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IMPACTO POTENCIAL DESSA PESQUISA

O felino doméstico vem ganhando cada vez mais espaco nos lares brasileiros, dados
publicados pelo Censo Pet IPB (2022), apontam que a populacédo de gatos em lares
domésticos no pais subiu de 25,6 milhdes (2020) para 27,1 milhdes de individuos
em 2021 (SOLLITTO; 2022) com estimativa de continuo crescimento médio anual.
As enteropatias cronicas felinas, sdo doengas extremamente comuns, especialmente
no gato de meia-idade a idoso, nesse caso a diferenciacdo entre uma doenca de
carater inflamatdrio e tumoral pode ser dificil, pois elas apresentam sinais clinicos e
achados laboratoriais muito similares. No entanto, essa diferenciacédo é fundamental,
ja que o tratamento e o desfecho esperado muda de acordo com o diagndstico. Essa
pesquisa visa contribuir, com o estabelecimento de métodos de diagndstico que
permitam a identificagdo mais precoce dessas afeccdes, bem como, para
estabelecer ferramentas adicionais que auxiliem na diferenciacdo dessas doencas
tdo prevalentes. O objetivo de identificar métodos de diagndéstico mais acurados, por
fim consiste na promoc¢ao de maior qualidade e prolongamento da sobrevida desses
animais, para que desfrutem por mais tempo na companhia de suas familias.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The domestic feline has been gaining more and more space in Brazilian homes, data
published by the Censo Pet IPB (2022), indicate that the population of cats in
domestic homes in the country rose from 25.6 million (2020) to 27.1 million
individuals in 2021 (SOLLITTO; 2022) with an estimate of continuous average annual
growth. Feline chronic enteropathies are extremely common diseases, especially in
middle-aged to elderly cats, in which case the differentiation between an
inflammatory and a tumoral disease can be difficult, as they present very similar
clinical signs and laboratory findings. However, this differentiation is fundamental,
since the treatment and the expected outcome change according to the diagnosis.
This research aims to contribute with the establishment of diagnostic methods that
allow the earlier identification of these conditions, as well as to establish additional
tools that help in the differentiation of these prevalent diseases. The objective of
identifying more accurate diagnostic methods, ultimately, consists of promoting
higher quality and prolonging the survival of these animals, so that they enjoy longer
in the company of their families.
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I've loved, I've laughed, and cried,
I've had my fill, my share of losing.
And now, as tears subside,

| find it all so amusing

to think | did all that,

And may | say, not in a shy way.
Oh no, oh no, not me

| did it my way "

(Frank Sinatra)
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ANALISE RETROSPECTIVA DOS DIAGNOSTICOS HISTOPATOLOGICOS DE
304 BIOPSIAS INTESTINAIS FELINAS E AVALIACAO DA IMUNOEXPRESSAO
DE CD3 E K167 NA DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL E NO LINFOMA
INTESTINAL DE BAIXO GRAU

RESUMO - As enteropatias cronicas felinas sdo um conjunto de disturbios de
grande importancia para a gastroenterologia felina, e dentre as afec¢cées mais
comumente diagnosticadas figuram a doenca inflamatoria intestinal (DIl)
linfoplasmocitéria e o linfoma intestinal de baixo grau T (LIBG-T). Ambas as
afeccdes, apesar de possuirem tratamentos e prognosticos distintos, possuem
muitas similaridades no ambito clinico e histomorfoldgico, tornando sua
diferenciacdo um grande desafio diagnostico. O objetivo do presente estudo foi
caracterizar as principais enteropatias cronicas felinas por meio da avaliagao
retrospectiva dos diagndsticos histopatologicos de 304 amostras de biopsias
intestinais. As lesbes foram segregadas de acordo com sua origem em
neoplasicas, ndo neoplasicas e borderlines. Foram analisados e comparados
dados de resenha como raca, idade, sexo e o método de obtencdo das biopsias. O
diagnéstico mais prevalente foi o de DIl linfoplasmocitaria representando
42,76%(n=130) das amostras, seguido pelos linfomas intestinais que
representaram 20,73% (n=63), o linfoma de baixo grau representou 10,53%(n=32)
das amostras, enquanto o de alto grau representou 10,2% (n=31). Na sequéncia, 0
carcinoma intestinal prevaleceu em 11,84% (n=36) dos casos, em 5,26% (n=16)
dos casos, os resultados foram ambiguos e a histopatologia isoladamente nao foi
capaz de diferenciar DIl e LIBG. Os pacientes com lesBes neoplasicas
apresentaram média de idade (10,4 anos) significativamente superior em relacao
ao grupo de pacientes com lesdes ndo neoplasicas (6,6 anos). A segunda parte
dessa pesquisa, se dedicou a comparar o0s resultados histolégicos e
imunoistoquimicos obtidos de pacientes com DIl linfoplasmocitéaria e LIBG-T, para
tal, cada grupo foi constituido por 25 amostras. Apds a imunoistoquimica, 32%
(n=8) dos casos mudaram o diagnéstico, de DIl linfoplasmocitaria para LIBG-T.
Todos o0s pacientes que foram diagnosticados com LIBG-T pela histologia
permaneceram com o mesmo diagndéstico apds a IHQ. Os pacientes do grupo LIBG-
T tiveram uma média de idade (11,9 anos) significativamente superior em relagdo ao
grupo DIl linfoplasmocitaria (5,5 anos), os felinos sem raca definida prevaleceram e
nao foi verificada uma predisposi¢cdo sexual em ambos 0s grupos. A concordancia
entre os resultados obtidos pela histopatologia e IHQ foi de 68%. As médias de
imunomarcacdo de Ki67, que representam o indice de proliferacdo, foram
substancialmente superiores no grupo LIBG-T em relagcdo ao grupo DIl
linfoplasmocitaria, tanto em epitélio quanto em lamina prépria. Verificou-se que o
indice de proliferacdo pode ser empregado como uma ferramenta complementar
para auxiliar na diferenciagdo de distarbios inflamatérios ou neoplasicos que
acometem o trato gastrointestinal felino.

Palavras-chave: Enterite linfoplasmocitaria, imunoistoquimica, endoscopia, indice de
proliferacao, histopatologia.



RETROSPECTIVE ANALYSIS OF HISTOPATHOLOGICAL DIAGNOSES OF 304
FELINE INTESTINAL BIOPSES AND EVALUATION OF IMMUNOEXPRESSION OF
CD3 AND K167 IN INFLAMMATORY BOWEL DISEASE AND LOW-GRADE
INTESTINAL LYMPHOMA

ABSTRACT - Feline chronic enteropathies are a set of disorders of great importance
for feline gastroenterology, and among the most diagnosed conditions are lymphoplasmacytic
inflammatory bowel disease (IBD) and low-grade intestinal lymphoma T (LIBG-T). Both
conditions, despite having different treatments and prognoses, have many similarities in the
clinical and histomorphological scope, making their differentiation a major diagnostic challenge.
The objective of the present study was to characterize the main feline chronic enteropathies
through the retrospective evaluation of the histopathological diagnoses of 304 intestinal biopsy
samples. Lesions were segregated according to their origin into neoplastic, non-neoplastic and
borderline. Review data such as race, age, sex, and method of obtaining biopsies were
analyzed and compared. The most prevalent diagnosis was lymphoplasmacytic 1BD
representing 42.76% (n=130) of the samples, followed by intestinal lymphomas which
represented 20.73% (n=63), low-grade lymphoma represented 10.53% (n =32) of the samples,
while the high grade represented 10.2% (n=31). Subsequently, intestinal carcinoma prevailed in
11.84% (n=36) of the cases, in 5.26% (n=16) of the cases, the results were ambiguous, and
histopathology alone was unable to differentiate IBD and LIBG. Patients with neoplastic lesions
had a mean age (10.4 years) significantly higher than the group of patients with non-neoplastic
lesions (6.6 years). The second part of this research was dedicated to comparing the
histological and immunohistochemical results obtained from patients with lymphoplasmacytic
IBD and T-LIBG, for this purpose, each group consisted of 25 samples. After
immunohistochemistry, 32% (n=8) of the cases changed the diagnosis, from
lymphoplasmocytic IBD to T-LIBG. All patients who were diagnosed with T-LIBG by histology
remained with the same diagnosis after IHC. Patients in the LIBG-T group had a significantly
higher mean age (11.9 years) than the lymphoplasmocytic IBD group (5.5 years), mixed-breed
cats prevailed, and no sexual predisposition was found in both groups. The agreement
between the results obtained by histopathology and IHC was 68%. Ki67 immunostaining
averages, which represent the proliferation index, were substantially higher in the LIBG-T group
than in the lymphoplasmocytic IBD group, both in the epithelium and in the lamina propria. It
was found that the proliferation index can be used as a complementary tool to help differentiate
inflammatory or neoplastic disorders that affect the feline gastrointestinal tract.

Keywords: Lymphoplasmacytic enteritis, immunohistochemistry, endoscopy,
proliferation index, histopathology.
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CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

Os gatos sédo animais afetuosos que vém ganhando notoriedade e
espaco noslares ao redor do mundo. Nos EUA, Canada e Norte Europeu,
0 gato domeéstico ja é o animal de maior presenca e popularidade (Rodan,
2016).

No Brasil, dados do Censo Pet, realizado pelo Instituto Pet Brasil
demonstramque apesar da populacdo canina ainda ser superior, sdo 58,1
milhdes de cdes contra 27,1 milhdes de gatos, entre 2020 e 2021, a
populacdo de felinos aumentou mais que a de cées, o aumento da
populacao felina foi de 6%, em relacdo a populacdo canina que cresceu
apenas 4% no mesmo periodo.

Esses dados atuais, em parte explicam o crescimento e a evolugao

da medicina felina, no que concerne as ferramentas diagndsticas e
terapéuticas e na promocdo de saude e bem-estar. Dentro desse
contexto, o estudo das enteropatias crbnicas ganha destaque, ja que
correspondem ao distirbio  gastrointestinal mais comumente
diagnosticado na espécie felina, principalmente em pacientes idosos
(Marsilio, 2019).

O termo enteropatia crbnica é um termo genérico que engloba
diversas doencas, com destaque para duas afeccBes, o linfoma
intestinal de pequenas células ou também nomeado como linfoma
intestinal de baixograu (LIBG), e a doenca inflamatoria intestinal (DII),
sendo que ambas as doencas ganharam destaque na ultima década,
devido ao crescente numero de pacientes diagnosticados (Marsilio,
2021).

O principal tipo de DIl gue acomete os felinos € a chamada enterite
linfoplasmocitaria (ELP), que consiste na infiltragdo de pequenos

linfécitos maduros e plasmadcitos na lamina prépria, e por vezes, em
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epitélio intestinal.

Essa caracteristica torna a diferenciacdo entre a ELP e o LIBG
desafiadora, ja que histologicamente, o LIBG também se caracteriza
como a infiltracdo de pequenos linfécitos na lamina propria, podendo
haver comprometimento de epitélio e mucosa (Day et al., 2008,
Washabau et al., 2010).

Os gatos com DIl tendem a ser ligeiramente mais jovens, com
mediana de idade de 8 anos (Waly et al., 2004; Janeczko et al., 2008;
Jergens et al., 2010; Marsilio et al., 2019) enquanto os gatos com
linfoma intestinal tendem a apresentar idade superior ao diagndstico,
com mediana de 12,5 anos (Kiselow et al., 2008; Lingard et al., 2009;
Stein et al., 2010), no entanto, as faixas etarias tendem a se sobrepor em
ambas as afeccbes (Marsilio, 2021).

Clinicamente, DIl e LIBG induzem manifestacdes gastrointestinais
inespecificas e crbnicas, como episddios eméticos, inapeténcia,
emagrecimento progressivo com ou sem a presenca de diarreia
concomitante (Waly et al., 2005; Burke et al., 2013; Norsworthy et al.,
2015).

O exame fisico tende a revelar anormalidades similares em ambas
as doencas, como baixo escore de condicdo corporal, sarcopenia,
espessamento de alcas intestinais e eventualmente desconforto
abdominal (Lingard et al.,2009; Jergens, 2012). Além disso, exames
complementares, tanto hematolégicos quanto os de imagem, também
apresentam achados inespecificos e que ndo permitem a definitiva
diferenciacdo entre ambos os disturbios (Marsilio, 2021).

Nesse contexto, a busca por ferramentas diagnosticas mais
assertivas para diferenciar essas patologias sao continuas, haja vista, que
elas possuem opcdes terapéuticas e fatores prognosticos distintos entre si
(Marsilio, 2021).

O diagnastico definitivo, obrigatoriamente passa pela realizacdo de
biopsias intestinais com posterior andlise histopatolégica, porém pacientes

com LIBG também podem apresentar um forte componente inflamatorio,
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ademais, a possibilidade de progressdo de DIl para LIBG, torna essa
diferenciacdo desafiadora também para o patologista (Kiupel et al., 2011;
Moore et al., 2012).

A avaliacdo imunoistoquimica é uma ferramenta Gtil para auxiliar na
definicdo diagnodstica, especialmente em casos histopatologicamente
inconclusivos. Em humanos, mais de 85% dos casos de linfoma intestinal
séo de linfécitos B (Matnani etal., 2017), em contraste com 0 que ocorre
em felinos, nos quais o linfoma intestinal predominante é o de linfocito T
(Carreras et al.,2003; Paulin et al., 2018; Freiche et al.,2021b).

O Ki67 € um marcador de proliferacao celular, sendo comumente
utilizado como fator prognostico em diversas neoplasias, em humanos
(Yerushalmi et al., 2010; Dowsett et al., 2011) caes (Broyde et al., 2009;
Rout et al., 2022) e gatos (Fu et al., 2016; Soares et al., 2016).

Estudos recentes tém documentado o emprego do Ki67 para
identificar a atividade proliferativa em epitélio e lamina propria e auxiliar na
diferenciacdo entre DIl e LIBG (Freiche et al., 2021a; Freiche et al.,
2021b).

De forma que, o objetivo do presente estudo € 1) apresentar dados
epidemiolégicos de uma coorte de gatos submetidos a biopsia intestinal
devido quadrode enteropatia crénica e 2) avaliar a imunoexpressao de
CD3 e Ki67 em amostras de pacientes com diagnéstico histopatolégico de
DIl e LIBG, com a finalidade de identificar e comparar os padrdes de
imunomarcacéo de Ki67, em lamina prépria e epitélio, a fim de avaliar a
contribuicdo dessa ferramenta diagndstica adicional para a diferenciacéo

entre ambos os disturbios.

1.2 TIPOS DE ENTEROPATIAS CRONICAS FELINAS

As chamadas enteropatias crénicas felinas, representam um grupo
de patologias que se caracterizam pela ocorréncia de sinais
gastrointestinais inespecificos como vémito, anorexia ou hiporexia,
diarreia e emagrecimento progressivo (Marsilio, 2021a).

O termo “cronico” refere-se aos quadros que ocorrem com evolucao
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superior a3 semanas, mesmo que de forma intermitente; na auséncia de
doenca extra intestinal  obstrutiva, neoplasica ou infecciosa (Jergens,
2003; Marsilio, 2021a).

Dentre as patologias classificadas dentro do grupo das
enteropatias crbnicas, ganham destaque a enteropatia responsiva ao
alimento (ERA), enteropatia responsiva a esteroides (ERE) que é um
termo atual que corresponde a DI, e o LIBG (Marsilio, 2021a).

A fisiopatogenia das enteropatias crbnicas ainda ndo est4d bem
estabelecida, mas ha suspeita de uma complexa interacdo entre quatro
fatores principais: susceptibilidade genética, ambiente, resposta
imunolégica alterada e composi¢cdo anormal do microbioma intestinal
(Kathrani et al., 2022).

O diagnostico definitivo das enteropatias cronicas felinas requer
uma abordagem sequencial ou conjunta, com uso de drogas anti-
parasitarias, alteracdes dietéticas, uso de antimicrobianos, e por fim,
através da coleta de biopsias intestinais para analise histopatolégica, ha
gue se considerar que o diagnostico de enteropatia cronica € considerado
um diagndstico de exclusdo (Guilford et al., 2001; Jergens, 2012).

Alguns pacientes respondem com melhora total dos sinais clinicos
apos o passo inicial da triagem diagnéstica das enteropatias crénicas, que
corresponde a troca da dieta de manutencéo por uma dieta com fonte de
proteina hidrolisada, ou uma nova fonte proteica a qual o paciente nao foi
anteriormente exposto, excluidas as causas parasitarias (Kathrani et al.,
2022).

Quando isso ocorre, o diagndstico € de ERA, que corresponde a
uma parcela significativa dos casos de enteropatia cronica. Os achados
clinicos, laboratoriais, lesfes intestinais macro e microscopicas nao
conseguem diferenciar a ERA da DII, para tal finalidade, ensaio
terapéutico dietético deve ser realizado em todos 0s casos, antes da
introducéo de imunossupressores esterdides (Kathrani et al., 2022).

Em cées € bem caracterizada um outro subtipo de enteropatia

cronica que é a enteropatia responsiva a antibiéticos, essa entidade nao é
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bem reconhecida na espécie felina, apesar disso, muitos autores
recomendam a utilizacdo de teste terapéutico com antimicrobianos antes
da coleta de biopsias intestinais e apos um teste dietético ndo bem-
sucedido (Jergens, 2012).

Outras enteropatias cronicas como a chamada ERE, termo
sinbnimo de DIl, e os linfomas gastrointestinais serdo discutidos em
topicos isolados a seguir, ja que elescompartilham caracteristicas clinico-
patolégicas relevantes, havendo necessidade do auxilio de ferramentas

complementares para diferenciacédo entre ambos.

1.3 ENTERITE LINFOPLASMOCITARIA

A chamada enterite linfoplasmocitaria (ELP), também conhecida
DIl ou recentemente nomeada como ERE, engloba um grupo de doencas
gue o afetam o trato gastrointestinal (TGI), possuem carater idiopatico, e
sdo caracterizadas pela presenca de infiltrado inflamatério intestinal
(Jergens, 1999; Jergens, 2012; Ettinger etal., 2017; Marsilio, 2021a).

A etiologia da DIl ndo é completamente elucidada, suspeita-se de
alteracBes na complexa interacdo entre fatores imunolégicos, ambiente e
microbioma intestinal do hospedeiro (Kathrani et al., 2022), que
resultam em maior predisposicdo ao desenvolvimento de inflamacao
intestinal cronica. O trato intestinal e seu tecido linfoide associado, sé&o
considerados o maior 6rgado linfoide conhecido, havendo uma intima
relacdo entre o sistema imunoldégico e o trato intestinal (Brucklacher-
Waldert etal., 2014).

O chamado microbioma é representado pelo conjunto de
microorganismos Vivos que residem o trato intestinal, incluindo a presenca
de numerosas bactérias, fungos, protozoarios e virus (Kathrani et al.,
2022).

Diversos estudos tém associado adisbiose, que é o desequilibrio na
composicdo ou abundancia desses agentes, ao desenvolvimento de
distarbios  gastrointestinais, embora 0 mecanismo nao seja

completamente elucidado, ainda se desconhece se a dishiose é uma
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causa, uma consequéncia, ou ambas, da presenca das enteropatias
cronicas (Suchodolski, 2016;Marsilio, 2019).

Em humanos e caes, uma falha genética do sistema imunoldgico
em distinguir bactérias comensais e bactérias patogénicas, parece
impactar a patogénese da DIl linfoplasmocitaria, em felinos esse
mecanismo ndo esta completamente elucidado, mas o desequilibrio do
microbioma intestinal, aparentemente se associa com diversos eventos,
incluindo a producéo citocinas que predispdem ao desenvolvimento de
inflamacéo crénica (Janeczko et al., 2008).

Além dos fatores genéticos que podem afetar individuos
susceptiveis, os fatores ambientais como exposicdo a antigenos
presentes no alimento, exposicdo a patdgenos que afetem o TGI, e uso
farmacos como anti-inflamatorios e principalmente antibiéticos que podem
gerar disbiose, também parecem contribuir com a patogénese da DIl
felina, a medida que podem agir como fator desencadeador ou reativador
de um processo inflamatério crénico (Suchodolski et al., 2008; Jergens,
2012).

