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REsumo

A escolha de variados temas surgiu da necessidade de expressar a multiplicidade de casos
discutidos durante o periodo de estagio.

Foram escolhidos temas tendo em consideragcdo a diversidade de oOrgdos afetados, as
patologias menos comuns e provas imunohistoquimicas efetuadas, abordando também o
exame de citologias, as biopsias e a realizagao de necropsias.

A apresentagcdo do tema “Linfoma - Diagnostico Cito-histopatologico e Estudo
Imunohistoquimico”, mostrou diversos casos onde foram executados varios procedimentos, tais
como andlise citolégica, histologica e imunohistoquimica de CD3 e CD20 com as quais
podemos classificar o imunofendtipo do linfoma.

Por sua vez, o capitulo “Apresentacbes Dermatolégicas da Leishmaniose”, descreve
diagnosticos laboratoriais de infecdes por Leishmania em cdes em que houve diversas
manifestacfes cutdneas e nas quais foram aplicadas técnicas de histopatologia com
imunohistoquimica de Leishmania.

A exposicdo de um caso de necropsia que teve como diagnostico “Estipe Hipervirulenta do
Calicivirus Felino” mostrou por PCR a estirpe hipervirulenta no Sistema Nervoso Central.

Ja o tema “Diagnodstico Imunohistoquimico de um Tumor Neuroenddcrino relacionado com
Dermatite Necrolitica Superficial”, revelou a importancia do diagndstico por imunohistoguimica
para chegar a origem do tumor.

Os objetivos propostos foram a integracdo no funcionamento de um laboratério veterinario,
estudar macroscépica e microscopicamente as amostras, para depois se poder diagnosticar
diversas patologias usando técnicas citolégicas, histolégicas, histoquimicas e
imunohistoquimicas.

Considera-se gue os objetivos foram atingidos e, por outro lado, adquiriu-se experiéncia e
desenvoltura laboratorial.
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1. APRESENTACAO E CASUISTICA

A Patologia € o estudo das doengas, das alteragdes estruturais e funcionais das células, dos
tecidos e dos oOrgados, de forma a explicar os sinais clinicos manifestados pelos animais e
fornecendo bases para a terapéutica.

O estagio na area de Patologia e Clinica Laboratorial englobou as dezasseis semanas no
Citopat Veterinaria, um servico privado de diagnéstico anatomopatolégico em Barcelona

(http://www.citopatveterinaria.com). O laboratério funcionava com dois patologistas e uma

administrativa. O Citopat Veterinaria dedica-se ao exame de bidpsias e citologias e a realizagcéo
de necropsias de origem animal. Aceitava todas as espécies, apesar de durante o periodo de
estagio so ter recebido amostras de cées e gatos. O laboratério foi entendido como o local
adequado para tomar contacto com a realidade da Patologia Veterinaria, havendo preferéncia
pela anatomopatologia para desenvolver um trabalho integrado que envolvesse diferentes
areas, como: Dermatopatologia, Neuropatologia, Patologia Respiratoria, Digestiva, Urinaria,
Reprodutiva, Mamaria e Enddcrina, entre outras.

O trabalho realizado durante o periodo de estagio consistia no processamento diario de
amostras tanto para citologia como histopatologia. As colora¢gdes das citologias podiam ser de
orgéos e fluidos, bem como sedimentos urinérios e exsudados. Preparam-se as amostras para
histopatologia de modo a efetuar o seu exame macroscopico, fazendo-se cortes
representativos das lesdes e identificacdo das cassetes até a inclusdo em parafina. O
diagnostico era posteriormente discutido com a Dra. Gloria Albyniana, diretora técnica do
Citopat e patologista veterinaria. Houve ainda a oportunidade de participar no estudo

histopatolégico de algumas necropsias, estas eram realizadas noutras instalacdes.

No ambito da casuistica foram selecionados os 10 diagnosticos mais frequentes, efetuados
no periodo compreendido entre 1 de outubro de 2014 a 31 de janeiro de 2015. Note-se que
uma vez que a grande maioria das amostras recebidas durante o periodo de estagio provinham
de canideos, ndo se consideraram estatisticamente separadas das de felinos.

Deste modo, verificou-se que os adenocarcinomas tubulares mamarios foram o diagnostico
mais frequente, representando 19% do total. Foram apresentados 31 em cadelas e 8 em gatas
(Tabela 1, Gréfico 1). Os mastocitomas, o segundo mais frequente, 16% do total, foram
observados em 32 canideos e 1 felino num total de 205 animais.


http://www.citopatveterinaria.com/

Os tumores mamarios mistos benignos (os terceiros mais frequentes) foram observados em
19 cadelas. Os adenocarcinomas tubulopapilares mamarios, por sua vez, registaram-se em 17
cadelas e 1 gata. Ja os histiocitomas cutaneos benignos e os lipomas corresponderam a 17
canideos, enquanto que os sarcomas, 0s adenomas complexos mamarios e os adenomas das
glandulas hepatoides corresponderam a 16, representando cada uma destas cinco patologias
8% do total dos diagnosticos. Os quistos foliculares exibiam apenas 7% dos diagndsticos
(Grafico 1).

W Adenocarcinoma tubular mamario B Mastocitoma
B Tumor misto benigno B Adenocarcinoma tubulopapilar mamario
M Histiocitoma Cutaneo Benigno M Lipoma
Sarcoma Adenoma complexo mamario
Adenomadas glandulas hepatdides Quisto folicular

Grafico 1 — Representacéo dos 10 diagnodsticos mais frequentes emitidos pelo Citopat Veterinaria entre 1 de
outubro de 2014 e 31 de janeiro de 2015

N.° GATOS | N.° CAES TOTAL OCORRENCIAS

Adenocarcinoma tubular 8 31 39
Mastocitoma 1 32 3

Tumor misto benigno 0 19 19
Histiocitoma cutaneo benigno 0 17 17
Adenocarcinoma tubulopapilar 1 17 18
Lipoma 0 17 17
Sarcoma 0 16 16
Adenoma complexo 0 16 16
Adenoma das glandulas hepatoides 0 16 16
Quisto folicular 1 13 14
Total de animais 11 194 205

Tabela 1. Diagnosticos mais frequentes consoante a espécie.



Por outro lado, o Gréfico 2 expde a dependéncia dos diagnosticos anteriores com a idade dos
animais. Observou-se que as percentagens mais elevadas dos diagnésticos ocorreram em
animais adultos, facto relacionado com a sua faixa etéria ser a mais abrangente.

Os mastocitomas sdo neoplasias comuns nos cées e mais raras nos gatos, sendo mais
frequentes nos animais geriatricos (podendo, contudo, aparecer em qualquer idade). No
entanto, apenas 6 dos 33 animais com mastocitoma tinham mais de 9 anos.

O adenoma das glandulas hepatoides surge mais frequentemente em machos adultos
geriatricos, sugerindo estimulagcado por hormonas androgénicas. Neste estudo, dos 16 cédes
machos com esta patologia s6 2 tinham menos de 8 anos.

Destaca-se ainda 0 caso do histiocitoma cutaneo benigno, uma neoplasia de cées jovens, e a
Gnica que se diagnosticou com maior incidéncia sobre as amostras mais jovens: 1 cdo com

menos de 2 anos e 16 jovens adultos.

30
25 71
20 1
15
10
5 + B Adulto
0 T T T T T T T T - B Geritri
eriatrico
S ¢ & & & L& ¢ F O
<9 \)\ Q\Qo Q\Qo O © N b\) ~C> @'b
& S <f N ¢ L & & L Jovem
S L 0 O *o\ be’% & O
@ (\0 2 r’b(\ N > O N2
\('\ ’Zr(0 N 4 N o L
> & C N S &
& o @ L & &
N 3 & N O ?
¥ & & ¥ &
\g NS o o N
@0 & N ¥
R \Z\\ ¥ e

Grafico 2 - Representagdo dos 10 diagnésticos mais frequentes em fungdo da idade, considerando caes e

gatos. Adultos considerados entre 2 e 9 anos; geriatricos: mais de 9 anos e jovens: menos de 2 anos.

Em concluséo, real¢ca-se que quatro dos tipos dos tumores estudados eram mamarios. Tal
facto pode ser explicado devido a muitas fémeas ndo terem sido sujeitas quando jovens a
ovariohisterectomia (OVH). O adenocarconima tubular (um tumor maligno) foi o mais frequente,
0 que se justifica pelo facto de quando se resolve submeter a fémea a OVH e mastectomia a

neoplasia ja evoluiu. Real¢ca-se ainda que foi o tumor mais frequente em ambas as espécies.



2. LINFOMA -DIAGNOSTICO CITO-HISTOPATOLOGICO E ESTUDO
IMUNOHISTOQUIMICO

2.1 INTRODUCAO

O linfoma € um tumor heterogéneo com diferentes sinais clinicos, respostas a terapia e
tempos de sobrevivéncia. A sua etiologia é multifatorial, possivelmente: infeces retrovirais,
contaminacdo ambiental com herbicidas, exposicdo a campos magnéticos, anormalidades
cromossomicas e disfungdes imunologicas (Fan, 2013).

O linffoma é a neoplasia hematopoiética mais comum do cdo (90% dos tumores
hematopoiéticos (Albertus, 2012)) e a terceira de todas as neoplasias. A idade em que ocorre é
mais frequente entre os 6 e 7 anos contudo também pode aparecer em animais jovens. E uma
neoplasia agressiva ndo tendo predisposicao 6bvia pelo sexo. As racas de maior predisposicao
sao Scottish Terrier, Boxer, Basset Hound, Bulldog, Labrador Retriever, Airedale Terrier, Sao
Bernardo, Bullmastiff, Pastor de Berna e Rottweiler (Bienzle & Vernau, 2011).

O sinal clinico mais comum em caes com linfoma é a linfoadenopatia periférica, que €&
usualmente generalizada mas pode ser localizada a um Unico ganglio linfatico ou a uma regido
do corpo. O envolvimento de outros 6rgdos, como baco, figado ou medula éssea € indicativo da
doenca estar avancada (Moore, 2006). Sem tratamento, a esperanca meédia de vida em caes
com linfoma é de 1-2 meses. Com tratamento é de 12-14 meses (Kayne, 2013).

No gato, o linfoma representa 50 a 90% de todas as neoplasias hematopoiéticas e a mais
frequente das neoplasias na espécie felina. A idade dos gatos afetados varia dos 2-3 anos
(FeLV+) a 7 anos (FeLV-). A incidéncia tende a ser maior em gatos machos e nos da raca
siamesa (Gustafson, 2014).

Os sinais clinicos em gatos séao letargia, diminuicédo de apetite e perda de peso. Dependendo
dos o6rgéos que afeta, sinais como diarreia, vomitos e dispneia podem ocorrer (Kayne, 2013).

