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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

TUMORES HEPATICOS MALIGNOS PRIMARIOS DE CAES DA REGIAO
CENTRAL DO RIO GRANDE DO SUL (1965-2012)

AUTORA: MARIANA MARTINS FLORES
ORIENTADOR: RAFAEL FIGHERA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 25 de fevereiro de 2013

Os tumores hepéaticos malignos primarios (THMP) representam uma importante causa
de morte de cdes na rotina do Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal
de Santa Maria (LPV-UFSM). Diante disso, a prevaléncia e os aspectos epidemioldgicos,
anatomopatoldgicos e imuno-histoquimicos dos THMP em cées foram estudados. De 7.373
cdes necropsiados entre 1965 e 2012 (48 anos), 64 morreram de THMP. Esse numero
corresponde a 0,9% das causas de morte de cdes, 7,8% das causas de morte de cées por
tumores em geral e 33,5% das causas de morte de cdes por tumores hepaticos. Desses 64
casos de THMP, 51 foram revistos histologicamente e avaliados imuno-histoquimicamente,
dos quais 46 eram carcinomas (colangiocarcinomas [n=36], carcinomas hepatocelulares [n=9]
e hepatocolangiocarcinoma [n=1]) e cinco eram sarcomas (hemangiossarcomas [n=5]). Dos
cdes com colangiocarcinomas e carcinomas hepatocelulares em que a idade estava disponivel
nos protocolos, 64,7% e 77,8% eram idosos, respectivamente. Na necropsia,
colangiocarcinomas caracterizaram-se principalmente por ocorrerem em um padrdo
multinodular (83,3%), enquanto carcinomas hepatocelulares ocorreram tanto de forma
massiva (44,4%) quanto multinodular (44,4%). Metastases extra-hepaticas foram vistas em
778% e 33,3% dos casos de colangiocarcinomas e carcinoma hepatocelulares,
respectivamente, e em relacdo aos colangiocarcinomas afetaram principalmente pulmdes
(52,8%), linfonodos (50%) e peritdnio (19,4%). Ascite (22,2%) e ictericia (22,2%) foram
achados associados ocasionalmente com ambos 0s tumores. Na histologia, a maior parte dos
colangiocarcinomas (86,1%) e dos carcinomas hepatocelulares (55,6%) tinha padréo tubular e
trabecular, respectivamente. Na imuno-histoquimica, a maioria (63,9%) dos
colangiocarcinomas demonstrou imunomarcacgdo para CK7 e nenhum imunomarcou para Hep
Par 1. A maioria (55,6%) dos carcinomas hepatocelulares demonstrou imunomarcacao para
Hep Par 1 e nenhum imunomarcou para CK7. Os resultados aqui apresentados demonstram
uma alta prevaléncia de THMP, principalmente colangiocarcinomas, e servem para auxiliar,
através dos achados de necropsia, histologia e imuno-histoquimica, patologistas veterinarios
no diagnostico dessa forma tdo comum de cancer em cdes da Regido Central do RS, Brasil.

Palavras-chave: Doencas de cdes. Oncologia. Patologia. Tumores hepaticos. Tumores de figado.
Cancer hepético.
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Primary hepatic malignant tumors (PHMT) represent an important cause of death of
dogs at the Laboratério de Patologia Veterinaria of the Universidade Federal de Santa Maria
(LPV-UFSM). Based in this information, the prevalence and epidemiological and
immunohistochemical aspects of PHMT were reviewed in dogs necropsied in a 48-year
period (1965-2012). Out of those7,373 dogs, 64 died due to PHMT, which corresponds to
0.9% of the dogs dying from any cause in the period; 7.8% of dogs which deaths were caused
by tumors in general; and 33.5% of all dogs dying from hepatic tumors (primary and
metastatic). Out of the 64 cases of PHMT, 51 were reviewed histologically and evaluated by
immunohistochemistry; from these cases, 46 were carcinomas (36 cholangiocarcinomas, 9
hepatocellular carcinomas and one hepatocholangiocarcinoma) and five were sarcomas (5
hemangiosarcomas). In those dogs in which the age was possible determined, 64.7%
(cholangiocarcinomas) and 77.8% (hepatocellular carcinomas) were old. At necropsy
examination cholangiocarcinomas were characterized mainly by a multinodular pattern
(83.3%) while hepatocellular carcinomas occurred both as massive (44.4%) or multinodular
(44.4%) distribution. Extra-hepatic metastasis occurred respectively in 77.8% and 33.3% of
the cases of cholangiocarcinomas and hepatocellular carcinomas; metastatic
cholangiocarcinomas affected mainly the lungs (52.8%), lymph nodes (50%) and peritoneum
(19.4%). Ascites (22.2%) and icterus (22.2%) were observed frequently associated to both
tumors. Histologically, most part of the cholangiocarcinomas (86.1%) and of the
hepatocellular carcinomas (55.6%) presented respectively a tubular or trabecular type.
Immunohistochemistry revealed that the majority (63.9%) of cholangiocarcinomas was
positive for CK7 and none was marked for Hep Par 1. The majority (55.6%) of the
hepatocellular carcinomas revealed positive reaction for Hep Par 1 and none was marked for
CKT7. The results presented here demonstrated a very high prevalence of PHMT, especially
cholangiocarcinomas, in the dog. The necropsy, histological and immunohistochemical
findings reported might be useful to help veterinary pathologists in the diagnosis of this
common form of cancer in dogs of the Rio Grande do Sul, Brazil.

Keywords: Diseases of dogs. Oncology. Pathology. Hepatic tumors. Liver tumors. Liver cancer.
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1. INTRODUCAO

Os diferentes tipos de tumores hepaticos malignos priméarios (THMP) podem emergir
de virtualmente todos os componentes celulares do figado: hepatdcitos (carcinoma
hepatocelular), epitélio dos ductos biliares (colangiocarcinoma), células do estroma
(sarcomas) e células neuroenddcrinas (carcinoide) (PONOMARKOV; MACKEY, 1976;
HEAD et al., 2003).

H& poucos dados disponiveis na literatura que nos permitam discorrer a respeito da
real prevaléncia dos tumores hepaticos em animais, principalmente quando comparamos essa
situacdo a medicina humana (CRAWFORD, 1999; CULLEN; POPP, 2002; JEMAL et al.,
2011). Apesar disso, a maior parte da literatura considera os THMP como incomuns em cées,
pois correspondem a menos de 1% do total de necropsias (STROMBECK, 1978; PATNAIK
et al., 1980), e do total de neoplasmas (BASTIANELLO, 1983) desta espécie. Em
contrapartida, metastases para o figado sdo geralmente muito comuns (CULLEN; POPP,
2002), representando 79% (TRIGO et al., 1982) dos canceres de figado de cées.

O carcinoma hepatocelular e o colangiocarcinoma sé&o os THMP mais comuns em
caes, representando 70% a 91% desses tumores nessa espécie (STROMBECK, 1978;
PATNAIK et al., 1980; TRIGO et al., 1982; CULLEN; POPP, 2002). Carcinomas
hepatocelulares, também conhecidos como “hepatomas”, embora essa denominacdo seja mais
utilizada em medicina humana, sdo tumores originarios de hepatécitos (MULLIGAN, 1949;
PONOMARKOV; MACKEY, 1976; CRAWFORD, 1999; HEAD et al, 2003).
Colangiocarcinomas, ou “adenocarcinomas dos ductos biliares”, por sua vez, emergem do
epitélio dos ductos biliares intra-hepaticos (PONOMARKOV; MACKEY, 1976; HEAD et al.,
2003). O restante dos THMP inclui carcinoides (carcinomas de células neuroenddcrinas),
sarcomas e, em uma quantidade muito menor, hepatocolangiocarcinomas (PONOMARKOQV;
MACKEY, 1976; PATNAIK et al., 1980; PATNAIK et al., 1981c; TRIGO et al., 1982;
SHIGA et al., 2001; HEAD et al., 2003). A categoria dos sarcomas engloba tumores que
emergem de células mesenquimais como endotélio (hemangiossarcoma e linfangiossarcoma),
fibras musculares lisas (leiomiossarcoma), e fibroblastos (fibrossarcoma) (PONOMARKOV;
MACKEY, 1976; PATNAIK et al.,, 1980; TRIGO et al., 1982; HEAD et al., 2003).
Hepatocolangiocarcinomas sdo um raro grupo de tumores hepaticos malignos constituidos

concomitantemente das populacdes neoplésicas hepatocelular e epitelial biliar (CULLEN;
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POPP, 2002). Ha poucos casos de hepatocolangiocarcinomas relatados em cdes (PATNAIK et
al., 1980; PATNAIK et al., 1981b; TRIGO et al., 1982; SHIGA et al., 2001; AFIP, 2010).

Baseado em um numero consideravel de estudos (STROMBECK, 1978; PATNAIK et
al., 1980; PATNAIK, 1981a; PATNAIK et al., 1981b; TRIGO et al., 1982; RAMOS-VARA
et al., 2001), a maioria dos autores (PONOMARKOV; MACKEY, 1976; CULLEN; POPP,
2002; HEAD et al., 2003; STALKER; HAYES, 2007) concorda que o carcinoma
hepatocelular € o cancer hepatico primario mais diagnosticado em cées. Patnaik et al. (1980)
obtiveram uma relacdo de cerca de 71% versus 29% para carcinomas hepatocelulares e
colangiocarcinomas, respectivamente. Apesar disso, alguns autores (TRIGO et al., 1982)
demonstram uma diferenga menor na relagdo entre esses dois tumores (58% versus 42%). Em
contrapartida, um pequeno ndmero de trabalhos (MESSOW, 1952; ROONEY, 1959;
BASTIANELLO, 1983) aponta o colangiocarcinoma como cancer hepatico mais prevalente
nessa espécie. Esses tumores chegaram a representar cerca de 87%, 69% e 57% dos THMP
nos estudos de Messow (1952), Rooney (1959) e Bastianello (1983), respectivamente. Além
destes trés trabalhos citados anteriormente, realizados na Alemanha, Suécia e na Africa do
Sul, respectivamente, ndo ha estudos publicados que relatem uma maior prevaléncia de
colangiocarcinomas em caes.