Aparentemente, uma exacerbada resposta imunologica dos
linfécitos T contra patdégenos, tanto bacterianos quanto fangicos, em
pacientes com defeitos na funcdo de barreira, 0s torna mais susceptiveis
(Suchodolski et al., 2008).

Os pacientes felinos mais susceptiveis ao desenvolvimento da DII
sdo os pacientes de meia-idade a idosos, embora pacientes jovens
também possam ser afetados (Jergens et al., 2010). Gatos de todas as
racas podem ser acometidos, embora o0s siameses e outras racas
asiaticas parecam super-representadas em alguns estudos (Guilford et
al.,1996; Jergens, 2012).

Os felinos afetados pela DIl costumam exibir sinais inespecificos
relacionados ao TGI, que variam de acordo com a localizacdo das lesdes,
0S sinais mais comuns envolvem a presenca de vémito, emagrecimento
progressivo e reducdo do apetite, que podem se manifestar de forma

intermitente ou progressiva (Jergens, 2012).
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O intestino delgado € o sitio mais comumente afetado (Moore et
al., 2012; Paulin et al., 2018), diarreia volumosa com ou sem a presenca
de melena podem ocorrer, enquanto a diarreia de intestino grosso que
geralmente se manifesta com urgéncia em defecar, hematoquesia,
presenca de muco e disquesia, ocorre com menor frequéncia. A doenca
difusa do TGI, pode gerar sinais compativeis com alteracfes
concomitantes de intestino delgado e grosso (Jergens, 2012).

Clinicamente, a DIl tende a apresentar-se com um carater ciclico,
de forma queagudizacdes periddicas séo frequentes. A identificacdo dos
fatores desencadeantes das crises pode néo ser facilmente reconhecido,
mas fatores como indiscricdo alimentar, uso de medicacdes, ou exposi¢cao
a enteropatdégenos podem estar envolvidos (Jergens, 1999; Jergens,
2012).

O diagnostico de DIl é considerado um diagnéstico de exclusdo
(Barrs e Beatty,2012), ou seja, devido aos sinais clinicos inespecificos e
compativeis com diversos outros diagnosticos diferenciais, a realizacao
de exames complementares de maneira sistematica, se torna mandatoria.

Os exames hematologicos devem incluir a realizagcdo de
hemograma, perfil renal, hepatico, mensuracdo das proteinas séricas,
urinalise e dosagem sérica de T4 total, com intuito de avaliar a saude geral
e identificar possiveis comorbidades (Evanset al., 2006), como a doenca
renal crénica (DRC), doenca hepatica, pancreatite e o hipertireoidismo,
gue também podem cursar com a manifestacdo de sinais gastrointestinais
cronicos (Khare et al., 2018).

Exames coproparasitologicos e/ou a realizagdo de ensaio
terapéutico com o uso de antiparasitarios sdo indicados em todos os
pacientes com diarreia crbnica, paradescartar a presenca de patdgenos
gue possam ser 0s responsaveis pelo desencadeamento dos sinais
clinicos (Evans et al., 2006). Essa etapa € muito importante na triagem
diagnostica de pacientes felinos com suspeita de DIl (Marsilio,2021).

A realizacdo de exames de imagem, como as radiografias

abdominais podem ser realizados, com o intuito de descartar outras
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possibilidades diagnésticas como a presenca de corpo estranho ou
processos obstrutivos intestinais, entretanto, o exame radiografico é
menos elucidativo diante da suspeita de DIl (Adams et al., 2010).

O exame ultrassonogréfico, em contrapartida, € sempre indicado,
por ser uma ferramenta Util na identificacdo de lesdes isoladas ou
concomitantes, em focos extra intestinais como o figado, pancreas e a
vesicula biliar, e em focos intestinais propriamente ditos (Daniaux et al.,
2014).

Nos pacientes felinos com suspeita de DIl, a realizacdo de
ultrassonografia com um profissional experiente € indicada, isso porque
esse método diagndstico € operador dependente. A avaliagdo abdominal
completa deve ser realizada, com foco na mensuracédo do espessamento
de todos o0s segmentos intestinais, avaliacdo da estratificacdo das
camadas intestinais e a identificacdo de linfonodomegalia mesentérica
(Zwingenberger et al., 2010).

As inflamacdes de trato gastrointestinal frequentemente
desencadeiam espessamentos de parede intestinal, focais ou difusos,
embora um exame ultrassonografico sem anormalidades ndo seja
suficiente para descartar uma suspeita de doenca inflamatéria, assim
como um exame com alteracdes de espessamento ndo é suficiente para
confirmar tal suspeita (Terragni et al., 2016).

O achado ultrassonografico de perda da estratificacdo em camadas
do intestino € mais consistente com a presenca de neoplasia, porém,
embora seja considerado raro, inflama¢des muito severas também podem
cursar com a perda de definigdo dascamadas intestinais (Griffin, 2019).

O espessamento da camada muscular do intestino delgado, sem
perda da estratificagdo das camadas e na auséncia de neoformacdes
parece se relacionar especialmente com a infiltracdo inflamatoria de
eosindfilos em trato intestinal, e em menor propor¢cdo com as infiltracdes
linfoplasmocitarias e com o LIBG (Zwingenbergeret al., 2010; Daniaux et
al., 2014; Tucker et al., 2014).

Em um estudo, o espessamento difuso e situado apenas na

18



camada muscular,foi mais encontrado em felinos portadores de LIBG em
relacdo a DIl (Daniaux et al., 2014). Outros disturbios patolégicos como
mastocitomas intestinais e histoplasmose intestinal sdo diagndsticos
diferenciais para a presenca de espessamento focal de camada
muscular na ultrassonografia (Mavropoulou et al., 2010; Laurenson et
al.,2011).

A reatividade e consequente aumento de linfonodos mesentéricos
pode ocorrer tanto na DIl quanto no LIBG, mas costuma ser mais
proeminente nas condicbes neoplasicas em relacdo as inflamatorias
(Evans et al., 2006), entretanto a auséncia de linfadenopatia mesentérica,
nao descarta a possibilidade de LIBG.

A cobalamina (vitamina B12) é considerada como um cofator de
diversas reacdes enzimaticas, sua deficiéncia tende a estar presente em
pacientes que apresentem sindrome de ma-absorcdo intestinal (Ruaux,
2013). Em doencas que afetam o ileo, a reducdo das concentracdes de
cobalamina pode ocorrer devido a deficiéncias em sua absorcéo,
enquanto a deficiéncia de folato tende a estar associada principalmente
com doencas situadas em duodeno (Ruaux et al., 2005).

Na DII, a hipocobalaminemia pode resultar na perpetuacdo dos
sinais clinicos gastrointestinais, mesmo que 0 paciente ja esteja
recebendo terapia especifica com imunossupressores, de forma que a
identificacdo da baixa concentracdo de cobalamina e sua correcdo, € um
passo importante para estabilizacdo clinica (Ruaux et al., 2005; Kook et
al., 2012).

Apesar da citologia ser uma técnica amplamente empregada na
oncologia veterinaria, a sua adequacédo para 0s casos de enteropatias
cronicas é baixa, exceto na presenca de formacgdes intestinais, nas quais a
coleta de amostra citolégica guiada por ultrassonografia pode ser uma
ferramenta de triagem para auxiliar na identificagéo de linfomas de alto
grau (Sabattini et al., 2016).

Entretanto, para as suspeitas de LIBG ou DIl, nos quais a

apresentacdo de massas intestinais ndo é comum, a analise citologica ndo
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€ vantajosa, por apresentar baixa sensibilidade para diferenciacdo entre
ambos os disturbios (Sabattini et al., 2016; Irving et al., 2019).

1.4 LINFOMA GASTROINTESTINAL FELINO

No que concerne a presenca de massas intestinais em felinos, os
linfomas sdo os tumores mais comumente diagnosticados na espécie,
seguidos pelo adenocarcinoma e o mastocitoma intestinal (Rivers et al.,
1997; Risseto et al., 2011; Barrs & Beatty, 2012; Graf et al., 2016).

Em um estudo que avaliou 1129 amostras histolégicas intestinais,
o linfoma representou 55% dos casos diagnosticados, enquanto o
adenocarcinoma correspondeu a 32%, e 0 mastocitoma intestinal foi
identificado em apenas 4% das amostras (Rissetto et al., 2011).

Lesdes benignas também podem estar entre as causas do
desenvolvimento de formacgBes gastrointestinais na espécie, dentre as
formacgBes benignas possiveis em TGI felino, destacam-se granulomas
decorrentes da presenca do virus da peritonite infecciosa felina (PIF),
polipos em duodeno e fibroplasia esclerosante eosinofilica felina
(FEEF) (MacDonald et al.,1993; Penninck et al., 2015).

A FEEF é uma condicdo inflamatéria benigna que mimetiza uma
neoplasia, costuma afetar especialmente gatos de meia-idade de
gualquer raca, sendo que os ragdolls parecem ser mais frequentemente
acometidos que outras racas felinas (Munday et al., 2014; Linton et al.,
2015). E muito importante o clinico se atentar para 0s potenciais
diagndésticos diferenciais diante da presenca de massas intestinais felinas.

Falando especificamente do Ilinfoma localizado em trato
gastrointestinal, ele também é nomeado como linfoma alimentar, e é a
forma anatdmica mais comum de linfoma na espécie felina, seguida pelo
linfoma mediastinal e multicéntrico (Louwerens et al., 2005; Norsworthy,
2018) e houve significativo aumento da sua incidéncia nos ultimos 20
anos (Paulin et al., 2018).

Os gatos geriatricos sdo os mais afetados, a faixa etaria mais

acometida variaentre 10-13 anos. Gatos de qualquer raca ou sexo podem
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ser diagnosticados (Louwerens et al., 2005; Stein et al., 2010; Barrs &
Beatty, 2012; Norsworthy, 2018).

O linfoma gastrointestinal ndo € diretamente influenciado pela
antigenicidade e posterior carcinogénese envolvida com a presenca da
infeccdo pelo virus da leucemia felina (FELV), de forma que os gatos
portadores de LIBG ou LIAG frequentemente sao negativos para o FELV
(Weiss et al., 2010; Meichner et al., 2012).

Em relacdo ao virus da imunodeficiéncia felina (FIV) sabe-se que
felinos positivos possuem até 5x mais chance de desenvolver linfomas.
Porém, ndo ha uma relacdo direta entre a presenca do virus e o

desenvolvimento da forma gastrointestinal(Richter, 2003).

A infiltracdo neoplasica oriunda dos linfomas de trato
gastrointestinal pode afetar o estdbmago, intestino delgado, intestino
grosso, figado e pancreas, sendo o intestino delgado o sitio mais
comumente envolvido, principalmente as areas correspondentes ao jejuno
e ao ileo (Moore et al.,, 2012; Paulin et al., 2018). O comprometimento
concomitante dos linfonodos mesentéricos pode ou ndo estar presente
(Gieger, 2011).

Em um estudo que avaliou 47 gatos com linfoma gastrointestinal
de imunofendtipo T, 91% dos pacientes apresentavam acometimento do
intestino delgado, 19% dos linfonodos mesentéricos, em 8,5% o
estbmago era o0 6rgdo acometido e em apenas 2% dos casos o intestino
grosso estava afetado (Wolfesberger et al., 2018).

Os linfomas intestinais podem ocorrer na forma de espessamentos
focais ou difusos, ou através da manifestacdo de massas intestinais Unicas
ou multiplas. O LIBG comumente cursa com a presenca de
espessamentos intestinais, enquanto os linfomas de grandes células ou
de células intermediarias, que sédo de alto grau se relacionam mais
frequentemente com a formacdo de massas em trato gastrointestinal
(Griffin et al., 2019).

Histologicamente, o linfoma felino pode ser classificado através do

Sistema WHO (World Health Organizations) utilizado também na
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classificacdo dos linfomas humanos e caninos (Washabau et al.,2010;
Wolfesberger et al., 2018).

O linfoma de trato gastrointestinal felino pode ser classificado em
alto ou baixograu. O LIBG, também é nomeado de linfoma linfocitico ou
linfoma intestinal de pequenas células, e se constitui com uma
apresentacdo mais branda ou indolente emrelacdo ao linfoma de alto grau
(LIAG), também denominado como linfoma linfobl4stico ou linfoma
intestinal de grandes células (Kiupel et al., 2011).

De forma que, ambos os tipos de linfomas intestinais se
diferenciam nao apenas na histopatologia, mas possuem diferentes
apresentacdes clinicas, bem como tratamento e prognoésticos distintos
(Marsilio, 2021a).

1.5 LINFOMA INTESTINAL DE BAIXO GRAU (LIBG)

Como ja discutido, a apresentacdo clinica envolve sinais
inespecificos que frequentemente sdo intermitentes, incluindo vémito,
emagrecimento progressivo, anorexia e diarreia. Sinais como polidria,
polidipsia, polifagia e letargia sdo descritos, porém ocorrem com menor
frequéncia (Kiselow et al., 2008; Wilson, 2008; Lingard etal., 2009; Barrs e
Beatty, 2012; Pope et al., 2015).

No LIBG, o principal achado do exame fisico é o espessamento
das alcas intestinais, que pode ser reconhecido em até 70% dos casos
(Daniaux et al., 2014). Massas abdominais podem ser encontradas, porém
sdo muito infrequentes, enquanto os espessamentos de parede intestinal
sdao comuns (Daniaux et al., 2014) e podem frequentemente serem
identificados através da palpacdo abdominal.

Outros achados que podem estar presentes no exame fisico sao
desidratacéo,devido as perdas por vomito e/ou diarreia, e baixo escore de
condicao corporal (ECC)induzido pela presenca do cancer (Lingard et al.,
2009; Gieger, 2011; Barrs e Beatty,2012).

A triagem diagnostica para o LIBG se inicia com a realizagdo de
exames hematologicos, para verificar o estado geral de saude do
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paciente, entretanto, os achados tendem a ser inespecificos. No
hemograma pode ser constatada a presenca de anemia, principalmente a
arregenerativa, relacionada com a presenca de doenca cronica, de forma
gque a contagem de reticulécitos deve ser sempre que possivel
preconizada (Evans et al., 2006).

Outro achado frequente no hemograma de felinos portadores de
linfomas é a neutrofilia, que pode ocorrer de forma secundaria a presenca
de neoplasias, inflamacdes ou estresse (Gieger, 2011; Norsworthy, 2018).

Alteracdes no perfil hepatico podem estar presentes no caso de
infiltracdo neoplésica hepética, mas também podem ser indicadores da
necessidade de investigar doencas concomitantes como a lipidose
hepatica e as colangites (Gieger, 2011).

O perfil de proteinas séricas pode sofrer alteracbes, devido a
inducdo de enteropatia associada a perda proteica secundariamente a
neoplasia intestinal, em um estudo, cerca de 49% dos gatos com LIBG

apresentavam hipoalbuminemia (Gieger, 2011).

No paciente felino, as sindromes paraneoplasicas, como a
hipercalcemia ocorrem em cerca de 10% dos pacientes (Vail, 2013),
contrastando com 0 que comumente ocorre em pacientes caninos
diagnosticados com linfoma, nos quais achados como polidria e polidipsia
secundarios a hipercalcemia sédo mais frequentes (Fighera et al., 2002).

Quando a suspeita € DIl ou LIBG, a analise citolégica ndo é
conclusiva, por revelar a presenca de infiltracdo de linfécitos pequenos ou
intermediarios, que podem estar presentes em ambas as condicfes
(Amores-Fuster et al., 2015).

Assim como na DIl outras doencas que afetem a regido do ileo
inclusive o LIBG,podem desencadear a hipocobalaminemia, uma vez que
esse segmento intestinal € responsavel pela absor¢cdo dessa vitamina
(Ruaux, 2013). Em um estudo, 78% dos gatos diagnosticados com LIBG
apresentavam hipocobalaminemia (Kiselow et al., 2008), e, portanto, essa
deficiéncia sempre deve ser investigada e corrigida nos pacientes com

suspeita de linfoma intestinal e enteropatias cronicas.
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Os exames de imagem, especialmente a ultrassonografia
abdominal € um recurso fundamental na avaliacdo do paciente com
suspeita de linfoma intestinal. O ultrassom pode revelar a presenca de
formacdes ou anormalidades em trato gastrointestinal, rins, baco, figado e
pancreas, é um exame fundamental na investigacdo e no estadiamento
tumoral (Daniaux et al., 2014).

As alteracdes ultrassonograficas sdo muito comuns e semelhantes
na DIl e noLIBG. O espessamento das alcas intestinais é o achado
ultrassonografico mais consistente, estando presente em cerca de 81%
dos casos, embora as camadas intestinais tendam a apresentar-se
preservadas, diferentemente do que ocorre no LIAG, no qual comumente
h& perda da estratificacdo das camadas (Freiche et al., 2021b).

Ocasionalmente, outros achados ultrassonograficos como
formacdo de massa intestinal, aumento da ecogenicidade da camada
mucosa e presenca de intussuscepcao sao relatados em gatos com LIBG
(Carreras et al., 2003; Lingard et al., 2009).

O diagnostico definitivo do LIBG envolve obrigatoriamente a
realizacdo de exame histopatolégico, a partir da coleta de bidpsias
incisionais. A possibilidade da coexisténcia de ambas as afecg¢des, DIl e
LIBG, em um mesmo paciente € um fator desafiante adicional (Gieger,
2011).

Ademais, outros fatores como o método eleito para obtencao das
biépsias, qualidade das amostras e auséncia de padronizacdo na
interpretacdo histopatolégica, sdo fatores que podem impactar o

diagndstico.

1.6 DIFERENCIACAO DE DOENCA INFLAMATORIA
INTESTINAL LINFOPLASMOCITARIA E LINFOMA INTESTINAL DE
BAIXO GRAU

1.6.1 Obtencao de biopsias intestinais

Invariavelmente, o diagnostico das enteropatias crénicas se
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constitui como um diagnostico de exclusdo, de forma que as biopsias
intestinais devem ser realizadas apds uma sequéncia légica envolvendo a
realizacdo de uma triagem terapéutica bem direcionada.

Isso € especialmente importante, diante da suspeita de DIl
linfoplasmocitaria e LIBG, ja& que fatores como a avaliacdo clinica,
laboratorial e ultrassonografica tendem a ser muito similares (Marsilio,
2021a). Somente apl6s a exclusdo dos potenciais diagndsticos
diferenciais, o paciente felino deve ser direcionado para a coleta de
biopsias intestinais.

A obtencéo de biopsias intestinais pode ser realizada através de
endoscopia, laparoscopia ou laparotomia (Cerquetella et al., 2010).
Dentre as vantagens da endoscopia estdo, baixa invasividade, menor
morbilidade e extensa visualizagdo da mucosa do trato gastrointestinal
(Mansell et al.,, 2003; Evans et al., 2006), entretanto, apesar da
endoscopia ser a ferramenta de eleicdo para diagnostico e tratamento de
diversas doencas na gastroenterologia veterinaria, quando o assunto sdo
bidpsias intestinais felinas, devemos ressaltar algumas consideracoes.

As amostras endoscoépicas sdo diminutas, e nao englobam todas
as camadas intestinais, isso pode dificultar o diagnostico, pois um dos
critérios histoldgicos empregados pelos patologistas para diferenciar a DI
linfoplasmocitaria do LIBG é identificar a presenca de infiltrados celulares
gue se estendem para lamina prépria, submucosa e muscular nos casos
de linfoma intestinal (Briscoe et al.,2011).