Os gatos com linfoma que nédo séo tratados com quimioterapia tém um tempo médio de vida
de 4 semanas uma vez chegado ao diagnostico. Os gatos com linfoma intestinal (tipo mais
frequente em felinos) que sé&o tratados s6 com prednisona tém uma esperanca de vida de 60-
90 dias. Outros tratamentos que usam agentes quimioterapicos multiplos tém resultados
significativamente melhores (Kayne, 2013).

O diagndstico citolégico de ganglios linfaticos pode ser compativel com um diagnéstico de
linfoma mas ndo nos da um diagnéstico definitivo, este € baseado em examinacao histolégica
de ganglio linfatico.

Os fatores prognosticos incluem: estadio (I e Il - linfadenopatia ndo generalizada, apresentam
melhor pronostico que os pacientes em estadios Ill a V - linfadenopatia generalizada e/ou
afetacao hepatoesplénica) e subestadio da doenca (com e sem sinais clinicos), grau histolégico

(baixo, meédio, alto), imunofenétipo (os linfomas de células T apresentam tempos de
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sobrevivéncia inferiores aos linfomas de células B) presenca de hipercalcemia, resposta a
terapia e pré-tratamento (terapia prévia com corticoides reduz o tempo de efetividade da
quimioterapia) (Moore, 2006). Nos gatos a presenca de FelLV/FIV é também importante
(Albertus, 2012).

2.1.1 CLASSIFICACAO DE LINFOMAS
Anatomicamente podem ser classificados em multicéntricos, mediastinicos, digestivos,
cuténeos e extranodulares. A forma multicéntrica € a mais comum no cdo € a no gato a

alimentar/intestinal (Tabela 2) (Deheer & Juopperi, 2004).

Multicéntrico | Alimentar Mediastinico | Cutaneo Extranodal
Canina mais de 80% 5-7% 5% raro
Felina | 3°mais comum | mais comum comum raro 4°mais comum

Tabela 2. Incidéncia das varias formas anatémicas do linfoma. (Deheer&Juopperi, 2004).

Histologicamente, com o objetivo de relacionar o tipo celular com o progndstico, ha vérios
esquemas de classificacdo. Estes tém evoluido de esquemas de classificacfes de linfoma
humano para relacionar o tipo histolégico com um prognostico clinico mais preciso. Os
hematopatologistas veterinarios tém aplicado esses modelos para o linfoma em animais
domésticos. Os esquemas de classificacdo de linfomas humanos usados em medicina
veterinaria incluem o Sistema de classificacdo Rappaport, 0 esquema de classificacdo de Kiel,
o National Cancer Institute (NCI), Working Formulation e o da Organizacdo Mundial de Saude
(WHO) (Deheer & Juopperi, 2004).

O esquema mais atual de classificagdo é o da WHO revisto em 2001. Este sistema incorpora
a morfologia das células neoplasicas (grandes, pequenas, blasticas ou clivadas), o padréo
histolégico (folicular ou difuso), o imunofendtipo (células B ou células T), bem como
informacgdes clinicas e de sobrevivéncia para classificar o linfoma mais claramente em subtipos,
com diferengas clinicas em comportamento e prognostico (Valli et al, 2013).

Para classificar cada linfoma de acordo com a WHO, as seguintes caracteristicas foram
examinadas: padrdo de crescimento nodular versus difuso, a relagdo de nddulos, tamanho do
nucleo, morfologia nuclear, nimero de mitoses por campo de ampliag&o e imunofenétipo.

O tamanho do ndcleo é determinado como pequeno (menor de 1.5 vezes o tamanho de um
eritrocito), intermédio (1.5-2 vezes o tamanho de um eritrécito) ou grande ( maior de 2 vezes o
tamanho de um eritrcito). O nimero de mitoses foi identificado num campo microscépico com
a objetiva de 40x. Linfomas com 0 a 5 mitoses sdo de grau 1 ou baixo grau, de 6 a 10 mitoses
sao de grau 2 ou médio grau e mais de 10 mitoses por campo sdo de grau 3 ou elevado grau
(Valli et al, 2013).



As caracteristicas morfolégicas e o padrdo arquitetural para a classificacdo de linfomas de
acordo com cada categoria estdo descritos na Tabela 3. (Bienzle & Vernau, 2011)

O imunofendtipo afeta 0 comportamento biolégico que vem determinar a expresséo de certas
glicoproteinas da membrana plasmatica. A diferenciacdo é interessante do ponto de vista do
prognostico pois os linfomas de células T tendem a mostrar um comportamento mais agressivo,
induzem a aparicdo de sindromes paraneoplasicos, a sua taxa de remissdo é mais baixa e tém
tipos de sobrevivéncia mais curtos que os de células B. Apesar disto em algumas ocasides, se

bem que pouco frequentes, as células perdem a expressdo dos antigénios CD3 e CD79 e

portanto ndo se pode determinar a sua origem (Albertus, 2012).

Categoria do Linfoma

Caracteristicas Anatdmicas e Histomorfologicas

Linfoma difuso de

Supressdo generalizada de noédulos linfaticos; nucleo redondo, taxa

células-B grandes | mitética elevada; nucléolo Unico = tipo imunoblastico; nucléolos multiplos =
(DLBCL) tipo centroblastico

Linfoma da zona Origem nodal, mucosa extranodal ou na polpa branca esplénica; padrao
marginal (MZL) folicular, células pequenas a intermédias, taxa mitética baixa

Linfoma folicular Origem nodal Unica ou mdltipla; padrao folicular, tamanho celular variavel,
(FL) baixa taxa mitética

Linfoma de células
do manto (MCL)

Origem na polpa branca esplénica; padrédo folicular, tamanho de células

pequeno, nucleo redondo a irregular, baixa taxa mitética

Linfoma  periférico

de células T

Supressdo difusa de miltiplos nddulos linfaticos, possivel hipercalcemia;

morfologia celular e taxa mitética variavel

Linfoma de células T

pequenas

Expansdo nodal paracortical com foliculos remanescentes; tamanho de

células pequeno e intermédio, nucleo redondo, clivado ou indentado

Linfoma cutaneo

epiteliotrépico 1°

Difuso ou agregado, predilecdo por zona mucocuténea, epiteliotrépico;

tamanho das células pequeno a grande dependendo do estadio da doenca

Linfoma
hepatoesplénico de

células-T

Difuso, origem na polpa vermelha esplénica, propagacdo extensa (figado,
medula), citopenias; tamanho de células grande, granulos citoplasméticos,

taxa mitética alta

Tabela 3. Categorias de linfoma mais comuns no céo baseadas na classificacdo da WHO (Bienzle&Vernau,2011).

O objetivo deste trabalho foi a classificagcdo de linfomas recorrendo a histopatologia e a

imunohistoquimica.




2.2 MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram escolhidos 4 casos, 3 foram submetidos a técnica de imunohistoquimica.
Os linfomas utilizados neste trabalho foram classificados de acordo com a imunofenotipagem
de CD3 (linfocitos T) e CD20 (linfocitos B). Todos os animais foram submetidos a classificacédo
anatomica e estadiamento da neoplasia de acordo com os critérios propostos pela WHO. O
diagndstico de alguns foi realizado por meio de exame citolégico de aspirado por agulha fina ou
histopatologia de ganglios linfaticos hipertrofiados, alteragcdo de consisténcia do baco ou
noédulos cutaneos.

Ainformacé&o sobre 0 animal e historia clinica ndo foram completas e foram direcionadas para
as lesGes em questéo.

As citologias obtidas foram coradas pelo método de Diff-Quick. Os fragmentos de ganglio
linfatico, baco ou nédulos cutaneos foram fixados em formol tamponado a 10% no minimo 24h.
Foram feitos cortes representativos das lesGes, com espessura aproximadamente de 2mm e
processados até a inclusdo em parafina. Cortes de 4 um de espessura foram posteriormente
corados pelo método de Hematoxilina-eosina (HE) e para o estudo imunohistoquimico.

Par o marcador CD3: foi usado o teste DAKO® policlonal com diluicdo de 1:300 no sistema
automatizado BenchMark® XT da Ventana. O kit destina-se a identificar alvos por
imunohistoquimica (IHQ) em cortes fixados em formol e embebidos em parafina. Foram
submetidos a um pH de 8,3 a 83°C durante 30 minutos e incubados 32 minutos a 37°C. O kit
de detecéo usado foi o ultraview DAB Detection.

Para o marcador CD20: foi usado o teste Thermo Scientific policlonal com diluicdo de 1:300.
Foram submetidos a um pH de 8,3 a 83°C durante 30 minutos e incubados 1 hora a 37°C. O kit
de detecéo usado foi o ultraview DAB Detection.

2.3 RESULTADOS/DISCUSSAO

2.3.1 Caso clinico 1

Caracterizacdo do animal: Olga, canideo, Dobermann, fémea de 8 anos de idade.

Historia clinica: Paciente com linfadenopatia submandibular bilateral. Analitica sanguinea
normal e serologia de Leishmania negativa. Citologias de PAAF (puncéo aspirativa de agulha
fina) de ganglio linfatico submandibular. Estudo microscopico: Apresentava um fundo linféide
com células em forma de nudcleos nus. Nas zonas melhor conservadas observou-se uma
populagdo linféide homogénea, com predominancia de formas linfoblasticas de tamanho médio
(nucleo do tamanho de 2 eritrécitos), de nacleo redondo de contorno irregular, cromatina laxa e
reticulada. Algumas células continham um nucléolo central e outras varios periféricos.
Apresentava presenca escassa de corpos linfoglandulares, ocasionais linfécitos maduros de
pequeno tamanho e formas neutrofiicas ocasionais (Figura 1, Anexo [). Diagnéstico:



Sugestivo de Linfoma. Evolucdo: Passadas 2 semanas, 0 animal apresentava caquexia e
linfadenopatia generalizada. Foi efetuada bidpsia de géanglios submandibular e popliteo.
Estudo microscopico: Todas as seccdes continham uma proliferacdo intraganglionar de
caracter difuso e uniforme, focalmente nodular, composta por células de aspeto linfocitico
atipicas, de disposicdo densa, de citoplasma escasso, basdfilo, com ndcleo arredondado
(tamanho 2,5 eritrocitos), de cromatina clara com 2-3 nucléolos. O indice mitético era moderado
(2 mitoses por campo 40x). Tinha infiltracdo da cépsula ganglionar e do tecido adiposo
adjacente (Figura 2, Anexo I). Coloracdo imunohistoquimica CD20 (Linfécitos B): A maioria das
células apresentavam uma forte expressao do antigénio CD20. Coloragdo imunohistoquimica
CD3 (Linfocitos T): negativa (Figura 3, Anexo I). Diagndéstico: Linfoma difuso de Linfécitos B
grandes (centroblastico), de distribuicdo difusa de grau histolégico médio. Discusséao: O indice
mitotico observado (menor de 20 mitoses a 400x) parece estar associado a tempos de
sobrevivéncia mais prolongados e € portanto um fator pronéstico favoravel. Os tratamentos
com quimioterapia incrementam significativamente a sobrevivéncia. Ha uma variagdo marcada
na sobrevivéncia de cdes com DLBCL de vérios indices mitdticos. A sobrevivéncia média em
caes com menos de 20 mitoses por campo de 400x é de 188 dias. Se o exame histologico da
Olga tivesse 21 ou mais mitoses por campo de 400x a sobrevivéncia média descia para os 31
dias (Valli et al., 2013).