Ainda neste contexto, had poucos trabalhos que comparam a ocorréncia de tumores
primarios e metastaticos no figado de cdes. Trigo et al. (1982) relatou que apenas 19% dos
tumores hepaticos malignos que afetavam o figado eram primarios. Essa prevaléncia aumenta
em casos em que THMP sdo mais comuns, por exemplo, no trabalho de Messow (1952), no
qual 58% de todos os tumores hepaticos malignos eram primarios.

Macroscopicamente, tumores hepéaticos podem ser classificados nas categorias
“multinodular/nodular”, “massivo” ou “difuso” (para carcinomas hepatocelulares) e
“multinodular/nodular” ou “massivo” (para colangiocarcinomas) (CULLEN; POPP, 2002). A
categoria “multinodular/nodular” é caracterizada por tumores na forma de nddulos focais ou
multifocais e aleatérios (HEAD et al.,, 2003), e é a categoria mais comum para
colangiocarcinomas (ROONEY, 1959; REHMTULLA, 1974; PATNAIK et al., 1980; TRIGO
et al., 1982). A categoria “massivo” € caracterizada por tumores na forma de massas,
geralmente solitarias, mas ocasionalmente multiplas, com distribui¢io aleatoria (CULLEN;
POPP, 2002; HEAD et al., 2003; STALKER; HAYES, 2007), e é a apresentacdo
macroscopica mais comum para carcinomas hepatocelulares (MULLIGAN, 1949; ROONEY,
1959; PATNAIK et al., 1980; TRIGO et al., 1982). Na categoria “difuso”, sdo enquadrados

casos em que o tumor afeta todo ou a maior parte do figado e ocorre como aumento de
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volume difuso acompanhado de mudancas na cor e consisténcia do parénquima afetado
(CULLEN; POPP, 2002; HEAD et al., 2003; STALKER; HAYES, 2007). Essa forma de
apresentacdo ndo ocorre em colangiocarcinomas (CULLEN; POPP, 2002) e é incomum para
carcinomas hepatocelulares (PATNAIK et al., 1980; TRIGO et al., 1982). Para fins de
classificacdo dos hemangiossarcomas em massa e nddulo, os critérios utilizados por Flores et
al. (2012) foram: (1) nddulo é considerado como um aumento de volume sélido, redondo e
bem circunscrito com 1 a 10 cm de diametro; e (2) massa é considerado como um aumento de
volume sdlido, irregular, ndo circunscrito e de qualquer tamanho ou como um aumento de
volume solido, redondo e bem circunscrito [n6dulo], porém, com mais de 10 cm de didmetro.

A apresentacdo classica dos colangiocarcinomas é sob a forma de multiplos nddulos
branco-amarelados, firmes, umbilicados e aleatorios, frequentemente afetando todos os lobos
hepaticos (ROONEY, 1959; REHMTULLA, 1974; PATNAIK et al., 1980; TRIGO et al.,
1982). A consisténcia firme e a cor esbranquicada da maioria desses tumores deve-se a maior
quantidade de coladgeno no tumor e pode ajudar a diferencid-los do carcinoma hepatocelular,
que geralmente tem uma consisténcia macia (CRAWFORD, 1999; HEAD et al., 2003).
Coloraces esverdeadas, geralmente atribuidas ao acumulo de pigmento biliar em meio ao
tumor, sdo incomuns, visto que as células biliares neoplasicas ndo produzem bile
(CRAWFORD, 1999). Alguns noédulos neoplasicos sdo denominados “umbilicados”, por
apresentarem uma pequena depressdo central atribuida a necrose (HEAD et al., 2003).

A apresentacdo macroscopica classica dos carcinomas hepatocelulares é na forma de
massas grandes e solitarias, frequentemente descritas como friaveis, macias ou amolecidas
(MULLIGAN, 1949; ROONEY, 1959; PATNAIK et al., 1980; TRIGO et al., 1982). Essas
caracteristicas sdo atribuidas a pequena quantidade de colageno e as grandes areas de necrose
presentes no tumor (HEAD et al., 2003). As massas neoplasicas podem afetar apenas um
(PATNAIK et al., 1981b) ou mais de um lobo hepatico (MULLIGAN, 1949). O lobo mais
frequentemente afetado € o lobo lateral esquerdo (PATNAIK et al.,, 1981b). Carcinomas
hepatocelulares podem variar entre marrons, amarelos, cinzentos ou esverdeados
(MULLIGAN, 1949; ROONEY, 1959; PATNAIK et al., 1980; TRIGO et al., 1982). Areas
esverdeadas sdo geralmente atribuidas a producdo de bile pelas células neoplésicas
(CRAWFORD, 1999). E importante enfatizar que a ocorréncia de carcinomas hepatocelulares
na forma nodular e de colangiocarcinomas na forma massiva ndo é rara (PATNAIK et al.,
1980; TRIGO et al., 1982; HEAD et al., 2003). Portanto, a apresentagdo macroscopica €

sugestiva, mas nunca deve ser usada para confirmar a origem do carcinoma hepatico. Os raros
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hepatocolangiocarcinomas relatados em cdes na literatura s&o descritos como massivos
(TRIGO et al., 1982; AFIP, 2010) ou nodulares (SHIGA et al., 2001).

Alguns estudos mais antigos citam casos ocasionais de cirrose hepatica canina em
associacdo com carcinomas hepatocelulares e colangiocarcinomas (MULLIGAN, 1949;
PONOMARKOV; MACKEY, 1976; PATNAIK et al., 1980; TRIGO et al., 1982). Em
humanos, estima-se que 50% a 90% dos casos dos carcinomas hepatocelulares sejam
associados a cirrose hepatica (JEMAL et al., 2011). Isso ocorre principalmente porque na
maioria dos casos a cirrose € fator predisponente ao desenvolvimento do tumor
(CRAWFORD, 1999). O fato de cirrose ser um achado incomum em cdes com THMP sugere
que talvez a etiologia e/ou a patogénese dos neoplasmas hepéticos nessa espécie seja diferente
da de humanos (PATNAIK et al., 1981b).

A aparéncia histologica dos carcinomas hepatocelulares e colangiocarcinomas varia
consideravelmente de acordo com o grau de diferenciacdo das células neoplésicas e arranjo do
tumor (ROONEY, 1959; PATNAIK et al., 1981a; PATNAIK et al., 1981b; TRIGO et al.,
1982). Colangiocarcinomas sdo tumores malignos formados por células epiteliais biliares
neoplasicas, descritas como tendo um formato cuboide a colunar e com moderada quantidade
de citoplasma, que varia de eosinofilico a levemente basofilico. Os nicleos sdo redondos a
ovais, com cromatina frequentemente vesicular e estdo localizados na regido basal da célula
(PONOMARKOQOV; MACKEY, 1976; HEAD et al, 2003). Classicamente,
colangiocarcinomas sdo constituidos de multiplos I6bulos formados por estruturas tubulares, e
separados uns dos outros por septos de tecido conjuntivo (PONOMARKOQOV; MACKEY,
1976). Alguns colangiocarcinomas demonstram &reas com aparéncia cistica caracterizadas
por acentuada dilatagdo tubular (PATNAIK et al., 1981a). Nesses casos, 0 tumor é chamado
“cistadenocarcinoma” (CULLEN; POPP, 2002; HEAD et al, 2003). Outros
colangiocarcinomas tornam-se acentuadamente atipicos a ponto de assumirem um padrdo
predominantemente sélido, com raras estruturas tubulares visiveis (CULLEN; POPP, 2002).
Assim, podemos assumir que histologicamente os colangiocarcinomas podem ser separados
em tubulares, cisticos ou predominantemente solidos.

A diferenciacdo dos colangiocarcinomas varia de alta (tumores predominantemente
tubulares) a baixa (tumores predominantemente solidos), passando por graus intermediarios
entre esses dois padrdoes (CULLEN; POPP, 2002; HEAD et al., 2003). Embora os tumores
tubulares possam ser mais comuns (PATNAIK et al.,, 198l1a), tumores com padrdo
predominantemente sélido ocasionalmente prevalecem (ROONEY, 1959, TRIGO et al.,

1982). A medida que o grau de diferenciagdo diminui, os &cinos vdo ficando irregulares, o



11

arranjo celular ocorre mais constantemente em pacotes, corddes e mantos solidos, e as células
neopléasicas tornam-se mais atipicas (ROONEY, 1959; PONOMARKOV; MACKEY, 1976;
TRIGO et al., 1982; CULLEN; POPP, 2002). A ocorréncia de areas bem diferenciadas — e
inclusive aparentemente benignas — na periferia ou em meio a um tumor pouco diferenciado é
comum em colangiocarcinomas (PATNAIK et al., 1981a; TRIGO et al., 1982). Alguns
autores interpretam essa mescla de areas benignas e malignas como uma evidéncia de possivel
transformacédo neoplésica de uma area benigna (PATNAIK et al., 1981a), embora isto nédo
seja comprovado (HEAD et al., 2003).