Além disso, h4 de se considerar que os locais do TGl mais
acometidos pela infiltracdo celular tanto inflamatéria (DIl) quanto
neoplasica (LIBG) séo o ileo e o jejuno (Moore et al., 2012; Paulin et al.,
2018), ou seja, a obtencédo de amostras desses locais € sempre desejada.
As biépsias endoscopicas se limitam a alcancar o duodeno, ou no maximo
0 jejuno proximal, a depender do aparelho e do operador, o que limita
bastante a indicacdo das bidpsias endoscopicas altas diante dessas
suspeitas.

Em relacédo a selecdo do melhor método de obtencédo de bidpsias,
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0 estudo de Kiupel e colaboradores (2011) demonstrou que as bidpsias
cirdrgicas sao preferidas a fim de avaliar todas as camadas intestinais, e a
presenca de infiltragdo linfocitica nas camadas profundas, sendo uma
ferramenta adicional para auxiliar nadiferenciacdo de linfoma intestinal e
enteropatia linfoplasmocitéaria.

Outra vantagem da obtencdo de amostras via laparotomia consiste
na possibilidade de coletar amostras dos diferentes segmentos do
intestino delgado, incluindo jejuno e ileo, além da inspecdo direta de
outros 6rgdos e a possibilidade de coletar biopsias de outros sitios, se
necessario. No estudo de Freiche et al (2021) apenas 13% das lesGes
compativeis com LIBG foram identificadas em duodeno e 22% foram
encontradas em ileo.

A inspecao cirargica também pode atuar como guia para identificar
os melhoreslocais para obtencéo das bidpsias, por permitir a identificacédo
dos segmentos macroscopicamente alterados, bem como a andlise das
alteracbes ultrassonograficas também pode auxiliar na definicdo dos

melhores locais a serem biopsiados (Freiche et al., 2021b).

1.6.2 Avaliacao histopatoldgica

A diferenciacdo morfolégica dos linfomas intestinais de células B e
dos linfomas intestinais de células T ndo costuma ser dificultosa, nos
linfomas B ou de alto grau, os linfécitos sao histologicamente grandes,
entretanto, tanto os linfomas T quanto os infiltrados inflamatdrios
linfoplasmocitarios sdo representados pelo predominio de pequenos
linfocitos (Carreras et al., 2003).

Histologicamente, a DIl linfoplasmocitaria se caracteriza pela
presenca de infiltrados polimorfos, incluindo linfocitos, plasmocitos,
neutrofilos, com presenca de raros eosinoéfilos e macrofagos (Freiche et
al., 2021b).

O LIBG e a DIl linfoplasmocitaria possuem caracteristicas muito
semelhantes no exame histopatologico, tornando sua diferenciagédo

desafiadora, quando apenas essa metodologia diagnéstica € empregada
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(Ragaini et al., 2003; Valli, 2007). A avaliacdo histolégica se baseia na
padronizacdo proposta pela World Small Animal Veterinary Association
(WSAVA).

A classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
publicada em 2017 subclassifica os linfomas intestinais de células T
humanos, em 1) linfoma de células Tassociados a enteropatia (EATL), 2)
linfoma intestinal de células T epiteliotrépico monoférmico (MEITL), 3)
disturbio linfoproliferativo indolente de células T do trato gastrointestinal
(ITLPD) e 4) linfoma intestinal de células T, ndo especificado de outra
forma (ITCL, NOS), porém essa nomenclatura ainda nao foi validada para
animais domésticos (Alvares-Lesmes et al., 2021; Rebollada-Merino et al.,
2022).

O principal desafio ao patologista é o estabelecimento de
padronizacdo nas analises de biopsias intestinais felinas e a ocorréncia
do compartilhamento de achados histoldgicos similares entre disturbios
distintos.

Em um estudo, desenvolvimento por Briscoe e colaboradores
(2011) 41% dos pacientes diagnosticados com LIBG também
apresentavam caracteristicas histopatolégicas compativeis com DIl
linfoplasmocitaria.

As principais caracteristicas a nivel histologico encontradas nos
casos de LIBG se relacionam com envolvimento da camada muscular
e/lou serosa, presenca de epiteliotropismo e alteracdes graves em
vilosidades e criptas com ruptura daarquitetura normal (Briscoe et al.,
2011).

A infiltracdo de células na mucosa, parece estar mais atrelada a
presenca de DIl linfoplasmocitaria (29%) do que de LIBG (7%) (Briscoe et
al., 2011). A presenca de epiteliotropismo é uma caracteristica mais
evidente no LIBG em relagdo a DIl linfoplasmocitaria, sendo até 35x
mais predominante nas infiltracbes neoplasicas em relacdo as
inflamatorias (Briscoe et al., 2011).

Outro ponto importante na avaliagcdo histoloégica de tecidos
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intestinais felinos inclui a avaliacdo da morfologia das vilosidades e
criptas, a atrofia das vilosidades pode se manifestar de forma leve,
moderada ou intensa tanto na DIl linfoplasmocitaria quanto no LIBG,
embora sua presenca seja mais proeminente nos quadros neoplasicos
(Rebollada-Merino et al., 2022).

Os linfomas intestinais tém até 17x mais propensao de desencadear
alteracdesmorfologicas graves nessas estruturas. Casos de LIBG sao até
6X mais propensos a causar alteracdes moderadas as severas nas criptas

intestinais em relacdo a DIl linfoplasmocitaria (Briscoe et al., 2011).

O embotamento de vilosidades, infiltracdo neutrofilica das criptas
no epitélio, ea presenca de plasmdécitos localizados na lamina prépria, séo
achados histolégicos relacionados com a presenca de LIBG (Carreras et
al., 2003; Rebollada-Merino et al.,2022).

A avaliacdo das infiltracbes celulares nas diferentes camadas
intestinais costuma revelar algumas diferencas entre LIBG e DIl
linfoplasmocitaria. A infiltracdo isolada da lamina propria € mais comum
na DIl que no LIBG, as infiltracBes que se estendem pela lamina propria,
submucosa e muscular estdo presentes em mais de 50% dos casos de
LIBG (Briscoe et al., 2011).

O figado e o linfonodo mesentérico podem ser focos das
infiltracdes celulares,no estudo de Briscoe e colaboradores (2011) 31,3%
dos pacientes com DIl apresentavam a presenca de infiltrados no figado e
11,8% no linfonodo mesentérico. A infiltracdo de baco ou pancreas nao é
um achado comum em ambas as enfermidades.

Quando a analise histopatologica isolada ndo € conclusiva para
diferenciar a DIl linfoplasmocitaria do LIBG, o emprego de técnicas

imunoistoquimicas e moleculares deve ser indicado.

1.6.3 Avaliagdo imunoistoquimica

A avaliacdo morfologica e imunoistoquimica conjunta permite
avaliar a distribuicdo, localizacdo e densidade da populagéo linfocitica.

Tanto as analises imunoistoquimicas quanto as analises moleculares
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podem ser realizadas a partir da mesma amostra de biopsia intestinal que
concedeu o diagnastico histoldgico (Sabattiniet al., 2016).

A avaliacdo imunoistoquimica identifica a fendtipo da linhagem
linféide, classificando os linfomas intestinais em linfomas de células T
(CD3+) ou linfomas intestinais de células B (Cd79a+/ CD20+), sendo que
os linfomas intestinais de linfécitos T representam o imunofendtipo mais
prevalente nos linfomas diagnosticados no trato gastrointestinal felino
(Pohiman et al., 2009; Kiupel et al., 2010; Briscoe et al., 2011; Moore et
al., 2011; Sabattini et al., 2016; Paulin et al., 2018).

Na DIl linfoplasmaocitaria, os fenétipos podem ser mistos, com a
presenca de infiltrados contendo linfocitos B (CD79a +) e T (CD3+)
(Moore et al., 2012; Kiupel et al., 2011; Gianella et al., 2017).

O Ki-67 € um marcador nuclear ativo durante todas as fases da
divisdo celular, especialmente na fase M, apds a mitose a sua expressao
tende a desaparecer (Paulinet al., 2018). E largamente empregado como
marcador prognéstico nos linfomas humanos (Menon et al.,2019; Kohri et
al., 2020) e caninos (Poggi et al., 2017; Sierra etal., 2018; Estaller et
al.,2022).

Em estudos humanos, o indice Ki-67 € considerado Uutil para
distinguir entre disturbios linfoproliferativos benignos e malignos (Bryant et
al., 2006), e essa mesma aplicabilidade tem sido investigada em felinos
(Carrasco et al., 2014; Freiche et al., 2021a; Freiche et al., 2021b)

Estudos recentes apontam que os linfomas intestinais tendem a
apresentar valores de Ki-67 substancialmente mais elevados que as
enterites linfoplasmocitarias, de forma que a avaliacdo do Ki-67 pode ser
uma ferramenta complementar atil para diferenciar 0s processos

neoplasicos dos inflamatérios (Carrasco et al., 2014; Freicheet al., 2021b).

1.6.4 Testes de clonalidade

Os testes moleculares que atuam como uma ferramenta adicional
para auxiliarna diferenciacdo entre DIl linfoplasmocitaria e LIBG através

da identificacdo de clonalidade dos linfocitos T ou B presentes na
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amostra.

A andlise histomorfolégica e imunoistoquimica devem preceder a
realizacdo dos testes de clonalidade, que é util para auxiliar na definicdo
diagnodstica de casos desafiadores (Kiupel et al., 2011; Carrasco et al.,
2014).

A reacao em cadeia da polimerase (PCR) € utilizada para detectar os
rearranjosde genes do receptor de antigeno (PAAR), tratando-se de uma
analise molecular da cadeia TCRy para células T e gene de cadeia pesada
de imunoglobulinas para células B (Keller et al., 2016; Hammer et al.,
2017).

A definicdo de rearranjo policlonal se da pela presenca de quatro
picos ou maise na auséncia de picos, a oligoclonalidade ocorre diante da
presenca de 1 a 3 picos, enquanto o rearranjo monoclonal € a detectado
diante da presenca de um Unico pico aparente. Estudos prévios
demonstraram que a DIl linfoplasmocitaria geralmente demonstra um
padrao policlonal, enquanto o LIBG apresenta um padrdo monoclonal ou
oligoclonal (Moore et al., 2012).

Os resultados dos testes de clonalidade devem ser interpretados
com cautela, pois expansdes oligoclonais ou monoclonais ndo sao
exclusivas de processos neoplasicos, as infec¢des intestinais crénicas
também podem gerar clonalidade linfoide (Sabattini et al., 2016).

Além disso, resultados PAAR negativo ndo sao suficientes para
descartar completamente a hipotese de linfoma, podem ocorrer
resultados falso negativos nos casos em que houve fragmentacdo do
DNA devido a erros pré-analiticos ou administracdo de glicocorticoides
gue geram linfocitose (Sabattini et al., 2016).
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CAPITULO 2 - ESTUDO RETROSPECTIVO DOS
DIAGNOSTICOS HISTOPATOLOGICOS DE 304 BIOPSIAS
INTESTINAIS FELINAS

2.1 INTRODUCAO

As chamadas enteropatias crbnicas possuem grande importancia
na medicina felina devido a sua alta prevaléncia. Apesar da doenca
inflamatoria intestinal (DII) linfoplasmocitaria e o linfoma intestinal serem
as principais afec¢des, muitos outros distlrbios inflamatérios e
neoplésicos podem afetar o intestino felino (Marsilio, 2021).

No que concerne a classificacao histologica da DII, a nomenclatura
empregada tende a refletir a distribuicAo anatbmica e o tipo celular
predominante em lamina propria (Jergens e Simpson, 2012). A DIl
linfoplasmocitaria que é o tipo mais comum, €& caracterizada pela
presenca de enterite na qual ha infiltracdo massiva de células
inflamatorias, especialmente linfocitos e plasmadcitos (Jergens et al.,
1992).

Enquanto que diante da predominancia de infiltrados eosinofilicos
em lamina propria, a DIl eosinofilica € caracterizada, os principais
diagnodsticos diferenciais para a presenca de infiltrados eosinofilicos
massivos incluem a presenca de endoparasitismo, larva migrans visceral
ousensibilidade dietética (Kleinschmidt et al., 2010; Jergens, 2012; Tucker
et al., 2014).

A DIl supurativa ou neutrofilica primaria € caracterizada pelo
predominio de populagbes neutrofilicas em amostra intestinal e pode ser
esporadicamente encontrada em pacientes felinos, porém diversos
fatores como presenca de corpos estranhos, granulomas associados a
PIF e infeccbes em geral, costumam cursar com respostas reativas
envolvendo a presenca de infiltrado neutrofilicos.

De forma geral, condicbes em que h& perda da barreira mucosa

como nas lesdes erosivas, podem induzir o aparecimento de infiltrados
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neutrofilicos, inclusive estudos recentes encontraram uma associacao da
presenca de Campylobacter coli ea DIl neutrofilica em gatos (Maunder et
al., 2016).

A DIl granulomatosa é uma forma incomum de enterite,
caracterizada pelo predominio de macrofagos, que desencadeiam a
formacdo de granulomas, essa subclassificacdo € mais importante na
espécie canina, devido a presenca da colite granulomatosa dos boxers,
mas pode raramente ser encontrada em felinos (Hostutler et al., 2004;
Jergens e Simpson, 2012).

A chamada DIl mista € caracterizada pela presenca de infiltrado
inflamatério misto consistindo no predominio de neutréfilos e linfécitos ou
eosindfilos e linfocitos em uma mesma amostra, geralmente
acompanhada por algum grau de distorcdo da arquitetura tecidual
(Kleinschmidt et., 2010).

As lesbes que se associam com a presenca de formacdes em TGl
felino podem ser benignas ou malignas. Dentre as benignas, se destaca a
fibroplasia esclerosante eosinofilica felina (FEEF) que se constitui como
uma afeccdo idiopatica que cursa com a presenca de massa(s)
eosinofilica(s) que pode afetar o trato intestinal felino e os linfonodos
mesentéricos, sendo um importante diagnostico diferencial para a
presenca de formacgfes intestinais de origem neoplasica (Linton et al.,
2015).

Entretanto, apesar da existéncia de formacfes benignas, as
neoplasias malignas predominam no trato gastrointestinal felino (Turk et al.,
1981; Bonfanti et al., 2006; Kehl et al., 2022). Sendo que os linfomas
alimentares saoas neoplasias mais prevalentes, com incidéncia variando
de 41% a 79% de todas as formacdes que afetam esse sitio (Bonfanti et
al., 2006; Risseto et al., 2011; Kehl et al.,2022).

Os linfomas de trato gastrointestinal sdo categorizados em relacdo
ao grau histolégico em baixo, médio e alto grau, essa graduacdo se
relaciona apenas com a atividade mitética, deve-se evitar o emprego

desses termos com a finalidade de classificar o curso clinico previsto, para
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tal, o comportamento do linfoma alimentar pode ser classificado em
indolente, intermediario e agressivo (Avallone et al., 2021).

Os linfomas de forma geral, sdo histologicamente classificados
como baixo grau, quando possuem <5 figuras de mitose/campos de
grande aumento (CGA), os de grau intermediario possuem entre 5 e 10
figuras/CGA e os de alto grau possuem >10 figuras/CGA (Gabor et al.,
1999; Valli et al., 2011; Kehl et al., 2022). Apesar disso,ainda ndo existem
estudos controlados que definam o numero de mitoses em linfomas
intestinais de médio e alto grau (Kehl et al., 2022).

O estudo de Kiupel et al (2011) identificou que os linfomas
intestinais de pequenas células apresentavam 0-2 figuras mitoticas/CGA,
entretanto, o estudo de Kehl et al (2022) demonstrou um ndamero
significativo de linfomas de pequenas células com indices mitéticos mais
altos (2-10 figuras/CGA).

O linfoma de grandes linfécitos granulares, é um subtipo de linfoma
menos frequente e que pode apresentar-se em qualquer grau, mas
geralmente esta associado com um curso clinico mais agressivo.

Na sequéncia, carcinomas, sarcomas e mastocitomas intestinais
(Barrs eBeatty 2012; Thamm 2015; Suwa e Shimoda 2017) representam
os demais tipos histolégicos malignos mais frequentemente encontrados
em amostras intestinais felinas.

O diagndstico definitivo de lesdes inflamatoérias e neoplasicas do
TGI felino passam obrigatoriamente pela coleta de biopsias intestinais
para analise histopatolégica. No que concerne a coleta das biopsias
intestinais felinas, o método de obtencdo, tamanho da amostra e
localizacdo anatbmica eleita para coleta podem impactar diretamente na
gualidade do diagndstico (Barrs e Beatty, 2012).

O objetivo desse estudo € caracterizar os principais diagnosticos
histopatolégicos de origem neoplasica e nédo neoplasica, oriundos de
biopsias intestinais felinas, correlacionando a distribuicdo de dados
epidemiologicos como a cidade de origem do paciente, raca, idade, sexo

e método de obtencdo das biopsias intestinais com cada diagnostico
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obtido, a fim de verificar a prevaléncia das principais lesdes que

acometem o trato gastrointestinal felino.

2.2 MATERIAL E METODOS

Os registros histopatologicos oriundos de biopsias intestinais felinas
obtidas pelo laboratorio parceiro VETPAT, localizado em Campinas-SP, no
periodo de Janeirode 2017 a Dezembro de 2018 foram avaliados. Todas
as amostras foram processadas no mesmo laboratério e avaliadas uma
equipe coesa de patologistas experientes que forneceram o diagndstico
final.

Esses registros foram selecionados através da busca pelas
palavras-chave: enterite linfoplasmocitaria, neoplasia intestinal, biopsia
intestinal, linfoma intestinal e doenca inflamatéria intestinal, filtrando
apenas amostras de pacientes da espécie felina, no banco de dados do

laboratorio.

Os critérios para inclusdo dos diagnésticos histopatolégicos foram
a presenca de alteracdes intestinais de origem neoplasica e/ou
inflamatoria, que nédo tivessem associacdo com a presenca de corpos
estranhos e granulomas relacionas com a peritonite infecciosa felina
(PIF). Casos em que a hiperplasia tecidual era o Unico achado
histolégico ou casos em que o0 estdbmago era a Unica porcdo do TGl
amostradatambém foram excluidos da anélise.

Ao todo foram selecionadas 346 fichas de diagndstico
histopatolégico deafecgdes no trato gastrointestinal felino, distribuidas ao
longo de 23 meses. Porém, 42 casos foram excluidos por se
enquadrarem nos critérios de exclusao descritos.

Os dados coletados foram idade, sexo, raga, cidade de origem,
segmento intestinal biopsiado, método de obtencdo da biopsia intestinal e
o diagndstico histopatoldgico obtido.

Acerca do método de obtencdo das amostras, 0s pacientes que
passaram por laparotomia exploratdria e/ou enterectomias foram incluidos

Nno mesmo grupo, segregados dos pacientes que foram submetidos a
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endoscopia, colonoscopia ou ambos.

Apoés coleta dos dados, esses foram tabulados para verificar a
distribuicdo e classificacdo das lesbes em neoplasicas ou inflamatérias.
Todas as lesdes foram enquadradas em alguma das categorias listadas:
Doenca inflamatéria intestinal (DII) linfoplasmocitaria; DIl granulomatosa,
DIl mista; DIl eosinofilica, Linfoma intestinal de baixo grau, Linfoma
intestinal de alto grau, Carcinoma intestinal; Sarcoma intestinal,
Mastocitoma intestinal, Neoplasia indiferenciada de células redondas,

Fibroplasia ou hiperplasia fibroesclerosante ou linfangiectasia intestinal.

2.2.1 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do pacote estatistico
SPSS Statistics 21® (IBM, Nova lorque, Estados Unidos) e para todos os
testes realizados considerou-se 95% como nivel de confianca (P<0.05).

Foi realizada analise descritiva em numero e porcentagem dos
estados de origem, racas, sexo, idade, métodos de obtencéo de biopsia e
diagnésticos histopatolégicos dos registros obtidos. Em relacdo a idade
dos pacientes, calculou-sea média e desvio padrédo da média de todos os
diagndsticos encontrados, as racas mais comumente afetadas também
foram elencadas de acordo com o diagndstico histologico.

