As poucas diferencas na apreciacdo individual das laminas entre

orientadora\autora podem ser justificadas pela falta de experiéncia da autora, pelo fato
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de terem sido avaliados campos diferentes das mesmas l&minas ou pelo ndmero
reduzido de amostras.

O diagnostico definitivo de TEGI sO6 € possivel através de técnicas
imunohistoquimica, sendo que o marcador mais importante neste processo € o0 CD117
considerado um marcador sensivel e especifico marcando de forma positiva quase
uniforme os TEGI em humanos, mas nos estudos realizados em cdes os resultados
obtidos sdo bastante menores, Frost, D., Lasota, J., Miettinen, M. (2003), obtiveram
apenas 54% dos resultados c-KIT-positivos e Maas, C.P.H.J., Haar, G.T., et al. (2007)
obtiveram 58% de TEGI c-KIT-positivos. Os tumores c-KIT-negativos (negativos para
CD117) representam aproximadamente 5% dos TEGI em humanos. Estabelecer um
diagnostico pela imunohistoquimica nestes tumores é complicado, sendo necessario
uma_andlise mutacional para realizar um diagnostico definitivo. Esta analise mutacional
é possivel, pois a grande maioria dos tumores do estroma gastrointestinal em humanos
apresenta mutagdes. Estudos de Corless e Heinrich demonstraram que aproximadamente
60-70% dos TEGI tém mutacdes no gene c-KIT nos exdes 9,11,13 e 17. Estas mutacdes
resultam numa ativacao da atividade da tirosina-quinase do c-KIT, que se acredita ser o
primeiro evento oncogénico nos TEGI (Ying-Yu Ma, Sheng Yu, et al. 2014). Cerca de
15% dos TEGI ndo expressam mutagdes c-KIT, sendo que 5-7% destes comportam
mutacdes que afetam os genes que codificam o PDGFRA (alpha polipéptido, membro
da familia das tirosina-quinases) resultando também na ativacdo da atividade da
tirosina-quinase e contribuindo para a oncogénese. Por estes motivos, 0 PDGFRA
desempenha um papel importante no estudo da patogenese dos TEGI (Ying-Yu
Ma, Sheng Yu, et al. 2014).

Quando os tumores do estroma gastrointestinal sdo c-KIT positivos, as células
exibem uma marcacdo citoplasmatica forte, generalizada por todo o tumor, sendo por
vezes visivel uma acentuagdo na marcagéo a nivel membranar e no complexo de Golgi.
(Kindblom, L.G., Remotti, H.E. et al. 1998; Miettinen, M., Sobin, L.H., Sarlomo-
Rikala, M. 2000; Sircar, K., Hewlett, B.R., Huizinga, J.D. 1999). Estudos comprovaram
gue nos GIST de origem epitelial a positividade do KIT é por vezes mais fraca
(Miettinen, M., Lasota, J. 2000).

A terapéutica instituida depende do tamanho e comportamento do tumor. Se o
tumor for primério e localizado é realizada uma ressecdo completa da massa tumoral,

sendo que esta é a Unica terapéutica capaz de curar por completo a doenga. No caso de
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tumores de grandes dimens@es, inoperdveis ou no limiar de operabilidade, o tratamento
prévio com inibidores da tirosina-quinase pode reduzir o tamanho do tumor, facilitando
a cirurgia (Blay, J.Y., Blomqvist, C., et al. 2012; Demetri, G.D., Von Mehren, et al.
2010; Fiore, M., Palassini, E., et al. 2009). O mesilato de imatinib € um inibidor
competitivo de varias tirosinas-quinases como BCR-ABL, c-KIT e PDGFRA utilizado
atualmente em humanos com TEGI (Guilhot, F. 2004).

Os resultados obtidos neste estudo ndo foram de encontro a bibliografia
estudada, uma vez que na apreciacao realizada pela orientadora apenas um dos casos
apresentou (7,7%) com positivo moderado (++) para c-KIT e os restantes (92,3%)
foram considerados negativos, pois ndo demonstraram qualquer marcacdo
citoplasmatica e membranar para este marcador. Os resultados obtidos pela apreciacédo
da autora consideraram todas as amostras (100%) negativas para o ¢c-KIT, ndo existindo
o tipo de marcacdo celular que era espectavel, de acordo com a bibliografia. Era
esperado que a grande maioria dos tumores fossem positivos para este marcador
(Miettinen, M., Lasota, J. 2000; Franquemont, D.W. 1995; Ranchod, M., Kempson,
R.L. 1977).

As razdes que podem ter levado a esta situacdo podem ser: os tumores
pertenciam a pequena percentagem de TEGI que ndo expressa o CD117; pode ter
existido um erro laboratorial no processamento da técnica imunohistoquimica (apesar de
os tecidos controlo-positivo terem exibido marcacao positiva); o clone utilizado pode
ndo apresentar a melhor reatividade cruzada com tecidos de cdo e gato, e finalmente, os
tumores podem ter sido erradamente diagnosticados como TEGI, pertencendo a outro
tipo de tumor mesenquimatoso gastrointestinal, como o0s leiomiomas e
leiomiossarcomas.