2.3.2 Caso clinico 2

Caracterizacdo do animal: Luna, canideo, Yorshire Terrier, fémea castrada de 8 anos de
idade. Historia clinica: Ao exame clinico apresentava multiplos nodulos cutaneos (Figura 4,
Anexo I). Estudo microscoépico: Manifestava epiderme normal com leve hiperqueratose
ortoqueratética. Na derme superficial, média e profunda apreciou-se um infiltrado nodular
composto por macrofagos e linfocitos (alguns neutréfilos) perifolicular, que se centrou a nivel
perianexal (Figura 5, Anexo 1), provocando a destruicdo das unidades foliculosebaceas Os
nodulos pareciam confluir e estendiam-se até ao tecido adiposo subcutaneo (Figura 6, Anexo
). Coloragd@o imunohistoquimica especifica CD 3 (Linfécitos T): A maioria das células mostram
forte positividade citoplasmética (Figura 7, Anexo I). Diagndstico: Linfoma cutdneo de
linfécitos T, epiteliotropico (ETCL). Discussédo: ETCL em caes € uma variante de linfoma de
células T, com células que tém um tropismo para o0 epitélio. Representa 5% de todos os
linfomas caninos. O tratamento de escolha em caes com ETCL é lomustina. O prognéstico é
grave e o tempo médio de sobrevivéncia é de seis meses apdés o diagnéstico, sem
diferenciacdo de tratamento. Muitos caes podem sofrer varios graus de dor e / ou prurido e,
embora o tratamento ndo possa alterar a taxa de progressdo da doenca ou do tempo de
sobrevivéncia, pode melhorar a qualidade de vida (Schmidt, 2011).



2.3.3 Caso clinico 3
Caracterizacdo do animal: Kitty, felino, Europeu Comum, fémea castrada de 3 anos de idade.
Historia clinica: Apresentava um nédulo subcutaneo em zona temperomandibular com
afetacdo também orofaringea. H4 5 meses foram isolados Céandida e Streptococcus de uma
les&o similar. Foi feita biopsia. LesGes microscopicas: Mostrava uma proliferagcdo nodular
parcialmente delimitada formada por células redondas, pobremente diferenciadas,
escassamente coesivas, de citoplasma escasso, claro, com nucleo central redondo,
frequentemente vesicular, de bordos irregulares, de cromatina densa com nucléolo central
(Figura 9, Anexo ). Exibia presenca frequente de figuras mitoticas, atipicas. Possuia diversas
areas centrais da lesdo necrosadas (Figura 8, Anexo ). Coloracdo imunohistoquimica CD 20:
As células neoplasicas mostraram uma intensa positividade (Figura 10, Anexo [). Diagndstico:
Linfoma difuso de células B grandes, de alto grau. Discussédo: Linfoma felino € mais
frequentemente de células intermédias ou grandes. Linfomas de células grandes séo vistos
com mais frequéncia em gatos mais jovens (menores de 6 anos de idade) tal como o animal
deste caso. O linfoma cutaneo é relativamente incomum e tem 2 tipos: epiteliotropico (afeta a
epiderme, é de células T e € mais frequente) e ndo epiteliotrépico, na derme, com melhor
prognostico e pode ser de células B ou T (Ruano, 2013). Este era de células B. O prognostico a
partida era melhor que para o caso anterior, contudo era desconhecido o estadio clinico (se

teria envolvimento de outros 6rgaos).

2.3.4 Caso clinico 4
Caracterizacdo do animal: Tina, canideo, Pastor Alem&o, fémea de 11 anos de idade.
Historia clinica: Em ecografia foi detetada esplenomegalia. Estudo microscépico: Era visivel
uma proliferacdo intraesplénica de caracter difuso e uniforme, composta por células de aspeto
redondo, de disposicéo densa, de citoplasma escasso ou moderadamente abundante, basdfilo,
com nucleo arredondado, hipercromatico e nucléolo discreto. O indice mitético era baixo (0-1
mitoses por campo 40x). Presenca de areas de infiltracdo hematopoiética e de abundantes
macréfagos com hemossiderina (Figura 11, Anexo 1). Diagnostico: Compativel com Linfoma
difuso/Leucemia. Discussao: Apresentava uma populagcédo neoplasica de células redondas de
aspeto linfoide, compativel essencialmente com um linfoma difuso do ba¢co ou uma leucemia
em estadio avancado. A distincdo entre ambos requer valorizacdo hematologica e
imunohistoquimica. Na leucemia linfoblastica aguda é frequente que exista alteracdo da
producdo normal e ordenada das diferentes linhas celulares hematopoiéticas da medula 6ssea,
devido a infiltragdo de linfoblastos, o que se traduz em citopenias em sangue circulante e a
consequente presenca de anemias, neutropenias e trombocitopenias (Algarra, 2014). Em
ambos o0s processos 0 prondstico geralmente é grave. A aproximacdo terapéutica vem

determinada pelo estadio da doenca, o imunofenétipo celular implicado (normalmente a
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leucemia linfoblastica é CD34 positiva (Ruano, 2013)) e o estado geral do paciente.
Esplenomegalia € um achado comum. Por vezes, a esplenectomia € recomendada se a doenca
esta em retrocesso e se a esplenomegalia é causada por linfoma que ndo responde a
quimioterapia. Estudos indicaram que os cées que foram submetidos a esplenectomia
mostraram uma sobrevivéncia média de 14 meses. Linfoma da zona marginal (MZL) séo
proliferacaes de linfocitos B e tanto podem surgir no baco como nos ganglios (Valli et al., 2010),
este seria o tipo de linfoma mais provavel neste caso mas a sua distribuicdo ndo se encontrava
apenas na zona marginal. A frequéncia de apresentacdo do linfoma linfoblastico na espécie
canina é superior a da leucemia linfoblastica aguda. Geralmente cursa com linfadenopatia
multipla generalizada pelo que em auséncia de adenopatia ganglionar o diagndstico de
leucemia linfoblastica aguda é mais provavel (Algarra, 2014). Leucemia linfoblastica aguda tem
tratamento igual ao linfoma, € rara em cées, e apresenta mais sinais sistémicos. O tempo

meédio de quimioterapia sdo 3 meses (Ruano, 2013).

2.4 CONCLUSAO

Este estudo aborda a classificagdo anatomica, morfolégica e imunofenotipica de linfomas.

Foram classificados quatro linfomas, dois cutaneos: um epiteliotropico de células T e um néo
epiteliotropico de células B, um multicéntrico difuso de células B grandes (variante de linfomas
mais comum em cdaes) e um esplénico (possivelmente) em que as IHQ e as andlises
sanguineas ao animal eram provas fundamentais para a distingdo entre linfoma e leucemia. O
linfoma do tipo multicéntrico é o mais frequente e os cutdneos séo raros.

O padréo difuso € o mais frequente, tal deve-se ao facto de passar algum tempo até que o
proprietario se aperceba que ha alguma alteracao no seu animal.

O linfoma é a mais comum neoplasia tratada com quimioterapia (Bienzle & Vernau, 2011). Os
resultados de quimioterapia convencional em 60-90 % dos casos tém um tempo médio de
sobrevivéncia de 6-12 meses. Em aproximadamente 20-25 % dos casos, os cdes vivem dois
anos ou mais apos o inicio do tratamento. Nos casos em que a doenca € recorrente e uma
segunda indugcdo de quimioterapia tem que ser iniciada, a taxa média de sobrevivéncia € de
aproximadamente 336 dias (Crow, 2008).

Existem variados protocolos quimioterapicos para o tratamento de linfoma em cées e gatos. E
recomendado eleger um protocolo e manter 0 seu uso para o clinico, o proprietario e o animal
se familiarizarem com os farmacos e a sua toxicidade (Albertus, 2012).

Um prognéstico baseado no estadiamento clinico permite ao clinico e ao proprietario ficarem
informados e tomar decisfes para 0 melhor tipo de terapia, o estadio da doenca de cada animal
€ baseado nos resultados do exame fisico, testes laboratoriais (CBC, perfil bioguimico,

uriandlise, citologia da medula 6ssea) e procedimentos imagioldgicos (radiografias e
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ecografias), citologias e bidpsia, sendo o ganglio linfatico mais acessivel de remover o popliteo
(Moore, 2006).
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3. APRESENTACOES DERMATOLOGICAS DA LEISHMANIOSE CANINA
E ESTUDO IMUNOHISTOQUIMICO

3.1 INTRODUGAO

A Leishmaniose € uma doenca causada por parasitas protozoarios do género Leishmania, é
transmitida através da picada de fémeas de flebotomos (Baneth, 2014).

Tem distribuicdo mundial e € comum no cédo e rara no gato. Foram descritas mais de 23
espécies de Leishmania, sendo a maioria zoonéticas (Gross et al, 2005).

A Leishmania completa o seu ciclo de vida em dois hospedeiros, numa mosca de areia, que
contém a forma promastigota extracelular flagelada e num mamifero, onde se desenvolve a
forma amastigota intracelular (Gross et al, 2005).

Os cées infetados, podem infetar fleb6tomos e transmitir a Leishmaniose. A transmissao pode
ser também: vertical, apesar de incomum; por transfusdo sanguinea e por contato direto. Esta
tem sido sugerida como um modo de transmissdo da doenga, num esforco para explicar a
propagacdao da infecdo na auséncia de vetores fleb6tomos comprovados (Baneth, 2014).

A Leishmaniose canina cutanea e visceral € mais frequentemente causada pela Leishmania
infantum, também conhecida como L. chagasi na America Latina, sendo o0 organismo
primariamente responsavel por causar a Leishmaniose visceral em humanos. Os canideos
selvagens, roedores e caes sao reservatorios naturais. A Leishmaniose canina é normalmente
chamada de Leishmaniose visceral desde que seja causada pelo organismo Leishmania
infantum. Contudo na maioria das vezes a doenca apresenta-se combinada na forma cutanea e
visceral (Gross et al. 2005). Quando a fase cutanea localizada for superada, surge a
disseminacéo visceral. A gravidade e velocidade da evolugdo estdo entdo relacionadas com o
grau e intensidade da resposta imunitaria, fundamentalmente humoral (Pinelli, 1994).

