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1. RESUMEN

Las neoplasias gastricas son poco comunes en el caballo. Afectan equinos con una
media de 18 afios y no se ha encontrado asociacion entre su localizacion, laraza y
el sexo del equino afectado. No se tienen registros ni estudios histopatologicos de
tumores gastricos en equinos jovenes en Uruguay Yy existen escasos reportes en el
mundo de equinos con leiomiosarcomas gastricos cuyas caracteristicas
morfolégicas son similares a otros tumores estromales gastrointestinales,
dificultando su diagnéstico por el procesamiento convencional. El tiempo de
sobrevida desde la aparicion de signos clinicos es breve y terminan con la
eutanasia o muerte del animal. El objetivo de este estudio es realizar el diagnostico
histopatolégico e inmunohistoquimico de un tumor gastrico en un equino. Comparar
los hallazgos histopatolégicos e inmunohistoquimicos con estudios previos sobre
tumores gastricos en equinos y contribuir al conocimiento cientifico existente en
nuestro pais y el Mundo sobre los tumores géstricos en equinos. El caso clinico se
presentd en un equino, macho entero, pura sangre de carreras, de 4 afos de edad,
con historial clinico de anorexia, pérdida de condicion corporal, episodios de fiebre
intermitente. Ingresd al servicio de la Unidad Patologia del Departamento de
Patobiologia, de la Facultad de Veterinaria de la Udelar. Al examen post -mortem
se observdé una neoplasia ubicada en la zona no glandular, del cuerpo del
estbmago, entre el Margo Plicatus y el cardias, ovalada, de 20 x 11 x 11 cm,
superficie lisa, irregular y ulcerada, coloracion rosa palida y consistencia dura. Se
tomaron muestras de los hallazgos macroscopicos relevantes y se realizo
histopatologia e inmunohistoquimica y se observaron en microscopio optico. Las
células tumorales derivaron de la capa de musculo liso, mostrando varias
morfologias y atipia nuclear con pocas figuras mitoticas. Se observaron células
tumorales en los vasos sanguineos dentro del tumor. Las células tumorales fueron
positivas para el anticuerpo contra SMA y negativas para el anticuerpo contra
CD117 (c-kit). En conclusion, el tumor fue diagnosticado como leiomiosarcoma
derivado del muasculo liso gastrico. La baja incidencia de tumores gastricos en
equinos, junto con la corta esperanza de vida tras la aparicion de signos clinicos,
resalta la importancia de un diagnéstico temprano y preciso, donde la
inmunohistoquimica juega un papel clave en la identificacion de la naturaleza del
tumor y en la mejora de los resultados clinicos.



2. SUMMARY

Gastric neoplasms are uncommon in horses. They affect equines with an average
age of 18 years, and no association has been found between their location, breed,
and sex of the affected horse. There are no records or histopathological studies of
gastric tumors in young horses in Uruguay, and there are few reports worldwide of
horses with gastric leiomyosarcomas whose morphological characteristics are
similar to other gastrointestinal stromal tumors, complicating their diagnosis through
conventional processing. The survival time from the onset of clinical signs is short,
often ending in euthanasia or death of the animal. The objective of this study is to
perform histopathological and immunohistochemical diagnosis of a gastric tumor in
a horse. It aims to compare the histopathological and immunohistochemical findings
with previous studies on gastric tumors in horses and contribute to the existing
scientific knowledge in our country and the world regarding gastric tumors in
equines. The clinical case involved a 4-year-old entire male thoroughbred horse
with a clinical history of anorexia, weight loss, and episodes of intermittent fever. He
was admitted to the Pathology Unit of the Department of Pathobiology at the Faculty
of Veterinary Medicine of Udelar. Upon post-mortem examination, a neoplasm was
observed in the non-glandular area of the stomach body, between the Margo
Plicatus and the cardia, oval in shape, measuring 20 x 11 x 11 cm, with a smooth,
irregular, and ulcerated surface, pale pink coloration, and hard consistency.
Samples of the relevant macroscopic findings were taken, and histopathology and
immunohistochemistry were performed and observed under a light microscope. The
tumor cells originated from the smooth muscle layer, showing various morphologies
and nuclear atypia with few mitotic figures. Tumor cells were observed in the blood
vessels within the tumor. The tumor cells were positive for the SMA antibody and
negative for the CD117 (c-kit) antibody. In conclusion, the tumor was diagnosed as
a leiomyosarcoma derived from gastric smooth muscle. The low incidence of gastric
tumors in horses, along with the short life expectancy after the onset of clinical
signs, highlights the importance of early and accurate diagnosis, where
immunohistochemistry plays a key role in identifying the nature of the tumor and
improving clinical outcomes.



3. INTRODUCCION

El estbmago es el 6rgano mas comunmente afectado por las neoplasias
gastrointestinales en el equino. Sin embargo, las neoplasias gastricas son poco
comunes  en el caballo, teniendo una incidencia de 0.9%
(Munday et al., 2017).

Los caballos con neoplasias gastricas presentan una media de edad de 18 afios y
no se ha encontrado asociacion entre la aparicion de tumores en esta localizacion y
la raza y el sexo de los equinos afectados (Taylor et al., 2009). Existe un reporte de
caso de leiomioma gastrico en un equino de 2 afios de edad (Laus et al., 2009). El
carcinoma de células escamosas es la neoplasia gastrica primaria mas comun en
caballos. Otras neoplasias gastricas encontradas incluyen el leiomioma,
mesotelioma, adenocarcinoma, linfoma (Taylor et al., 2009). Ademas, existen
reportes de caso de tumores del estroma gastrointestinal en equinos con esta
localizacion (Del Piero et al., 2001) y equinos con leiomiosarcomas multicéntricos y
gastrico primario cuyas caracteristicas morfolégicas son similares al tumor estromal
gastrointestinal, lo que dificulta su diagnodstico por el procesamiento convencional
(Boy et al., 1992). Muchos leiomiosarcomas gastrointestinales previamente
diagnosticados deben reclasificarse como tumor estromal gastrointestinal segun los
resultados de la tincidn inmunohistoquimica. A diferencia de otras técnicas
diagnosticas como la endoscopia cuyos resultados en ocasiones no revelan
anomalias (Boy et al., 1992), la inmunohistoquimica es una técnica especifica y
sensible que proporciona un diagnoéstico definitivo de alta relevancia clinica y
prondstica que ayuda a comprender los distintos comportamientos biolégicos de
estos dos tumores (Russell et al., 2007).