Para ser possivel chegar a um diagndstico definitivo de TEGI neste estudo seria
necessario repetir a técnica imunohistoquimica usando um clone diferente (por exemplo
0 clone Ki-S5 para o0 marcador Ki-67 e o clone 104D2 para 0 marcador CD117), utilizar
outros marcadores como os marcadores celulares CD34, marcador actina do musculo
liso (SMA), a proteina S100, o marcador caldesmona (HCD), a vimentina e
principalmente o marcador celular DOG-1 (Discovered on GIST) que é uma proteina
transmembranar que foi reconhecida como sendo mais sensivel e especifica que o
marcador c-KIT (Miettinen, M., Wang, Z.F., et al. 2009; Espinosa, |., Lee, C.H. et al.
2008; Lee, C.H., Liang, C.W., Espinosa, I. 2010).
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Os tumores do estroma gastrointestinal em felideos e canideos sdo
imunohistoquimicamente e histologicamente semelhantes aos TEGI humanos (Morini,
M., Gentilini, F. et al. 2011). Em cées, Frost, D., Lasota, J. e Miettinen, M. em 2003
procederam a analise mutacional no exaoll do c-KIT, realizada em apenas em 4 casos,
e verificaram que existiam mutac6es em 2 destes casos- um dos casos tinha uma delecéo
em try557 e lys558 coexistindo com uma duplicacéo de GIn555.

A terapéutica com inibidores da tirosina-quinase, como o mesilato de imatinib,

foi realizada em TEGI de humanos com sucesso. Sendo que as caracteristicas da
patogénese dos TEGI em animais de companhia sdo bastante similares aos TEGI
humanos, acredita-se que uma terapéutica com inibidores da tirosina-quinase seja
benéfica nestas espécies, naqueles casos em que as células neopléasicas expressam c-KIT
(Morini, M., Gentilini, F. et al. 2011). S8o necessarios estudos com estes inibidores de
tirosina quinase em cées e gatos de modo a avaliar a resposta a esta terapéutica nestas
espécies.
No presente estudo, a terapéutica com mesilato de imatinib ou sunitinib s se justifica
num dos casos em estudo (caso3) que foi 0 Unico que acusou um positivo moderado
para c-KIT, apesar de existirem autores que afirmam que alguns TEGI c-KIT-negativos
podem responder de forma positiva ao tratamento com os inibidores da tirosina quinase
(Heinrich, M.C., Maki, R.G., et al. 2008).

A grande maioria dos estudos que existem sobre tumores do estroma
gastrointestinal sdo em humanos (Morini, M., Gentilini, F. et al. 2011. 2011), tornando-
se necessario um continuo investimento na melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares destes tumores em animais de companhia, para que se definam métodos
auxiliares de diagndstico mais especificos, capazes de auxiliar na indicacéo terapéutica

e prognostico.
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5. Concluséao

Este estudo tinha como objetivo a caracterizagdo imunohistoquimica dos
tumores do estroma gastrointestinal em animais de companhia utilizando os marcadores
Ki-67 e CD117.

O diagndstico definitivo dos tumores do estroma gastrointestinal é um desafio
tanto em medicina humana como em medicina veterinaria. Os motivos para esta
dificuldade comecam com a falta de concordancia no diagndstico entre patologistas,
sendo esta primeira fase do diagndstico indispensavel para todo o processo. Outro
motivo é 0 caso de existirem varios tipos de GIST que ndo expressam alguns
marcadores celulares, entre eles, 0o CD117.

Este estudo permitiu fazer uma abordagem diagnostica a 13 tumores
diagnosticados por histopatologia como tumores do estroma gastrointestinal
empregando a proteina Ki-67 como marcador de proliferacdo celular onde se verificou
que a maioria dos tumores ndo revelava estar em replicacdo (69% pela autora e 77%
pela orientadora foram considerados negativos). 15% (autora) e 23% (orientadora) das
amostras revelaram estar em fase de replicacdo muito lenta (positivo fraco) e apenas 8
% (autora e orientadora) dos casos revelou estar em fase de replicacdo moderada
(positivo moderado).

Foi utilizado também o marcador CD117, considerado especifico e bastante
sensivel para tumores do estroma gastrointestinal marcando-os quase uniformemente de
forma positiva em humanos. Nos 13 casos em estudo apenas o0 caso 3 marcou de forma
positiva moderada para o c-KIT, tendo os outros 12 casos sido considerados negativos
para c-KIT.

N&o foi possivel chegar a um diagnostico definitivo TEGI em 12 dos 13 casos
em estudo.

Para se chegar a um diagnostico definitivo destes 12 tumores em estudo seria
necessario repetir a técnica imunohistoquimica com um clone de CD117 diferente do
que foi utilizado ou com outros marcadores sensiveis a tumores do estroma
gastrointestinal.

Os resultados obtidos poderdo servir para futuras investigacdes na area da
imunohistoquimica e da histopatologia veterinaria, bem como para a caracterizacdo dos

tumores do estroma gastrointestinal em animais de companhia em Portugal.
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