A Leishmaniose canina € a maior zoonose endémica em mais de 70 paises (Baneth, 2014),
incluindo Portugal e Espanha. A maioria dos caes que vive em zonas endémicas Sao expostos
continuamente ao parasita, mas apenas alguns desenvolvem Leishmaniose devido a
incapacidade do seu sistema imunitario para controlar a multiplicacdo do parasita. Apenas
cerca de 12% manifestam sinais clinicos da doenca, 26% sao seropositivos e incluem caes
doentes e subclinicamente infetados e 50% séo portadores positivos (Baneth, 2014).

Os principais achados do exame fisico sdo lesdes dérmicas em 80%-90% dos caes,
linfadenomegalia em 62%-90%, doenca ocular em 16%-81%, esplenomegalia em 10%-53% e
onicogrifose em 20%-31%. Outros achados clinicos podem incluir perda de peso, letargia,
epistaxe, polidria e polidipsia devido a doenca renal, vomitos, colite, melena, e claudicacao

devido a lesdes musculares, 6sseas ou articulares (Baneth, 2014). As lesGes da pele sdo a

12



razao mais comum para a consulta veterinaria, podendo ser a unica manifestacdo clinica na
admisséao do animal (Saridomichelakis&Koutinas, 2014).

O periodo de incubagédo pode durar meses ou anos, durante o qual o parasita se dissemina a
partir da pele progredindo ao longo do corpo do hospedeiro (principalmente para os 6rgaos do
sistema hemolinfatico). A idade, raca, nivel de infecdo, genética do hospedeiro, nutricéo,
doencas concomitantes, e outros fatores também podem influenciar a progresséo da infecéo
para a doencga clinica (Baneth, 2014).

As lesdes dermatoldgicas associadas a Leishmaniose canina incluem dermatite esfoliativa,
gue pode ser generalizada ou localizada sobre a face, orelhas, e membros. A dermatite
ulcerativa, nodular ou mucocutanea também aparecem com alguma frequéncia (Baneth, 2014).

Possivelmente devido a probabilidade de exposicdo ao vector, a Leishmaniose cutanea é
mais comum em cées jovens adultos ativos, geralmente de 3 a 7 anos de idade (Gross, 2005).

A doenca é extremamente polimérfica e a observagdo do parasita nos tecidos € necessaria
para confirmar o diagnostico (Geigel et al., 2011). A presenca de Leishmanias pode ser
demonstrada por citologia de ganglios linfaticos, baco, pele, medula 6ssea, ou fluidos. Estas
sdo rotineiramente coradas com Diff-Quick, mas sdo mais facilmente encontradas com Giemsa.
A detecdo de amastigotas por citologia é por vezes ingrata devido ao baixo numero de
parasitas detetaveis, mesmo em cdes com a doenca clinica. Os parasitas Leishmania também
podem ser vistos em secgOes histopatoldgicas de bidpsia de pele ou outros 6rgéos infetados. O
achado histopatolégico tipico da Leishmaniose canina é a inflamacé&o granulomatosa associada
a um numero variavel de Leishmanias em macréfagos. A identificacdo de parasitas no interior
de macréfagos de tecido pode ser dificil e para isso recorre-se a imunomarcagdo com
coloracdo imunohistoquimica para verificar a presenca de Leishmania. Ha varios métodos
serologicos quantitativos para detecdo de anticorpos anti-Leishmania. A detecdo de DNA
especifico do parasita por PCR permite o diagndstico mais sensivel e especffico da infe¢cdo. A
PCR pode ser realizada sobre DNA extraido a partir de tecidos, sangue, ou até mesmo a partir
de blocos histoldgicos, apesar de no cdo a forma amastigota da Leishmania raramente ser
observada no sangue (Baneth, 2014).

O objetivo deste trabalho pretende mostrar ndo s6 algumas das manifestacdes cutaneas
macroscopicas e histoldgicas da Leishmaniose canina como também a utilidade da técnica

imunohistoquimica na identificagéo de Leishmania.

3.2 APRESENTACOES CUTANEAS

Dermatite esfoliativa

Caracteristicas gerais: € localizada, regional ou generalizada, tem distribuicdo simétrica ou

assimétrica. Com descamagao pitiriasiforme e/ou psoriasiforme e eritema. O pélo apresenta-se
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sem brilho, quebradi¢co, seco ou oleoso com hipotricose, alopécia, hiperpigmentacao, crostas e
moldes foliculares. Localizacdes: na cabeca, a volta dos olhos, na ponta do pavilhdo auricular,

nos membros posteriores, anteriores e no dorso. Diagndsticos diferenciais: demodicose,

dermatofitose, adenite sebacea, lUpus eritematoso cutédneo esfoliativo, lUpus eritematoso
sistémico e linfoma epiteliotrépico. Histopatologia: hiperqueratose ortoqueratética e queratose

folicular. Menos de 20%: com hiperplasia epidermal, exocitose linfocitica, pustulas subcdérneas,
crostas serocelulares, degeneracdo vacuolar das células basais e incontinéncia pigmentar.
Derme: inflamacdo granulomatosa ou piogranulomatosa, com macrofagos ou linfécitos. A
dermatite perivascular superficial, dermatite perivascular profunda e adenite sebacea em
menos de 50%. Também apresentam dermatite nodular e difusa, periofoliculite, dermatite

perianexal e paniculite lobular(Saridomichelakis & Koutinas, 2014).

Dermatite ulcerativa

Caracteristicas gerais: a segunda mais comum, pode ser a Unica anomalia detetada no

exame clinico. Apresenta erosdes com eritema e alopécia, que evoluem para Ulceras dérmicas
superficiais ou profundas. S&o circulares, normalmente bem demarcadas, com bordos
irregulares e uma base aspera a necrotica que € coberta por exsudado purulento ou crostas
hemorragicas. A pele envolvente é hipotricotica, alopécica e eritematosa. Podem ser Unicas ou
multiplas, dolorosas e/ou putridas e secundariamente infetadas. Localizacbes: ponta do
pavilhdo auricular, plano nasal, jun¢gbes mucocutaneas, pontos de pressao, zona inferior das

pernas e almofadas plantares. Diagndsticos diferenciais: pioderma bacteriana mucocutanea,

lGpus eritematoso cutaneo e sistémico idiopético, vasculite idiopatica, doenca de aglutininas a
frio, reacbes adversas a medicamentos, dermatomiosite, dermatose actinica, dermatose
responsiva ao zinco, sindrome uveodermatolégico, dermatite necrolitica superficial e linfoma

epiteliotropico. Histopatologia: hiperplasia epidérmica, exocitose neutrofilica, dermatite com

macrofagos, linfécitos e neutrofilos (Saridomichelakis& Koutinas, 2014).

Dermatite nodular

Caracteristicas gerais: Menos comum que as anteriores e com maior prevaléncia nos Boxers.

Caracteriza-se por nodulos Unicos ou multiplos, medindo até 10 cm de didmetro, ndo sendo
putridos e ulcerados. LocalizacBes: qualquer sitio da pele e membranas mucosas. Diagnéstico
diferencial: todas as doencas nodulares da pele de etiologia bacteriana, fungica, inflamatéria
estéril ou neoplasica. Histopatologia: Predominancia de macréfagos e de células gigantes
mononucleadas, a carga parasitaria € a mais alta entre todas as apresentacfes cutaneas
clinicopatologicas (Saridomichelakis & Koutinas, 2014).
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Dermatite postular — estéril

Caracteristicas gerais: Pouco comum, é caracterizada por pequenas pustulas com uma

auréola eritematosa que rompem levando a formacédo de crostas e colaretes epidérmicos.

LocalizacGes: zonas quase sem pélos. Diagndsticos diferenciais: Pioderma superficial

bacteriana, dermatofitose, pénfigos foliaceo, reacbes postulares adversas a farmacos,
dermatose pustular sub-corneal e pustulose eosinofilica estéril. Histopatologia: Pustulas
subcorneais neutrofilicas com poucos queratindcitos acantoliticos, exocitose e dermatite

mononuclear difusa e uma baixa carga parasitaria (Saridomichelakis & Koutinas, 2014).

Dermatite papular

s

Caracteristicas gerais: € incomum, caracterizada pela presenca de pépulas mdultiplas e

eritematosas. Localizacfes: areas sem pélo e sado indolores. Diagnédsticos diferenciais: foliculite

superficial bacteriana, dermatofitose, demodicose e reacdes adversas a farmacos.
Histopatologia: dermatite piogranulomatosa difusa a nodular, com poucos parasitas. Podem
representar uma reacéo da pele a picadas multiplas de mosquitos. A baixa carga parasitaria na
pele e 6rgaos internos, os baixos niveis de anticorpos, os resultados positivos para Leishmania
e a boa resposta ao tratamento anti-leishmanial sugere que existe uma forte imunidade

mediada por células nestes cées contra L. infantum (Saridomichelakis & Koutinas, 2014).

Nodulos nos locais de inoculagéo do parasita

Caracteristicas gerais: Pouco comuns. Inicialmente aparentam ser areas edemaciadas com

eritema e descamacédo e mais tarde evoluem para nédulos ulcerados, com didmetro de 1 a
3cm, cobertos por crostas e dolorosos. Localizacdes: parte externa das narinas, no focinho e
na parte concava do pavilhdo auricular. Estas lesdes normalmente aparecem depois do fim da

época de transmissdo e curam-se por si num periodo até 6 meses. Diagndstico diferencial: o

mesmo do que para a dermatite nodular e para a ulcerativa. Histopatologia: Inflamacé&o
eosinofilica e neutrofilica, seguida de uma grande infiltracdo de macrofagos e linfocitos. Os
parasitas estdo normalmente ausentes. Ndo ha uma explicagdo razoavel do porqué de apenas
alguns caes desenvolverem estas lesGes, e nao foi encontrada nenhuma associacdo Obvia

entre 0 seu aparecimento e o desfecho da infecédo (Saridomichelakis & Koutinas, 2014).

Hiperqueratose nasal e podal

Caracteristicas gerais: E comum e é caracterizado pela acumulag&o excessiva de queratina

gue leva a uma epiderme grossa, dura, inelastica e fissurada. Diagnosticos diferenciais:

Esgana, papilomatose, pénfigos, lipus cutdneo eritematoso, reacdes adversas a farmacos,
distarbios de queratinizacao e origens idiopéaticas (Saridomichelakis & Koutinas, 2014).
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Onicogrifose

Caracteristicas_gerais: E frequente, caraterizada por hipertrofia e curvatura aumentada das

unhas, que pode levar ao claudicar. Aparece mais frequentemente em cées de interior devido

ao desgaste diminuido. Diagnésticos diferenciais: onicodistrofia idiopatica, dermatite por ténias,

pénfigo foliaceo e eritematoso, lUpus eritematoso, ictiose. Contrariamente a maioria destes
diferenciais, a Leishmaniose associada a onicogrifose € normalmente a Unica anormalidade
das unhas, e o seu diagndstico torna-se mais facil quando outras manifesta¢cdes cutaneas e/ou

sistémicas da doenca estdo presentes no mesmo cdo. Histopatologia: exocitose linfocitica e

dermatite mononuclear liquenoide com ou sem degeneracdo hidropica dos queratinécitos
basais, fissuras dermo-epidermais e incontinéncia pigmentar (Saridomichelakis & Koutinas,
2014).