El diagnostico del tumor estromal gastrointestinal depende en gran medida de la
tincion inmunohistoquimica KIT/CD117, que puede detectar la mayoria de estos
tumores a excepcion de un 3% a 5% que alberga la mutacion PDGFRA (Tan et al.,
2012). Por otro lado, la expresion inmunohistoquimica de alfa actina de musculo
liso (a-SMA) es indicativa del leiomiosarcoma gastrico (Bahl et al., 2020).

El tiempo de sobrevida desde la aparicibn de signos clinicos en equinos con
tumores gastricos es breve, aproximadamente 4 semanas, y terminan con la
eutanasia o muerte del animal (Taylor et al., 2006; 2009).

Hasta donde sabemos no se tienen registros ni estudios histopatologicos de
tumores gastricos en equinos jovenes en Uruguay, es por ello que se plantea
realizar el diagnostico histopatolégico e inmunohistoquimico de una neoplasia
gastrica en un equino enviado para necropsia a la Facultad de Veterinaria- Udelar.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Aspectos anatémicos y fisiolégicos del estbmago

El estbmago equino es uno de los compartimentos mas pequefios del tracto
gastrointestinal, representando entre el 8 y 10% del volumen total del tracto
digestivo y teniendo una capacidad de entre 7.5y 15 litros en el adulto (Geor et al.,
2013). Este organo esta ubicado dentro de la caja toracica, entre la costilla 9 y 15,
en la mitad izquierda del abdomen, caudal al diafragma y al higado, y craneal al
bazo. Esta conformado por cuatro compartimentos: el cardias, el fundus (saccus
cecus), el cuerpo y la region pilérica. El cardias es la regibn mas craneal y esta
firmemente fijada al diafragma en cercania a la superficie dorsal de la 112 costilla.
El fundus se encuentra dorsal al cardias, es grande y esta revestido por una
mucosa no glandular. Por su parte, el cuerpo es la porcibn mas grande,
extendiéndose desde la regién no glandular ventral al cardias hasta el angulo
agudo de la curvatura menor o también llamada la incisura angular. Por ultimo, la
region pildrica, abarca desde la incisura angular hasta el duodeno y se subdivide en
el antro pildrico, el canal y el fuerte esfinter muscular o piloro, siendo éste la Unica
porcion gastrica ubicada a la derecha del plano medio. Recorren los cuatro
compartimentos dos curvaturas: la menor, que aproxima estrechamente la region
del cardias y la del piloro en un angulo agudo y céncavo en la superficie craneal, y
la mayor, convexa, que define la superficie caudal del 6rgano (Figura 1) (Al Jassim
& Andrews, 2009).
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Figura 1. Esta imagen ilustra las diferentes porciones del estémago equino *

Respecto a su situacién, la superficie parietal del estbmago se encuentra en
contacto con el diafragma y el I6bulo izquierdo del higado, mientras que su
superficie visceral esta en estrecha relacion con los intestinos. Esta unido a la
pared abdominal y a los 6rganos circundantes por los mesogastrios dorsal y

1 Ecuestre, 2016


https://www.ecuestre.es/app/caballo/caballo/el-sistema-digestivo-del-caballo-parte-i

ventral. EI mesogastrio dorsal incluye el ligamento gastrofrénico, que une la
curvatura mayor cerca del cardias a la porcion crural del diafragma; el ligamento
gastroesplénico, que conecta el bazo con la parte izquierda de la curvatura mayor;
y el epiplon mayor que se origina en la pared abdominal dorsal como un pliegue
peritoneal y se adhiere a lo largo de la curvatura mayor. Este pliegue se extiende
caudalmente, formando la bolsa omental y se accede a ésta por el foramen
epiploico, cuyos limites son el I6bulo caudado del higado dorscranealmente, la
vena cava caudal dorsalmente, la vena porta ventralmente y el I6bulo derecho del
pancreas caudoventralmente (Figura 2.). Por otro lado, se encuentra el mesogastrio
ventral, cuya porcién mas grande es el epiplbn menor que conecta la curvatura
menor del estbmago con la superficie visceral del higado a través del ligamento
hepatogéstrico y su borde derecho libre conecta el duodeno con el higado por
medio del ligamento hepatoduodenal.

¢ »IL- Lig. frénicorenal
\ 3 derecho
Lig. esplenT

Lig. gas&roesplenf

Se observa rifidn izquierdo (1), rifidn derecho (2), bazo (3), pancreas (4)
estomago (5), duodeno (11), vena porta (18)

Vista caudal de los érganos post-diafragmaticos del caballo.

Figura 2. Abdomen equino. Esta imagen ilustra los érganos internos con sus
ligamentos y omentos post diafragmaticos del equino con una vista ventral.?

Microscopicamente el estdbmago esta constituido por una serosa 0 peritoneo
visceral, tres capas musculares (oblicuo, circular y longitudinal), una capa
submucosa, compuesta por tejido conectivo denso irregular, vasculatura
prominente y un plexo nervioso submucoso y una mucosa. En esta Ultima, se
evidencian dos é&reas totalmente discernibles, y divididas por una zona de
transicion abrupta, el margen plicatus, el cual se identifica como una transicion
abrupta dentro de la lamina epitelial de un epitelio escamoso estratificado no
gueratinizado a un epitelio columnar simple (White et al., 2017). Dichas areas se
definen como no glandular o pavimentosa y secretora o glandular, y le otorgan al

2 Caro Munizaga, 2023
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estobmago equino la denominacion de monocavitario compuesto. El desarrollo de
estas dos superficies comienza al final de la gestacion y el periodo neonatal. En las
dos primeras semanas después del nacimiento, el epitelio pavimentoso entra en
hiperplasia, en respuesta a la exposicion acida, y el epitelio glandular se diferencia
completamente (Murray, 1999).

Desde el punto de vista histologico, existen diferencias estructurales y funcionales
entre los epitelios de las dos &reas de la mucosa.