Embora a quantidade de estroma dos colangiocarcinomas seja variavel (ROONEY,
1959; PATNAIK et al.,, 1981a; TRIGO et al., 1982), constantemente, esses tumores se
caracterizam por ter uma marcada reacao esquirrosa (PONOMARKOV; MACKEY, 1976;
CULLEN; POPP, 2002; HEAD et al., 2003). Em tumores com estroma abundante, o colageno
forma mantos que isolam grupos de células neoplésicas que formam ilhas tumorais em meio
ao estroma (CULLEN; POPP, 2002). A grande gquantidade de colageno d& uma consisténcia
firme aos colangiocarcinomas, diferenciando-os dos carcinomas hepatocelulares, que
frequentemente tém consisténcia macia e/ou friavel (HEAD et al., 2003). Mesmo em
colangiocarcinomas pouco diferenciados, células gigantes multinucleadas e cariomegalia ndo
sdo comuns (ROONEY, 1959; TRIGO et al., 1982). Em contrapartida, o alto grau de mitoses
é uma caracteristica frequente (PATNAIK et al., 1981a, TRIGO et al., 1982) e, por vezes,
auxilia na diferenciacdo de colangiocarcinomas e carcinomas hepatocelulares (HEAD et al.,
2003).

A invasdo de vasos linfaticos pelas células neoplésicas é raramente descrita de forma
especifica em estudos de colangiocarcinomas (ROONEY, 1959), embora o tipico padrdo de
crescimento “invasivo” seja mencionado por muitos autores (CULLEN; POPP, 2002, HEAD
et al.,, 2003; STALKER; HAYES, 2007). Esse comportamento agressivo das células
neoplésicas vai ao encontro da alta capacidade metastatica desses tumores (CULLEN; POPP,
2002). Constantemente, observam-se acUmulos de mucina — produzida pelas células
neoplasicas — no interior dos &cinos tumorais. Esses acumulos sdo particularmente comuns em
cistadenocarcinomas, e chegam a formar “lagos” em meio ao tumor (REHMTULLA, 1974,
PONOMARKOV; MACKEY, 1976; TRIGO et al., 1982). O acimulo de bile geralmente ndo
ocorre em colangiocarcinomas (ROONEY, 1959; TRIGO et al., 1982), uma vez que as células
biliares ndo contribuem com a producdo dessa substdncia (CRAWFORD, 1999), mas

eventualmente pode ser visto no interior de acinos tumorais (CULLEN; POPP, 2002). Areas
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de necrose e infiltrado inflamatdrio no tumor e parénquima hepético adjacente também podem
ocorrer (HEAD et al., 2003).

Histologicamente, carcinomas hepatocelulares sdo constituidos de hepatdcitos
neoplasicos, descritos como tendo formato poligonal e moderada quantidade de citoplasma
eosinofilico, que pode conter vactolos atribuidos ao acimulo de glicogénio e lipideos. Os
nacleos das células neoplésicas sdo centrais, redondos ou ovais, e frequentemente vesiculares
(PONOMARKOQOV; MACKEY, 1976; HEAD et al., 2003). Embora existam outras formas de
separar os carcinomas hepatocelulares de acordo com o arranjo histologico (PATNAIK et al.,
1981b), a classificagdo mais usada divide-os em trés subtipos: “trabecular”, “adenoide” e
“solido” (HEAD et al., 2003). Alguns tumores podem apresentar mais de um subtipo
histologico (PATNAIK et al.,, 1981b). O padrdo trabecular € o mais comum em cdes
(MULLIGAN, 1949; ROONEY, 1959; PATNAIK et al., 1981b; TRIGO et al., 1982) ¢, em
casos bem diferenciados, € o tumor que mais se assemelha ao tecido hepético normal
(PONOMARKOV; MACKEY, 1976). Ele é caracterizado por células neoplasicas bem
diferenciadas, organizadas em trabéculas irregulares, com uma espessura que varia de cinco a
20 camadas de células (HEAD et al., 2003). O padrdo chamado “adenoide” é caracterizado
por células organizadas em &cinos de tamanhos variaveis, frequentemente preenchidos por
material proteinaceo (HEAD et al., 2003). O padrdo denominado “s6lido” é marcado pela
aparente falta de organizacdo das células neoplasicas, que nesse caso, estdo arranjadas em
mantos. Com frequéncia, esse € o padrdo menos diferenciado, com células marcadamente
anaplasicas (PONOMARKOQOV; MACKEY, 1976; HEAD et al., 2003).

As células neoplésicas dos carcinomas hepatocelulares podem variar de extremamente
bem diferenciadas — assemelhando-se a hepatdcitos normais — a altamente atipicas, tornando
dificil reconhecer sua origem (PONOMARKOV; MACKEY, 1976). Células pouco
diferenciadas caracterizam-se por apresentarem variacdes no seu formato (redondo, fusiforme,
oval), e no tamanho e formato do ndcleo, além de aumento da basofilia citoplasmatica
(CULLEN; POPP, 2002). De forma geral, células neoplésicas atipicas, bizarras, gigantes e
multinucleadas sdo comuns em carcinomas hepatocelulares (PATNAIK et al., 1981b; HEAD
et al., 2003). Mitoses sdo mais frequentes em tumores pouco diferenciados (ROONEY, 1959,
PATNAIK et al., 1981b), embora tumores com alto grau de mitoses ndo sejam comuns
(TRIGO et al., 1982).

A guantidade de estroma dos carcinomas hepatocelulares varia de escassa a acentuada,
mas geralmente ndo é proeminente, principalmente em tumores trabeculares (ROONEY,
1959, PATNAIK et al., 1981b, TRIGO et al., 1982). Ocasionalmente (PATNAIK et al.,
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1981b), séo observados espacos vasculares dilatados (espagos cavernosos) nos carcinomas
hepatocelulares que separam os agregados de células neoplésicas formando ilhas de diferentes
tamanhos em meio as regides de hemorragia. Esses espacos podem ser observados nos trés
subtipos do tumor (HEAD et al., 2003). O acumulo de bile produzida pelas préprias células
neoplasicas pode ser visto ocasionalmente nos canaliculos biliares ou no citoplasma das
células neoplasicas (ROONEY, 1959; PATNAIK et al., 1981b; TRIGO et al., 1982). Ductos
biliares proliferados em meio aos hepatocitos tumorais (ROONEY, 1959) podem ocorrer
como uma reacdo do figado a agressdo, e devem ser diferenciados de ductos neoplasicos
(STALKER; HAYES, 2007).

Hepatocolangiocarcinomas sdo constituidos de duas variaveis histoldgicas: epitélio
biliar e hepatocitos. Embora relatos desses tumores sejam raros em cdes (PATNAIK et al.,
1981b; TRIGO et al., 1982; SHIGA et al., 2001; AFIP, 2010), sabe-se que as caracteristicas
histolégicas de cada uma das populacbes neoplasicas que compde 0S
hepatocolangiocarcinomas sdo semelhantes ao que j& foi descrito anteriormente para
carcinomas hepatocelulares e colangiocarcinomas, respectivamente (CULLEN; POPP, 2002).
Dependendo da forma de classificacdo do hepatocolangiocarcinoma, as duas populacdes
celulares do tumor podem estar separadas em massas distintas (TRIGO et al., 1982) ou juntas
na mesma massa tumoral (PATNAIK et al., 1981b; SHIGA et al., 2001; AFIP, 2010). Nesse
ultimo caso, areas de transicdo entre as duas popula¢bes neoplésicas podem ou ndo estar
presentes (PATNAIK et al., 1981b; TRIGO et al., 1982; SHIGA et al., 2001; AFIP, 2010).

A classificacdo dos tumores hepaticos quanto a sua origem histoldgica € de interesse
ndo sé para patologistas, mas também para clinicos veterinarios. Em primeiro lugar, porque 0s
alguns subtipos de tumores apresentam comportamentos biolégicos distintos (PATNAIK et
al., 1980). Carcinomas hepatocelulares, por exemplo, ttm uma menor probabilidade de
metastatizar, ao contrario de colangiocarcinomas (PATNAIK et al., 1980; TRIGO et al., 1982;
CULLEN; POPP, 2002). Em segundo lugar, porque cada tipo de tumor hepatico é mais
comumente associado a uma determinada apresentacdo macroscépica (PATNAIK et al., 1980;
TRIGO et al., 1982), o que influencia no progndstico do paciente, visto que tumores massivos
e solitarios sdo mais facilmente retirados cirurgicamente quando comparados a tumores
nodulares e multiplos (CULLEN; POPP, 2002). Com base nesses dois parametros
(comportamento bioldgico e apresentacdo macroscopica), 0os carcinomas hepatocelulares séo
mais frequentemente relacionados a um melhor prognoéstico, visto que frequentemente
atingem tamanhos grandes antes de metastatizar e apresentam-se mais comumente sob a
forma de massas solitarias (PONOMARKOV; MACKEY, 1976; PATNAIK et al., 1981b;
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TRIGO et al.,, 1982). Colangiocarcinomas, por sua vez, sdo geralmente associados a um
prognostico reservado a desfavoravel, por terem uma maior taxa de metéstases e por
apresentarem-se mais comumente sob a forma nodular, frequentemente afetando todos os
lobos hepaticos (PONOMARKOV; MACKEY, 1976; HEAD et al., 2003). Além desses
fatores, a subclassificacdo histologica dos carcinomas hepatocelulares também parece ter
relacdo com o prognéstico (PATNAIK et al., 1981b), embora esse fato ndo seja verdadeiro
para a subclassificacdo de colangiocarcinomas (PATNAIK et al., 1981a).

Ha alguns anos, a imuno-histoquimica tem sido aplicada no auxilio ao diagnostico de
tumores hepaticos de cées. De las Mulas et al. (1995) foram pioneiros ao aplicar a técnica a
carcinomas hepéticos de cdes, testando a imunoreatividade de alguns carcinomas para alfa-
feto proteina (AFP), antigeno carcinoembriénico (CEA), citoqueratina e vimentina. O
anticorpo para AFP demonstrou baixa sensibilidade e alta especificidade para carcinomas
hepatocelulares, enquanto o marcador para CEA foi especifico e sensivel para
colangiocarcinomas, embora o nimero de tumores testados tenha sido pequeno. O padréo de
marcacdo de carcinomas hepatocelulares e colangiocarcinomas para citoqueratina e vimentina
foi variavel.