3.3 MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram escolhidos 4 casos, 3 com o objetivo de mostrar diferentes manifestacdes
cutaneas da Leishmaniose e 1 para demonstracdo da técnica de imunohistoquimica. A
informacgéo sobre os animais e histéria clinica foram sempre limitadas e direcionadas para a
lesdo em questéo.

As formas apresentadas foram: dermatite nodular, nddulos nos locais de inoculagdo do
parasita e dermatite ulcerativa.

O diagnéstico foi realizado por meio de exame citolégico de aspirado por agulha fina e/ou
secgOes histopatologicas de biopsias de pele e o ultimo caso além da histopatologia recorreu-
se a técnica de imunohistoquimica especifica para Leishmania utilizando um anticorpo
monoclonal anti-Leishmania (Ferrer et al., 1988).

3.4 RESULTADOS/DISCUSSAO

3.4.1 Caso clinico 1
Caracterizacdo do animal: Mae, canideo sem raca definida (SRD), fémea de 2 anos de idade.
Historia clinica: Apresentava multiplos nodulos subcutaneos (Figura 1.1, Anexo Il). Estudo

microscoépico: Citologia de ganglio linfatico: O fundo era ocupado por células linfociticas em

gue predominam células de pequeno e médio tamanho, maduras, bem diferenciadas, sem
atipias (87%), alternando com abundantes formas blasticas imaturas (5%). Presenca leve de
macroifagos reativos com abundantes particulas fagocitadas compativeis com amastigotas de
Leishmania (4,5%), células polimorfonucleares neutrdfilas e plasmaticas (3%) (Figura 1.3,
Anexo 1I). Biopsia: O corte histologico exibia hiperplasia moderadamente intensa da epiderme,
associada a hiperqueratose, com areas extensas de ulceracdo. Espongiose multifocal da linha

basal e estrato espinhoso. A derme superficial e média contém infiltracdo inflamatéria difusa de
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predominio histiocitico com componente linfoplasmocitico moderadamente abundante e células
neutrofilicas esporadicas. Presenca frequente de formas intrahistiocitarias compativeis com
amastigotas de Leishmania (Figura 1.4, Anexo Il). Diagnéstico: Dermatite granulomatosa
nodular por Leishmania. Hiperplasia linfoide e linfadenite granulomatosa por Leishmania.
Discusséao: Esta apresentacdo € pouco comum, Mae tinha multiplos nédulos em todo o corpo,
gue aumentaram de quantidade e tamanho ao longo de um més, também tinha afetacéo de
ganglios linfaticos. Nao foi encontrado mais nenhum agente etioldgico. A carga parasitaria era
muito alta semelhante ao descrito por Saridomichelakis & Koutinas, a imunidade esta assim
gravemente comprometida especificamente aos parasitas. O estado geral da Mae piorou
significativamente num espaco de um més (Figura 1.2, Anexo Il) e a resposta ao tratamento
anti-leishmanial era fraca.

3.4.2 Caso clinico 2
Caracterizacdo do animal: Elsa, canideo Bulldog Francés, fémea de 6 meses de idade.
Historia clinica: Apresentava pequenos nédulos na zona mandibular e na face interna da
orelha (Figuras 2.1-2.3, Anexo Il). Estudo microscoépico: Citologia - Fundo hematico com
presenca leve de células nucleadas, macréfagos espumosos reativos, alguns com particulas de
2-4 um fagocitadas, compativeis com amastigostas de Leishmania. Também se observaram
particulas livres. Presenca reduzida de linfocitos médios, com citoplasma basdfilo abundante e
nucleo regular, neutréfilos e eosindfilos (Figura 2.4, Anexo Il). Diagndstico: Compativel com
dermatite linfohistiocitica e com nédulos no local de inoculagéo do parasita. Discusséo: Esta
apresentacdo € pouco comum, é sempre assimétrica e apresenta 3 fases bem diferenciadas:
fase precoce - caracterizada por lesdo eritemo-escamosa de 10-15 mm de didmetro rodeada
por um anel edematoso, fase intermédia - com nddulos ulcero-crostosos com um tamanho de
1-3 cm de diametro e fase précicatricial - que precede o desaparecimento definitivo da lesédo. A
Elsa encontrava-se na fase nodular com nédulos de didmetro de 1cm, que foram encontrados
na parte cébncava do pavilhdo auricular, o que quadra com o0 descrito para estas lesdes.
Normalmente aparecem depois do fim da época de transmissao e curam-se por si num periodo
até 6 meses. Apesar de ser dificil encontrar parasitas, encontraram-se varios macrofagos
cheios de Leishmanias. As citologias apresentavam um quadro inflamatorio linfohistiocitico com
caracteristicas proprias de uma reacdo a picada de artrépodes. Aparecem 1 a 6 meses depois
do periodo de atividade dos fleb6tomos, que corresponde a um tempo médio de incubagcao de
6 meses. Persistem 3 a 9 meses antes de desaparecerem. O prognoéstico nesta apresentacao €
muito variado e depende fundamentalmente da resposta imunitaria do animal, ou podem curar-
se ou pode haver uma extenséo da infecdo por via hematogénea chegando ao baco, figado e

generalizando-se por via sanguinea e linfatica.
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3.4.3 Caso clinico 3

Caracterizacdo do animal: Joy, canideo sem raca definida, macho de 3 anos de idade.
Historia clinica: O animal apresentava prurido de baixa intensidade, lesGes alopécicas
generalizadas com UlceragBes no carpo, joelhos e orelhas (Figura 3.1-3.4, Anexo Il). Foi tratado
com corticosteroides e vacinas para a alergia durante 6 meses, as Ulceras melhoraram com os
corticosteroides. Foram feitos testes para o hipotiroidismo: Tiroxina total: 1.21 e TSH: 0.58
Estudo microscépico: Hiperplasia moderadamente intensa da epiderme, associada a
hiperqueratose, com areas extensas de ulceracdo. Espongiose multifocal da linha basal e
estrato espinhoso. A derme superficial e média continha infiltracdo inflamatoria difusa de
predominio histiocitico, com componente linfoplasmocitico moderadamente abundante e
neutrofilos esporadicos. Presenca massiva de formas intrahistiocitarias compativeis com
amastigotas de Leishmania (Figura 3.5, Anexo Il). Diagndéstico: Dermatite ulcerativa por
Leishmania. Discussao: O hipotiroidismo foi descartado, ndo s6 as lesfes histopatolégicas nao
eram tipicas de hipotiroidismo como também os valores de Tiroxina total e TSH estavam dentro
dos valores de referéncia (Tiroxina total: 1,2 a 4,0 ug/dl e TSH: 0,04 a 0,6 mUl/mL). A dermatite
ulcerativa € das manifestacdes cutaneas mais comuns. Observou-se alopécia que evoluiu para
Ulceras dérmicas circulares, bem demarcadas, com bordos irregulares. As lesdes eram
multiplas, e secundariamente infetadas, estavam localizadas nos pontos de pressdo e zona
inferior das pernas, o que estd de acordo com a bibliografia (Saridomichelakis & Koutinas,
2014) apresentada neste tipo de lesdes. A aparéncia e a localizagcdo (pontas do pavilhdo
auricular) de Ulceras associadas a Leishmaniose séo sugestivas de vasculite. Nao se soube a

progressdo do animal mas com estes achados o progndstico € desfavoravel.

3.4.4 Caso clinico 4
Caracterizacdo do animal: Buster, canideo Rottweiler, macho de 7 anos de idade. Histéria
clinica: O animal apresentava zonas de pele engrossada com areas alopécicas e descamacao,
ndo melhorou com antibiéticos, a cultura de fungos foi negativa. Estudo microscépico: O
corte histolégico exibia uma hiperplasia epitelial irregular com hiperqueratose ortoqueratotica.
Mostrava intensa dilatagdo dos infundibulos foliculares com grande acumulo de queratina que
se estendia até ao interior acompanhando os pélos. Na derme superficial havia um discreto
infiltrado inflamatério perivascular com alguns mastécitos e linfocitos. Na derme, a nivel da
porcdo meédia dos foliculos, observou-se um infiltrado inflamatério granulomatoso, nodular
situado na zona das glandulas sebaceas, este infiltrado estava composto por macrofagos com
abundante citoplasma vacuolizado com presenca escassa de neutréfilos degenerados e alguns
linfocitos e eosindfilos. A coloragdo imunohistoquimica especifica para Leishmania foi positiva
(Figuras 4.1 - 4.3, Anexo ll). Discusséo: Observou-se um padréo inflamatorio nodular crénico

com destruicdo de glandulas sebaceas sem aparente infecdo do foliculo piloso, que é
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compativel com adenite sebacea secundéaria a uma Leishmaniose. Esta s6 foi diagnosticada

devido a técnica de IHQ.

3.5 ConcLusAo

Este estudo de Leishmaniose aborda o comportamento das lesdes dermatologicas e a sua
detecdo por imunohistoquimica. Esta demostrou ser Gtil como ferramenta complementar para
confirmar o diagnostico, particularmente em érgdos com poucos amastigotas (Geigel et al.,
2011). Por IHQ demostrou-se a presenca de amastigotas de L. infantum em pele mediante a
observacdo microscépica de imunoprecipitados citoplasméticos de cor amarela intensa.
Obteve-se um bom contraste entre o tecido de fundo e as células com marcador de antigenos.

A identificacdo do agente etiologico € o diagnéstico de referéncia. Em todos os casos
descritos foi possivel identificar a presenca do agente em citologia e/ou histopatologia. A
caracterizagdo morfolégica de amastigotas em secgcdes histopatoldégicas coradas com
hematoxilina-eosina requer una analise cuidadosa e prolongada, principalmente se os parasitas
forem escassos. As lesdes histoldgicas séo variadas, e 0s parasitas podem ser vistos em 14%-
80% dos casos; a sua identificacdo é mais dificil comparando com a citologia, especialmente
guando é usada uma coloragcdo de HE em vez de Giemsa, e os resultados falsos-positivos nao
podem ser excluidos. A imunohistoquimica, que € muito Util adjunto a histopatologia, deve a
sua alta sensibilidade e especificidade ao facto de ser positiva em 18.2%-100% dos casos.
Quando a carga parasitica € baixa, pode ser preferivel a imunofluorescéncia direta, devido a
sua alta sensibilidade (64.3%-100% das amostras) e falta de fluorescéncia de fundo.
Alternativamente, pode ser usada hibridacao in situ, que € caracterizada por uma sensibilidade
relativamente alta (50%-74.5%) e especificidade (100%). Finalmente, PCR da pele parece ser
superior aos outros métodos em termos de sensibilidade e especificidade (Saridomichelakis &
Koutinas 2014). A PCR néo foi usada uma vez que foram facilmente identificados os
amastigotas. Quando ndo o séo, € preferivel usar a IHQ, ndo devido ao preco praticado por
Citopat Veterinaria (29€ para a IHQ e 33.90€ para o PCR) mas porque destrdi totalmente o
tecido e sobre o bloco ndo se podem fazer mais provas complementares. A IHQ necessita
simplesmente de uma lamina extraida do bloco de parafina. No caso de sair negativa podem-se
fazer outras provas (mais coloragdes, profundizagdes...) e a PCR anula essa possibilidade.