La region no glandular abarca aproximadamente un tercio de la superficie gastrica,
y esta compuesto por un epitelio escamoso estratificado, presenta una pobre
proteccién lo que conduce a una predisposicion para la ocurrencia de lesiones por
causticacion acida (Murray, 2009). Es microscOpicamente similar al es6fago caudal,
con algunas excepciones; La lamina muscular de la tinica mucosa en el estbmago
esta organizada en dos capas distintas. La tdnica muscular es mas gruesa en el
estbmago debido a una capa adicional de musculo liso.

Los otros dos tercios estan ocupados por la region glandular, donde se produce
acido clorhidrico y pepsinégeno. También es donde existen mecanismos
protectores efectivos, como la produccion de moco, bicarbonato y réapida
reepitelizacion de la mucosa (Videla & Andrews, 2009; Buchanan & Andrews,
2003). Estos mecanismos se asocian a la lamina epitelial de la tanica mucosa del
estbmago glandular que esta compuesta por glandulas tubulares simples con
ramificaciones en su base. Dichas glandulas estan conformadas por distintos tipos
celulares: células mucosas del cuello, células parietales, células principales y
células enteroenddcrinas. Las células mucosas del cuello producen un moco
sulfatado liquido distinto del que secretan las células mucosas situadas mas
superficialmente en los pliegues. Las células parietales u oxinticas producen el
acido clorhidrico. Se distinguen claramente de las demas por su voluminoso
citoplasma eosinofilo, tienen una forma mas o menos triangular y a veces
presentan dos nucleos. Se localizan principalmente en la parte del cuello, aunque
también se encuentran en la parte mas profunda de la glandula. Las células
principales son mas pequefias y de citoplasma baséfilo ya que su producto de
secrecion es la pepsina, que se sintetiza en forma de pepsindgeno inactivo. Esta
secrecion esta estimulada por la gastrina, la histamina y la acetilcolina. Sin
embargo, son inhibidas por la somatostatina. Su localizacion esta principalmente en
la parte inferior de la glandula. Por ultimo, las células endocrinas se distribuyen por
toda la mucosa gastrica. Se diferencian por su morfologia y sintetizan diversas
hormonas y neurotransmisores (Megias et al., s.f.). Atlas de histologia vegetal y
animal).
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Figura 3. En esta imagen se ilustra las diferentes secciones con sus diferentes
células dentro de una misma fosa gastrica. Estas fosas se encuentran dentro del
estébmago equino en la zona glandular?.

El mayor volumen del fluido gastrico se origina por la secrecion acida continua con
o0 sin presencia de alimento, variando de 10 a 30 litros. Ademas del &acido
clorhidrico que como en todas las especies es la mayor y principal secrecion del
estbmago (Geor et al., 2013) el contenido gastrico contiene saliva, acidos grasos
volatiles (AGV) y secrecion intestinal por reflujo duodenal (Merrit, 2003). El control
de la secrecion clorhidrica involucra mecanismos de retroalimentacion responsivos
a diferentes factores, como el pH y la composicion del alimento. En este proceso,
ocurren interacciones complejas entre componentes neurales (nervio vago) Yy
hormonales, involucrando la gastrina, secretina, colecistoquinina, somatostatina,
péptido liberador de gastrina, histamina, serotonina, acetilcolina, entre otros
(Johnson, 1971)

La acetilcolina proveniente del nervio vago y la gastrina son los principales
activadores de la secrecion por parte de las células parietales, a través de la
bomba de protones inducida por la ATPasa-K-H, que permite el intercambio de H* /
K* en la membrana celular, sin embargo, en el equino, las células parietales son
mas sensibles a la histamina (Campbell & Thompson, 1994). La somatostatina vy,
en menor proporcion, el péptido relacionado con el gen de la calcitonina, inhiben la
secrecion clorhidrica al controlar de manera paracrina las células productoras de
gastrina e histamina.

El tiempo de permanencia del alimento en el estbmago varia entre 2 y 6 horas
(Weyenberg, 2006), dependiendo directamente de la frecuencia de la ingestion y

3 Megias et al., s.f
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del tipo de alimento. El estbmago raramente queda completamente vacio y la
ingestion de alimento estimula el paso del contenido gastrico al duodeno,
promoviendo el transito normal entre estos compartimentos (Guerring & Hunt,
1986). La estructura anatomica entre el esofago distal y el cardias normalmente
solo permite transito en sentido aboral. Asi, bajo condiciones normales, el
estébmago siempre contiene un poco de gas (Colin, 2005).

El vaciamiento gastrico en respuesta a la ingestion de alimento ocurre a través de
las fases de relajacion receptiva y de acomodacion (Lorenzo-Figueras et al., 2002).
La fase de relajacion receptiva del estbmago de los equinos involucra
mecanorreceptores presentes en la faringe y/o eséfago. Por otro lado, la fase de
acomodacion depende del control por retroalimentacién de sensores duodenales,
activados por el contacto del alimento con las mucosas gastricas. Esto justifica la
importancia del tipo y calidad del alimento ofrecido en el ajuste fisiolégico, que
depende de la adecuacion de las dietas (Merrit, 2003; Aranzales & Alves, 2013).

4.2 Tumores gastricos en equinos.

4.2.1 Incidenciay Epidemiologia

La prevalencia de tumores en la especie equina es relativamente baja (1-3% de
todas las patologias en caballos), muy por debajo de la incidencia en humanos y
otras especies de animales domeésticos. Se desconoce la razon de esta aparente
resistencia del caballo a desarrollar procesos neoplasicos, aunque se manejan
multiples teorias genéticas. No obstante, esta comprobado que, actualmente, se
esta diagnosticando un mayor numero de caballos con cancer. Es muy probable
gue la razdén principal de este hecho sea un incremento real de la incidencia,
debido a que el cancer es una enfermedad geriatrica, el aumento de la expectativa
de vida de los pacientes (como consecuencia de los cuidados preventivos, del
avance de la medicina veterinaria y de los cambios sociolégicos que han conducido
a considerar al caballo como algo mas que un animal de carga o trabajo) permite
gue se desarrollen procesos oncolégicos con mayor frecuencia. Aunque tampoco
se puede descartar que este aumento de la incidencia se relacione con una mayor
capacidad diagndstica, al aplicar en la medicina equina técnicas diagndsticas que
se encontraban limitadas a la clinica de pequefios animales (estudios citologicos,
diagndstico por técnicas de imagen avanzado, etc.) (Martinez de Merlo, 2012).