O uso recente de Hepatocyte Paraffin 1 (Hep Par 1) em cédes demonstrou alta
especificidade e sensibilidade para hepatocitos normais, hiperplasicos e neoplasicos
(RAMOS-VARA et al., 2001). No estudo anteriormente citado, a marcacéo das células com
este anticorpo demonstrou um padrdo citoplasmatico, disseminado e granular. Apesar de
Ramos-Vara et al. (2001) ndo terem observado nenhuma relacdo entre os graus de
diferenciacdo celular e a sensibilidade do Hep Par 1, esta relacdo é relatada em humanos, uma
vez que que alguns tumores pouco diferenciados ndo marcam para o anticorpo (CHAN; YEH,
2010).

O uso de citoqueratinas (CK) em geral (DE LAS MULAS et al., 1995), incluindo CK7
(MONTEROS et al., 1999; RAMOS-VARA et al., 2001), ja foi aplicado em estudos de
THMP de cées. Tais estudos com CK7 demonstraram uma sensibilidade que variou de 67%
(MONTEROS et al., 1999) a 77,7% (RAMOS-VARA et al., 2001) para colangiocarcinomas,
e uma especificidade que chegou a 100% (RAMOS-VARA et al., 2001), embora
MONTEROS et al. (1999) tenham demonstrado que esse anticorpo possa ocasionalmente
marcar carcinomas extra-hepaticos. O padrdo de marcagdo para CK7 foi caracterizado por
Ramos-Vara et al. (2001) como “desuniforme”, com algumas células fortemente marcadas, e
outras, ndo. Além disto, nesse trabalho, a marcacdo foi mais intensa na regido adjacente a

membrana plasmatica e, por vezes, na regido perinuclear.
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Apesar de alguns carcinomas hepaticos apresentarem um padrdo de marcagdo
aberrante para CK’s ¢ Hep Par 1 (RAMOS-VARA et al., 2001), e de alguns carcinomas extra-
hepaticos demonstrarem marcacdo positiva para CK7 (MONTEROS et al., 1999) e,
raramente, para Hep Par 1 (RAMOS-VARA et al.,, 2001), o uso associado desses dois
anticorpos foi eficiente na diferenciacdo de carcinomas hepéticos de cdes (RAMOS-VARA et
al., 2001). Provavelmente, a associacdo desses dois anticorpos seja a melhor forma de
diferenciar carcinomas hepaticos com auxilio da imuno-histoquimica, visto que a maioria dos
colangiocarcinomas é positiva para CK7, enquanto a positividade para Hep Par 1 é observada
em grande parte dos carcinomas hepatocelulares (RAMOS-VARA et al., 2001).

Como ja vimos, os dados a cerca da prevaléncia de THMP em medicina veterinaria
sdo escassos, e ndo ha fatores de risco comprovadamente envolvidos no desenvolvimento
espontaneo desses tumores (CULLEN; POPP, 2002). Diferentemente, em humanos, a
prevaléncia de cancer hepatico no mundo é conhecida e monitorada a cada ano, e a ocorréncia
da doenca ja foi relacionada a numerosos fatores de risco (CRAWFORD, 1999; JEMAL et al.,
2011). O carcinoma hepatocelular € o tumor maligno mais comum em humanos, constituindo
aproximadamente 90% dos casos de cancer hepatico primario (CRAWFORD, 1999). Essa alta
prevaléncia de carcinomas hepatocelulares contribui para a posicdo do cancer hepatico de
humanos como sexto neoplasma mais comum e terceira maior causa de morte associada a
cancer no mundo (JEMAL et al., 2011). Apesar de ser considerado incomum em condicdes
normais, o carcinoma hepatocelular tem uma alta prevaléncia em paises expostos ao seu
principal fator de risco: a infeccdo pelo virus da hepatite B (HBV) (CRAWFORD, 1999;
JEMAL et al., 2011). Consequentemente, a distribuicdo global desse tumor em humanos esta
relacionada a prevaléncia do HBV, que é notavelmente maior na Africa e sudeste da Asia
(CRAWFORD, 1999). Os carcinomas hepatocelulares ndo associados a infec¢do por HBV sédo
mais comuns no oeste europeu e América do Norte. Nesses casos, os fatores predisponentes
mais comuns sdo cirrose alcodlica e cirrose por outros agentes, como o virus da hepatite C
(HCV) (CRAWFORD, 1999; JEMAL et al., 2011). Alguns autores citam a aflatoxina como
fator de risco para o desenvolvimento de CHC em paises em desenvolvimento (MING et al.,
2002). Colangiocarcinomas sdo neoplasmas muito menos comuns em humanos e séo
frequentemente associados a infec¢Ges cronicas por trematodeos hepaticos (Opistorchis
viverrini e Clonorchis sinensis) e calculos nas vias biliares (CRAWFORD, 1999; JEMAL et
al., 2011).

Existem algumas teorias acerca de fatores de risco para o desenvolvimento de cancer

hepatico de cées. Entre os fatores de risco possivelmente associados a THMP, citamos a



16

infestacdo por parasitos hepaticos (BOTTI, 1954) e a exposicdo a determinados agentes
quimicos (HIRAO et al., 1974; NELSON; WOODWARD, 1953). Ainda assim, nenhum
desses fatores tem impacto comprovado na prevaléncia mundial dos THMP em cées, e a
maioria dos estudos publicados acerca do assunto (PATNAIK et al., 1981a; PATNAIK et al.,
1981b; TRIGO et al., 1982; HAYES et al., 1983) demonstra a auséncia de fatores de risco
fisicamente visiveis (como calculos biliares ou parasitos) associados aos tumores.
Semelhantemente ao que ocorre em humanos, a carcinogénese de alguns virus da familia
hepadnaviridae ja foi demonstrada em animais, e associada ao desenvolvimento de carcinoma
hepatocelular, como é o caso do hepadnavirus de esquilos do solo (GSHV) (MARION et al.,
1986) e do hepadnavirus de marmotas (WHV) (POPPER et al., 1981). No entanto, ndo existe
nenhum estudo publicado que demonstre alguma correlacdo entre infec¢bes hepaticas virais
crbnicas e a ocorréncia de cancer hepatico em caes.

No Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria
(LPV-UFSM), a prevaléncia dos THMP de cées é nitidamente maior do que é relatado na
literatura. Aqui, o cancer hepatico é o terceiro tumor primario mais comum em cées e
representa 8,5% do total de tumores e 0,66% das causas de morte e razdes para eutanasia
nessa espécie (FIGHERA, 2008). Além da alta prevaléncia de cancer hepatico em cées, 0
estudo de Fighera (2008) também aponta o colangiocarcinoma como o tumor hepético
priméario mais prevalente, acompanhado de uma prevaléncia marcadamente menor de
carcinomas hepatocelulares. Como ja discutimos anteriormente, hd poucos estudos que
consideram o colangiocarcinoma como THMP mais prevalente em caes (MESSOW, 1952;
ROONEY, 1959; BASTIANELLO, 1983). Assim, a situacdo epidemioldgica dos tumores
hepéaticos de cdes observada no LPV-UFSM diverge do que é descrito pela maioria dos
estudos publicados (STROMBECK, 1978; PATNAIK et al., 1980; TRIGO et al., 1982;
RAMOS-VARA et al.,, 2001). Apesar da alta frequéncia de ocorréncia, ndo ha estudos
epidemioldgicos e anatomopatoldgicos sobre tumores hepaticos em cées dessa regido, como
ocorre para tumores cutaneos (SOUZA et al., 2006), mamarios (OLIVEIRA FILHO et al.,
2010), 6sseos (TROST et al., 2012) e renais (INKELMANN et al., 2011).

Com base nessa problematica, este estudo tem como objetivos: (1) estabelecer
definitivamente a prevaléncia dos diferentes THMP de cées necropsiados na Regido Central
do RS; e (2) comparar os aspectos epidemioldgicos, anatomopatolégicos e imuno-
histoquimicos dos casos de colangiocarcinomas e carcinomas hepatocelulares diagnosticados
no LPV-UFSM com o que € descrito na literatura, a fim de fornecer subsidios que visam

melhor direcionar clinicos e patologistas veterinarios no diagnostico desses tumores.
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Prevaléncia e achados epidemioldgicos, anatomopatoldgicos e imuno-histoquimicos dos
tumores hepaticos malignos primarios de cdes da Regido Central do Rio Grande do Sul
(1965-2012)

Mariana M. Flores, Ronaldo M. Bianchi, Glaucia D. Kommers, Luiz Francisco Irigoyen,
Claudio S.L. Barros e Rafael A. Fighera

Artigo submetido para a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.
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Trabalho XXXX PA

Prevaléncia e achados epidemiologicos, anatomopatoldgicos e imuno-histoquimicos dos
tumores hepéticos malignos primarios de cées da Regido Central do Rio Grande do Sul
(1965-2012)"

Mariana M. Flores?, Ronaldo M. Bianchi®, Glaucia D. Kommers®, Luiz Francisco Irigoyen®,
Claudio S.L. Barros* e Rafael A. Fighera®

ABSTRACT .- Flores M.M., Bianchi R.M., Kommers G.D., Irigoyen L.F., Barros C.S.L. &
Fighera R.A. 2013. [Prevalence and epidemiological, pathological and
immunohistochemical aspects of primary canine malignant hepatic tumors in Rio
Grande do Sul, Brazil (1965-2012).] Prevaléncia e achados epidemioldgicos,
anatomopatoldgicos e imuno-histoquimicos dos tumores hepaticos malignos primarios de
caes da Regido Central do Rio Grande do Sul (1965-2012). Pesquisa Veterinaria Brasileira
00(00)00-00. Departamento de Patologia, Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima
1000, Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail: anemiaveterinaria@yahoo.com.br