Independentemente do método utilizado, é importante referir que a demonstracdo de
amastigotas ou DNA do parasita mostra que o cado esta infetado e que os parasitas estao
presentes na pele, mas ndo necessariamente que o cdo tem Leishmaniose ou que outra leséo
cutanea é resultado desta doenca (Saridomichelakis & Koutinas 2014).

O diagnéstico de uma ou varias lesbes cutaneas de primoinfecdo na leishmaniose canina de

forma precoce tem um grande interesse préatico. Possibilita a instauracdo de um tratamento
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adequado numa fase inicial da doenca, antes da disseminacdo do parasita no organismo do

cdo com bons resultados para o controlo desta patologia.

3.6 BIBLIOGRAFIA

BANETH, G (2014) “Overview of Leishmaniosis” in Merck Veterinary Manual Merial [citado
23 de Fevereiro de 2015] Disponivel em: http://www.merckmanuals.com/vet/
generalized_conditions/leishmaniosis/overview_of leishmaniosis.html

FERRER L et al (1988) “Identification of Leishmania donovani amastigotes in canine tissues
by immunoperoxidase staining” Veterinary Science 44(2):194-196

GEIGEL, L et al (2011) “Detection of Leishmania infantum in an experimentally-infected
hamster using immunohistochemistry” Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri

GROSS, T et al (2005) “Cutaneous Leishmaniasis” in Skin Diseases of the Dog and Cait,
Second Edition, Blackwell Science, Reino Unido, 312-317

PINELLI, E et al (1994) “Cellular and humoral Inmune Responses in Dogs Experimentally and
Naturally Infected with Leishmania infantum”, American Society for Microbiology Volume 62,
1, 229-235

SARIDOMICHELAKIS M, KOUTINAS A (2014) “Cutaneous involvement in canine leishma-
niosis due to Leishmania infantum (syn.L chagasi)” Veterinary Dermatology 25 61-e22

20


http://www.merckmanuals.com/vet/%20generalized_
http://www.merckmanuals.com/vet/%20generalized_
http://europepmc.org/search?page=1&query=JOURNAL:%22Res+Vet+Sci%22&restrict=All+results

4. ESTIRPE HIPERVIRULENTA DO CALICIVIRUS FELINO — UM CASO DE
NECROPSIA COM AFETAGAO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

4.1 INTRODUCAO

O calicivirus felino (FCV) € um patogénio viral extremamente contagioso, com ampla
distribuicdo na populacdo felina. E um pequeno virus RNA caracterizado por uma forte
variabilidade genética e antigénica (Addie et al., 2012). As infecbes por FCV sdo normalmente
associadas com doenca aguda, leve e autolimitante do trato respiratério superior (Battilani et
al., 2013).

Os sinais clinicos normalmente séo leves e incluem: rinite, Ulceras orais e, numa menor
percentagem, pneumonia (Gaskell et al., 2006). Menos comumente pode também ocorrer
morte subita, dermatite ulcerativa, claudicagdo, aborto e ictericia (Battilani et al. 2013).

A infecdo com as estirpes mais comuns de baixa viruléncia de FCV é associada a morbidade
moderada e mortalidade baixa. Porém, atualmente tem existido um aumento do nimero de
casos descritos com estirpes altamente virulentas que causam infe¢des sistémicas com alta
mortalidade, a chamada doenca virulenta sistémica associada a FCV (FCV-VSD) (Pesavento et
al., 2004, Reynolds et al., 2009). A doenca causada por estas estirpes difere das infe¢des leves
comuns com FCV, e é caracterizada por uma mortalidade alta e um tropismo viral marcado
para células endoteliais e epiteliais da pele e outros 6rgaos. Normalmente, as estirpes de FCV-
VSD sé&o descritas como altamente contagiosas, afetando uma percentagem elevada da
populacdo de gatos com contacto proximo (Pesavento et al., 2004, Reynolds et al., 2009).
Contudo, existem relatos de contato préximo sem contéagio (Meyer et al., 2011), o que sugere
existirem outros fatores predisponentes para a doencga.

O virus também pode permanecer nas fezes de pulgas até 8 dias, e os gatinhos podem ser
infetados com FCV pelo contato com pulgas infetadas ou pelas suas fezes (Mencke et al 2009).
Os gatos podem ser infetados com FCV via nasal, oral ou via conjuntival. A orofaringe é o
principal local de replicacdo. A virémia ocorre de 3 a 4 dias apos a infecdo, momento em que o
virus pode ser detetado em muitos outros tecidos (Anonimo, 2012). Contudo o isolamento e a
desinfecdo séo suficientes para evitar a propagacao. Preventivamente, onde tenha havido um
gato com FCV-VSD e onde as medidas de desinfecéo total ndo se possam empregar, devem-
se esperar 4 meses para que o virus desapareca do ambiente (Colado 2010).

O FCV-VSD afeta todas as faixas etarias mas provoca uma mortalidade mais elevada em
gatos adultos (até 67%), ao provocar uma severa resposta inflamatdéria sistémica. Inicialmente
podem-se observar os sinais tipicos de uma infe¢do por calicivirus com um quadro respiratério

de vias altas, Ulceras orais e febre, mas posteriormente o quadro progride para uma vasculite
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com edema cutaneo, Ulceras, sinais variaveis de dor articular e, em quadros severos, falha
multissistémica com ictericia por necrose hepatica, edema pulmonar ou pneumonia, CID, ascite
e efuséo pleural. O diagnostico de FCV-VSD deve basear-se nos sinais clinicos compativeis,
no seu carater contagioso e na sua alta mortalidade. Nao é simples diferenciar um FCV-VSD
de um FCV capaz de originar sinais graves (pneumonia, Ulceras orais severas). A realizacéo de
PCR em sangue ou tecidos apoia o diagnéstico mas nao o confirma ja que num quadro agudo
por FCV se produz uma virémia que permite encontrar o virus em fezes, sangue e 6rgaos
afetados. O diagnéstico definitivo realiza-se por imunohistoquimica para identificar as estirpes
de FCV-VSD nos orgaos afetados (Colado 2010).

Os sinais clinicos de FCV-VSD sdao: espirros, conjuntivite, rinite, lacrimejar, salivacdo e
Ulceras orais. Um diagnostico definitivo € obtido com o isolamento e identificacdo do agente. A
mucosa orofaringea, narinas externas e sacos conjuntivais sdo os locais de amostras
preferenciais. Amostras de secregcdes oculares, nasais, ou caudais da faringe para PCR podem
ajudar a estabelecer um diagnostico do agente causador (Kuehn, 2013).

Os achados microscopicos de FCV numa fase inicial sdo: pneumonia intersticial com necrose
de pneumocitos tipo | induzida por virus, exsudacao serofibrinosa, e grande numero de
neutrdfilos. A medida que a doenca progride, ha proliferacdo de pneumdcitos tipo Il, e as
células inflamatorias tornam-se mais mononucleares. As leses na mucosa do trato respiratorio
superior e na conjuntiva estdo confinados a moderada infiltragdo de neutréfilos, edema,
necrose e descamacao de células individuais. A FCV-VSD apresenta-se com necrose epitelial
e ulceracdo, pneumonia broncointersticial, alteragces hepaticas que véo desde a interrupcao do
parénquima ao extenso rompimento hepatocelular e necrose pancreatica (Pesavento et al.,
2004).

O objetivo deste trabalho é descrever o diagndstico anatomopatolégico com recurso a PCR
num caso de uma doenca sistémica que levou a ébito um gato adulto com afetagcdo em varios
orgéos, incluindo o Sistema Nervoso Central.

4.2 ResULTADOS/CASO DE NECROPSIA

Caracterizacdo do animal: Kissa, felino Europeu Comum, fémea jovem adulta. Histéria
clinica: Gata de coldnia de rua, ndo vacinada. Teste de FIV e FelLV negativo. Apresentava
sintomatologia respiratéria. Acabou por falecer e foi submetida a necrdpsia. Lesfes

Macroscopicas: Exame externo: Apresentava lesfes crostosas e ulcerativas nas comissuras

labiais. As mucosas estavam ligeiramente ictéricas. Na lingua e gengivas observaram-se
multiplas lesBes ulcerativas e hemorragicas. Com presenca de areas de edema subcutaneo a

nivel facial. Exibia linfadenopatia cervical. Cavidade torcica: Pulmdes - Ambos os pulmdes

apresentavam uma intensa consisténcia com aspeto edematoso, observou-se uma severa
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hemorragia bilateral na area mediastinica e l6bulo caudal (face costal) com presenca de
petéquias nos I6bulos pulmonares e areas congestivas (Figura 1.1). Traqueia — Possuia uma
ligeira quantidade de liquido espumoso serosanguinolento. Coragdo - sem alteracfes. Resto

dos 6rgdos e cavidades ndo se observaram lesGes aparentes. Cavidade abdominal: Ganglios

linfaiticos mesentéricos - com hemorragias. Estdmago e intestino delgado — com escasso
contetdo de coloracdo avermelhada. Intestino grosso — fezes pastosas a liquidas de cor negra.
Rins - exibiam palidez bilateral. Cavidade craniana: apresentava congestdo e hemorragias

(Figura 1.2). Lesbes Microscépicas: Pele e mucosas — apresentavam ulceracao epidérmica
generalizada com abundantes neutrofilos polimorfonucleares e formas bacterianas tipo cocos.
A epiderme estava hiperplasica com hiperqueratose paraqueratética e formacédo de crostas
serocelulares com neutrofilos e eritrocitos. A derme superficial exibia necrose em banda da
associada a infiltracao periférica de células inflamatérias com abundantes neutrdfilos, histiécitos
e linfécitos. A derme superficial e profunda possuia tumefacdo vascular e edema. Apresentava
émbolos fibrindides dentro de alguns vasos na derme superficial e multiplas hemorragias
dérmicas. Lingua — exibia Ulceras e hemorragias (Figura 1.3). Pulm&es - De forma generalizada
observou-se uma congestdo, engrossamento e destruicdo de septos alveolares com aumento
da celularidade e extravasamento de fibrina formando membranas hialinas alveolares. Nos
alvéolos observa-se um marcado edema generalizado com escassa presenca de alguns
macrofagos e neutrdfilos. Os brénquios terminais mostraram falta de epitélio colunar e
ocasionalmente  observa-se necrose. Presenca de hemorragias peribronquiais,
peribronquiolares e alveolares (Figura 1.4). Figado — apresentava padrao difuso, observou-se
dilatacdo, congestdo de sinusoides hepaticos e dilatacdo do espaco de Disse. Presenca
multifocal de hepatdcitos necréticos. Estbmago e intestino — exibia autélise marcada. Ganglios
linfaticos — com muiltiplos focos de hemorragia subcapsular com incremento de macréfagos e
com hemossiderina nos seios. Bago - Presenca multifocal de um infiltrado inflamatério formado
por neutréfilos e macrofagos, sobretudo em vasos sanguineos e na zona sinusoidal.