Las neoplasias gastricas son raras en caballos, representando el 1.5% del total de
las neoplasias equinas. El tumor gastrico equino mas comun es el carcinoma de
células escamosas (SCC) primario, que representa el 3-4% de todos los SCC
equinos. Aunque se ha informado que el SCC gastrico es la neoplasia primaria mas
comun del tracto gastrointestinal equino, un estudio encontré una prevalencia
equivalente de linfoma intestinal primario. Otros tipos de neoplasias gastricas
reportadas en los caballos incluyen adenocarcinoma, leiomioma leiomiosarcoma,
tumor del estroma gastrointestinal, papiloma, pélipo benigno y leiomiosarcoma.
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(Taylor et al., 2009). El leiomiosarcoma es un tumor maligno raro que se origina en
el musculo liso y que usualmente se desarrolla en areas ricas en musculo liso,
como los tractos reproductivo y alimentario (Clem et al., 1987; Mair et al.,1990;
MacGillivray et al., 2003; Taylor et al., 2006; Hurcombe et al., 2008). La descripcién
del comportamiento biolégico y la progresion clinica de los leiomiosarcomas es un
desafio debido a la baja frecuencia con la que se han reconocido estos tumores en
caballos. Se han reportado dafios locales severos y metastasis, o que lleva a un
pronéstico desfavorable en la mayoria de los casos (MacGillivray et al., 2003;
Taylor et al., 2006; Hurcombe et al., 2008; Kawabata et al., 2016; Oreff et al.,
2018).

La anamnesis y los signos clinicos asociados con la neoplasia gastrica equina
suelen ser inespecificos y rara vez se localiza el proceso de la enfermedad en el
estébmago, lo que dificulta el diagnostico ante mortem (Taylor et al, 2009).

En la histologia los leiomiosarcomas gastrointestinales se caracterizan por
presentar células en forma de huso con abundante citoplasma, profundamente
eosinofilico, difuso y bordes celulares indistintos. Los ndcleos son de forma
alargada, hipercromaticos y tienen nucleolos indistintos. Pueden clasificarse en
leiomiosarcomas bien diferenciados o mal diferenciados. Los bien diferenciados
tienen una baja densidad celular y estan compuestos por haces y corrientes de
células musculares lisas bien diferenciadas. Hay poca variacion dentro de la
poblacién celular y la necrosis y las figuras mitoticas son raras. Pueden expandirse
de manera transmural, pero no penetran la serosa. Los leiomiosarcomas mal
diferenciados son marcadamente celulares y estdn compuestos por haces y
corrientes de células mesenquimales mal organizadas, apoyadas por un estroma
de tejido conectivo laxo y, a menudo, edematoso. Los nucleos varian en tamafo y
pueden presentarse muchas mitosis, incluidas figuras atipicas. Hay una mayor
variacion en las células neoplasicas y la invasion transmural, asi como la invasion
en el omento adyacente es comun. Los leiomiosarcomas mal diferenciados tienen
un alto riesgo de invasion local. La inmunotincién contra SMA y vimentina se puede
utilizar para subclasificar los leiomiosarcomas bien diferenciados de los mal
diferenciados.

Las células musculares lisas normales, los leiomiomas y los leiomiosarcomas bien
diferenciados no exhiben o exhiben minima vimentina y una fuerte inmunotincién
de SMA. En contraste, las células neoplasicas en los leiomiosarcomas mal
diferenciados son fuertemente positivas para vimentina, pero tienen poca
inmunotincion de SMA. Esto puede representar una desdiferenciacion de las
células musculares lisas a mioblastos primitivos, que expresan vimentina, pero no
estdn suficientemente diferenciados para expresar filamentos intermedios
musculares. Los leiomiosarcomas rara vez expresan S100 o PGP 9.5. El dogma
actual es que no deben expresar KIT y la expresion de KIT indica un diagnéstico de
GIST. Aungque los leiomiosarcomas gastrointestinales se han clasificado
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previamente utilizando solo caracteristicas morfoldgicas, la clasificacion utilizando
la inmunotincién tiene una mayor precision pronostica (Munday et al., 2017).
Histéricamente, todas las neoplasias de células en huso del tracto gastrointestinal
se pensaban de origen muscular liso, actualmente algunas neoplasias de células
en huso gastricos se derivan de las células intersticiales de Cajal y deberian
clasificarse como GISTs. Esto sugiere que parte de la prevalencia publicada y el
comportamiento clinico de los neoplasmas de células en huso géastricos pueden
requerir una actualizacion, considerando los tumores de musculo liso y los GISTs
como entidades separadas (Frost et al., 2003).

El diagnostico del tumor estromal gastrointestinal depende en gran medida de la
tinciébn inmunohistoquimica KIT/CD117, que puede detectar la mayoria de estos
tumores a excepcion de un 3 a 5% que alberga la mutacion PDGFRA (Tan et al.,
2012).

La caracteristica clave de los GIST es la positividad para el KIT (CD117), como se
observa en mas del 95% de los casos. Aunque la positividad para KIT es una
caracteristica definitoria importante para los GIST, ya no se considera un requisito
absoluto. Otros antigenos comunmente expresados, pero menos especificos de los
GIST son CD34, nestina y la proteina quinasa C theta. Los GIST pueden ser
positivos de manera variable para marcadores de musculo liso, pero generalmente
son negativos para desmina. La positividad para la proteina S100 es rara, y la
GFAP esta ausente. Las queratinas y los neurofilamentos se expresan
ocasionalmente. No hay una justificacion para separar los GIST en subtipos
"mioides” o "neurales" basados en la expresiéon de marcadores de musculo liso y
proteina S100. Sin embargo, los GIST positivos para marcadores de musculo liso y
proteina S100 deben ser separados de los verdaderos tumores de musculo liso y
vainas nerviosas (Miettinen & Lasota, 2006).