As lesbes foram segregadas de acordo com sua origem em
neoplasicas, ndo neoplasicas e borderlines, as médias e desvios-padrées
das idades de todos os grupos foram calculadas. A diferenca entre as

médias das idades foi obtida por teste U de Mann-Whitney.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Dados da populagao

A populacdo do estudo consistiu em amostras provenientes de
biopsias intestinais oriundas de diferentes estados do pais, o laboratério

parceiro se localiza no estado de Sdo Paulo, na cidade de Campinas,
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talvez por esse motivo o estado de Sado Paulo foi o maior representado
com 125 amostras (41,12%), seguido pelo Rio Grande do Sul com 79
amostras (25,98%). A distribuicdo das amostras de acordo como estado de

origem do paciente é ilustrada na Tabela 1.

Tabela 1- Distribuicdo das amostras de biopsias intestinais felinas de acordo
com o estado de origem.

Estado de origem NuUmero de pacientes (%)
Distrito Federal 4 1,32
Goias 1 0,33
Maranhao 2 0,66
Minas Gerais 20 6,58
Parana 6 1,97
Rio de Janeiro 30 9,87
Rio Grande do Sul 79 25,99
Santa Catarina 35 11,51
Sergipe 2 0,66
Sao Paulo 125 41,12
Total 304 100,00

Dos 304 pacientes envolvidos no estudo, 164 (53,95%) eram
machos, 137 (45,06%) eram fémeas e em 3 casos (0,99%) o sexo nao foi

informado, conforme ilustrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Distribuicdo de sexo dos pacientes felinos submetidos
biopsias intestinais

Sexo NUmero de pacientes (%)
Fémeas 137 45,07
Machos 164 53,95
N&ao informado 3 0,99
Total 304 100,00

Em relacdo as racgas, os gatos sem raca definida, representaram
73,68% das amostras (n=224), seguidos pelo persa representando
11,51% (n=35) da populacdo, na sequéncia vem o siamés representando
5,59%(n=17) das amostras, 3,29% (n=10)da populacdo nao teve a raca

informada na requisicdo laboratorial. Himalaios representaram 1,64%
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(n=5) das amostras, pelo curto brasileiro e ragdolls representaram 0,99%
(n=3) cada um, Exotic Short Hair representaram 0,66% (n=2) das
amostras, enquanto as racas Bengal (n=1), British (n=1), Sagrado da
Birmania (n=1), American Short Hair (n=1) e Maine Coon (n=1),
representaram 0,33% das amostras cada um. As ragas presentes no

estudo sao ilustradas na Tabela 3.

Tabela 3 - Distribuicdo das racas dos pacientes felinos
submetidos a coleta de biopsias intestinais.

Raca NuUmero de pacientes (%)
American Short Hair 1 0,33
Bengal 1 0,33
British 1 0,33
Exotic Short Hair 2 0,66
Himalaia 5 1,64
Maine Coon 1 0,33
Pelo Curto Brasileiro 3 0,99
Persa 35 11,51
Ragdoll 3 0,99
Sagrado da Birmania 1 0,33
Siamés 17 5,59
SRD 224 73,68
Nao informado 10 3,29
Total 304 100,00

Os pacientes submetidos a biopsias intestinais tinham idade variando
entre 4meses a 18 anos, com média de 8.15 anos + 4.66 conforme ilustrado

no Gréfico 1.



Gréfico 1- Representacao grafica da média e desvio padrao da idade dos
pacientes submetidos a biopsias intestinais felinas.
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2.3.2 Classificacdo das les@es histopatoldgicas

Apés tabulacdo e analise dos resultados histoldgicos de 304
amostras intestinais felinas, verificou-se que os disturbios de origem
inflamatéria foram os mais comuns, representando 56,59% de todas as
amostras avaliadas, as doencas neoplasicas representaram 38,16% dos
casos e 5,25% dos casos foram classificadoscomo borderlines. A tabela 4

ilustra a distribuicado das lesdes em inflamatdrias ou neoplésicas.

Tabela 4 — Distribuicdo das lesbes de acordo com origem
inflamatoria ou neoplasica, provenientes de 304 amostras

intestinais felinas.

Diagndsticos (%)

Doencas Inflamatorias 56,59
Doencas Neoplasicas 38,16
Borderline (DIl x LIBG) 5,25

Total 100,00
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O diagnostico mais prevalente foi o de DIl linfoplasmocitaria
correspondendo a 42,76% (n=130) dos casos, seguido pelo diagnostico
de linfoma intestinal, representando 20,73% dos casos (n=63), desses
10,53% (n=32) eram linfomas de baixo grau e 10,2% (n=31) eram
linfomas de alto grau.

O terceiro diagnéstico mais comum foi de carcinoma intestinal
representando 11,84% das amostras (n=36), seguidos pela DIl mista que
correspondeu a 7,57% (n=23) dos diagndsticos.

Pacientes para os quais a histopatologia isoladamente ndo era
capaz de fornecer o diagndstico definitivo entre DIl linfoplasmocitaria e
LIBG foram nomeados como Bordelines, nesses casos, 0 patologista
apontava a suspeita principal, porém, indicava a realizacdo de exame
imunoistoquimico para diferenciar as afeccdes, esse grupo correspondeu
a 5,26% (n=16) dos casos.

A DIl eosinofilica foi representou 3,29% (n=10) dos casos, 0
sarcoma intestinal afetou 2,96% (n=9) da populacéo, em 1,64% (n=5) dos
casos o diagndstico final de qual neoplasia de células redondas estava
presente ndo foi definitivo, devido ao baixograu de diferenciacdo celular,
esse grupo foi nomeado como neoplasia indiferenciada de células
redondas.

A fibroplasia esclerosante correspondeu a 1,65% (n=5) dos
diagndsticos. O mastocitoma intestinal representou 0,99% (n=3) dos
diagnésticos, a DIl granulomatosa representou 0,66% (n=2) dos
diagnésticos, enquanto a DIl neutrofilicaesteve presente em apenas uma
amostra (0,33%). A linfangiectasia intestinal também esteve presente em
apenas uma amostra (0,33%). A distribuicdo da classificacdo daslesdes

histopatoldgicas é ilustrada na Tabela 5.
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Tabela 5 - Distribuicdo dos diagnésticos histolégicos obtidos das 304 amostras de

biopsias intestinais felinas.

Diagndstico Numero de amostras (%)
Borderlines

Borderline 16 100
Total 16 100
Neoplasicas

Mastocitoma 3 2,59
Neoplasia indiferenciada de células redondas 5 4,31
Sarcoma intestinal 9 7,76
Linfoma de alto grau 31 26,72
Linfoma de baixo grau 32 27,59
Carcinoma intestinal 36 31,03
Total 116 100
N&o neoplasicas

DIl neutrofilica 1 0,58
Linfagiectasia intestinal 1 0,58
DIl granulomatosa 2 1,16
Fibroplasia esclerosante 5 2,91
DIl eosinofilica 10 5,81
DIl mista 23 13,37
DIl linfoplasmocitaria 130 75,58
Total 172 100,00

2.3.3 Métodos de obtencéo de biopsias

Em relacdo ao método de obtencdo das amostras intestinais, a

laparotomia foio método de eleicdo em 57,23% (n=174) dos casos, em

36,18% (n=110) a endoscopiafoi preferida, a associacdo de endoscopia e

colonoscopia ocorreu em 1,65% (n=5) dos casos, enquanto a realizacao

isolada da colonoscopia representou apenas 1,65% (n=5) dos casos.

Em 2,63% (n=8), os casos foram avaliados por revisdo de lamina

por meio do envio de bloco de parafina, de forma que a informacé&o sobre

0 método de obtencdo da amostra ndo estava disponivel nesses casos.

Em apenas 0,66% (n=2) a amostra intestinal foi coletada apds necropsia.

A Tabela 6 ilustra os métodos empregados para coleta de amostras



intestinais felinas.

Tabela 6 — Métodos de obtencdo de amostras intestinais de 304 pacientes
felinos.
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Método de obtencéo Numero de amostras (%)

Reviséo Bloco de parafina 8 2,63
Colonoscopia 5 1,64
Endoscopia 110 36,18
Endoscopia e colonoscopia 5 1,64
Laparotomia 174 57,24
Necropsia 2 0,66
Total 304 100

2.3.4 Analise comparativa entre neoplasicos x nao neoplasicos x borderlines

Ao segregar os casos de acordo com a origem em neoplasicos,
nao neoplasicos e borderlines, as lesdes ndo neoplasicas foram as mais
prevalentes, correspondendo a 56,58% (n=172) do diagndéstico total, as
lesbes neoplasicas corresponderam a 38,16% (n=116) e em 5,26%
(n=16) a lesao foi classificada como borderline.

A média de idade entre os grupos foi diferente, o grupo de lesdes
neoplasicas foi 0 que apresentou maior média de idade com 10,4 + 3,9
anos, a média de idade entre os pacientes com lesdes ndo neoplasicas
foi de 6,6 + 4,6 anos, enquanto no grupo borderline a média encontrada

foi de 9,3 + 3,9 anos, conforme ilustra o Grafico 2.

Grafico 2 — Média e desvio padrao de idade dos pacientes felinos de acordo
com a classificacdo em neoplasicos, ndo neoplasicos e borderlines.
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O teste de Mann-Whitney revelou que houve diferenga significativa
de idade entre os grupos (P< 0,0001) neoplasicas e ndo neoplasicas, a
idade do grupo neopléasicas foi significativamente maior que a idade do
grupo néo neoplasicas. Nao houve diferenca significativa de idade, entre
0s grupos borderline e neoplasica, e borderline e ndo neoplasicas.

Relativamente as racgas, o gato mestico ou SRD, prevaleceu em
todos os grupos, dentre as lesGes neoplasicas o SRD prevaleceu em 82%
(n=95) dos casos, dentre as lesdes ndo neoplasicas representou 66%
(n=113) e em 88%(n=14) das lesbesclassificadas como borderlines.

No grupo de lesdes neoplasicas, os gatos machos foram os mais
prevalentes correspondendo a 56% (n=65), bem como no grupo das
lesbes ndo neoplasicas, no qual os machos corresponderam a 54%
(n=93) dos casos. No grupo borderline, as fémeas representaram 56,25%
(n=9) dos casos, os machos 37,5% (n=6) e 6,25% (n=1) a informacéo

sobre o0 sexo nédo estava disponivel.

2.4.4 ldades - Média e desvio padrédo de cada diagnéstico histoldgico

Acerca da idade da populacdo estudada foram calculadas a média
e o0 desvio padrdo da média, de acordo com cada diagndstico histologico.
O grupo linfoma intestinal de baixo grau obteve a maior média de idade,
com 11.71+3.33 anos em comparacao com 0s demais diagnosticos.

Em relagcdo aos demais diagndsticos neoplésicos, para o grupo
carcinoma intestinal a média e o desvio foi de 10.41+3.83 anos, enquanto
para o grupo linfoma intestinal de grandes células foi de 9.47+4.06 anos.
No mastocitoma intestinal a média e o desvio foi de 11.67+1.53 anos
enquanto para o sarcoma intestinal foi de 8.71+4.23 anos, o0 grupo de
neoplasia indiferenciada de células redondas foi teve média de 9+6.78
anos.

O grupo classificado como borderline teve média de idade de

9.33£3.94 anos. No que diz respeito as doencas inflamatorias, para o
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grupo DIl linfoplasmocitaria a média e o desvio foram de 6.73+4.5 anos,
para DIl eosinofilica foi de 4.66+4.28 anos,para DIl mista foi de 6.97+5.21
anos enquanto para a granulomatosa foi de 1.42+0.83anos.

Para a fibroplasia esclerosante eosinofilica felina a média de
idade foi de 6,4 +4,5. O desvio padrao nao foi calculado para as
amostras diagnosticadas como linfangiectasia intestinal e DIl
neutrofilica, porque ambas foram representadas porapenas um caso, a
idade dos pacientes era de 7 e 10 anos, respectivamente.

Os dados relativos a distribuicdo da média e desvio de idade de

acordo com cada diagndstico histologico é apresentada no Gréfico 3.

Grafico 3 — Distribuicdo da idade (média e desvio) de acordo com cada
diagndstico histoldgico oriundo de amostras intestinais felinas.
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2.4.5 Distribuicdo de racas de acordo com o diagnostico

A predominancia racial de cada grupo diagnéstico foi analisada,
para tal é importante reforcar que os gatos sem raca definida (SRD),
representaram 73,68% das amostras (n=224) desse estudo.

Para o grupo linfoma intestinal de baixo grau (n=32), a raca mais
predominante foi o SRD correspondendo a 84,37% (n=27), seguida pelo
persa representado 6,25% (n=2) e o siamés também representando 6,25%
(n=2) das amostras, em uma amostra (3,12%) a raca do paciente nao
estava informada.

No grupo linfoma intestinal de alto grau (n=31), o SRD
correspondeu a 80,65% (n=25) das amostras, 0 persa representou 9,68%
(n=3) e o siamés contribuiucom 6,45% (n=2) dos casos, em uma amostra
a raca do paciente ndo era informada.

Para o grupo carcinoma intestinal (n=36), 77,78% (n=28) dos
pacientes eram SRD, 8,33% (n=3) eram siameses, 0 pelo curto brasileiro
e o British contemplaram 1caso cada um (2,78%). Em 3 amostras (8,33%)
desse grupo a racga nao foi informada.

No grupo mastocitoma intestinal 100% (n=3) das amostras eram de
pacientes SRD. Para os sarcomas intestinais (n=9), 88,89% (n=8) dos
afetados era do grupo SRD e apenas um (11,11%) era persa. Nas
neoplasias indiferenciadas de células redondas (n=5), 80% (n=4) dos
pacientes eram SRD e apenas um (20%) era persa.

No grupo DIl linfoplasmocitaria (n=130), os animais SRD
representaram 70,54% (n=91) dos casos, 0S persas vieram na sequéncia
com 17,83% (n=23) dos casos, seguidos pelo siamés com 2,33% (n=3),
ragdoll, himalaia e pelo curto brasileiro representaram 1,55% (n=2) cada
um, enquanto o bengal, exotico de pelo curto e sagrado da birmania
representaram 0,78% (n=1) cada um. Nesse grupo, 3 amostras (2,33%)
nao possuiam identificacdo quanto a raca.

No grupo DIl mista (n=23), 56,52% (n=13) dos pacientes eram

SRD, na sequéncia predominam os siameses com 13,04% (n=3), o0s
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persas representaram 8,69% (n=2), american short hair, himalaio e maine
coon representam 4,35% (n=1) cada um.

Duas amostras (8,69%) ndo possuiam identificacdo quanto a raca.
Na DIl eosinofilica (n=10), 70% (n=7) dos pacientes eram SRD, os
restantes eram um siamés (10%), um persa (10%) e um exotico de pelo
curto (10%). Na DIl granulomatosa (n=2), ambos 0s casos ocorreram em
pacientes SRD. A DIl neutrofilica teve apenas um paciente diagnosticado,
e esse era SRD.

Com relacéo a fibroplasia esclerosante eosinofilica intestinal (n=5),
2 pacientes (45%) eram da raca himalaia, 2 (45%) eram persas e 1
paciente era ragdoll. O grupo Borderline (n=16) foi representado por
87,5% (n=14) de SRD’s e 12,5%(n=2) de siameses. O Unico paciente

diagnosticado com linfangiectasia intestinal era SRD.

2.4 DISCUSSAO

Nesse ensaio, as lesbes foram agrupadas em 3 diferentes grupos
de acordo com sua origem, em lesBes inflamatorias, neoplasicas ou
borderlines. Ao se comparar as médias de idade dos grupos, verificou-se
gue os pacientes do grupo de lesBes neoplasicas apresentaram uma
maior média de idade em relacdo aos pacientes do grupo de lesdes
inflamatorias, conforme ja relatado por outros autores (Norsworthy et al.,
2015).

O grupo borderline, caracterizado pela presenca de infiltrado
linfoplasmocitario no qual ndo se podia diferenciar entre doenca
inflamatoria e linfoma de baixo grau, ndo apresentou uma diferenca de
idade estatisticamente significativa em relagdo aos grupos de lesbes
neoplasicas e ndo neoplasicas.

Esse estudo identificou uma alta prevaléncia de lesGes de origem
inflamat6ria acometendo o trato gastrointestinal felino, com a DIl
linfoplasmocitaria sendo o principal diagndéstico histolégico encontrado.

A DIl linfoplasmocitaria é o tipo de lesdo inflamatoria mais prevalente
no intestinode cées e gatos (Hall & German, 2008; Kleinschmidt et al.,
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2010; Garcia-Sancho et al., 2011; Gaschen, 2011; Maeda et al., 2012;
Rossi et al.,, 2015). No estudo de Gameiro e colaboradores (2016)
evidenciou-se que 63,6% dos diagnoésticos histologicos de amostras
intestinais felinas eram compativeis com infiltrado inflamatério.

Os dados publicados por Kleinschmidt et al (2010) também
demonstraram um predominio das lesdes inflamatérias, de 43 amostras
de biopsias intestinais de espessura total em gatos, 46,5% delas foram
classificadas como lesdes inflamatdrias ou de origem ndo neoplasica,
com as infiltragcbes linfoplasmocitarias sendo as lesées mais
frequentemente encontradas.

Para interpretacdo desses resultados € importante considerar que o
diagndstico final de DIl linfoplasmocitéria passa pela exclusdo de outras
potenciais causas de infiltracdo inflamatéria (Barrs e Beatty, 2012; Baral,
2012).

Considera-se que antes da coleta de biopsias intestinais, diversas
outras condigcbes como disbhiose, infeccbes cronicas (Histoplasmose,
toxoplasmose, parasitas), intolerancia alimentar ou hipersensibilidade
alimentar tenham sido descartadas pelo clinico (Baral, 2012), ja que
essas alteracfes sdo causas reconhecidas para inducdo da infiltracao
de células inflamat6rias em mucosa intestinal (Jergens et al., 1992; Scott
et al., 2011).

O termo triade ou triadite felina descreve a infiltracdo inflamatoria
concomitante de mucosa intestinal, pancreas e sistema hepato-biliar,
culminando em doenca inflamatoria intestinal, pancreatite e colangite,
respectivamente (Simpson, 2015).

A avaliacdo concomitante das amostras extra-intestinais nao era o
foco do nosso estudo, porém, diante da suspeita de DIl, a coleta de
amostras de pancreas e figado, pode auxiliar no direcionamento do
diagnostico.

No estudo de Kleinschmidt et al (2010), dentre os pacientes que
apresentavam diagnéstico compativel com doenca inflamatoria intestinal

linfoplasmocitaria, em trés casos a coleta de amostras extra-intestinais

53



confirmou o diagndstico de triade felina.

Nesse ensaio, a idade média ao diagnostico de DIl linfoplasmocitéria
foi 6.73 (intervalo 10 meses a 17 anos), compativel com a faixa etéria
considerada predisposta pela literatura, que sdo animais de meia-idade a
idosos (Reche Junior e Del Barrio, 2003; Jergens et al., 2010).

Gatos de todas as racas podem ser acometidos, embora o0s
siameses e outras ragas como O persa e 0 asiatico parecam super-
representadas em alguns estudos (Guilford et al.,1996; Fergunson e
Gaschen, 2009; Jergens, 2012).

Em nossa coorte, 70,54% dos gatos com DIl linfoplasmocitaria
eram SRD e figurando em segundo lugar os persas com 17,83% dos
casos, isso pode ser explicado em partes pela alta popularidade dos gatos
sem raga definida no Brasil, em nosso estudo, das 304 amostras totais,
224 (73,68%) pertenciam a pacientes SRD.

As lesBes neoplasicas que acometem o intestino felino séo
consideradas raras (Suwa e Shimoda, 2017), com excec¢ao dos linfomas
localizados em TGI que representam de 44%-63% de todos os tumores
intestinais felinos (Brodey, 1966; Bonfanti et al.,, 2006; Risseto et al.,
2011).