The prevalence and epidemiological and immunohistochemical aspects of primary
hepatic malignant tumors (PHMT) were reviewed in dogs necropsied in a 48-year period
(1965-2012). Out of those7,373 dogs, 64 died due to PHMT, which corresponds to 0.9% of
the dogs dying from any cause in the period; 7.8% of dogs which deaths were caused by
tumors in general; and 33.5% of all dogs dying from hepatic tumors (primary and metastatic).
Out of the 64 cases of PHMT, 51 were reviewed histologically and evaluated by
immunohistochemistry; they were diagnosed as carcinomas (36 cholangiocarcinomas, 9
hepatocellular carcinomas and one hepatocholangiocarcinoma) and sarcomas (5
hemangiosarcomas). In those dogs in which the age was possible determined, 64.7%
(cholangiocarcinomas) and 77.8% (hepatocellular carcinomas) were old. At necropsy
examination cholangiocarcinomas were characterized mainly by a multinodular pattern
(83.3%) while hepatocellular carcinomas occurred both as massive (44.4%) or nodular
(44.4%) distribution. Extra-hepatic metastasis occurred respectively in 77.8% and 33.3% of
the cases of cholangiocarcinomas and hepatocellular carcinomas; metastatic
cholangiocarcinomas affected mainly the lungs (52.8%), lymph nodes (50%) and peritoneum
(19.4%). Ascites (22.2%) and icterus (22.2%) were observed frequently associated to both
tumors. Histologically, most part of the cholangiocarcinomas (86.1%) and of the
hepatocellular carcinomas (55.6%) presented respectively a tubular or trabecular type.
Immunohistochemistry revealed that the majority (63.9%) of cholangiocarcinomas was
positive for CK7 and none was marked for Hep Par 1. The majority (55.6%) of the
hepatocellular carcinomas revealed positive reaction for Hep Par 1 and none was marked for
CKT7. The results presented here demonstrated a very high prevalence of PHMT, especially
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cholangiocarcinomas, in the dog. The necropsy, histological and immunohistochemical
findings reported might be useful to help veterinary pathologists in the diagnosis of this
common form of cancer in dogs of the Rio Grande do Sul, Brazil.

INDEX TERMS: Diseases of dogs, oncology, pathology, hepatic tumors, liver tumors, liver
cancer.

RESUMO.- A prevaléncia e os aspectos epidemioldgicos, anatomopatolégicos e imuno-
histoquimicos dos tumores hepaticos malignos primarios (THMP) em cédes foram estudados.
De 7.373 cédes necropsiados em 48 anos (1965-2012), 64 morreram de THMP, o que
corresponde a 0,9% do total de cdes que morreram por qualquer causa, 7,8% do total de cées
que morreram por tumores em geral e 33,5% do total de cdes que morreram por tumores
hepaticos. Desses 64 casos de THMP, 51 foram revistos histologicamente, avaliados imuno-
histoquimicamente e reclassificados como carcinomas (colangiocarcinomas [n=36],
carcinomas hepatocelulares [n=9] e hepatocolangiocarcinoma [n=1]) e sarcomas
(hemangiossarcomas [n=5]). Dos cdes com colangiocarcinomas e carcinomas hepatocelulares
em que a idade estava disponivel nos protocolos, 64,7% e 77,8% eram idosos,
respectivamente. Na necropsia, colangiocarcinomas caracterizaram-se principalmente por
ocorrerem em um padrdo multinodular (83,3%), enquanto carcinomas hepatocelulares
ocorreram tanto de forma massiva (44,4%) quanto nodular (44,4%). Metastases extra-
hepéticas foram vistas em 77,8% e 33,3% dos casos de colangiocarcinomas e carcinomas
hepatocelulares, respectivamente, e em relacio aos colangiocarcinomas afetaram
principalmente pulmdes (52,8%), linfonodos (50%) e peritonio (19,4%). Ascite (22,2%) e
ictericia (22,2%) foram achados associados ocasionalmente com ambos os tumores. Na
histologia, a maior parte dos colangiocarcinomas (86,1%) e dos carcinomas hepatocelulares
(55,6%) tinha padréo tubular e trabecular, respectivamente. Na imuno-histoquimica, a maioria
(63,9%) dos colangiocarcinomas demonstrou imunomarcagdo para CK7 e nenhum
imunomarcou para Hep Par 1. A maioria (55,6%) dos carcinomas hepatocelulares demonstrou
imunomarcagdo para Hep Par 1 e nenhum imunomarcou para CK7. Os resultados aqui
apresentados demonstram uma altissima prevaléncia de THMP, principalmente
colangiocarcinomas, e servem para auxiliar, através dos achados de necropsia, histologia e
imuno-histoquimica, patologistas veterinarios no diagnostico dessa tdo comum forma de
cancer em cées da Regido Central do RS, Brasil.

TERMOS DE INDEXAGAO: Doencas de cées, oncologia, patologia, tumores hepaticos,
tumores de figado, cancer hepatico.

INTRODUCAO

Na rotina do Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria
(LPV-UFSM), neoplasmas representam a segunda causa de morte ou razdo para eutanasia de
cdes da Mesorregido do Centro Ocidental Rio-Grandense, popularmente conhecida como
Regido Central do Rio Grande do Sul (RS), atras apenas das doengas infecciosas, perfazendo
7,8% dos casos (Fighera et al. 2008). Quando cées sao avaliados por faixa etaria, neoplasmas
contribuem na morte de 32% dos idosos (Fighera et al. 2008). Os principais neoplasmas de
cdes diagnosticados em nossa rotina de necropsia incluem: mamarios (29,9%), cutaneos
(14,6%), hepaticos (10%), 6sseos (8,1%) e renais (3,4%) (Fighera 2008). Apesar da alta
frequéncia de ocorréncia, ndo ha estudos epidemioldgicos e anatomopatoldgicos sobre
tumores hepaticos em cdes dessa regido, como ocorre para tumores cutaneos (Souza et al.
2006), mamarios (Oliveira Filho et al. 2010), 6sseos (Trost et al. 2012) e renais (Inkelmann et
al. 2011).
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Neoplasmas hepaticos primarios podem emergir de hepatdcitos (carcinoma
hepatocelular [ou hepatoma]), de células do epitélio biliar (colangiocarcinoma [ou
adenocarcinoma biliar]), de células neuroenddcrinas (carcinoide) ou de células do estroma
(sarcomas) (Head et al. 2003). Nos altimos 40 anos, quase a totalidade dos autores aponta o
carcinoma hepatocelular como o tumor hepéatico maligno priméario (THMP) mais comum de
caes (Strombeck 1978, Patnaik et al. 1980, Patnaik et al. 1981b, Trigo et al. 1982, Ramos-
Vara et al. 2001), entretanto, em nossa rotina, colangiocarcinomas sao mais prevalentes
(Fighera 2008).

Com base nessa problematica, este trabalho tem como objetivo principal estabelecer a
prevaléncia dos diferentes THMP de cées necropsiados na Regido Central do RS, como um
primeiro passo para entender o porqué da tdo alta frequéncia de ocorréncia desses tumores no
nosso meio. Este estudo visa também comparar 0s aspectos epidemioldgicos,
anatomopatologicos e imuno-histoquimicos dos casos de colangiocarcinomas e carcinomas
hepatocelulares diagnosticados no LPV-UFSM com o que € descrito na literatura, a fim de
fornecer subsidios que visam melhor direcionar clinicos e patologistas veterinarios no
diagnostico desses tumores.

MATERIAL E METODOS

Os protocolos de necropsias de cées realizadas entre 1965 e 2012 no LPV-UFSM foram revisados em
busca de THMP. O método de inclusdo dos casos neste estudo foi o diagnostico definitivo do tumor
através de critérios histologicos estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) para
tumores do figado e do sistema biliar (Ponomarkov & Machey 1976) e pelo Armed Forces Institute of
Pathology (AFIP) para tumores do sistema alimentar (Head et al. 2003) e aplicados durante esse
periodo a partir de consultas a diferentes edi¢des do principal livro-texto de patologia de tumores em
animais domeésticos (Meuten 2002). Esses diagndsticos foram realizados por oito patologistas
veterinarios pertencentes ao LPV-UFSM em diferentes periodos de tempo, quatro dos quais sdo
autores deste trabalho (R.A.F., C.S.L.B., G.D.K. e L.F.l).

Este estudo foi dividido em quatro etapas: (1) separacdo e exame das fichas de necropsia
referentes aos casos de THMP; (2) anélise dos dados contidos nas fichas de necropsia; (3) reavaliacéo
histoldgica dos THMP; e (4) validacdo dos diagnosticos de THMP com auxilio do perfil imuno-
histoquimico.

Os protocolos de necropsia referentes aos casos THMP foram separados e examinados. Foram
considerados para este estudo apenas casos em que 0s tumores que acometeram o figado foram a causa
da morte ou a razdo para eutandsia do cdo. Desses protocolos de necropsia foram retiradas
informacdes referentes ao sexo, a idade, as ragas e aos achados macroscopicos (padrao de distribuicéo
no figado e presenca de metastases). Os cdes foram classificados apenas como macho e fémea,
independentemente de serem castrados ou ndo. Foram ainda divididos em trés categorias de idade,
conforme publicado anteriormente (Fighera et al. 2008): filhotes (até 1 ano de idade), adultos (de 1 a 9
anos de idade) e idosos (10 anos de idade ou mais). Quanto as ragas, os cdes foram classificados em
sem racga definida (SRD) ou de raca pura (RP). Caes mestigos, do cruzamento de duas RP, foram
considerados como SRD. Todos os casos incluidos ocorreram no Municipio de Santa Maria,
localizado na Mesorregido do Centro Ocidental Rio-Grandense, popularmente conhecida como Regido
Central do RS. Para fins de comparacéo, foram calculados os mesmos dados epidemiolégicos (idade,
sexo e raca) de toda a populacédo de cées necropsiada no LPV-UFSM nesse mesmo periodo.