Por otro lado, la expresion inmunohistoquimica de alfa actina de musculo liso (a-
SMA) es indicativa del Ileiomiosarcoma gastrico (Bahl et al.,, 2020).
Aproximadamente el 20% de los GISTs gastricos y el 35% de los GISTs del
intestino delgado son positivos para la actina del muasculo liso alfa (SMA, por sus
siglas en inglés). La positividad varia desde focal hasta extensa y puede ser
prominente en todo el tumor. Sin embargo, la infiltracién de GISTs entre las fibras
musculares lisas normales positivas para SMA (y desmina) no debe confundirse
con la expresion de marcadores musculares en el tumor. La positividad para SMA
ha sido un factor pronostico favorable estadisticamente significativo tanto en los
GISTs gastricos como en los del intestino delgado.

La positividad para desmina, la proteina de filamento intermedio del tipo muscular,
ocurre raramente en los GISTs gastricos (5%), especialmente en los epitelioides,
pero raramente se observa en mas del 30% de las células tumorales. Sin embargo,
la desmina se encuentra muy raramente (1%) en los GISTs del intestino delgado.
El tratamiento con imatinib es sospechoso de inducir la expresion de desmina en
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algunos GISTs (basado en comparaciones entre tumores antes y después del
tratamiento). Esta observaciéon es de interés porque estudios in vitro han
demostrado que la interrupcion de la sefializacion de KIT puede inducir la
diferenciacién del musculo liso de las células de Cajal. La forma embrionaria de la
miosina del musculo liso y el caldesmon pesado, una proteina citoesquelética que
se une a la actina, son antigenos del musculo liso cominmente expresados en los
GISTs. La expresion de estos antigenos en los GISTs puede ser una expresion del
potencial para una diferenciacién parcial del masculo liso de las células de Cajal
ancestrales o sus precursores, como se muestra en estudios in vitro (Miettinen &
Lasota. 2006).

4.2.2 Diagnostico diferencial

Los tumores verdaderos del musculo liso gastrointestinal, los tumores de la vaina
nerviosa, los desmoides, los tumores miofibroblasticos inflamatorios, los polipos
fibroinflamatorios y los sarcomas indiferenciados son tumores que se confunden
mas comunmente con los GISTs. Estos tumores han sido reportados casi
uniformemente como negativos para Kit, y muchos tienen otros marcadores
distintivos que generalmente no se expresan en los GISTs. Ocasionalmente, los
carcinomas poco diferenciados y el sarcoma histiocitico también pueden incluirse
en el diagnostico diferencial, lo cual es enormemente facilitado por la
inmunohistoquimica (Miettinen & Lasota, 2006).
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5. OBJETIVOS

5.1 Generales

1. Realizar el diagnéstico histopatologico e inmunohistoquimico de un tumor
gastrico en un equino.

2. Comparar los hallazgos histopatologicos e inmunohistoquimicos con estudios
previos sobre tumores gastricos en equinos.

3. Contribuir al conocimiento cientifico existente en nuestro pais y el Mundo
sobre los tumores gastricos en equinos mediante la presentacion de un
nuevo caso.

5.2 Especificos

1. Identificar y describir las caracteristicas histolégicas y los tipos celulares
presentes, evaluando la morfologia y la arquitectura del tejido tumoral.

2. Aplicar técnicas de inmunohistoquimica para identificar marcadores
especificos en las células tumorales.

3. Realizar la puesta a punto de técnicas de inmunohistoquimica para este tipo
de tumor en el equino en el laboratorio de anatomia patologica de la facultad
de veterinaria Udelar.

4. Realizar una busqueda bibliografica actualizada sobre los tumores gastricos
en equinos y las posibles asociaciones entre las caracteristicas clinicas y las
caracteristicas histologicas/ moleculares del tumor.

5. Relacionar los hallazgos histopatolégicos e inmunohistoquimicos con los
datos clinicos del equino, como edad, raza, sintomas clinicos y evolucion de
la enfermedad.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Caso clinico

El caso clinico se presentdé en un equino, macho entero, pura sangre de carreras,
de 4 afios de edad (0999/24)

Su historial clinico comienza el 15 de agosto del afio 2023 con episodios de
alimentacion irregular, particularmente, posteriores a los eventos de competicion y
pérdida de condicion corporal progresiva. Seguidamente se evidencian episodios
de fiebre repetitivos en primera instancia relacionados al momento del ejercicio y
posteriormente, también, durante el reposo. Se realiza un estudio de la bioquimica
sanguinea y hemograma, con resultados que se encuentran dentro de los
pardmetros normales. Ademas, se realiza una esofagoscopia sin demostrarse
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alteraciones macroscopicas evidentes y se diagnostica pleuritis cronica mediante
ecografia. Con motivo de la persistencia de los signos clinicos y la no recuperacion
del paciente, el 18 de octubre de 2023 ingresa en el hospital de la Facultad de
Veterinaria, Udelar, donde se comienza con un tratamiento antipirético. Se le
realiza una ecografia toracica, abdominal y de mediastino, observandose
esplenomegalia, también se le realizo una gastroscopia donde no se observd
ninguna anomalia Se realizan estudios de deteccion de enfermedades virales con
resultado negativo para anemia infecciosa equina, leptospira y piroplasmosis.

No se observa ningun otro sintoma durante la hospitalizacion por lo tanto deciden
continuar el tratamiento en el stud, llevando un registro de la temperatura con una
frecuencia de dos veces al dia.

El 15 de noviembre se le realiza un BALF (lavado broncoalveolar) dando como
resultado 59% macrofagos, abundante presencia de actividad de macréfagos y
células gigantes multinucleadas 39% linfocitos 2% eosindfilos.

Se le realiza rayos X en torax observandose un patron bronco-intersticial con
broncostasis. La imagen y los sintomas son compatibles con un absceso pulmonar.
Nine eleven nunca presentd problemas respiratorios o sintomas respiratorios en los
examenes clinicos o en los estudios colaterales hasta este ultimo descubrimiento.

6.2 Examen post-mortem

Ingreso al servicio de anatomia patoldgica del Departamento de Patologia, de la
Facultad de Veterinaria de la Udelar el dia 22 de noviembre del afio 2023 y se le
asigno el numero de registro 23/0999.