Nesse estudo, as lesdes neoplasicas corresponderam a 38,16% de
todos os diagndésticos, e dentre as neoplasias intestinais felinas, os
linfomas foram os mais prevalentes, correspondendo a 54,31% de todos
os diagndsticos neoplasicos.

Esse dado corrobora com o estudo de Gameiro (2016) no qual o
linfoma intestinal também predominou como principal tipo de tumor que acomete
essa regido anatbmica, correspondendo a 67,5% dos diagndsticos
neoplasicos no intestino felino.

Em nosso ensaio, a distribuicdo de linfomas de baixo e grau alto
foram semelhantes, sendo que os linfomas de baixo grau corresponderam
a 27,59% dos casos e os linfomas de alto grau a 26,72%.

A diferenciagéo histologica entre linfoma de baixo e alto grau é

simples, os linfomas de alto grau possuem linfécitos de tamanho
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intermediario a grandes e alto indice mitotico, enquanto os linfomas de
baixo grau séo constituidos por pequenos linfécitos com baixo indice
mitotico (Kiupel et al., 2011).

A maior dificuldade enfrentada por clinicos e patologistas é a
diferenciacdo do linfoma de baixo grau e da DIl linfoplasmocitaria, ja que
ambos compartilham achados clinicos e histologicos semelhantes
(Marsilio, 2021).

A diferenciacdo entre LIBG e DIl linfoplasmocitaria € muito
importante devido asdiferentes abordagens terapéuticas e o diferente
progndstico proposto para cada afeccao.

Um agravante que pode confundir ou complicar ainda mais o
diagnéstico é a possibilidade da DIl linfoplasmocitaria ser uma
manifestacdo prévia do linfomaintestinal (McGain, 2009) ou da possivel
transformacéo da DIl linfoplasmocitaria em linfoma (Hall, 2007; Gieger,
2011).

No presente estudo, a média de idade ao diagndstico de LIBG foi de
11,7 anos (intervalo 7-17 anos), corroborando com dados publicados na
literatura, que apontam que os linfomas de baixo grau acometem
especialmente pacientes idosos, com idade média relatada de 12,5 anos
(Kiselow et al., 2008; Lingard et al., 2009; Stein et al., 2010).

Ao se comparar com o LIBG, a média de idade ao diagnostico de
DIl linfoplasmocitaria foi consideravelmente inferior (6,7 anos) e inferior
também a média de idade relatada na literatura que é de 8 anos (Waly et
al., 2004; Janeczko et al., 2008; Jergens et al., 2010; Marsilio et al., 2019).

Entretanto, analisando-se o0s intervalos de idade descritos,
evidencia-se que a faixa etaria de ambos os disturbios tende a se
sobrepor, conforme ja foi relatado por outros autores (Marsilio, 2021).

Em nosso ensaio, os adenocarcinomas foram o principal tipo de
tumor nao linfoide que afeta que o trato gastrointestinal felino,
corroborando com dados ja publicados na literatura (Risseto et al., 2011;
Suwa e Shimoda, 2017).

Eles representaram 31% dos diagnosticos neoplasicos, sendo o
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segundo tipo de tumor mais comumente identificado nas biopsias
intestinais felinas , semelhante aos achados de Gameiro (2016) no qual
0s adenocarcinomas representaram 30,2% dos diagndsticos neoplasicos.

Os adenocarcinomas comumente afetam o intestino delgado
(Czajkowski et al., 2022) e a idade média ao diagnostico de
adenocarcinoma intestinal encontrada nesse ensaio  foi de 10,4 anos,
compativel com a média descrita na literatura que aponta idade média ao
diagndstico variando entre 8,7 a 11,3 anos (Birchard et al., 1986; Patnaik
et al.,1976), entretanto, no estudo de Green e colaboradores (2011) a
meédia de idade dos pacientes acometidos pelo adenocarcinoma intestinal
foi de 14 anos.

Corroborando com o0s nossos achados, no estudo de Green e
colaboradores (2011), o gato doméstico de pelo curto, ou também
nomeado como gato sem raca definida, foi o0 mais prevalente para o
diagndstico de adenocarcinoma intestinal.

Nesse ensaio, percebemos que a segunda raca mais prevalente
para esse diagnostico foi o siamés. Historicamente, os gatos siameses
ganham destaque na prevaléncia dos adenocarcinomas intestinais
(Birchard et al., 1986; Patnaik et al., 1975; Turk et al., 1981; Cribb et al.,
1988; Rissetto et al., 2011; Czajkowski et al., 2022).

Curiosamente, os sarcomas intestinais felinos foram o terceiro tipo
neoplasico mais comumente diagnosticado nessa coorte, dentre o0s
principais tipos histolégicos agrupados nesse grupo estdo o
leiomiossarcoma, tumor  gastrointestinal  estromal (GIST) e
hemangiossarcoma intestinal.

O hemangiossarcoma primario do intestino é considerado raro na
espécie felina (Patnaik e Liu, 1977; Scavelli et al., 1985; Sharpe et al.,
2000), bem como o GIST (Won et al., 2017). O leiomiossarcoma intestinal
€ uma neoplasia de musculatura lisa considerada incomum na espécie,
sendo muito mais pesquisada na espécie canina devido a maior
prevaléncia (Munday et al., 2017).

No estudo de Rissetto e colaboradores (2011), dentre as 1.129
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amostras intestinais felinas, nenhum GIST foi identificado, e apenas 14
amostras (1,2%) correspondiam ao diagndstico de leiomiossarcoma, que
se localizava especialmente em estdmago e intestino delgado.

Os sarcomas intestinais de forma geral n&o apresentaram
predisposicdo racial ou sexual definida, e assim como em outras
neoplasias 0s animais mais acometidos sdo geriatricos, com meédia de
idade de 12 anos para o leiomiossarcoma intestinal (Barrand e
Scudamore, 1999). Em nosso estudo, a faixa etaria média dos pacientes
agrupados no grupo sarcomas intestinais foi de 8.71+4.23 anos.

Nossos achados sobre a prevaléncia dos mastocitomas intestinais
felinos, contrastam com dados epidemioldgicos previamente publicados,
nos quais esse tipo neoplasico, apesar de incomum, figura entre os trés
tumores mais comuns no TGI felino (Vail et al., 1997; Head et al., 2002;
Bonfanti et al.,2006; Risseto et al., 2011) .

No presente estudo, a prevaléncia dos mastocitomas intestinais foi
considerada baixa, correspondendo a apenas 2,59% dos casos
neoplasicos, enquanto no estudo de Risseto et al (2011), os
mastocitomas intestinais corresponderam a 4% das neoplasias intestinais
em gatos.

N&o existe uma predisposicdo racial ou sexual definida para
ocorréncia dos mastocitomas intestinais, mas 0s gatos geriatricos tendem
a ser os mais afetados, nesse ensaio a média de idade foi de 11,67 anos.

No estudo de Halsey et al (2010) a média de idade para o
diagnoéstico de mastocitoma intestinal esclerosante felino foi de 8 anos,
enquanto no estudo de Barrett et al (2017) a idade média ao diagndstico
foi de 13 anos, ja no estudo de Risseto et al (2011) 65% dos casos de
mastocitoma intestinal foram diagnosticados em felinos de 11-15 anos de
idade, com média de 12,5 anos.

A fibroplasia eosinofilica esclerosante felina (FEEF) é um
diagndstico diferencial para a presenca de massas localizadas em TGI.
Nesse estudo o diagnostico de FEEF correspondeu a 1,65% (n=5) do

total de amostras e 2,91% das lesdes classificadas como néao
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neoplasicas.

Trata-se de uma afeccédo idiopatica que macroscopicamente pode
ser confundida com linfomas, adenocarcinomas ou granulomas, e
microscopicamente tém como diagnostico diferencial os mastocitomas
intestinais esclerosantes, fibrossarcomas e osteossarcomas extra-
esqueléticos (Linton et al., 2015).

Por esse motivo, consideramos pontuar a incidéncia da fibroplasia
esclerosante nessa coorte, justamente porque essas lesdes podem
mimetizar lesdes neoplasicas e confundir o clinico. Em um estudo que
envolveu 25 gatos, 24% dos pacientes foram eutanasiados devido a
aparéncia maligna da lesao visualizada durante a laparotomia (Craig et
al., 2009).

Grau-Roma e colaboradores (2014) descreveram um caso de um
paciente felino, persa, de 9 anos que apresentava uma massa de 10 cm
na regido entre piloro e duodeno proximal, histologicamente compativel
com FEEF. Esse caso foi o primeiro caso descrito da ocorréncia de FEEF
associada com a presenca de infec¢do fungica, sinalizando a importancia
da investigagéo de doengas concomitantes.

No presente estudo, 5 pacientes foram diagnosticados com FEEF,
sendo 3 machos e 2 fémeas, todos de raca pura, sendo 2 himalaios, 2
persas e 1 ragdoll, a média de idade ao diagnostico de 6,7 anos
(intervalo de 3 a 11 anos).

Enquanto no estudo de Weissman e colaboradores (2012) 4
pacientes foram diagnosticados com FEEF, eram 3 machos e 1 fémea, a
meédia de idade ao diagndstico foi de 8 anos (intervalo de 5 a 11 anos).

No estudo de Linton e colaboradores (2015), haviam treze
pacientes com diagndstico histolégico de FEEF, desses 9/13 eram
machos, a idade média dos pacientes era de 7 anos (intervalo de 2 a 11
anos) e os ragdolls foram significativamente representados.

Em relag&o aos dos métodos de obtencdo das amostras intestinais,
no presente estudo, a laparotomia, a enterectomia e a colectomia foram

agrupadas no mesmo grupo, nomeado como laparotomia.
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Esse grupo foi o mais numeroso, das 304 amostras, 0
correspondente a 57,23% (n=174) foram incluidas no grupo laparotomia,
36,18% (n=110) eram do grupo endoscopia, em 2,63% (n=8) o diagndstico
foi obtido por revisdo de blocos de parafina enviados para andlise, nos
guais a informacéo sobre o método de obtencdo da amostra ndo estava
disponivel.

Em 1,65% (n=5) dos casos a amostra foi coletada pela associacéo
de endoscopia e colonoscopia e em outros 1,65%(n=5) a colonoscopia foi
0 método eleito. Em apenas 0,66% (n=2) dos casos a amostra foi obtida
apos necropsia.

No estudo de Gameiro (2016) 52% das amostras gastrointestinais
de cées e gatos foram coletados através de endoscopia gastrointestinal
alta e baixa, porém a laparatomia com enterectomia e colectomia foram
métodos mais realizados empacientes felinos em relacdo aos caninos.

A coleta de amostras de espessura total € especialmente indicada
nos casos de doencas inflamatérias ou neoplasicas do trato
gastrointestinal felino (Gaschen, 2011), a maior desvantagem das
biopsias endoscopicas € a limitacdo da selecdo de locais a serem
biopsiados e o fato de permitirem avaliagdo apenas da camada mucosa
(Evans et al., 2006; Kleinschmidt et al., 2006).

Além disso, o LIBG frequentemente é uma doenca difusa que afeta
mais de uma regido do TGI felino de forma concomitante, o
comprometimento da regido de jejuno e ileo costuma estar presente em
90% dos casos (Evans et al., 2006; Lingard et al., 2009; Briscoe et al.,
2011; Paulin et al.,, 2018). No estudo de Freiche et al (2021), 22% dos
linfomas de baixo grau foram identificados no ileo.

Portanto, a obtencdo de amostras de jejuno e ileo é sempre que
possivel indicada, para aumentar a acuracia diagnoéstica, nesse sentido,
as biopsias endoscoépicas possuem a grave limitacdo de alcangar apenas o
jejuno proximal, e paratal, serem dependentes do tipo de aparelho e do
operador (Moore et al., 2012; Paulinet al., 2018).

Esse estudo possui algumas limitacdes, iniciando-se pela sua
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natureza retrospectiva. As informacfes obtidas das requisicOes
laboratoriais ndo eram completas em todos os casos, além disso, dados
relacionados a apresentacgdo clinica, evolugdo e métodos de tratamento
empregados previamente & biopsia ndo estavam disponiveis.

Como o diagnostico de DIl € um diagnostico de exclusao, para tal,
uma abordagem sequencial que envolve a exclusdo de outras causas
relacionadas com aaquisi¢éo de infiltrados inflamatorios deve ser adotada,
infelizmente, esses dados clinicos ndo compuseram nosso banco de
dados, e a morfologia e arquitetura celular foram as principais ferramentas
empregadas para obter o diagnadstico.

Entretanto, esse estudo evidencia o0s principais diagnosticos
histol6gicos obtidos de uma coorte numerosa de pacientes felinos
submetidos a biopsias intestinais no Brasil, em um contexto em que
dados epidemiolégicos brasileiros publicados acerca do tema séo

considerados escassos.

2.5 CONCLUSOES

Esse estudo retrospectivo epidemiolégico avaliou 304 registros
histopatoldgicos de amostras intestinais felinas e verificou que as lesbes
de origem inflamatéria foramas mais prevalentes, representando 56,58%
dos casos, na sequéncia as lesdes neoplasicas figuraram com 38,16%.
As lesdes classificadas como borderlines representaram 5,26% dos
casos, nas quais, a diferenciacdo entre LIBG e DIl linfoplasmocitaria nao
foi definitiva, e o0 exame imunoistoquimico era fortemente sugerido para
complementacao diagnostica.

Dentre todas as amostras intestinais felinas, o diagndstico
histolégico mais prevalente foi de DIl linfoplasmocitaria correspondendo a
42,76% de todos os diagnodsticos, enquanto dentre os diagnosticos
neoplasicos, o linfoma intestinal foi o0 mais prevalente correspondendo a
54,3% de todos os tumores que afetam o TGl felino.

Ao segregar os tipos de linfomas em baixo e alto grau, o
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diagnostico neoplasico mais comum foi de adenocarcinoma intestinal
(11,84%), seqguido linfoma intestinal de baixo grau (10,53%) e pelo linfoma
intestinal de alto grau (10,2%), curiosamente, nesse estudo, 0S sarcomas
intestinais (2,96%) foram mais prevalentes em relacdo aos mastocitomas
intestinais (0,99%).

Ao se comparar as médias de idade nos grupos de lesbes
neoplasicas, ndo neoplasicas e borderline, verificou-se que houve
diferenga significativamente estatistica entre as idades dos pacientes
agrupados nos grupos de lesdes neoplasicas x ndo neoplasicas, com 0s
pacientes do grupo de lesdes neoplasicas apresentando uma maior
média de idade. O grupo borderline ndo apresentou uma diferenca de
idade estatisticamente significativa em relagdo aos grupos de lesdes
neoplasicas e ndo neoplasicas.

A idade média ao diagnostico de DIl e LIB foram respectivamente
11,9 e 5,5 anos, porém, a faixa etaria de ambos os disturbios tendem a se
sobrepor, o0 paciente mais jovem com LIBG tinha 7 anos e o mais idoso
tinha 17 anos, enquanto no grupo DIl o paciente mais jovem tinha 10
meses e 0 mais idoso tinha 17 anos.

No que se refere aos métodos de obtencdo de amostras intestinais
felinas, a laparotomiafoi 0 método eleito na maioria dos casos (57,23%),
isso pode em partes justificar o baixo niumero de pacientes classificados
no grupo Borderline (5,25%), em que a diferenciagéo de DIl e LIBG nao
pdéde ser garantida apenas pela andlise isolada da morfologia e
arquitetura celular.

Esses dados possibilitam compreender a distribuicdo das lesdes
histopatolégicas que acometem o trato gastrointestinal felino,
demonstrando a prevaléncia das infiltracdes inflamatérias e a

caracterizacdo dos principais tumores que afetam esse sitio anatémico.
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CAPITULO 3 — AVALIACAO DA IMUNOEXPRESSAO DE CD3 E K67
NA DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL LINFOPLASMOCITARIA E
NO LINFOMA INTESTINAL DE BAIXO GRAU T EM FELINOS

3.1 INTRODUCAO

A doenca inflamatoria intestinal linfoplasmocitaria (DIl) e o linfoma
intestinal de baixo grau (LIBG) constituem duas das principais
enteropatias felinas, e possuem grande importancia na medicina felina
devido a alta prevaléncia (Al-Ghazlatet al., 2013; Marsilio, 2021).

Ambos os disturbios compartilham diversas semelhancas entre si,
seja em ambito clinico, laboratorial, ultrassonografico ((Kiupel et al., 2011;
Moore et al., 2012;Daniaux et al., 2014) e até mesmo histopatologico.

Os achados histologicos tendem a ser muito similares, com a
presenca de massiva populacdo de pequenos linfocitos infiltrados. Muitos
estudos tém apontado a presencaconcomitante de sinais histologicos de
inflamacdo linfoplasmocitaria e linfoma intestinal de baixo grau,
ressaltando a possibilidade de progressdo de DIl para LIBG (Marsilio,
2021) e de ambas as afeccdes serem contiguas (Freiche et al., 2021b).

Além desses fatores, o alto nivel de variabilidade interobservadores
ja constatada nesse tipo de analise também pode atrasar ou confundir o
diagnostico (Willard et al., 2002; Jergens et al., 2014).

A correta e precoce diferenciacdo de ambas as doencas afeta
diretamente no tratamento e progndstico dos afetados, para tal, o0 exame
imunoistoquimico (IHQ) é uma ferramenta diagnoéstica adicional que deve
ser empregada para auxiliar nesse processo.

A imunofenotipagem dos linfomas pode ser considerada como uma
etapa crucial na definicdo do tratamento e progndstico desses tumores
(Moore et al., 2012;Paulin et al.,2018; Freiche et al., 2021a).

Os linfomas alimentares podem ser classificados de acordo com
seu grau histologico (baixo, intermediario e alto), tamanho celular

(pequenas ou grandescélulas) e fenétipo dos linfocitos neoplasicos (T ou
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B) (Moore et al., 2011; Barrs e Beatty, 2012; Willard, 2012; Chino et al.,
2013; Wolfesberger et al., 2017).

Sabidamente a maioria dos linfomas de baixo grau que afetam o
trato gastrointestinal felino sdo linfomas de baixo grau e imunofendtipo T
(LIBG-T) (Waly etal., 2005; Sabattini et al.,, 2016), ou seja, as células
neoplésicas sd@o originarias de uma unica linhagem celular que séo os
linfécitos T (CD3 +).

Na DIl linfoplasmocitaria, a populacdo celular € mista, contendo
diversos tipos celulares como plasmacitos e linfocitos de linhagem T e B,
mas os linfécitos CD3+ possuem uma baixa expressao (Freiche et al.,
2021b).

Estudos anteriores demonstram em que 15,6% a 45,8% dos
pacientes inicialmente diagnosticados com DIl linfoplasmocitaria por meio
da histopatologia, foram reclassificados para o diagnostico de LIBG apéds
IHQ, ou vice e versa (Waly et al., 2005; Briscoe et al., 2011; Kiupel et al.,
2011; Sabattini et al., 2016; Chow et al., 2021).

O indice de proliferacdo de Ki67 € uma ferramenta prognostica e
preditiva empregada em diversas neoplasias caninas e felinas (Bergin et
al., 2011; Hughes et al., 2012; Soares et al., 2016; Machado et al.; 2017,
Patruno et al., 2020; Burrai et al., 2022) recentemente, seu papel na
diferenciacdo de distirbios inflamatérios e neoplasicos que acometem o
trato gastrointestinal felino comecou a ser investigado (Freiche et
al.,2021b).

Nosso objetivo é avaliar e comparar a sensibilidade do exame
histopatoloégico e imunoistoquimico em fornecer o diagnostico e a
diferenciacdo entre a DIl linfoplasmocitaria e LIBG-T, confrontando os
resultados obtidos pela histopatologia e imunohistoquimica com CD3 e
Ki67, com a finalidade de investigar o potencial papel do indice de

proliferacdo Ki67 para diferenciagdo de ambas as afeccoes.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Selecédo de amostras

Selecionou-se cortes histolégicos corados com hematoxilina eosina
(HE) oriundos do banco de dados do laboratério VETPAT, localizado em
Campinas-SP, com diagnéstico histologico de DIl linfoplasmocitaria e
LIBG, correspondentes ao periodo de 01/01/2017 até 30/12/2018.