Macroscopicamente, os THMP foram classificados de acordo com sua distribuicdo em: 1)
nodular (incluindo multinodular), 2) massivo e 3) difuso. Carcinomas hepatocelulares foram
subdivididos nas trés categorias (nodular, massivo e difuso) e colangiocarcinomas em apenas duas
(multinodular ¢ massivo). Na categoria “nodular” foram enquadrados todos os tumores que se
apresentaram sob a forma de nodulos, tinicos ou multiplos (“multinodular”), com distribuigdo aleatoria
no parénquima hepético. Foram inseridos na categoria “massivo” os tumores que se apresentaram sob
a forma de massas, geralmente solitarias, que envolviam, e por vezes substituiam, um lobo hepatico.
Casos em que esse padrdo era acompanhado de invasdo do lobo hepatico adjacente também foram
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incluidos nessa categoria. A categoria “difuso” englobou casos em que a tumoragdo afetava todo ou a
maior parte do figado e ocorria como aumento de volume difuso acompanhado de mudancas na cor e
consisténcia do parénquima afetado. Esses critérios basearam-se nagueles descritos por Cullen & Popp
(2002), Head et al. (2003) e Stalker & Hayes (2007) para carcinoma hepatocelular e
colangiocarcinoma.

Foram reavaliados histologicamente todos os casos em que os blocos de parafina foram
encontrados no Arquivo do LPV-UFSM. Casos em que os blocos de parafina ndo foram encontrados
foram excluidos. Os achados histoldgicos reavaliados incluiram: (1) arranjo celular, (2) padréo
estromal (escasso ou abundante), (3) indice mitdtico (baixo grau [<2 mitoses/cga] ou alto grau >3
mitoses/cgal), (4) atipia celular, (5) pleomorfismo celular, (6) invaséo de vasos linfaticos, (7) necrose,
hemorragia e inflamagdo em meio ao tumor, (8) alteracdes no parénquima hepatico adjacente ao tumor
e (9) caracteristicas de benignidade e malignidade no mesmo tumor.

Os THMP foram classificados de acordo com a classificacdo histoldgica descrita por
Ponomarkov & Mackey (1976) e Head et al. (2003) em colangiocarcinomas, carcinomas
hepatocelulares, carcinoide ou sarcomas. Com base em publicacBes mais recentes (Shiga et al. 2001),
hepatocolangiocarcinoma foi também considerado. Para colangiocarcinomas, os arranjos celulares
incluiram os padrbes tubular, solido e cistico (cistadenocarcinoma biliar); para carcinomas
hepatocelulares, os padrdes foram trabecular, adenoide e solido.

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) empregada foi a imunomarcagdo para hepatocitos em
tecidos embebidos em parafina (Hepatocyte Paraffin 1 [Hep Par 1]) e para células do epitélio biliar
(citoqueratina 7 [CK7]), conforme protocolo descrito a seguir e baseado em Ramos-Vara et al. (2001).
Apos a desparafinizacdo e reidratacdo dos tecidos, foi realizada a recuperagdo antigénica com
proteinase K° a 25°C, por 20 minutos para CK7 e cinco minutos para Hep Par 1. O bloqueio das
peroxidases e avidinas enddgenas foi feito com H,0, comercial a 3% por dois tempos de dez minutos e
leite em p6 comercial diluido em tampédo fosfato salino com detergente Tween 20 (PBST) por 15
minutos, respectivamente. Como anticorpo primario foram utilizados anticorpos monoclonais anti-
CK7°® e anti-Hep Par 1’ humanos produzidos em camundongos, diluidos a 1:40 e 1:80 em PBST,
respectivamente, e incubados por 19 horas a 4°C. O anticorpo secundario (polimero)® foi utilizado
consecutivamente, incubado a 25°C por 30 minutos e marcado através da adicdo do cromogeno de
tetracloreto de 3-3’ diaminobenzidina (DAB)® por cinco minutos. As lavagens entre as etapas da
técnica foram feitas com solucdo salina-tris com detergente Tween 20 (PBST) em pH 7,6. A contra-
coloracéo foi feita com hematoxilina de Harris’®. Como controles positivos foram utilizados os
hepatdcitos e os ductos biliares de areas ndo afetadas pelo tumor nas mesmas secgdes histologicas
(controle interno) e cortes de figado normal de um cdo adulto fixado em formol 10% por
aproximadamente oito horas. Como controle negativo, as mesmas secgdes foram utilizadas, com
substituicdo do anticorpo primario por PBST.

Por fim, foram considerados como carcinomas hepatocelulares todos os THMP que
preencheram critérios histoldgicos reconhecidos internacionalmente e que tiveram ou ndo suas células
neoplasicas imunomarcadas para Hep Par 1, mas ndo para CK7. Foram considerados como
colangiocarcinomas todos os THMP que preencheram critérios histolégicos reconhecidos
internacionalmente e que tiveram ou nédo suas células neoplasicas imunomarcadas para CK7, mas ndo
para Hep Par 1. Foram considerados como hepatocolangiocarcinomas todos os THMP que
preencheram critérios histoldgicos reconhecidos internacionalmente (dupla populagédo) e que tiveram
suas células neoplasicas imunomarcadas para Hep Par 1 (uma das populacdes) e que tiveram ou ndo
suas células neoplasicas imunomarcadas para CK7 (outra populacdo). Foram considerados como
hemangiossarcomas: 1) todos os casos em que o neoplasma era priméario do figado (por ser solitario
[ocorrer apenas no figado] ou por ser primario com metastases apenas em linfonodos e peritonio); 2)
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que preencheram critérios histoldgicos reconhecidos internacionalmente; e 3) que tiveram suas células
neoplasicas imunomarcadas para o fator de von Willebrand, conforme previamente publicado por
Flores et al. (2012).

A interpretacdo imuno-histoquimica foi realizada por trés (M.M.F., RAAF. e G.D.K)
patologistas veterindrios e quantificada de acordo com a intensidade e numero de células
imunomarcadas em: 0 (sem marcagdo), 1 (marcacdo fraca), 2 (marcacdo moderada), 3 (marcagdo
intensa) e 4 (marcagdo muito intensa) conforme o estudo prévio realizado por Ramos-Vara et al.
(2001).

RESULTADOS

Dos 7.373 protocolos de necropsia, 823 (11,2%) correspondiam a tumores. Do total de
tumores, em 191 (23,2%) o figado estava afetado. Desses 191 casos de tumores que
acometeram o figado, 64 (33,5%) eram THMP e 127 (66,5%) eram secundarios, sendo 63
(33%) metéstases e 64 (33,5%) multicéntricos. Assim, THMP correspondem a 33,5% do total
de cdes que morreram por tumores hepaticos, 7,8% do total de cdes que morreram por
tumores em geral e 0,9% do total de cdes que morreram por qualquer causa. Dos 64 THMP,
51 foram reavaliados histologicamente e avaliados através da imuno-histoquimica. Com base
nos critérios estabelecidos no material e métodos, 46 tumores foram considerados carcinomas
(colangiocarcinomas [n=36], carcinomas hepatocelulares [n=9] e hepatocolangiocarcinoma
[n=1]) e cinco foram considerados sarcomas (hemangiossarcomas [n=5]). Os resultados
referentes aos carcinomas hepaticos (carcinomas hepatocelulares, colangiocarcinomas e
hepatocolangiocarcinoma) serdo expressos separadamente a seguir. Os resultados referentes
aos hemangiossarcomas constam de outra publicacéo (Flores et al. 2012).

Achados epidemioldgicos (populacéao geral)

Entre 1965 e 2012 foram realizadas 7.373 necropsias de cdes no LPV-UFSM. Dessas,
53,1% correspondiam a machos e 46,9% a fémeas. Do total de cées, 35,3% foram incluidos
como filhotes, 49,4% como adultos e 15,3% como idosos. Dos cées em que dados sobre raca
foram encontrados nos protocolos, 59,3% tinham raca definida e 40,7% eram SRD. Para fins
de comparacgéo, as racas a seguir correspondiam as seguintes prevaléncias: Pastor Alemé&o
(10,8%), Poodle (5,4%), Boxer (4,3%), Dachshund (3,5%), Rottweiler (3,3%), Cocker
Spaniel (2,5%), Collie (2,3%), Fila Brasileiro (1,7%), Husky Siberiano (0,8%), Beagle e S&o
Bernardo (0,4%), Border Collie (0,3%), Old English Sheepdog e Setter Irlandés (0,2%).

Achados epidemiolégicos (populacdo com colangiocarcinoma)

Dos 36 cdes com colangiocarcinoma, a idade ndo estava anotada nos protocolos de
dois cdes. Dos 34 cdes em que a idade constava dos protocolos, 22 (64,7%) foram incluidos
como idosos e 12 (35,3%) como adultos. Dos 36 cdes com colangiocarcinoma, 18 (50%) eram
machos e 18 (50 %) eram fémeas. Dos 36 cdes com colangiocarcinoma, 15 (41,7%) eram
SRD e 21 (58,3%) eram de RP, principalmente Pastor Alemao (5/36 [13,9%]), Boxer (4/36
[11,1%]), Poodle (3/36 [8,3%]), Fila Brasileiro (2/36 [5,5%]), mas também vérias outras ragas
(Border Collie, Cocker Spaniel, Dachshund, Husky Siberiano, Rottweiler, Sdo Bernardo e Old
English Sheepdog (1/36 [2,8%]). Dos 36 cdes afetados, 16 (44,4%) morreram
espontaneamente e 20 (55,6%) foram submetidos a eutanasia.