La necropsia se realizé el mismo dia en la sala destinada para tal fin, ubicada en el
area de Patologia de la misma Facultad.

En primera instancia se reviso y considero la historia clinica del animal incluyendo
sintomas previos a la muerte, tratamientos recibidos. Posteriormente se procedio al
examen externo buscando lesiones, tumefacciones, secreciones, coloracion
anormal de las mucosas o0 parasitos externos. Se posiciond el cuerpo en decubito
lateral izquierdo para facilitar el acceso a las cavidades corporales. Se realizé una
incision desde la mandibula inferior hasta la region inguinal en linea media,
siguiendo por el lado derecho del animal. Se realizé una incision en la piel para
exponer el tejido subcutdneo y mdasculo, y luego se incidi6 en profundidad
exponiendo la cavidad abdominal y toracica. Se estudio la topografia de la cavidad
abdominal, extrayéndose los érganos para inspeccion, palpacion y evaluacion al
corte. Se tomaron muestras de estdmago, higado, bazo, ciego y rifidn.

Para la apertura de la cavidad toracica se realizd un corte a lo largo de las costillas,
levantando el esternén para exponer el interior y paralelo a las ramas mandibulares
y a lo largo del cuello para exteriorizar lengua, laringe, faringe y traquea. Se
examinaron los pulmones, el corazén, la traguea y el eséfago. Se evaluo el estado
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de los drganos, buscando signos de enfermedad o anomalias. Se tomaron
muestras de corazon y pulmon.

Para el examen del sistema nervioso se desarticulé la unidn atlanto-occipital para
extraer el craneo. Se procedio a la apertura del craneo con una sierra'y se examino
el encéfalo, realizando la toma de muestras correspondientes.

Se revisaron las articulaciones, musculos de ambos miembros anteriores y
posteriores, asi como la parte externa e interna del aparato genitourinario.

6.3 Procesamiento histologico

Para el procesamiento histopatoldgico con la técnica de Hematoxilina-eosina (H y
E) se realiz6 la preservacion y fijacion de las muestras obtenidas en formalina al
10% por un periodo de 48hs. A continuacion, las muestras fueron sometidas a una
deshidratacion mediante 3 bafios en alcoholes de concentracion crecientes (desde
70% hasta 100%) para eliminar progresivamente el agua, luego se realiz6 un
aclaramiento mediante inmersion en xilol, que permitié sustituir el alcohol por una
sustancia miscible con la parafina, convirtiendo al tejido en translicido. El paso
anterior permitio la inclusion del material de estudio en parafina para dar soporte
estructural al tejido y permitir su posterior corte en secciones de 3 micrometros
(um). Para ello, el tejido aclarado se impregna en parafina liquida a 60°C, se coloca
en un molde con parafina liquida, que al enfriarse se solidifica y forma un bloque
sélido. Los cortes fueron realizados con un micrémetro (micrétomo manual de
precision CUT 4062, Slee, Alemania) y colocados en un portaobjetos de vidrio.

Seguidamente se realiz6 el desparafinado y la coloracion que permite la tincion del
material en estudio, para ello se sumergieron los portaobjetos en Xilol y luego en 3
bafios de alcoholes de concentracion decrecientes, finalizando en agua. Para la
tincion de Hematoxilin-eosina, las secciones se sumergieron primero en
hematoxilina (tincion nuclear que tifie los nucleos celulares de color azul o violeta)
durante 7 min, siendo el viraje mediante un bafio en agua corriente durante el
mismo periodo de tiempo y luego en eosina (tincidn citoplasmica que tifie el
citoplasma y otros componentes extracelulares de color rosado) durante 3 minutos.
Después de la coloracién, las secciones se protegieron para su observacion
microscopica, afiadiéndoles un medio de montaje (balsamo de Canada) sobre la
seccion tefiida y se cubrié con un cubreobjetos. Este proceso permite obtener
imagenes detalladas de la estructura del tumor, lo cual es crucial para el
diagndstico y la evaluacion de la malignidad, entre otros aspectos patolégicos (del
Moral Garrido, 1994).

6.4 Procesamiento inmunohistoquimico

Se parti6 de muestras conservadas y fijadas en formalina al 10%, que fueron
incluidas en bloques de parafina, posteriormente seccionados en cortes de 3 um de
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espesor mediante el micrétomo anteriormente nombrado y dichos cortes fueron
montados en portaobjetos de vidrio, fijados al mismo mediante calor durante toda la
noche a una temperatura de 60°C. Se desparafind e rehidraté con la técnica
nombrada anteriormente para el procesamiento histolégico de rutina con
hematoxilina-eosina. Sin embargo, en esta ocasion se continué de la siguiente
manera. Se realiz6 la recuperacion antigénica de los epitopos que pudieran haber
sido alterados durante la fijacion, mediante tratamiento térmico con vaporera
durante 20 minutos, sumergiendo los portaobjetos en un buffer (Borg Decloaker
RTU). Seguidamente se realiz6 un lavado con agua destilada y otro con una
solucién tampon salino fosfato (PBS), para luego hacer el bloqueo de reactividad
no especifica, es decir, el bloque de la peroxidasa enddgena, con perdxido de
hidrégeno durante 5 minutos y un lavado nuevamente. Se aplicaron los anticuerpos
primarios especificos: actina del musculo liso alfa (SMA, RTU; Biocare, USA) y
CD117 (C-Kit) (RTU, Biocare, USA) (ver datasheets correspondientes en anexo) y
se incub6 en cadmara humeda durante toda la noche en heladera a 3°C. Al dia
siguiente y después de lavar el exceso de anticuerpo primario con agua destilada y
PBS se aplico el anticuerpo secundario especifico recomendado por el fabricante
(ver anexo). Seguidamente, y posterior a un lavado con agua destilada y PBS, se
aplico la 3,3'-diaminobenzidina (DAB) como marcador para la conjuncion con el
anticuerpo secundario durante 3 minutos y una contratincion con hematoxilina para
mejorar la visualizacion de las estructuras del tejido. Se realizaron los controles
positivos recomendados por el fabricante de cada anticuerpo y como control
negativo de la técnica, PBS.