Aleatoriamente, 25 amostras com diagnéstico histopatologico
prévio de DIl linfoplasmocitaria foram alocadas no Grupo A e 25 amostras
com diagndstico histopatoldgico prévio de LIBG foram alocadas no Grupo
B, e posteriormente esses cortes foram desparafinizados, processados e
submetidos a técnica de imunoistoquimica.

Os critérios histolégicos empregados para diferenciar LIBG de DIl
previamente descritos foram adotados nesse ensaio (Day et al., 2008;
Kiupel et al., 2011, Freiche et al., 2021).

No LIBG a principal caracteristica histologica é a infiltracdo de
pequenos linfécitos monomaorficos em lamina propria e epitélio, em todos
os casos a profundidade dessa infiltracdo foi avaliada. As infiltracbes
profundas em camadas submucosa, muscular e serosa s&o mais
frequentes no LIBG em relacdo a DIl linfoplasmocitaria, que costuma
exibir principalmente infiltracdo em camada mucosa (Briscoe et al., 2011).

Achados como atrofia vilosa, presenca de ninhos ou placas de
linfocitos intraepiteliais, infiltracdo intravascular, criptite linfocitica ou
hiperplasia criptal compensatdria sdo comuns na histopatologia do LIBG,
além disso, nos casos de DIl o indice mitético tende a ser inferior do que
nos linfomas (Kiupel et al., 2011) e ha uma maior propor¢cdo de células
inflamatorias (plasmacitos, neutrofilos, eosinofilos).

Resumidamente, a categorizacdo microscopica foi padronizada
com base nas diretrizes da WSAVA para o diagnostico de inflamacgéo
gastrointestinal (Day et al., 2008), em todos 0s casos, a arquitetura de todo
o tecido foi avaliada de forma conjunta e minuciosa para fornecer uma

conclusao diagndstica.
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3.2.2 Técnica de imunoistoquimica

A técnica de imunohistoquimica foi realizada pelo Laboratorio
VETPAT, Campinas-SP. Os blocos de parafina foram submetidos a cortes
de trés micrometros e posteriormente montados em laminas silanizadas
(Starfrost - Knittel).

A imunomarcacdo do anticorpo anti-CD3 foi realizada para
identificar a linhagem de células T (diluicdo 1:300, F7.2.38, Dako
Cytomation, Santa Clara, Califérnia). E anticorpos MIB-1 foram eleitos
para avaliacdo do indice de proliferacdo KI-67 (diluicdo 1:300, MIB-1,
DakoCytomation, Santa Clara, Califérnia).

Todos os cortes foram submetidos a desparafinizacdo e
hidratacdo. A recuperacdo antigénica do CD3 foi realizada com solucéo
de citrato em pH 5,6, enquanto a recuperacdo antigénica do Ki67 foi

realizada com EDTA em pH 8,9, conforme ilustrado na Tabela 7.

Tabela 7 - Especificagbes dos anticorpos, diluicbes e tipo de
recuperacdo antigénica empregados nos procedimentos de
imunoistoquimica em casos de linfoma felino.

Clone Marca Diluicdo Rec. Antigénica PH Incubacdo Cromdégeno

CD3 F7.2.38 Dako 1:300 Citrato 5,60 Overnight DAB*
KI67 Mib-1  Dako 1:300 EDTA 8,90 Overnight DAB*

*DAB: 3,30 - Diaminobenzene (Dako)

Posteriormente, todos os cortes foram submetidos ao vapor
amido por 20 minutos. Foi utilizado kit comercial de estreptavidina-
biotina-peroxidase (Dako) para identificar os locais de ligacdo ao
anticorpo. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com solugéo
de blogueio pronta para uso (Novocastra) seguindo as indicacdes do
fabricante.

Em seguida, realizou-se o bloqueio de reac¢fes inespecificas com

protein block (Novocastra) e as amostras foram incubadas com os



anticorpos primarios, em geladeira, durante toda a noite (overnight).

Os anticorpos secundarios (Dako) foram empregados e a
revelacdo das coloracdes foi realizada através da solugdo de
cromogénico diaminobenzidina (DAB) (Novolink). A solugcdo de
hematoxilina de Harris foi utilizada como contra-coloracéo.

Como controles positivos, utilizou-se linfonodos sabidamente
positivos para CD3 e para o MIB-1 (Ki67). A substituicdo dos anticorpos

primarios por diluentes resultou nos controles negativos.

3.2.3 Avaliagdo imunoistoquimica

A avaliacdo imunoistoquimica eleita foi a semi-quantitativa (Freiche
et al, 2021a), com auxilio da microscopia de Iluz, elegeu-se
aleatoriamente areas positivas na objetiva de 10x e posteriormente, na
objetiva 40x, com a finalidade de realizar a analise percentual das células
marcadas.

Todas as laminas de IHQ foram avaliadas por um patologista
experiente, sem conhecimento prévio do diagndstico histopatol6gico.

O diagnostico de linfoma de baixo grau foi atribuido quando 70%
ou mais das células neoplasicas exibiam imunomarcacdo positiva para
CD3 (marcadores de células T), conforme relatado por outros autores. Os
casos de imunomarcacao de CD3 inferior a 70% eram classificados pela
IHQ como DIl linfoplasmocitéaria.

A contagem celular do Ki67 foi realizada em epitélio e lamina
propria, por meioda estimativa visual e percentual de ndcleos marcados

positivamente.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa IBM
SPSS Statistics26 (Nova lorque, Estados Unidos) e considerou-se nivel
de confianca de 95% para todos os testes realizados. Os dados referentes
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a sexo, raca, localizacdo da alteracdo, geolocalizacdo dos pacientes
inclusos, método de colheita para biépsia, imunomarcacédo de CD3, e
Ki67 em epitélio e lamina foram descritos em numero e porcentagem.
Foram calculadas as médias e desvios-padrdes das idades de ambos os
grupos (DIl e LIBG) e a diferenca entre as médias das idades foi obtida por
teste Ude Mann-Whitney.

A concordancia entre o0s resultados histopatologicos e
imunohistoquimicos foi verificada por meio de teste de Kappa. Ainda,
analisou-se a diferenca de médias entre os valores de ki67 de epitélio e
lamina propria entre os grupos DIl e LIBG por meio deteste U de Mann-
Whitney.

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Dados epidemiolégicos da populagéo do grupo DIl

diagnosticado por histopatologia

A populacdo desse estudo foi constituida por 25 amostras intestinais
de pacientes felinos que foram previamente diagnosticados com DIl
linfoplasmocitaria (Grupo A) e 25 amostras intestinais de pacientes felinos
previamente diagnosticados com LIBG (Grupo B) que foram
posteriormente submetidas a técnica imunoistoquimica.

No grupo A, composto por pacientes histologicamente
diagnosticados com DIl linfoplasmocitaria, 60% (n=15) dos pacientes

eram machos e 40% (n=10) eram fémeas, conforme ilustra a Tabela 8.

Tabela 8 — Distribuicdo sexual dos pacientes felinos alocados no Grupo A
(Doenca inflamatoria intestinal linfoplasmocitaria) pela histopatologia.

Sexo NuUmero de pacientes (%)
Fémeas 10 40
Machos 15 60

Total 25 100
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Acerca da distribuicéo racial, o grupo A era composto por 68%(n=17)
de gatos SRD, 24% (n=6) eram persas, havia um paciente da raca Bengal
(4%) e um outro daraca Ragdoll (4%). A média de idade para esse grupo,
foi de 7.23 = 5.06 anos (idadevariando de 10 meses a 17 anos).

Em relacdo ao segmento amostrado, 88%(n=22) das amostras eram
do intestino  delgado (duodeno, jejuno e/ou ileo) e apenas 12% (n=3)
foram oriundas de intestino grosso (co6lon), conforme ilustra a Tabela 9.
Das 22 amostras provenientes de intestino delgado, apenas 16%(n=4)
continham amostras de linfonodos mesentéricos adjacentes, nenhuma

amostra de intestino grosso continha linfonodo adjacente para avaliacao.

Tabela 9 — Distribuicdo dos segmentos intestinais dos pacientes felinos
alocados no Grupo A (Doenca inflamatoria intestinal linfoplasmocitaria)
pela histopatologia.

Segmento Intestinal Numero de amostras (%)
Intestino delgado 22 88
Intestino grosso 3 12
Total 25 100

O método de obtencdo da amostra intestinal mais prevalente foi a
laparotomia em 52% (n=13) dos pacientes, seguido pela endoscopia em
44% (n=11), em um paciente (4%) a endoscopia e a colonoscopia foram
realizadas de forma simultdnea. A Tabela 10 ilustra as formas de

obtencao de amostras no Grupo A.

Tabela 10 — Distribuicdo dos métodos de obtencéo das amostras intestinais
felinas do Grupo A (Doenga inflamatoria intestinal linfoplasmocitaria) pela
histopatologia.

Método de obtengéo Numero de amostras (%)
Endoscopia 11 44
Endoscopia e colonoscopia 1 4

Laparotomia 13 52

Total 25 100
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3.4.2 Dados epidemiolégicos da populagéo do grupo LIBG

O Grupo B foi constituido por 25 pacientes que foram
histologicamente diagnosticados com LIBG, 56% (n=14) eram machos e

44% (n=11) eram fémeas, a Tabela 11 ilustra a distribuicdo sexual desse

grupo.

Tabela 11 — Distribuicdo sexual dos pacientes felinos alocados no Grupo B
(Linfoma intestinal de baixo grau) pela histopatologia.

Sexo NuUmero de pacientes (%)
Fémeas 11 44
Machos 14 56
Total 25 100

A idade média desse grupo foi de 12.32 + 2.83 anos (idade variando
de 7 a 17 anos). Em relacdo a distribuicdo racial, 84% (n=21) dos
pacientes eram sem SRD, 8% (n=2) eram persas e outros 8%(n=2) eram
siameses, conforme ilustra a Tabela 12.

Tabela 12 — Distribuicao racial dos pacientes felinos alocados no Grupo B
(Linfoma intestinal de baixo grau) pela histopatologia.

Raca NUmero de amostras (%)
Persa 2 8
Siamés 2 8
SRD 21 84
Total 25 100

No Grupo B, 100% das amostras correspondiam aos segmentos
correspondentes ao intestino delgado (duodeno, jejuno e/ou ileo). Dessas,

28% (n=7) das amostras continham linfonodo mesentérico adjacente.

Em relacdo ao método de obtencédo das amostras a laparotomia foi o
meétodo eleito em 88% (n=22) dos casos, e a endoscopia foi realizada em
apenas 12% (n=3), a Tabela 13 ilustra a distribuicdo de métodos de

obtencao das amostras intestinais no Grupo B.
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Tabela 13 — Distribuicdo dos métodos de obtencdo das amostras intestinais
felinas do Grupo B (Linfoma intestinal de baixo grau).

Método de obtencao NuUmero de amostras (%)
Endoscopia 3 12
Laparotomia 22 88
Total 25 100

3.4.3 Analise imunoistoquimica de CD3 no grupo DIl e LIBG

Para o Grupo A, em 32%(n=8) dos casos, o diagnostico definitivo
mudou de DIl linfoplasmocitaria para LIBG ap0s a realizacdo de exame
imunoistoquimico. A imunomarcagdo de CD3 foi considerada inferior a
70%, confirmando o diagndstico prévio em 68% (n=17) dos casos. A

Tabela 14 ilustra a imunomarcacéo de CD3 no Grupo A.

Tabela 14 — Distribuicdo da imunomarcacédo de CD3 em amostras
intestinais felinas alocadas no grupo A (Doenca inflamatdéria intestinal) pela
histopatologia.

Imunomarcacgéo de CD3 NUmero de amostras (%)
>70% 8 32
<70% 17 68
Total 25 100

Para o Grupo B, 100% (n=25) das amostras tiveram imunomarcacao
de CD3 > 70%, confirmando o diagndstico histopatoldgico prévio de LIBG.
A Figura 1 ilustra a imunomarcacdo de CD3 de pacientes previamente
alocados no grupo B, nos quais oexame imunoistoquimico confirmou o
diagndstico de LIBG-T.
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Figura 1- A) Fotomicrografia no aumento de 20x de amostra intestinal
felina submetida a técnica de imunoistoquimica, com anticorpo CD3
evidenciando imunomarcacao intensa, compativel com o diagnostico de
linfoma intestinal de baixo grau T. B) Fotomicrografia no aumento de 40x

de amostra intestinal felina, demonstrando forte expressao de CD3.

2]

3.4.4 Dados epidemiolégicos do grupo DIl ap6s diagnéstico final da IHQ

Apés a realizacdo da IHQ, dos 25 casos que compunham o grupo
histologicamente diagnosticado com DIl, 8 casos sofreram realocagéo de
diagnodstico para LIBG. De forma que ao final da andlise, apenas 17
pacientes tiveram o diagndstico de DIl confirmado pela IHQ.

Nesse grupo, a média de idade dos pacientes foi de 5,5 anos + 4.9
anos (idade variando de 10 meses a 17 anos). 65% da populacdo (n=11)
era constituida por machos e 35% (n=6) fémeas conforme ilustra a Tabela
15.

Tabela 15 — Distribuicdo sexual dos pacientes felinos alocados no grupo
doenca inflamatéria intestinal linfoplasmocitaria apds IHQ.

Sexo NuUmero de pacientes (%)
Fémeas 6 35
Machos 11 65

Total 17 100




O SRD representou 53% das amostras (n=9), o persa representou
35% (n=6), enquanto bengal e ragdoll representaram uma amostra (6%)

cada, conforme ilustra aTabela 16.

Tabela 16 — Distribuicao racial dos pacientes felinos alocados no grupo
Doenca inflamatoria intestinal apos IHQ.

Raca NUmero de amostras (%)
SRD 9 53
Persa 6 35
Bengal 1 6
Ragdoll 1 6
Total 17 100

As amostras desse grupo foram coletadas por laparotomia em 59%
dos casos (n=10), em 35% (n=6) a endoscopia foi o método eleito, e em
apenas 6% (n=1) a endoscopia e colonoscopia foram eleitas de forma

simultanea para obtencéo das biopsias, conforme ilustra a Tabela 17.

Tabela 17 — Distribuicdo dos métodos de obtencéo das amostras intestinais
felinas do grupo doenca inflamatéria intestinal apos IHQ.

Método de obtencéo Numero de amostras (%)
Laparotomia 10 59
Endoscopia 6 35

Endoscopia e
colonoscopia

Total 17 100

1 6

3.4.5 Dados epidemiolégicos do grupo LIBG ap0s diagnaostico final da IHQ

Apés a realizagdo da IHQ, o grupo LIBG aumentou de 25
amostras para 33 devido aos casos do grupo DIl que tiveram
diagndstico realocado. No grupo LIBG, a média de idade dos pacientes
foi de 11,9 anos £ 2,8 anos (idade variando de 7 anos a 17 anos). 55%

da populacdo (n=18) era constituida por machos e 45% (n=15) fémeas,
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conforme ilustra a Tabela 18.

Tabela 18 — Distribuicdo sexual dos pacientes felinos alocados no grupo
linfoma intestinal de baixo grau apds IHQ.

Sexo Numero de pacientes (%)
Machos 18 55
Fémeas 15 45
Total 33 100

O SRD representou 88% das amostras (n=29), o persa e o0 siamés

representaram 6% (n=2) cada, conforme representado na Tabela 19.

Tabela 19 — Distribuicao racial dos pacientes felinos alocados no grupo
Linfoma intestinal de baixo grau apés IHQ.

Raca NUmero de amostras (%)
SRD 29 88
Persa 2 6
Siamés 2 6
Total 33 100

As amostras desse grupo foram coletadas por laparotomia em 76%
dos casos (n=25), em apenas 24% (n=8) a endoscopia foi 0 método eleito,

como ilustra a Tabela 20.

Tabela 20 — Distribuicdo dos métodos de obtencdo das amostras
intestinais felinas do grupo doenca inflamatéria intestinal ap6s IHQ.

Método de obtencéo Numero de amostras (%)
Laparotomia 25 76
Endoscopia 8 24
Total 33 100

3.4.6 Imunomarcacgao de Ki67 (epitélio e lamina) no grupo DIl

A partir dos diagnésticos imunoistoquimicos, o grupo DIl foi
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constituido por 17 amostras. No epitélio, a imunomarcacdo de Ki67 foi
igual ou inferior a 5% em 52,9% (n=9) das amostras, em 41,2% (n=7) a
imunoexpressao de Ki67 foi de 10% e em apenas 59% (n=1) a
imunomarcacéo de Ki67 foi de 20%.

A Figura 2 ilustra imunomarcacgédo de Ki67 de paciente alocado no
grupo DII, demonstrando 5% das células marcadas com Ki67 em epitélio. A
Tabela 21 demonstraa imunomarcacao de Ki67 verificada em epitélio de

pacientes alocados no Grupo DII.

Figura 2 - Fotomicrografia no aumento de 40x de amostra intestinal felina,
alocada no grupo A, submetida a técnica de imunoistoquimica, com anticorpo
MIB-1 evidenciando 5% de expressédo de Ki67 em epitélio.

Tabela 21 - Distribuicdo dos métodos de obtencdo das amostras
intestinais felinas do grupo doenca inflamatoria intestinal ap6s IHQ.

Ki67 epitélio NUmero de amostras (%)
5% 9 52,9
10% 7 41,2
20% 1 5,9
Total 17 100

Na lamina prépria, a imunomarcacdo de Ki67 no grupo
diagnosticado com doencga inflamatoria intestinal pela imunoistoquimica,

foi de 5% em 88,2% (n=15) das amostras, 5,9% (n=1) apresentou



imunomarcacdo nula, e 5,9% (n=1) apresentou 10% de expressado. A
Tabela 22 ilustra a imunomarcacao de Ki67 verificada em lamina propriade

pacientes alocados no grupo doenca inflamatoria intestinal.

Tabela 22 — Distribuicdo da imunomarcacéo de Ki67 localizada em lamina
propria de amostras intestinais felinas alocadas no grupo doenga
inflamatoria intestinal.

Ki67 lamina Numero de amostras (%)
0% 1 5,9
5% 15 88,2
10% 1 5,9
Total 17 100

3.5.5 Imunomarcacédo de Ki67 (epitélio e lamina) no grupo de pacientes

gue tiveram diagndstico realocado apoés IHQ

Dos 25 pacientes alocados no grupo DIl pela andlise histoldgica,
32% (n=8) foram realocados para o grupo LIBG apoés realizacdo de IHQ.
Desses, a analise de Ki67 estava disponivel para 87,5% dos casos (n=7),
em um caso (12,5%), o material foi insuficiente para leitura de Ki67, e
somente a avaliacdo de CD3 foi realizada.

A média de Ki67 em epitélio, dos pacientes com diagndstico
realocado de DIl para LIBG apdés a imunoistoquimica foi de 13,57%
(intervalo entre 5% a 40% de imunomarcacdo). Enquanto em lamina, a
imunomarcacdo de Ki67 nos pacientes realocados foi de 14,28%
(intervalo entre 5% e 30% de imunomarcacao).

Em epitélio, a imunomarcacdo de Ki67 foi de 5 % em 29% dos
casos (n=2), 20% também em 29% dos casos (n=2). Imunomarcacdes de
10%, 25% e 40% foram constatadas em uma amostra (14%) cada,
conforme ilustra a Tabela 23.
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Tabela 23 — Distribuicdo da imunomarcacéao de Ki67 localizada em epitélio
de amostras intestinais felinas que tiveram o diagndstico realocado apoés

IHQ.