Achados epidemiolégicos (populacdo com carcinoma hepatocelular)

Dos nove cdes com carcinoma hepatocelular, sete (77,8%) foram incluidos como
idosos e dois (22,2%) como adultos. Dos nove cdes com carcinoma hepatocelular, quatro
(44,4%) eram machos e cinco (55,6%) eram fémeas. Dos nove cdes com carcinoma
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hepatocelular, trés (33,3%) eram SRD e seis (66,7%) eram de RP, que incluiam Beagle,
Collie, Husky Siberiano, Poodle, Rottweiler e Setter Irlandés (1/9 [11,1%]). Dos nove caes
afetados, seis (66,7%) morreram espontaneamente e trés (33,3%) foram submetidos a
eutanasia.

Achados epidemiolégicos (populacdo com hepatocolangiocarcinoma)
O unico céo diagnosticado com hepatocolangiocarcinoma nao tinha idade informada,
era fémea, SRD e morreu espontaneamente.

Achados de necropsia (populagdo com colangiocarcinoma)

Na necropsia (n=36), os colangiocarcinomas se apresentaram principalmente sob a
forma multinodular (30/36 [83,3%]) (Fig.1) e menos frequentemente sob a forma massiva
(6/36 [16,7%]) (Fig.2). Alguns casos (8/36 [22,2%]) interpretados como multinodulares
tinham um lobo completamente substituido por uma massa focalmente extensa. Os tumores
descritos como multinodulares caracterizavam-se por: 1) serem mdltiplos e aleatorios, 2)
afetarem a maioria ou todos os I6bulos hepéticos e 3) variarem de 0,1 a 10 cm de diametro.
Frequentemente (19/36 [52,8%]) foram descritos como brancos ou amarelos, com ocasionais
areas vermelhas (4/36 [11,1%]), firmes (11/36 [30,6%]), umbilicados (14/36 [38,9%]) (Fig.3),
por vezes com seus centros necrosados e repletos de pus, sangue, muco ou uma mistura desses
(alguns referidos pelos patologistas como cisticos) (11/36 [30,6%]). Os tumores descritos
como massivos caracterizavam-se por: 1) serem unicos, 2) afetarem apenas um Idbulo
hepético, principalmente o lobo lateral esquerdo (2/36 [5,6%]) e 3) variarem de 8 a 15 cm em
seu maior eixo. Alguns foram descritos como firmes (6/36 [16,7%]), brancos ou amarelos,
com areas focais ou multifocais vermelhas (5/36 [13,9%]) (Fig.4), outros como “cisticos”
(idénticos aos descritos previamente como um dos padrdes multinodulares) (1/36 [2,8%])
(Fig.5) e outros como borrachentos e homogeneamente pardacentos (1/36 [2,8%]) (Fig.6).

Alteragbes no parénquima adjacente ao tumor ndo foram comumente descritas nos
protocolos, mas nos casos em que se fizeram presentes incluiram: hepatomegalia (7/36
[19,4%]); alteracdes na coloracdo (6/36 [16,7%]) (que incluiam figados palidos [2/36
{5,6%}], amarelos [2/36 {5,6%}], marrom-amarelados [1/36 {2,8%}] ou com &reas brancas,
amarelas e vermelhas entremeadas [1/36 {2,8%}]); aumento da consisténcia (5/36 [13,9%]),
superficie irregular (5/36 [13,9%]); e acentuagéo do padréo lobular (2/36 [5,6%]).

Havia metéstases extra-hepaticas em 28 dos 36 casos (77,8%) de colangiocarcinoma
incluidos neste estudo. Os oOrgaos afetados foram: pulmdes (19/36 [52,8%]), linfonodos
(18/36 [50%]), cavidade abdominal (omento, mesentério e peritdnio parietal) (7/36 [19,4%]),
musculo esquelético (diafragma) (7/36 [19,4%]), adrenais (5/36 [13,9%]), baco (4/36
[11,1%]), pancreas (4/36 [11,1%]), coracdo (3/36 [8,3%]), rins (3/36 [8,3%]), bexiga (2/36
[5,6%]), es6fago (1/36 [2,8%]), ovéario (1/36 [2,8%]), ureter (1/36 [2,8%]) e musculo
esquelético (temporal) (1/36 [2,8%]). Além das metastases, outras lesdes extra-hepaticas
relacionadas ao tumor foram vistas em varios casos (21/36 [58,3%]) de colangiocarcinoma e
incluiram: hemoperitonio (8/36 [22,2%]), ictericia (8/36 [22,2%]), ascite (5/36 [13,9%)]),
hidrotérax (4/36 [11,1%]), hemotdrax (2/36 [5,6%]), peritonite (2/36 [5,6%]), palidez das
mucosas (1/36 [2,8%]) e piotdrax (1/36 [2,8%]).

Achados de necropsia (populacdo com carcinoma hepatocelular)

Na necropsia (n=9), os carcinomas hepatocelular se apresentaram principalmente sob a
forma massiva (4/9 [44,4%]) (Fig.7) ou nodular (4/9 [44,4%]) (Fig.8) e bem menos
frequentemente sob a forma difusa (1/9 [11,1%]) (Fig.9). Em um caso (1/9 [11,1%])
interpretado como nodular havia um lobo completamente substituido por uma massa
focalmente extensa. Os tumores descritos como massivos caracterizavam-se por: 1) serem
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unicos, 2) afetarem apenas um lébulo hepatico, principalmente o lobo lateral esquerdo (3/9
[33,3%]) e 3) variarem de 8 a 18 cm em seu maior eixo. Foram descritos como brancos ou
amarelos (3/9 [33,3%]), vermelhos (2/9 [22,2%]) (Fig.10) ou marrom-esverdeados (1/9
[11,1%]). A consisténcia variou de firme (2/9 [22,2%]) a macia (1/9 [11,1%]) e alguns foram
descritos como friaveis (2/9 [22,2%]) ou com cavitacdes repletas de pus (2/9 [22,2%]). Os
tumores descritos como nodulares caracterizavam-se por: 1) serem multiplos e aleatdrios, 2)
afetarem varios ou todos os I6bulos hepéticos e 3) variarem de 1 a 2,5 cm de diametro.
Frequentemente foram descritos como brancos ou amarelos (3/9 [33,3%]). Apenas um
carcinoma hepatocelular foi descrito como difuso; neste caso, o figado acometido estava
aumentado de volume, era friavel e tinha areas brancas, amarelas e vermelhas entremeadas.

Alteracdes no parénquima adjacente ao tumor ndo foram comumente descritas nos
protocolos, mas nos casos em que se fizeram presentes incluiram: hepatomegalia (2/9
[22,2%]); alteragdes na coloragdo (figado “cor de tijolo”) (1/9 [11,1%]); e acentuacdo do
padrdo lobular (1/9 [11,1%]). Havia metastases extra-hepaticas em trés dos nove (33,3%)
casos de carcinoma hepatocelular incluidos neste estudo. Os érgédos afetados foram: pancreas
(2/9 [22,2%]), linfonodos regionais (2/9 [22,2%]) e pulmdes (1/9 [11,1%]). Assim como as
metastases, outras lesdes extra-hepaticas relacionadas ao carcinoma hepatocelular foram
vistas apenas incomumente (4/9 [44,4%]) e incluiram: hemoperitdnio (2/9 [22,2%]), ictericia
(2/9 [22,2%]) e palidez das mucosas (2/9 [22,2%]).

Achados de necropsia (populacdo com hepatocolangiocarcinoma)

Na necropsia (n=1), o hepatocolangiocarcinoma ocorreu COmO uma massa
multilobulada Unica (forma massiva), localizada no lobo lateral direito, firme, com cerca de
15 cm de didmetro, e que tinha areas vermelhas, amarelas, verdes e marrons entremeadas. Os
maultiplos l6bulos que constituiam a massa variavam de tamanho e eram separados uns dos
outros por septos de tecido conjuntivo fibroso. Nao foram observadas metéstases ou quaisquer
alteracOes extra-hepaticas relacionadas a esse tumor.

Achados histopatoldgicos (populagdo com colangiocarcinoma)

Na histologia (n=36), a maior parte dos colangiocarcinomas (31/36 [86,1%]) foi
caracterizada pela formacdo de tubulos de diferentes tamanhos (padrdo tubular) (Fig.11).
Apenas em alguns casos (5/36 [13,9%]) ndo ocorreu formacdo de tGbulos; nesses havia
proliferacdo de células neoplasicas na forma de mantos (padrdo sélido) (Fig.12). Alguns
poucos casos (3/36 [8,3%]) demonstravam grandes areas cisticas, que lembravam favos de
mel (padrdo cistico [cistadenocarcinomas biliares]), em meio a proliferacdo tubular.

O estroma do tumor variou de escasso, no qual os feixes de tecido conjuntivo
colagenoso eram quase imperceptiveis em meio as células neoplasicas, a esquirroso, no qual
era tdo abundante que chegava a isolar grupos de células em pequenas ilhas (Fig.13). De
acordo com essa classificacdo, a maioria dos tumores (25/36 [69,4%]) tinha estroma escasso e
a minoria (11/36 [30,6%]) tinha estroma abundante.