6.5 Analisis microscopico

El tejido procesado histolégicamente e inmunohistoquimicamente se examind bajo
microscopio optico (Olympus BX41, Japon). Se realizo el escaneo de las laminas
obtenidas (Motic EasyScan One), con su visualizacion a partir de un Visor
"DSAssistant” y un software de Escaneo "EasyScanner”. Se capturaron fotos de los
hallazgos mas relevantes y que se describiran en la siguiente seccion mediante
una camara digital (AmScope MU853B Camara digital USB 3.0 de alta velocidad de
8.5MP, China) conectada al microscopio.
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7. RESULTADOS

7.1 Examen post mortem

A la inspeccion externa, las mucosas oral, ocular y peneana presentaban un color
rosa pélido y se detecto liquido espumoso en los orificios nasales.

En la inspeccién de cavidad toracica y abdominal, se evidencié hidrotorax,
hidropericardio y ascitis, caracterizada por el acimulo de un liquido translicido con
un leve color terroso.

A la examinacion de los érganos abdominales se observé el estbmago distendido,
conteniendo abundante material semidigerido de origen vegetal. La mucosa
gastrica presentaba multiples lesiones ulcerativas y erosiones coalescentes y de
distribucién difusa. Se observo una neoplasia ubicada en la zona no glandular, a
nivel del cuerpo, entre el Margo Plicatus y el cardias. La neoplasia era ovalada,
media 20 x 11 x 11 cm, de superficie lisa, irregular y ulcerada, era de coloracion
rosa palida y consistencia dura (Figura 4). Al incidir por su eje longitudinal mostré
una superficie de corte blanco homogéneo, con tabiques de aspecto fibroso y
centro necro-hemorragico (Figura 5). En el resto del aparato gastrointestinal, se
observaron petequias y equimosis en mucosa duodenal vy tiflitis (Figura 6). Los
ganglios linfaticos mesentéricos estaban aumentados de tamafio y presentaban
una coloracién oscura.
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Figura 4. Macroscopia de un leiomiosarcoma gastrico equino. Se observa un gran
tumor que sobresale hacia la luz del estomago.

Figura 5. Macroscopia de un corte sagital del leiomiosarcoma gastrico equino
anteriormente nombrado.
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Figura 6. Tiflitis. Se observa la mucosa de colon edematosa y congestiva. El
contenido colénico es liquido y de aspecto hemorragico.

El coraz6n mantenia una proporcion ventricular izquierda y derecha de 3 a 1 y un
peso de 6,5 kg.

Al inspeccionar la luz del tracto respiratorio superior e inferior se observdé edema.
Los pulmones no colapsaron, luciendo bordes redondeados, aspecto brilloso-
edematoso y un patrén de coloracibn marméreo en zona craneal indicativo de
bronconeumonia (Figura 7).

Figura 7. Pulmones equinos sin colapsar, edematosos, de superficie brillante.

El higado, el bazo, el pancreas, las glandulas adrenales y tiroides no mostraron
hallazgos macroscoépicos relevantes. Asi como tampoco se observaron lesiones en
el aparato musculo esquelético y sistema nervioso.
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El sistema genitourinario no revelo alteraciones macroscopicas evidentes.

Se obtuvieron muestras de la neoplasia gastrica, el estbmago, los pulmones, el
corazon, el higado, el bazo, ciego, rifién y encéfalo. Los hallazgos mas relevantes
fueron registrados fotograficamente.

7.2 Histopatologia

Microscépicamente se observd una alteracién en la arquitectura tisular tradicional
de la mucosa y la muscular de la mucosa géstrica producida por una proliferacion
densa, invasiva y expansiva de células tumorales, por proliferacion de tejido
conectivo y presencia de edema (Fig. 8).

Figura 8. Seccion histologica de un leiomiosarcoma gastrico equino. Se observa un
gran tumor que sobresale hacia la luz del estbmago. Hematoxilina y Eosina

Asimismo, se observd engrosamiento de la serosa dado por un infiltrado de células
tumorales, reaccion inflamatoria y edema en la serosa debajo de la capa de
musculo liso. Se evidencio tejido epitelial escamoso en parte de la capa superficial
del tumor que habia crecido en el estbmago, sin embargo, la mayoria de la capa
superficial mostré necrosis acompafiada de una reaccién de linfocitos, células
plasmaticas y células histiociticas. De igual modo, fragmentos de alimento y
cumulos bacterianos fueron observados en algunas partes de la superficie
necrotica.

Las células neoplasicas variaban en forma, incluyendo redondas, pleomorficas y
fusiformes, y el citoplasma era de abundante a escaso. Los nucleos de las células
tumorales eran pequefos, redondos a ovalados, hipercromaticos, con extremada
atipia nuclear y relacion nudcleo citoplasma alterada. Las figuras mitéticas eran
infrecuentes. Las células en cuestion se organizan en haces entrelazados con
diferentes orientaciones y mezclados con tejido de aspecto mixomatoso (Figura 9).
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Figura 9. Las células tumorales fusiformes con citoplasma eosinofilico abundante
se agrupaban dentro del tumor, asemejando al musculo liso. Se evidencié necrosis
multifocal y angiogénesis. Existen células de similares caracteristicas a las
anteriormente nombradas en la luz de los vasos sanguineos (Figura 10).

Figura 10. Seccion histologica de un leiomiosarcoma en el estbmago de un equino
de 4 afos, pura sangre de carreras. Células mesenquimales de origen muscular
con pérdida de la polaridad. Hematoxilina y Eosina.
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Figura 11. Células tumorales en la luz de un vaso sanguineo. Hematoxilina y
Eosina.

7.3 Inmunohistoquimica

El examen inmunohistoquimico mostré que las células tumorales eran francamente
positivas para SMA, pero negativas para CD117 (Fig. 9B y 9C). La marcacion
positiva era intensa, citoplasmatica, difusa a granular y homogénea en las células
tumorales, en las células musculares de la capa muscular de la mucosa y en las
células musculares de la capa media de las arterias y capa externa de las venas,
estas dos ultimas fueron utilizadas como controles positivos internos de la técnica.
No se observo marcacion de fondo inespecifica.