Ki67 epitélio Ndmero de amostras (%)
5% 2 29
10% 1 14
20% 2 29
25% 1 14
40% 1 14
Total 7 100

A Figura 3 ilustra a imunomarcacdo de Ki67 de paciente
previamente alocado no grupo A, demonstrando expressao de Ki67 de

40% em epitélio, com diagndstico realocado para LIBG apés IHQ.

Flgura 3 - Fotomicrografia no aumento de 40x de amostra intestinal felina,
previamente alocada no grupo A (DIl), submetida a técnica de
imunoistoquimica, com anticorpo MIB-1 evidenciando 40% de
imunomarcacdo de Ki67 em epitélio (seta), com diagnéstico realocado
para LIBG apos IHQ.

A Figura 4 ilustra a imunomarcacéo de Ki67 de paciente previamente
alocado no grupo A, demonstrando expressao de Ki67 de 20% em epitélio
e 30% em lamina prépria, o paciente em questdo mudou o diagnéstico de
DIl para LIB-T apés o0 exame imunoistoquimico, pois também apresentava

intensa imunoexpressao de CD3.
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Figura 4 - Fotomicrografia no aumento de 40x de amostra intestinal felina,

alocada no grupo A (DIl), submetida a técnica de imunoistoquimica, com
anticorpo MIB-1 evidenciando 20% de imunomarcacdo de Ki67 em epitélio e
30% em lamina propria (setas).

Na lamina prépria, a imunomarcacdo de Ki67 de pacientes que
tiveram diagnéstico realocado para LIBG apds exame imunoistoquimico
foi de 5% em 57%(n=4) dos casos, 30% em 29% dos casos (n=2) e 20%

em 14% dos casos (n=1),conforme ilustra a Tabela 24.

Tabela 24 — Distribuicdo da imunomarcacao de Ki67 localizada em lamina
prépria de amostras intestinais felinas que tiveram o diagndéstico realocado
apos IHQ.

Ki67 lamina Numero de amostras (%)
5% 4 57,2
20% 1 28,5
30% 2 14,3
Total 7 100

3.5.6 Imunomarcacao de Ki67 (epitélio e lamina) no grupo LIBG-T

A partir dos diagndésticos imunoistoquimicos, o grupo LIBG foi
constituido por 33 amostras. No epitélio, a andlise foi realizada em 30
amostras (90,9%), em 3 delas (9,1%) o material era insuficiente ou néo
permitia avaliacdo epitelial. A imunomarcacéo de Ki67 foi igual a 10% em
23% (n=7) das amostras, em 17% (n=5) dos casos a expressao de Ki67



foi de 30% e em outros 17% (n=5) foi 40%. A Tabela 25 ilustra a
imunomarcacéo percentual de Ki67 em epitélio nos pacientes do grupo
LIBG.

Tabela 25 — Distribuicdo da imunomarcacéao de Ki67 localizada em epitélio
de amostras intestinais felinas alocadas no grupo linfoma intestinal de
baixo grau T.

Ki67 epitélio Numero de amostras (%)
5% 4 13
10% 7 23
15% 1 3
20% 2 7
25% 1 3
30% 5 17
40% 5 17
60% 3 10
80% 2 7
Total 30 100

Na lamina propria, a analise foi realizada em 31 amostras (93,6%),
em 2 delas (6,4%) o material era insuficiente ou ndo permitia avaliacao.
Na lamina propria, a imunomarcacao de Ki67 foi igual ou superior a 30%
em 51% (n=16) das amostras. A Figura 5 ilustra a imunomarcacao de Ki67

de 30% em lamina propria em uma paciente desse grupo.
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Figura 5- Fotomicrografia no aumento de 40x de amostra intestinal felina
submetida a técnica de imunoistoquimica, com anticorpo MIB-1,
evidenciando imunomarcacao de 30% de Ki67 em lamina propria.

Em 26% (n=8) das amostras a imunomarcacao de Ki67 em lamina

foi de 5%. AFigura 6 ilustra a imunomarcacao de Ki67 de 5% em lamina.

P $E5 s Y
Figura 6 - Fotomicrografia no aumento de 40x de amostra intestinal felina
submetida a técnica de imunoistoquimica, com anticorpo MIB-1, evidenciando
imunomarcacao de 5% de Ki67 em lamina prépria.

Em 10% das amostras (n=3) a imunomarcacéo foi de 10%, um caso
(3%) teve imunomarcacdo de 15% e outros trés casos (10%) tiveram
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imunomarcacdo de 20% de Ki67 em lamina. A Tabela 26 ilustra a
imunomarcacdo percentual de Ki67 verificada em lamina propria de

pacientes alocados no Grupo LIBG.

Tabela 26 — Distribuicdo da imunomarcacéo de Ki67 localizada em lamina
prépria de amostras intestinais felinas alocadas no grupo Linfoma
intestinal de baixo grau.

Ki67 lamina Numero de amostras (%)
5% 8 26
10% 3 10
15% 1 3

20% 3 10
30% 5 16
40% 5 16
70% 2 6

80% 4 13
Total 31 100

3.5.6 Analise geral — DIl x LIBG-T

O teste de concordancia de Kappa foi realizado para verificar a
concordancia entre os resultados histopatol6gicos e imunoistoquimicos
em ambos os grupos, o resultado foi de 0,680 (P<0.0001), ou seja,
revelou uma concordancia de 68% entre as modalidades diagnésticas.

O teste de Mann-Whitney foi realizado para verificar se havia
diferenca significativa (P< 0.0001) entre as idades dos pacientes alocados
no grupo A e no grupo B. Verificou-se que houve diferenga significativa
entre 0s grupos, com os pacientes do grupo B (LIBG) apresentando maior
idade em relacdo em ao Grupo A (DIl linfoplasmocitaria). O Gréfico 4

ilustra a comparacao das médias de idade em ambos 0s grupos.



87

Grafico 4 - Comparacdo das médias de idade dos pacientes felinos alocados
no Grupo A (Doenca inflamatéria intestinal) x Grupo B (Linfoma intestinal de

baixo grau)
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O teste de Mann-Whitney revelou que houve diferenga significativa

(P<0,0001) das médias percentuais dos valores de imunomarcacdo de

Ki67 em epitélio e em lamina prépria, entre os grupos A (DIl) e B (LIBG).

A média percentual de Ki67 em epitélio no grupo DIl foi de 8% * 4%,

enquanto no Grupo LIBG foi de 29% + 22%.

Enquanto a média percentual de Ki67 em lamina prépria no Grupo
DIl foi de 5% * 2% e no Grupo LIBG foi de 31% * 26%. O Gréfico 5 ilustra

a comparacao das médias dos valores percentuais de imunomarcacao de

Ki67 em epitélio e lamina prépria entre os grupos A e B.



Grafico 5 — Média dos valores percentuais de imunomarcacao de Ki67 em
epitélio e lamina propria dos pacientes alocados no Grupo A (Doenca
inflamatoria intestinal) x Grupo B (Linfoma intestinal de baixo grau).
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3.5 DISCUSSAO

Nas ultimas duas décadas, a incidéncia de linfomas gastrointestinais
felinos aumentou consideravelmente (Paulin et al., 2018). No estudo de
Moore et al (2012), 83% dos pacientes felinos com linfomas intestinais
apresentavam linfomas de imunofenétipo T, e desses, 85% eram linfomas
intestinais de baixo grau T.

Estima-se que o LIBG-T represente cerca de 60 a 75% dos casos de
linfoma gastrointestinal na espécie (Fondacaro et al., 1999; Chino et al.,
2013; Paulin et al., 2018) e a maior parte desses linfomas, infiltram
majoritariamente a camada mucosa do intestino delgado (Freiche et al.,
2021b), enquanto que as infiltracbes transmurais sdo mais comumente
observadas em linfomas intestinais de alto grau (LIBG).

Estudos recentes, tém apontado o gato como um modelo natural
para o estudo da desordem linfoproliferativa indolente de células T que
pode acometer pacientes humanos (Freiche et al., 2021a). A oncologia
comparada tende a direcionar avan¢cos em métodos diagnosticos e alvos

terapéuticos bilateralmente.
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A etiopatogenia envolvida no surgimento dos linfomas alimentares
nao é completamente elucidada, porém, sugere-se uma associa¢ao entre
a presenca de inflamacdo crbnica e o desenvolvimento dos linfomas
gastrointestinais (Kiupel et al., 2011).

A apresentacdo concomitante de ambas as doencas € descrita na
literatura, e ha hipoteses que a DIl pode preceder ou promover o0
desenvolvimento do linfoma (Carreras et al., 2003; Moore et al., 2005;
Lingard et al., 2009; Briscoe et al., 2011; Kiupel et al., 2011) e isso pode
dificultar ainda mais o diagnaostico.

No estudo de Freiche et al (2021b), em 10 (45%) dos 22 casos de
LIBG-T haviam achados histologicos de DIl concomitante, como a
presenca de infiltrados contendo populacdes linfoides mistas e infiltrado
plasmocitico, além de uma combinacdo de criptite neutrofilica e
abscessos de criptas.

Nesse estudo, os pacientes com LIBG-T tiveram idade variando
entre 7 e 17 anos, com a média de idade de 11,9 anos, e os machos
prevaleceram (55%) em relacdo as fémeas.

Apesar do LIBG-T e dos linfomas intestinais de forma geral,
potencialmente afetarem pacientes de qualquer raca ou sexo, diversos
estudos corroboram com nossos dados epidemiolégicos de raca e sexo,
atestando que os linfomas intestinais de baixo grau tendem a afetar gatos
geriatricos, com média de idade de 13 anos. Alguns autores sugerem que
0s machos tendem a ser mais afetados (Weinkle et al., 2008; Lingard et
al., 2009; Barrs e Beatty, 2012; Rissetto et al., 2011; Russel et al., 2012;
Bernardin et al., 2015; Freiche et al., 2021a).

A maior parte da populacdo do nosso estudo era composta de
animais sem raca definida, que também podem ser nomeados
simplesmente como gatos domésticos de pelo curto. Ainda ndo existe
uma correlacdo clara entre racas e aumento da prevaléncia de linfomas
alimentares, porém alguns autores percebem uma super-representacao
dos gatos domésticos de pelo curto e dos siameses (Carreras et al., 2003;
Lingard et al., 2009; Castro-Lopez et al., 2017).
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No presente estudo a idade dos pacientes com linfomas intestinais
T, variou entre 7 e 17 anos, enquanto no estudo de Moore et al (2012) com
84 pacientes felinos com linfomas intestinais T restritos a mucosa, a idade
dos pacientes variou entre 2 e 20 anos, com meédia de 12,6 anos.

Ja no estudo de Freiche et al (2021a) com 22 gatosdiagnosticados
com linfomas de baixo grau T, 81,8% (n=18) dos pacientes eram gatos
domésticos de pelo curto, sem raca definida, 73% dessa populacédo era
constituida por machos e 27% por fémeas, e a média de idade foi de 13
anos (intervalo entre 8- 16 anos).

Os linfomas intestinais e as enterites linfoplasmocitarias tendem a
causar lesdesdifusas, que podem afetar desde o estbmago até o intestino
grosso (Willard et al., 2012). Entretanto, no LIBG-T o intestino delgado,
especialmente o jejuno e ileo, sdo os sitios mais comumente afetados
(Lingard et al., 2009; Moore et al., 2011; Freiche et al., 2021a; Freiche et
al., 2021b).

Nesse estudo, nenhum paciente suspeito teve o intestino grosso
amostrado, as lesGes se concentravam apenas em intestino delgado,
corroborando com os achadosdo estudo de Freiche et al (2021b), no qual
biopsias de intestino grosso ndo foram coletadas de pacientes com
suspeita clinica de linfoma, justamente por ndo haver sinais clinicos ou
alteracdes ultrassonograficas compativeis com envolvimento colbnico.

No estudo de Moore et al (2012) o jejuno foi o sitio mais
comumente afetado pelos linfomas de imunofendétipo T. Isso também foi
observado por Freiche et al (2021a), 64% dos casos de LIBG-T ocorreram
em jejuno, em 27% dos casos a infiltracdo estava presente em jejuno e
ileo, e em 9% a infiltracdo neoplasica se manifestava apenas em ileo.

Ja a DIl linfoplasmocitaria pode afetar qualquer segmento
intestinal, porém as regides de duodeno e ileo sdo as mais comumente
afetadas (Lingard et al., 2009; Kleinschimidt et al., 2010; Briscoe et al.,
2011), no presente estudo, 88% das amostras do grupo de DIl eram
compostas pelos segmentos de intestino delgado.

A respeito da necessidade de obter amostras de todos os
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segmentos do intestino delgado, um estudo publicado por Scott et al
(2011), demonstrou uma pobre concordancia entre amostras
endoscépicas coletadas de intestino delgado superior einferior, nos quais
39% dos casos de linfoma foram diagnosticados a partir apenas de
biopsias de intestino delgado superior e 44% em biopsias de intestino
delgado inferior, enquanto somente em 17% dos casos 0 diagndstico de
linfoma intestinal era obtido a partir da avaliacdo de ambos os sitios.

Em contraste, um estudo recente de Chow et al (2021) objetivou
avaliar a utilidade da histopatologia, IHQ e testes de clonalidade para
diferenciar DIl e LIBG, avaliando o impacto diagnéstico de adquirir
amostras intestinais endoscopicas de intestino delgado superior e inferior.

Na histopatologia, houve uma concordancia moderada entre as
amostras provenientes dos dois sitios, em 17% dos casos, a amostra que
suportou o diagnosticode linfoma intestinal era proveniente de segmentos
proximais de intestino delgado, enquanto em 11% a amostra era
proveniente de segmentos distais de intestino delgado (Chow et al.,
2021).

Esses achados apontam que raramente a presenca de amostra
proveniente de intestino delgado inferior mudou o diagndstico (Chow et
al., 2021), entretanto, € importante considerar nesse estudo, os autores
relatam que é possivel que o jejuno estivesse presente em amostras tanto
de segmento superior quanto inferior de delgado, devido ao comprimento
do gastroscépio empregado, e isso certamente influenciou os resultados.

A endoscopia possui 0 agravante de nao permitir a biopsia de
amostras de espessura total (mucosa, submucosa, muscular e serosa) e
dependendo do aparelho e operador, de ndo acessar areas anatdbmicas
pertinentes, como toda a extensao de jejuno e ileo (Kiselow et al., 2009;
Sum e Ward, 2009; Daniaux et al.,2013).

Enquanto a laparotomia possui diversas vantagens como a aquisicao
de biopsias que envolvem todas as camadas, inspecdo e biopsia de
diferentes sitios, como estbmago, duodeno, jejuno e ileo (Penninck e

d’Angou, 2015), a técnica de coleta é considerada segura, com baixa taxa

91



de complicacdes (Smith et al., 2011; Norsworthyet al., 2015).

O exame imunoistoquimico é descrito como ferramenta eficiente para
diferenciar DIl linfoplasmocitaria de LIBG por diversos autores (Waly et
al., 2005; Evans et al., 2006; Delverdier et al., 2010; Scott et al., 2011;
Daniaux et al., 2013; Sabattini et al., 2016; Paulin et al., 2018).

Nesse ensaio, o painel imunoistoquimico foi composto por CD3 e
Ki67, haja visto, que os linfomas intestinais de baixo grau sao
majoritariamente compostos por linfécitos de imunofenétipo T que
causam uma infiltracdo massiva em lamina propria (Wilson, 2008;
Delverdier et al., 2010; Briscoe et al.,2011; Gieger, 2011; Moore et al.,
2011; Barrs e Beatty, 2012; Castro-Lopez et al., 2017; Freiche et al.,
2021b).

Os marcadores de linfécitos B, como CD79a e CD20 n&do foram
empregados, mas € conhecida a baixa expressdo de CD3, tanto em
epitélio quanto em lamina na DIl linfoplasmocitéria (Freiche et al., 2021b),
sendo que esse foi o principal critério imunoistoquimico adotado para a
distincdo de DIl linfoplasmocitaria e LIBG no presente estudo, além é
claro da morfologia e arquitetura celular.

Em seres humanos, com linfomas indolentes de células T em trato
gastrointestinal, usualmente o indice de Ki67 é considerado baixo, e varia
entre 5-10% (Margolskee et al., 2013; Perry et al., 2013; Leventaki et al.,
2014; Malamut et al., 2014).

Em caes, o indice de proliferacéo parece se relacionar positivamente
com o indice mitotico, e a maioria dos casos de DIl tendem a ter um
menor nivel de Ki67 em relacdo aos casos de linfomas (Carrasco et al.,
2015), além disso, os linfomas intestinais de alto grau tendem a
apresentar maior indice de proliferacio em relacdo ao LIBG
(Wolfesberger et al., 2021).

Historicamente, dentro da gastroenterologia felina, a expressao do
epitopo Ki67 foi considerada para fornecer diagnéstico diferencial entre
casos de neoplasias linfoides e hiperplasias, com os valores de K167 sendo

infimamente inferiores em lesdes hiperplasicas em relagdo as neoplasicas
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(Kerboriou, 2002).

Outros estudos recentes, também tém procurado documentar o
indice de proliferacdo de Ki67 como método auxiliar na diferenciagéo
entre DIl linfoplasmocitaria e LIBG (Freiche et al., 2021a; Freiche et al.,
2021b).

No presente estudo, a média percentual de Ki67 em epitélio no
grupo A (DIl linfoplasmocitaria) e no grupo B (LIBG-T) foram
respectivamente 8% (intervalo 5%- 20%) e 29% (intervalo 5%-80%). Ja
em lamina propria, a média de Ki67 no grupo A foi de 5% (intervalo 0%-
10%) enquanto no grupo B foi de 31% (intervalo 5%-80%).

Ou seja, ao compararmos o grupo LIBG-T com o grupo DIl
linfoplasmocitaria notamos que a imunomarcacdo de KI67 foi
significativamente superior no primeiro em relacdo ao segundo, tanto em
lamina quanto em epitélio, corroborando com os dados publicados por
Freiche et al (2021b).

Esse ultimo estudo citado, avaliou dados clinicos, laboratoriais,
histopatolégicos, imunoistoquimicos e moleculares de 44 gatos
submetidos a biopsia intestinal e diagnosticados com LIBG-T (n=22) ou
DIl linfoplasmocitéria (n=22).

O indice de proliferacédo (Ki67) foi avaliado em lamina e epitélio em
ambos 0s grupos, no grupo LIBG-T as médias foram de 20% (intervalo de
5-45%) em epitélio e 30% (intervalo de 7,5-65) em lamina propria,
enquanto no grupo DIl linfoplasmocitaria as médias foram de 5%
(intervalo de 1-25%) de imunomarcacao em epitélio e 10% (intervalo de 5-
50%) em lamina (Freiche et al., 2021b).

Comparativamente, em nosso estudo, os valores médios de Ki67
encontrados em lamina prépria e epitélio nos casos de LIBG-T, foram
superiores aos apresentadospor Freiche et al (2021b).

A média dos valores de Ki67 em epitélio nos casos de DIl
linfoplasmocitaria em nosso estudo foi de 8% e 5% em lamina propria,
enquanto no estudo de Freiche et al (2021b) a imunomarcacédo média foi

de 5% em epitélio e 10%,em lamina prépria.
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Em nosso estudo, curiosamente, o0s valores médios de
imunomarcacéo de Ki67 em epitélio (8%) foram ligeiramente superiores
aos encontrados em lamina prépria (5%).

Encontramos uma concordancia de 68% entre histopatologia e IHQ
para conferiro diagnostico de DIl linfoplasmocitaria ou LIBG-T. Dos 25
casos diagnosticados com DIl linfoplasmocitéria, 8 (32%) tiveram seu
diagnostico realocado para LIBG-T, ap06s a realizagdo de analise
imunoistoquimica, entretanto, entre os pacientes diagnosticados com
LIBG pela histopatologia, todos permaneceram com o mesmo diagnéstico
apos a realizacao da IHQ.