Encéfalo: Tinha autélise. Observaram-se focos de hemorragia e necrose fibrindide moderada
de artérias de baixe e médio calibre, fiborose e edema proteinaceo. Biologias molecular:
Realizou-se PCR de fragmentos de pele, mucosa oral, figado, pulméo e encéfalo em parafina
para calicivirus felino. Todas as amostras foram positivas. Diagnéstico: Dano alveolar agudo
(pneumonia intersticial), difuso, grave com edema alveolar, bronquiolite necrotizante e
hemorragias pulmonares. Dermatite e estomatite ulcerativa severa. Necrose hepatica
multifocal. Hemorragias em multiplos érgaos. Vasculite. Calicivirus felino.
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Figura 1.2. Areas hemorragicas no encéfalo de um
gato com calicivirus felino.

Figura 1.1. Petéquias hemorrdgicas em pulméo e
hemorragia na traqueia de um gato com calicivirus
felino.

Figura 1.3. Presenca de lesdes hemorragicas e

; Figura 1.4. Corte histolégico de pulmado com
ulcerativas na lingua (HE, 40x).

presenca de hemorragias peribronquiais (HE, 40x).

4.3 DISCUSSAO

Os sinais clinicos, as lesbes macro e microscopicas e a PCR de varios orgaos levaram ao
diagnostico final de infe¢éo sistémica por FCV. A imunohistoquimica n&o foi realizada devido
ao elevado custo da mesma.

Este tipo de infegbes pode causar elevada mortalidade com lesfes variaveis, como necrose e
ulceragdo mucocutanea, pneumonia broncointersticial, alteracfes hepéticas, com alteragdo do
parénquima hepatocelular, necrose pancreéatica e hemorragias em multiplos 6rgdos. Parece
gue nestes surtos hiperagudos o virus mostra um tropismo por células epiteliais e endoteliais,
gue induz um dano vascular sistémico, afetando os pulm®es, pancreas e figado. Cursa
clinicamente com febre, edema, faléncia multiorganica, hemorragias, choque e morte.

H& multiplas estirpes de calicivirus felino que variam no grau de viruléncia. Até hoje tém-se
associado estirpes patogénias de FCV-VSD com um nimero de surtos que se caracterizam por
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estes sinais sistémicos graves e que podem levar & morte animais adultos. Estas estirpes séo
designadas como calicivirus virulento sistémico. Com base em andlises genéticas, estas
surgem como mutagdes de outras estirpes de FCV. Os isolamentos viricos mostram particulas
viricas que parecem distintas dos outros FCV e distintas entre os diferentes casos analisados
(Meyer et al. 2011).

As lesdes tipicas associadas a uma infegdo com FCV-VSD, incluindo edema subcutaneo,
dermatite necrosante e vasculite, estavam presentes no gato afetado. Também foi observada a
necrose de 6rgdos como: pancreas, figado, pulmdes e encéfalo.

A viruléncia especifica de uma estirpe de virus ndo € o Unico fator predisponente para o
desenvolvimento de uma doenca sistémica. Outros, tal como imunossupressdo, podem ter
aumentado a suscetibilidade do gato afetado a estirpe virulenta de FCV-VSD ou permitido a
doenca sistémica causada por uma estirpe de viruléncia baixa. Contudo, a Ultima ndo foi
descrita em gatos imunocomprometidos (Meyer et al. 2011). Fatores predisponentes no
presente caso podem ter sido outras doencas assintomaticas presentes antes da infegdo por
FCV. Também é possivel que outros gatos no grupo fossem ja portadores da estirpe viral mas
eram resistentes a doenca. A protecdo aparenta ser variavel e provavelmente depende da
estirpe viral envolvida.
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5.DIAGNOSTICO IMUNOHISTOQUIMICO DE UM TUMOR NEUROENDOCRINO
RELACIONADO COM DERMATITE NECROLITICA SUPERFICIAL

5.1 INTRODUGCAO

Os tumores neuroenddcrinos (NET) sdo um grupo extremamente heterogéneo de neoplasias
(Kaemmerer et al., 2014). Estes s&o encontrados numa variedade de localizagbes e séo raros
em pessoas e animais. Exemplos de NET incluem tumores gastroenterohepéticos (gastrinoma,
insulinoma, glucagonoma), feocromocitoma, carcinoma medular da tirdide e alguns tumores
hipofisarios. Os NET, sé&o identificados e classificados pela sua aparéncia microscopica e
identificacdo imunohistoquimica dos marcadores de células neuroenddcrinas como a
cromogranina A (Kemppainen, 2013). Tanto esta como a sinaptofisina definem o seu carater
neuroendocrino, com positividade para uma ou para ambas. E necesséario fazer IHQ para
demostrar péptidos hormonais especificos, como insulina e glucagéo (Martinez, 2003).

O insulinoma é o NET mais comum em animais domésticos, ja 0os glucagonomas sao menos
frequentes (Kemppainen, 2013). Os animais afetados com glucagonoma maostram lesdes
cutaneas caracterizadas por uma dermatite necrolitica superficial (SND) afetando juncdes
mucocutaneas, almofadas plantares, cotovelos ou abdémen (Kemppainen, 2013).

Vérias combinac¢fes de hormonas pancreéticas (insulina, glucagéo, polipéptidos pancreéticos
e somatostatina) podem ser demostradas nos tumores neuroendécrinos pancreaticos (PNET),
bem como hormonas ndo encontradas nas células endocrinas do pancreas (gastrina e
calcitonina). Os sinais clinicos dependem das hormonas segregadas. O comportamento
biolégico dos PNET é dificil de prever devido as suas caracteristicas histologicas. Os critérios
histologicos aceites para malignidade, como o pleomorfismo nuclear ou infiltracdo dos tecidos
adjacentes, nao sdo fiaveis na avaliagdo de PNET em seres humanos, bem como em cées
(Minkus et al., 1997).

A SND é uma doenca cutdnea em cées que partilha muitas caracteristicas clinicas e
histopatolégicas com o eritema necrolitico migratério de seres humanos. Este tipo de eritema é
normalmente associado a hiperglucagonemia secundaria a neoplasia pancreatica secretora de
glucagéo. Foi aplicado o termo “sindrome hepatocutaneo” a este subtipo (Gross et al., 1993).

Nos cdaes, as lesbes cutdneas sdo mais frequentemente encontradas nas almofadas
plantares, cotovelos, jarrete, face, abdomen ventral e perineo. Os termos SND, necrose
metabdlica epidérmica, dermatose diabética, sindrome hepatocutdneo e eritema migratorio
necrolitico foram ja todos usados para descrever as lesfes cutaneas em cées. Estas incluem:
hiperqueratose paraqueratética e hiperplasia epidermal moderada associada com edema
intracelular do estrato superior da camada espinhosa. As lesdes criam camadas distintas:

detritos  celulares queratinosos, intensamente eosinofilicos, mais superficialmente;
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gueratinécitos edematosos mais palidamente corados numa camada intermédia; e uma zona
profunda de células basais basofiicas hiperplasicas. Foram identificadas alteracfes
histolégicas semelhantes em cdes com neoplasias secretoras de glucagdo ou sindrome
hepatocutaneo. Acredita-se que a patogénese da doenga cutanea seja um resultado indireto de
uma concentragcdo cronicamente elevada de glucagéo plasmaético (Zincierman, 2008).

Foi descrita hiperglicémia ou intolerancia a glucose em associacdo com diabetes mellitus
nalguns cdes com glucagonomas (Zimmerman, 2008). Nem sempre € identificado um tumor
pancredtico primario. Assim, o diagnostico de glucagonoma foi alcangado ao demonstrar
imunorreatividade ao glucagdo em metastases envolvendo mais frequentemente o figado e os
nodulos linfaticos hepaticos ou mesentéricos (Zimmerman, 2008).

Os diagnésticos diferenciais clinicos para SND em cédes incluem eritema multiforme,
erupcao medicamentosa, pénfigo foliaceo, IGpus eritematoso sistémico, dermatose responsiva
a zinco. A histopatologia € util na diferenciacdo da maior parte destas doencas. A ecografia
hepatica deve ser realizada para avaliar a presenca do padrdo patognomonico "favos de mel"
visto com SND bem como para afastar a possibilidade de neoplasia de pancreas subjacentes.
Ecografia abdominal e bidpsia de pele séo necessarias para o diagndstico (Gross et al., 2005).

Este estudo descreve as alteracfes microscopicas num cdo com SND onde ndo foram

encontrados tumores pancreaticos mas sim metastases em ganglio linfatico regional.

5.2 MATERIAL E METODOS

Este estudo apresenta um caso de dermatite necrolitica com posterior achado ecografico de
uma massa abdominal. A informacéo sobre o animal e historia clinica foram algo limitadas e
direcionadas para as lesdes em questéo.

O diagnostico foi realizado por secgdes histopatologicas de bidpsias de pele e ganglio linfatico
mesentérico. Foram realizadas diversas imunohistoquimicas pedidas a laboratérios externos a
gue ndo se teve acesso ao protocolo, foram elas: citoqueratina AE1/AE3 (marcador epitelial),

sinaptofisina e cromogranina (marcadores neuroenddcrinos), insulina e glucagao.