Figura 12. Seccién histologica de un leiomiosarcoma en el estbmago de un equino
de 4 afios pura sangre de carreras. A. Hematoxilina y Eosina; B. Células
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neoplasicas con marcacion positiva para SMA; C. Células neoplasicas con
marcacion negativa para CD-177/c-kit.
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8. DISCUSION

El presente caso clinico describe un leiomiosarcoma gastrico en un equino joven,
un tumor raro derivado del musculo liso. A nivel global, este tipo de tumores son
poco diagnosticados, y en nuestro pais no se dispone de datos suficientes sobre su
incidencia o prevalencia en equinos. La falta de informacion sobre la casuistica de
estos tumores en caballos plantea un desafio clinico en términos de diagnéstico,
tratamiento y prondstico, lo que resalta la importancia de fortalecer la recopilaciéon y
analisis de datos en futuros estudios epidemiolégicos. Un mejor registro de casos
permitiria establecer patrones que podrian mejorar las opciones terapéuticas y, en
consecuencia, la tasa de supervivencia.

En este caso particular, el tumor se presenté en un caballo macho de 4 afios de
edad, lo cual es especialmente inusual. La literatura existente sugiere que la
mayoria de los leiomiosarcomas en equinos se manifiestan en animales mayores,
generalmente de 12 afios o mas (Boy et al.,, 1992; Taylor et al., 2009). Esta
diferencia en la edad de presentacion podria sugerir la existencia de factores
predisponentes aun no identificados en equinos jovenes, como predisposiciones
genéticas 0 ambientales. Seria valioso explorar en estudios futuros la posible
influencia de la genética, el manejo nutricional o la exposicion a agentes
carcinégenos en la aparicion de estos tumores en edades tempranas.

Otra particularidad importante en este caso, es la localizaciéon del tumor en el
estbmago, una ubicacién infrecuente. Segun la bibliografia, los leiomiosarcomas
suelen localizarse en el intestino delgado, el eséfago y el tracto urogenital, siendo
los tumores gastricos menos comunes (Boy et al, 1992; Livesey et al., 1986;
MacGillivray et al., 2003; Taylor et al, 2006). La localizacion gastrica tuvo
implicancia en la manifestacion clinica del caso, el caballo presentaba signos de
pérdida de peso y letargo, que son comunes en tumores gastricos en otras
especies (Russell et al., 2007). La importancia de una evaluacion diagndstica
detallada en caballos con sintomas gastrointestinales cronicos no debe ser
subestimada, ya que este tipo de neoplasias podria estar subdiagnosticado debido
a la inespecificidad de los signos clinicos.

Los hallazgos histopatoldgicos en este caso mostraron células tumorales con
morfologias variadas, pero predominaban las células fusiformes fusionadas en
ciertas areas, con citoplasma eosinofilico abundante. La proximidad de estas
células a la capa muscular lisa sugirié que el origen del tumor estaba en las células
musculares lisas de la pared gastrica. Ademas, la presencia de atipia nuclear y la
infiltracion vascular confirmaron el caracter maligno del tumor, que se diagnostico
como leiomiosarcoma. Estos cambios son indicativos de un proceso neoplasico
agresivo, y la atipia nuclear observada es un rasgo clasico de malignidad en los
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tumores de musculo liso, lo que coincide con las caracteristicas descritas en otros
casos de leiomiosarcomas en diferentes (Munday et al., 2017).

El diagnéstico diferencial incluyé tumores del estroma gastrointestinal (GIST), que
también se han reportado en el tracto gastrointestinal de caballos (Del Piero et al.,
2001; Furness et al., 2013; Malberg et al., 2014). Diferenciar entre GIST y tumores
derivados del musculo liso puede ser un reto en algunos casos, ya que comparten
caracteristicas morfologicas. Sin embargo, la inmunohistoquimica es esencial para
una diferenciacion precisa. En este caso, el tumor fue positivo para SMA y negativo
para CD117, lo que corrobor6 el diagnoéstico de leiomiosarcoma (Cooper &
Valentine, 2017). Como se ha descrito en la literatura, los tumores
gastrointestinales que son negativos para SMA y positivos para CD117 se deben
diagnosticar como GIST, mientras que los que son positivos para SMA y negativos
para CD117 se diagnostican como leiomiomas o leiomiosarcomas (Hart et al.,
2018).

Sin embargo, se ha informado que los tumores del estroma gastrointestinal en
caballos y otras especies pueden ser positivos para CD117, ya que esta proteina
es un marcador de las células intersticiales de Cajal, las cuales se consideran las
células de origen de los GIST. Los leiomiosarcomas, en contraste, derivan del
musculo liso y, por lo tanto, muestran positividad para SMA (actina de musculo
liso). Estos marcadores inmunohistoquimicos son cruciales para evitar diagnosticos
erréneos, dado que en el pasado muchos tumores fueron identificados Unicamente
por tinciones de rutina como HyE, lo que pudo haber llevado a confusiones
diagnosticas, especialmente en casos donde las diferencias morfologicas no eran
evidentes (Boy et al., 1992).

En este sentido, es importante considerar que la sobreposicion en caracteristicas
histolégicas entre GIST y tumores de musculo liso puede haber resultado en
diagnosticos incorrectos en informes antiguos. ElI uso de pruebas
inmunohistoquimicas no solo permite un diagndstico mas preciso, sino que también
tiene implicaciones importantes para el tratamiento. En otras especies, los GIST
tienden a responder mejor a terapias dirigidas como inhibidores de la tirosina
guinasa (ej., imatinib), mientras que los leiomiosarcomas podrian requerir enfoques
terapéuticos mas convencionales, como la reseccion quirargica completa (Joensuu
2006; Gerrish & Smith 2008).
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9. CONCLUSION

Este caso aporta informacion valiosa sobre la presentacion de leiomiosarcomas
gastricos en equinos jovenes, una neoplasia rara en esta especie. La localizacién
inusual en el estbmago y la ocurrencia en un caballo joven hacen que este caso
sea clinicamente significativo. La necesidad de un diagnéstico inmunohistoquimico
adecuado, combinado con la recopilacion de datos epidemiolégicos en equinos, es
esencial para mejorar el entendimiento de estos tumores y optimizar su manejo
clinico.
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