Outros estudos indicam uma taxa de 15,6% a 26% de mudanca de
diagnodstico entre DIl e LIBG ap0s realizacdo de IHQ (Waly et al., 2005;
Briscoe et al., 2011; Kiupelet al., 2011; Sabattini et al., 2016). No estudo
de Briscoe et al (2011) de 29 casos diagnosticados com DIl
linfoplasmocitaria pela histopatologia, 7 (24,1%) foram reclassificados
como LIBG apés a realizagédo da IHQ.

Enquanto no estudo de Kiupel et al (2011) dos 19 pacientes
diagnosticados com DIl linfoplasmocitaria pela histopatologia, 5 (26%)
foram reclassificados com LIBG ap6s a realizacdo de IHQ. Ja dos 37
casos diagnosticados como LIBG pela histopatologia, 3 (8%) foram
reclassificados como DIl linfoplasmocitaria apds a realizacdo de IHQ e
testes de clonalidade.

J4 no estudo de Sabattini et al (2016) que avaliou amostras
duodenais endoscoépicas, 61 casos (79,2%) haviam sido classificados
como DIl linfoplasmocitaria pela histopatologia e 16 casos (20,8%) como
LIBG, porém apds a realizacdo da IHQ, 9 casos (11,68%) de DIl
linfoplasmocitaria foram diagnosticados como LIBG, e 2 casos (2,59%)
dos pacientes diagnosticados com LIBG tiveram o diagnéstico de DIl
linfoplasmocitéria apds a realizagédo de IHQ.

No estudo de Chow et al (2021) dos 24 casos diagnosticados como
DIl linfoplasmocitaria, 11 (45,8%) foram realocados para o grupo LIBG

apos a realizacdode IHQ, mas nenhum paciente mudou o diagndstico de
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LIBG para DIl. Semelhante ao que ocorreu em nossa coorte, nenhuma
amostra com diagnoéstico histopatologico de LIBG, foi realocada para o
grupo DIl linfoplasmocitaria apés a realizacdo de IHQ.

No presente ensaio, 70% das amostras foram coletadas por meio de
laparotomia, isso em partes pode explicar a taxa de 68% de concordancia
encontrada entre exame histopatologico e imunoistoquimico. Supomos
gue se a maioria das amostras houvesse sido coletada por endoscopia,
possivelmente a concordancia entre histopatologia e imunoistoquimica
seria inferior & constatada.

No estudo de Freiche et al (2021b) a maioria dos pacientes felinos
com LIBG-T apresentavam infiltracdo neoplasica em camadas profundas,
68% dos afetados apresentavam infiltracdo em submucosa e 48% em
muscular, sendo esse um critério histolégico importante para diferenciar
DIl linfoplasmocitaria e LIBG-T, que atesta a vantagem das biopsias de
espessura total que foram as mais prevalentes em nosso estudo.

Independente da forma de obtencédo das biopsias, a diferenciagéo
histol6gica entre infiltrados inflamatérios e neoplasicos tende a ser
desafiadora (Paulin et al., 2018), porém, amostras de melhor qualidade
englobando todas as camadas intestinais podem aumentar a chance de
sucesso diagnéstico.

Dentre as limitacbes do presente estudo, destaca-se sua natureza
retrospectiva, nimero pequeno de amostras e falta de homogeneidade
entre os grupos. Além disso, nos felinos diagnosticados histologicamente
com DIl linfoplasmocitaria ndo é possivel afirmar que todos os pacientes
apresentaram uma evolugdo cronica e que foram irresponsivos a
tratamentos empiricos prévios.

Considerando que o diagnostico de DIl linfoplasmocitaria € de
exclusao apenas supomos que os testes de exclusdo prévios a coleta de
biopsias tenham sidorealizados. Dados sobre tratamento e informagdes
relacionadas a sobrevida dos pacientes ndo estavam disponiveis.

Nesse ensaio, as avaliagcbes morfoldégicas e imunoistoquimicas

foram confirmadas por um patologista experiente, porém a
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imunomarcacéo de Ki67 foi realizada através de estimativa visual, sem
contraprova digital.

Em um estudo que comparou diferentes métodos de avaliagcdo do
indice de proliferacdo de Ki67 em amostras de linfomas gastrointestinais
caninos, houve apenas uma moderada concordancia entre os indices
obtidos a partir de estimativa visual e pelo método de contagem manual.
A estimativa visual tendeu a superestimar a expressao de Ki67, quando
comparada com a contagem manual e a analise digital (Wolfesberger et
al., 2021).

De forma que, apesar dos esforcos por uma padronizagdo das
leituras realizada por um patologista experiente no presente estudo, nao
podemos descartar que uma superestimacdo possa ter ocorrido em

decorréncia do método de leitura empregado na imunomarcacéo de Ki67.
3.6 CONCLUSOES

Esse ensaio ressalta a importancia da realizacdo da IHQ diante
das suspeitas de enteropatia cronica felina, a concordancia entre os

resultados obtidos pela histopatologia e IHQ foi de apenas 68%.

No grupo diagnosticado com DIl linfoplasmocitaria pela histologia
isoladamente, 0 diagnéstico mudou para LIBG-T em 32% casos. Todos 0s
pacientes que foram diagnosticados com LIBG-T permaneceram com o
mesmo diagnaostico apos a IHQ.

As médias de imunomarcacéo de Ki67, que representa o indice de
proliferagao, foram substancialmente superiores no grupo LIBG-T em
relacdo ao grupo DIl linfoplasmocitéria, tanto em epitélio quanto em
lamina propria.

Verificou-se que o indice de proliferacdo pode ser empregado
como uma ferramenta complementar para auxiliar na diferenciacdo de
distirbios inflamatérios ou neoplasicos que acometem o trato

gastrointestinal felino.

96



3.7 REFERENCIAS

1. Al-Ghazlat S, de Rezende CE, Ferreri J (2013) Feline small cell
lymphosarcoma versus inflammatory bowel disease: diagnostic
challenges. Compend Contin Educ Vet.35:E1-E5; quiz E6.

2. Barrs V, Beatty J (2012) Feline alimentary lymphoma: 1.
Classification, risk factors, clinical signs and non-invasive
diagnostics. J Feline Med Surg; 14:182-90.

3. Bergin IL et al (2011) Prognostic evaluation of Ki67 threshold value
in canine oral melanoma. Veterinary pathology 48.1: 41-53.

4. Bernardin F, Martinez Rivera L, Ragetly G, Gomes E, Hernandez J
(2015) Spontaneous gastrointestinal perforation in cats: a
retrospective study of 13 cases. J Feline Med Surg; 17:873-9.

5. Briscoe KA, Krockenberger M, Beatty JA, Crowley A et al (2011)
Histopathological and immunohistochemical evaluation of 53 cases
of feline lymphoplasmacytic enteritis and low-grade alimentary
lymphoma. J CompPathol; 145:187-98. 59.

6. Burrai GP, Baldassarre V, Brunetti B, lussich S et al (2022). Canine
and feline in situ mammary carcinoma: A comparative review.
Veterinary Pathology, 59(6), 894-902.

7. Carrasco, V.; Rodriguez-Bertos, A.; Rodriguez-Franco, F.; Wise,
A.G et al (2014) Distinguishing intestinal lymphoma from
inflammatory bowel disease in canine duodenal endoscopic biopsy
samples. Vet. Pathol, 52, 668-675.

8. Carreras JK, Goldschmidt M, Lamb M, McLear RC (2003) Feline
epitheliotropic intestinal malignant lymphoma: 10 cases (1997-
2000). J Vet Intern Med;17:326-31.

9. Castro-Lopez J, Teles M, Fierro C, Allenspach K, Planellas M,
Pastor J (2017) Pilot study: duodenal MDR1 and COX2 gene
expression in cats with inflammatory bowel disease and low-grade
alimentary lymphoma. J Feline MedSurg; 207:214.

10.Chino J, Fujino Y, Kobayashi T, Kariya K et al (2013)
Cytomorphological and immunological classification of feline
lymphomas: clinicopathological features of76 cases. J Vet Med Sci;
75:701-7.



11.Daniaux LA, Laurenson MP, Marks SL, et al (2014) Ultrasonographic
thickeningof the muscularis propria in feline small intestinal small cell
T-cell lymphoma and inflammatory bowel disease. J Feline Med
Surg; 16: 89-98.

12.Daniaux LA, Laurenson MP, Marks SL, Moore PF, Taylor SL, Chen
RX, et al (2013) Ultrasonographic thickening of the muscularis
propria in feline small intestinal small cell T-cell lymphoma and
inflammatory bowel disease. J FelineMed Surg; 16:89-98.

13.Day MJ, Bilzer T, Mansell J, et al (2008) Histopathological
standards for the diagnosis of gastrointestinal inflammation in
endoscopic biopsy samples from the dog and cat: a report from the
World Small Animal Veterinary Association Gastrointestinal
Standardization Group. J Comp Pathol.;138(Suppl 1): S1-S43.

14.Delverdier MBA, Letron NR, Trumel |, Degorce-Rubiales C et al
(2010) Immunohistochimie des lymphomes gastrointestinaux du
chat. Revue de Médecine Vétérinaire, vol. 261 (n° 5). pp. 225-
232.

15.Fondacaro JV, Richter KP, Carpenter JL, Hart JR (1999). Feline
gastrointestinal lymphoma: 67 cases (1988-1996). Eur J Comp
Gastroenterol.;4:5-11.

16.Freiche V, Cordonnier N, Paulin MV, et al (2021a) Feline low-grade
intestinalTcell ymphoma: a unique natural model of human indolent
T cell lymphoproliferative disorder of the gastrointestinal tract. Lab
Invest; 101:794- 804.

17.Freiche V, Paulin MV, Cordonnier N, Huet H et al (2021, b)
Histopathologic, phenotypic, and molecular criteria to discriminate
low-grade  intestinal  T-cell lymphoma in cats from
lymphoplasmacytic enteritis. J Vet Intern Med. Nov;35(6):2673-
2684.

18.Gieger T (2011) Alimentary lymphoma in cats and dogs. Vet Clin
North Am Small Anim Pract; 41:419-432.

19.Hughes K & Dobson, JM (2012). Prognostic histopathological and
molecular markers in feline mammary neoplasia. The Veterinary
Journal, 194(1), 19-26.

98



20.Kerboriou F (2002) Les lymphomes malins digestifs félins:
étude histologique et immunohistochimiques de 35 cas -
application au diagnostic différentiel de I’entérite
lymphoplasmocytaire. Tese de doutorado, Lyon.

21.Kiupel M, Smedley RC, Pfent C, et al (2011) Diagnostic algorithm to
differentiate lymphoma from inflammation in feline small intestinal
biopsy samples. Vet Pathol; 48:212-222.

22.Kiupel M, Smedley RC, Pfent C, Xie Y et al (2011) Diagnostic
algorithm to differentiate lymphoma from inflammation in feline
small intestinal biopsy samples. Vet Pathol; 48:212-22.

23.Leventaki V, Manning JT, Luthra R, Mehta P et al (2014) Indolent
peripheral T-cell ymphoma involving the gastrointestinal tract. Hum
Pathol; 45:421 6.

24.Lingard AE, Briscoe K, Beatty JA, Moore AS et al (2009) Low-grade
alimentary lymphoma: clinicopathological findings and response to
treatment in 17 cases.J Feline Med Surg; 11:692— 700.

25.Machado TP (2017). Estudo da expressdo de B-Catenina e do
KI-67 em neoplasias melanociticas caninas. Dissertacdo de
Mestrado, Universidade de Passo Fundo.

26.Malamut G, Meresse B, Kaltenbach S, Derrieux C et al (2014)
Small intestinal CD4+ Tcell lymphoma is a heterogenous entity with
common pathology features. Clin Gastroenterol Hepatol; 12:599 —
608.

27.Margolskee E, Jobanputra V, Lewis SK, Alobeid B et al (2013)
Indolent small intestinal CD4+ T-cell lymphoma is a distinct entity
with unique biologic and clinical features. PLoS One; 8:e68343.

28.Marsilio S. (2021) Feline chronic enteropathy. J Small Anim Pract
;62(6):409-419.

29.Moore PF, Rodriguez-Bertos A, Kass PH (2011) Feline
gastrointestinal lymphoma: mucosal architecture,
immunophenotype, and molecular clonality. Vet Pathol; 49:658—68.

30.Moore PF, Rodriguez-Bertos A, Kass PH (2012) Feline
gastrointestinal lymphoma: mucosal architecture,
immunophenotype, and molecular clonality. Vet Pathol; 49:658-
668.

99



31.Moore PF, Woo JC, Vernau W, Kosten S, Graham OS (2005)
Characterization of feline T cell receptor gamma (TCRG) variable
region genes for the molecular diagnosis of feline intestinal T cell
lymphoma. Vet Immunol Immunopathol; 106(3-4):167-178.

32.Norsworthy GD, Estep JS, Hollinger C, Steiner JM et al (2015)
Prevalence andunderlying causes of histologic abnormalities in cats
suspected to have chronic small bowel disease: 300 cases (2008-
2013). J Am Vet Med Assoc; 247:629-35.

33.Patruno R, Passantino G, Laface C, Tinelli A et al (2020).
Microvascular density, endothelial area, and Ki-67 proliferative
index correlate each other in cat post-injection fibrosarcoma. Cells,
10(1), 31.

34.Penninck D, d’Anjou M-A (2015) Gastrointestinal tract. In: Penninck
D, d’Anjou M-A, editors. Atlas of small animal ultrasonography,
second edition. lowa:Wiley; p. 256-308.

35.Perry AM, Warnke RA, Hu Q, Gaulard P et al (2013) Indolent T-cell
lymphoproliferative disease of the gastrointestinal tract. Blood;
122:3599-606.

36.Richter KP (2003) Feline gastrointestinal lymphoma. Vet Clin North
Am SmallAnim Pract; 33:1083-98.

37.Rissetto K, Villamil JA, Selting KA, Tyler J, Henry CJ (2011) Recent
trends in feline intestinal neoplasia: an epidemiologic study of 1,129
cases in the veterinary medical database from 1964 to 2004. J Am
Anim Hosp Assoc; 47:28-36.

38.Russell KJ, Beatty JA, Dhand N, Gunew M, Lingard AE, et al (2012)
Feline low-grade alimentary lymphoma: how common is it? J Feline
Med Surg; 14:910-2.

39.Soares M, Ribeiro R, Carvalho S, Peleteiro M et al (2016) Ki-67 as a
prognosticfactor in feline mammary carcinoma: what is the optimal
cutoff value? Veterinary Pathology, 53(1), 37-43.

40.Sum S, Ward CR (2009) Flexible endoscopy in small animals. Vet
Clin North Am Small Anim Pract; 39:881-902.

41.Weinkle TK et al (2008) Outcome of cats with low-grade lymphocytic
lymphoma:41 cases (1995-2005). J Am Vet Med Assoc; 232:405—
10.

42.Willard MD (2012) Alimentary neoplasia in geriatric dogs and cats.
Vet Clin North Am Small Anim Pract; 42:693—706.

10(



43.Wilson HM (2008) Feline alimentary lymphoma: demystifying the
enigma. Top Companion Anim Med; 23:177-84.

44.Wolfesberger B, Skor O, Hammer SE, Flickinger | et al (2017) Does
categorisation of lymphoma subtypes according to the World Health
Organization classification predict clinical outcome in cats. J Feline
Med Surg;19:897-906.

45.Wolfesberger B, Burger S, Kummer S, Walter | et al (2021)
Proliferation Activityin Canine Gastrointestinal Lymphoma. J Comp
Pathol; 189:77-87.

46.Zwingenberger AL, Marks SL, Baker TW, Moore PF (2010)
Ultrasonographic evaluation of the muscularis propria in cats with
diffuse small intestinal lymphoma or inflammatory bowel disease. J
Vet Intern Med; 24(2):289-292.

10:



CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

Em nosso estudo epidemiolégico de 304 amostras de biopsias
intestinais felinas, as doencas de origem inflamatoria prevaleceram,
correspondendo a 56,58% dos diagndsticos, enquanto 38,16% possuiam
origem neopldsica e o restante (5,26%) foram classificados como
borderlines, nos quais, a analise histopatoldgica isolada naofoi conclusiva
em determinar o diagnostico, entre DIl linfoplasmocitaria e LIBG.

Nessa coorte, o diagndstico histolégico mais prevalente foi o de DIl
linfoplasmocitaria representando 42,76% dos casos, seguido pelos
linfomas intestinais (baixo e alto grau) correspondendo a 20,73% dos
diagnosticos, e figurando em terceiro lugar apareceram 0s carcinomas
intestinais representando 11,84% dos diagnosticos.

Os métodos de obtencdo de amostras mais comumente
empregados foram a laparotomia em 57,23% dos casos, seguida pela
endoscopia, eleita em 36,18% dos casos.

A média de idade dos pacientes felinos diagnosticados com DIl
linfoplasmocitaria foi de 6,7 anos (intervalo de 10 meses a 17 anos),
enquanto a médiade idade encontrada no grupo LIBG foi de 11,7 anos
(intervalo de 7 a 17 anos), corroborando com os dados da literatura de
gue a DIl tende a afetar pacientes de meia-idade a idosos, enquanto o
LIBG afeta especialmente pacientes idosos, entretanto a faixa etaria de
ambos os distlrbios tende a se sobrepor.

A populacdo do nosso estudo ndo era homogénea, houve grande
prevaléncia de felinos sem raca definida, fazendo com que eles fossem os
pacientes mais afetados tanto no grupo DIl quanto no grupo LIBG, de
forma que a avaliacdo acurada de predisposi¢do racial ndo pbde ser
estimada nessa populagao.

As biopsias de espessura total sdo as mais recomendadas diante
da suspeita das principais enteropatias crénicas, a obtencdo de amostras
provenientes de intestino delgado, especialmente jejuno e ileo pode

aumentar substancialmente as chances de diagnostico.
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A segunda parte dessa pesquisa se dedicou a avaliacdo da
sensibilidade do exame histolégico e imunoistoquimico para diferenciar
DIl e LIBG-T e a avaliagdo do indice de proliferacdo Ki67 na DIl
linfoplasmocitéaria e no LIBG-T.

Dentre os pacientes que foram submetidos a IHQ, os do grupo
LIBG-T tiveram uma maior média de idade (11,9 anos) em relagdo ao
grupo DIl linfoplasmocitaria (5,5anos).

A concordancia entre os resultados obtidos pela histopatologia e
IHQ foi de 68%. No grupo diagnosticado com DIl linfoplasmocitaria pela
histologia isoladamente,o diagndstico mudou para LIBG-T em 32% casos.
Todos os pacientes que foram diagnosticados com LIBG-T
permaneceram com o mesmo diagnostico apos a IHQ.

As médias de imunomarcacéo de Ki67, que representam o indice
de proliferacédo, foram substancialmente superiores no grupo LIBG-T em
relacdo ao grupo DIl linfoplasmocitaria, tanto em epitélio quanto em
lamina propria.

Verificou-se que o indice de proliferacdo pode ser empregado
como uma ferramenta complementar para auxiliar na diferenciacédo de
distirbios inflamatérios ou neoplasicos que acometem o trato
gastrointestinal felino.

No tocante as perspectivas futuras, o conhecimento mais detalhado
sobre a via desinalizacdo JAK/STAT, pode contribuir para diferenciacao
das duas principais enteropatias cronicas felinas. Essa via é responsavel
por promover diferenciacéo e proliferacao linfoide.

No estudo conduzido por Freiche et al (2021) pacientes com LIBG-T
nao apresentaram expressao da via STAT3, mas a via STATS foi
expressa em todos os casos, ja na DIl linfoplasmocitaria houve alta
expressdo de PSTAT3 em lamina, com menor expressdo de PSTATS5,
sinalizando que a desregulacdo dessa via pode estar diretamente
relacionada com a expansao clonal de linfocitos neoplasicos.

Futuramente, espera-se que estudos prospectivos, duplos-cegos, de

grande coorte possam confirmar a contribuicdo da analise do indice de

10¢



10«

proliferacdo na diferenciacao entre LIBG-T e DIl linfoplasmaocitaria.