5.3 RESULTADOS

Caso clinico

Caracterizacdo do animal: Paquito, canideo Bulldog Francés, macho de 8 anos de idade.
Historia clinica: Paciente diabético ha um ano. Apresentava ha um més lesdes ulcerativas e
eritematosas nas axilas e virilhas, regiao periescrotal, perilabial e nas almofadas plantares. O
animal foi tratado com antibiéticos sem éxito. Estudo microscoOpico: Observou-se marcada
hiperplasia irregular da epiderme com hiperqueratose ortoqueratética. Apoptose de
gueratinocitos e exocitose difusa e pouco intensa de linfocitos. Separacdo focal
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dermoepidérmica (Figura 2) sem outras
alteragdes associadas. Numa extremidade da
biépsia o estrato superior da epiderme
vacuolizou-se e na superficie formou-se um
grande acumulo de material crostoso onde se
observaram bandas de detritos celulares, com
restos de nlcleos, neutréfilos degenerados e
material seroso intensamente eosindéfilo. Nesta
zona observou-se um discreto infiltrado
subepidérmico com alguns macrofagos, nas

outras zonas o infitrado € perivascular

superficial com mastdcitos, linfocitos e células

plasmaticas. Diagnéstico: Dermatite
Figura 2 — Pele, cdo. Dematite necrolitica superficial. ) ) ]
perivascular com hiperqueratose. Dermatite

Presenca de crosta superficial e edema (H-E, 100X).
crostosa serocelular. As  lesbes sé&o
compativeis com uma infecdo bacteriana, o quadro histopatolégico foi sugestivo de uma
dermatite necrolitica superficial. Evolucdo: 2 meses depois foi feita bidpsia de massa
encontrada ecograficamente em zona abdominal a que correspondia um ganglio linfatico
mesentérico. Estudo microscopico: Estrutura ganglionar alterada. Observou-se uma capsula
de tecido conjuntivo fibroso (Figura 3.2). Apresentava pequenos agregados de células
epiteliais. Possuia numerosos septos de tecido conjuntivo contendo pequenos capilares que
irradiaram a partir da capsula para o interior da neoplasia e subdividiam as células em
pequenos l6bulos (Figura 3.1). A neoplasia apresentou-se intensamente celular. Os l6bulos
estavam separados por septos fibrovasculares de espessura variavel. As células neoplasicas
eram poligonais e estavam arranjadas em corddes densamente celulares. Tinham limites
celulares indistintos, quantidades moderadas de citoplasma eosinofilico e finamente granular.
Os ndcleos eram redondos a ovais, vesiculados ou continham cromatina grosseiramente
aglomerada e um nucléolo variavelmente distinto. Tinha infiltragdo vascular com células
neoplasicas. As figuras de mitose foram pouco frequentes. As coloragdes imunohistoquimicas:
citoqueratina AE1/AE3, sinaptofisina (Figura 3.3) e cromogranina foram positivas; insulina foi
negativa e glucagéo foi inconclusiva. Diagnostico: Tumor neuroenddcrino metastatico.
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Figura 3 — Ganglio linfatico mesentérico, cdo. Em

3.1 — Numerosos septos fibrosos finos de tecido
conjuntivo que contém pequenos capilares
subdividindo as células em pequenos agregados.
Em 3.2 - Morfologia alterada pelo tumor
neuroenddcrino. Observa-se cépsula de grande
espessura de tecido conjuntivo fibroso (HE a
400x). Em 3.3 — Marcacdo IHQ com anticorpo
reativo para a sinaptofisina (400x).

5.4 DISscUuSsSAO

O animal acabou por ser eutanasiado antes da emissdo de um diagnéstico definitivo. Devido
a localizacdo da massa e a histologia da mesma sabe-se que esta estava localizada num
ganglio linfatico mesentérico ndo tendo sido encontrado o tumor primario. Sabe-se que teria um
tumor neuroenddcrino (provas de sinaptofisina e cromogranina A deram positivas) que podia
nao ser secretor, apesar de o sugerir porque o cao tinha sindrome hepatocutaneo. Também se
sabe que tem origem epitelial (prova de citoqueratina AE1/AE3 positiva), portanto um
carcinoma das células dos ilhéus seria a suspeita mais provavel. Era compativel com um
glucagonoma devido as semelhangas marcantes com a SND (diabetes mellitus e lesdes
cutaneas histologicamente semelhantes).

A prova IHQ de insulina foi negativa pelo que se pode excluir o NET mais comum (insulinoma)
e a do glucagao foi inconclusiva.

Estes achados sublinham a importancia de saber as concentracfes plasmicas de glucagao
para atingir um diagnéstico definitivo de glucagonoma, as quais ndo foram realizadas. Esta
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sindrome é mais frequentemente associado com um tumor pancreatico endocrino que segrega
altos niveis de glucagao (Zimmerman, 2008).

Apesar dos glucagonomas serem tumores pouco comuns, devem ser considerados como
diagnostico diferencial em qualquer paciente exibindo mudancas clinicas e histologicas
consistentes com dermatite superficial necrolitica. Um diagnéstico de glucagonoma deve ser
baseado em concentracdes elevadas de glucagdo no plasma e um tumor pancreatico
neuroenddcrino confirmado. A analise imunohistoquimica do tumor é também uma ferramenta
de diagnéstico muito Gtil apesar de muitos tumores de células dos ilhéus produzirem multiplas
hormonas. O progndstico para pacientes com e sem exciséo cirurgica deste tipo de neoplasias
permanece pobre a reservado (Zimmerman, 2008) e neste caso o cdo ja tinha afetacdo de
ganglios linfaticos regionais.
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ANEXO I - Linfoma — Diagnostico Cito-histologico e Estudo
Imunohistoquimico

Caso clinico 1

Olga, canideo Dobermann, fémea de 8 anos de idade

Figura 1 — Linfoma de células médias/grandes.
Citologia de aspirado de ganglio linfatico
submandibular. Presenca de elevado nimero de
linfoblastos predominantemente de médio a grande
tamanho com citoplasma basofilo. Alguns corpos
linfoglandulares (seta) (Diff-Quick, 400x).
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Figura 3 - Linfoma difuso de células B grandes
Centroblastico. Marcacdo de CD20 em ganglio
linfatico. 3.1 — No controlo positivo. 3.2 — No
ganglio linfatico da Olga. 3.3 - Controlo negativo
(200x).

Figura 2 — Linfoma difuso de células B grandes
centroblastico. Corte histolégico de géanglio
linfatico submandibular. Os nlcleos sdo 2.5x o
tamanho de um eritrécitos e redondos com
cromatina clara com 2-3 nucdéolos. Visivel uma

mitose (seta) (HE, 400x).




Caso clinico 2

Luna, canideo, Yorkshire Terrier, fémea castrada de 8 anos de idade

Figura 4 — Linfoma cutaneo epiteliotropico em canideo. Podem-se observar nédulos cutaneos. 2.1 - Em zona dorso-
lombar. Em 2.2 dorsal ao olho direito. 2.3 - Na juncao do plano nasal com o labio. 2.4 - Na zona dorsal do nanz

Figura 5 — Linfoma cutaneo de células T, epiteliotrépico. Figura 6 - Linfoma cutaneo de células T,
Corte histoldégico de nddulo cutdneo com linfoma, epiteliotrépico podem-se observar células redondas,
presenca difusa de linfocitos pela derme (HE,100x) pobremente diferenciadas, escassamente coesivas,

de citoplasma escasso, claro, com nucleo central
redondo, de bordos irregulares, de cromatina densa
com nucléolo central. (HE,400x).



Figura 7 — Linfoma cutaneo de células T epiteliotropico. Marcagdo de CD3 do nédulo cutéaneo. 7.1 — Controlo
positivo. 7.2 - De notar a forte positividade das células tumorais para CD3 (200x).

Caso clinico 3

Kitty, felino Europeu Comum, fémea castrada de 3 anos de idade

: RN 3
Figura 8 — Linfoma difuso de células B grandes, de alto grau. Corte histoldgico de nédulo subcutaneo. Proliferagéo
nodular parcialmente delimitada formada por células redondas. Apresenta areas de necrose (HE, 40x).

P~ - ——— S
Figura 9 — Linfoma de células B grandes, de alto grau. Podem-se observar células predominantemente com
um nucléolo e células redondas, pobremente diferenciadas, escassamente coesivas, de citoplasma escasso, claro,

com nucleo central redondo, de bordos irregulares, de cromatina densa e com nucléolo central. (HE,400Xx).



Figura 10 — Linfoma difuso de células B grandes, de alto grau . Coloragdo imunohistoquimica para o anticorpo
CD20. 10.1 - Controlo positivo. 10.2 - NAdulo subcutaneo da Kitty. As células neopladsicas mostram uma
intensa positividade (400X).

Caso clinico 4

Tina, canideo, Pastor Alemé&o, fémea de 11 anos de idade

Figura 11 — Corte histolégico de baco com linfoma. Proliferacio difusa de células atipicas de grande tamanho,
disposicdo densa, redondas com abundante citoplasma basdfilo. Nucleo arredondado, hipercroméatico e nucléolo
discreto. Presenca de areas de infiltracdo hematopoiética e de abundantes macréfagos com hemosiderina. (HE,
400x).



ANEXO Il - APRESENTAGOES DERMATOLOGICAS DA LEISHMANIOSE CANINA

E ESTUDO IMUNOHISTOQUIMICO

Caso Clinico 1

Mae, canideo SRD, fémea de 2 anos de idade

Figura 1.1. Dematite nodular provocada por Figura 1.2. O mesmo animal da figura anterior, um
Leishmaniose numa cadela SRD de 2 anos de més depois.
idade.

Figura 1.3. Leishmanias em macréfagos. Citologia Figura 1.4. Leishmanias em corte histolégico de
por PAAF de ganglio linfatico do animal anterior pele da mesma cadela (HE, 400Xx).
(Diff-Quick, 400X).



Caso Clinico 2

Elsa, canideo Bulldog Francés, fémea de 6 meses de idade

Figuras 2.1-2.3. Pequenos nddulos na face interna da orelha (2.1), mento (2.2) e zona mandibular (2.3),
lesdes nos locais de inoculagdo do parasita provocadas pela picada de flebétomos em Bulldog Francés de 6

meses de idade.

Figura 2.4. Leishmanias em macréfago. Citologia por PAAF de nédulo de inoculagdo da picada de
parasitas fleb6tomos (Diff-Quick, 400Xx).
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Caso Clinico 3

Joy, canideo SRD, macho de 3 anos de idade

Figuras 3.1-3.4. Dematite ulcerativa provocada por Leishmania em cdo SRD de 3 anos de idade. Les&do em

cotovelo (3.1), carpo e metacarpo (3.1), zona patelar (3.3 e 3.4), e alopécia (3.1-3.4).

Figura 3.5. Presenca de Leishmanias em corte histolégico de pele do animal anterior (HE, 400x)
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Caso Clinico 4

Buster, canideo Rottweilwer, macho de 7 anos de idade

Figura 4.1. Controlo positivo de IHQ para Leishmania em tecido histolégico de cdo. Os
amastigotas de Leishmania coram-se de amarelo intenso (400x).

Figuras 4.2 e 4.3. Leishmanias
(seta) em corte histologico de pele
de Rottweiler de 7 anos de idade.
Coloragcdo IHQ especifica de
Leishmania. Em 4.3 é \isivel
ligeira hiperqueratose, inflamagéo

sub-banda, dilatagdo dos
infundibulos  foliculares, e na
derme supefrficial discreto

infiltrado inflamatério perivascular
(400x, 100x).
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