A atipia e pleomorfismo celular foram observados em cerca de um terco dos casos
(13/36 [36,1%]) (Fig.14) e o grau de mitoses predominante foi baixo (33/36 [91,7%]), ja
tumores de alto grau foram bem menos comuns (3/36 [8,3%]). Invasdo de vasos linfaticos
(Fig.15) foi uma caracteristica proeminente, vista em cerca de dois tercos dos casos (23/36
[63,9%]). Essa invaséo era muitas vezes evidente a ponto de formar grupos solidos de células
neoplasicas no interior desses vasos, que ocasionalmente eram vistas na forma de pequenos
tibulos. Areas com quantidades variaveis de necrose (24/36 [66,7%]), hemorragia (8/36
[22,2%]), inflamac&o (7/36 [19,4%]) e presenca de muco (4/36 [11,1%]) (Fig.16) também
foram observadas. Em pelo menos um quarto dos casos (9/36 [25%]) havia areas
aparentemente benignas em meio ao infiltrado neoplasico maligno. Essas areas eram
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formadas por células neoplasicas bem diferenciadas, monomorficas e arranjadas em tubulos
regulares de diferentes tamanhos (Fig.17). Em um caso (1/36 [2,8%]), o parénquima hepético
adjacente ao neoplasma apresentava critérios que permitiram um diagnostico de “cirrose
hepética”. Esses achados histoldgicos incluiam: fibrose periportal acentuada associada a
formacdo de pontes de colageno entre os espacos porta (fibrose em ponte) e nodulos
constituidos de hepatdcitos bem diferenciados e sem espagos-porta (n6dulos de regeneracdo
hepatocelular).

Achados histopatologicos (populacdo com carcinoma hepatocelular)

Na histologia (n=9), todos os carcinomas hepatocelulares tinham arranjo celular
classico, dos quais cerca da metade (5/9 [55,6%]) foi considerado como trabecular e outra
metade (4/9 [44,4%]) como s6lido. Os tumores trabeculares eram constituidos de multiplos
I6bulos formados por células bem diferenciadas e arranjadas em trabéculas com duas a 15
camadas de células (Fig.18). Nenhum carcinoma hepatocelular classificado como trabecular
apresentou atipia e apenas um (1/9 [11,1%]) demonstrou pleomorfismo. Os tumores sélidos
caracterizavam-se por serem desorganizados, ou seja, ndao formarem trabéculas, e eram
compostos por células dispostas em mantos sélidos (Fig.19). Todos eles eram marcadamente
pleomorficos e tinham quantidades varidveis de células que demonstravam intensa atipia
(Fig.20), incluindo a ocorréncia de células gigantes, por vezes multinucleadas, com nucleos
grandes (cariomegalia) e nucléolos proeminentes.

Em todos os casos (9/9 [100%]) havia quantidade escassa de estroma, constituido de
finos septos de tecido conjuntivo fibrovascular, baixo grau de mitoses e auséncia de invasédo
linfatica e de areas aparentemente benignas em meio ao infiltrado neoplasico maligno. Outros
achados histoldgicos incluiram: necrose e hemorragia (6/9 [66,7%]), degeneracdo gordurosa
(4/9 [44,4%]), formacdo de espacos cavernosos repletos de sangue (3/9 [33,3%]),
hematopoiese extramedular (3/9 [33,3%]) e infiltrado inflamatorio supurativo (1/9 [11,1%)]).

Achados histopatologicos (populacdo com hepatocolangiocarcinoma)

Na histologia (n=1), o hepatocolangiocarcinoma era constituido de hepatécitos
proliferados formando uma massa multilobulada, cujos I6bulos eram separados uns dos outros
por finos septos de tecido conjuntivo fibroso. Esses hepatdcitos estavam arranjados em
trabéculas com uma a 17 camadas de células com graus variados de organizacdo. Em meio a
proliferacdo de hepatdcitos, observava-se uma segunda populacdo neoplasica, que formava
tubulos em meio aos hepatdcitos. Esses tubulos eram pequenos a médios, irregulares, repletos
de muco e estavam isolados uns dos outros pelas trabéculas de hepatdcitos neoplasicos ou por
pequena quantidade de estroma fibrovascular. O indice mitdtico era baixo e nenhum dos
outros critérios avaliados foi observado.

Achados imuno-histoquimicos (populacédo com colangiocarcinoma)

Na imuno-histoquimica (n=36), a maioria (23/36 [63,9%]) dos colangiocarcinomas
demonstrou imunomarcacdo para CK7 (Fig.21) e nenhum imunomarcou para Hep Par 1. Essa
positividade foi altamente heterogénea, tanto em intensidade quanto em numero de células
imunomarcadas, inclusive em um mesmo corte. A imunomarcacdo da maioria das células
neoplasicas era mais intensa no citoplasma préximo a membrana plasmatica, principalmente
na porgédo apical (Fig.22). A minoria das células neoplasicas demonstrava imunomarcagéo
citoplasmatica densa e difusa, dificultando a visualizacdo do nucleo. Com base nesses
achados, a imunomarcacdo foi dividida quanto a intensidade em: fraca (5/36 [13,9%]),
moderada (3/36 [8,3%]), intensa (8/36 [22,2%]) e muito intensa (7/36 [19,4%]). Essa
heterogeneidade também foi observada nos controles internos (ductos biliares normais)
positivos. Dos casos sem imunomarcacdo para CK7 (13/36 [36,1%]), cerca da metade (7/13
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[53,8%]) teve os seus controles internos (ductos biliares normais) negativos enquanto cerca da
outra metade (6/13 [46,2%]) teve 0s seus controles internos positivos. Dos casos em que as
células neoplasicas e dos ductos biliares normais falharam em imunomarcar, quase todos (6/7
[85,7%]) estavam autolisados. Dos casos em que as células neoplésicas falharam em
imunomarcar, mas o controle interno foi positivo, apenas um (1/6 [16,7%]) demonstrou atipia
celular.

Achados imuno-histoquimicos (populagédo com carcinoma hepatocelular)

Na imuno-histoquimica (n=9), a maioria (5/9 [55,6%]) dos carcinomas hepatocelulares
demonstraram imunomarcacao para Hep Par 1 (Fig.23) e nenhum imunomarcou para CK7.
Essa positividade foi homogénea, com intensidade e numero de células imunomarcadas muito
semelhantes entre varias regides do mesmo tumor e entre tumores diferentes, o que facilitava
muito sua visualizagcdo. A imunomarcacgdo das células neoplésicas era citoplasmatica, difusa e
granular (Fig.24). Quanto a intensidade, a imunomarcagdo foi dividida em: moderada (3/9
[33,3%]), intensa (1/9 [11,1%]) e muito intensa (1/9 [11,1%]). Essa homogeneidade também
foi observada nos controles internos (hepatécitos normais) positivos. Dos casos sem
imunomarcacao para Hep Par (4/9 [44,4%]), apenas um (1/9 [11,1%]) teve seu controle
interno (hepat6citos normais) negativo enquanto os outros (3/9 [33,3%]) tiveram 0s seus
controles internos positivos. Esse caso em que as células neoplasicas e 0s hepatocitos normais
falharam em imunomarcar estava autolisado. Nos trés casos em que as células neoplésicas
falharam em imunomarcar, mas o controle interno foi positivo, havia atipia celular.

Achados imuno-histoquimicos (populacdo com hepatocolangiocarcinoma)

Na imuno-histoquimica (n=1), o componente referente ao carcinoma hepatocelular
demonstrou uma muito intensa imunomarcacdo para Hep Par 1, mas ndo para CK7. Essa
positividade foi idéntica aquela descrita previamente para os carcinomas hepatocelulares. O
componente referente ao colangiocarcinoma ndo demonstrou imunomarcagdo nem para CK7
nem para Hep Par 1.

DISCUSSAO

H& poucos dados a respeito da real prevaléncia de tumores hepéaticos em animais,
principalmente quando comparamos essa situacdo a medicina humana (Crawford 1999,
Cullen & Popp 2002, Jemal et al. 2011). Por esse motivo, revisar a prevaléncia de THMP em
cdes é dificil, principalmente porque os trabalhos publicados (Strombeck 1978, Patnaik et al.
1980, Trigo et al. 1982, Bastianello 1983) avaliam parametros diferentes uns dos outros,
tornando complicado comparar seus resultados. Apesar disso, a maior parte da literatura
(Strombeck 1978, Patnaik et al. 1980, Bastianello 1983) considera os THMP como incomuns
em cées, pois correspondem a menos de 1% dos tumores nessa espécie (Bastianello 1983),
uma prevaléncia muito menor do que aquela encontrada por nds (7,8% do total de cdes que
morreram por tumores em geral).

Outra diferenca significativa que foi observada entre os nossos resultados e os dados ja
publicados na literatura é a percentagem de THMP em relacdo ao total de tumores de figado.
Segundo um estudo realizado no Reino Unido (Trigo et al. 1982), e que guia a maioria dos
autores (Cullen & Popp 2002, Head et al. 2003, Stalker & Hayes 2007), apenas 21% dos
canceres de figado sdo primarios, uma prevaléncia bem mais baixa do que a encontrada por
nos (33,5% do total de cdes que morreram por tumores hepaticos) e por Messow (1952) (58%
do total de cées que morreram por tumores hepaticos). Apesar de existirem poucos trabalhos
gue apresentem parametros passiveis de serem comparados aos nossos resultados, a maioria
dos autores concorda que THMP s&o incomuns e representam apenas uma pequena parcela
das necropsias e dos neoplasmas diagnosticados em cdes (Strombeck 1978, Trigo et al. 1982,
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Bastianello 1983, Cullen & Popp 2002, Stalker & Hayes 2007, Cullen & Brown 2012). Em
contrapartida, para esses mesmos autores, tumores secundarios (metastaticos e multicéntricos)
acometem o figado mais frequentemente. Os resultados por nos descritos demonstram que na
Regido Central do RS ha uma prevaléncia muito alta de THMP, o que faz deles uma causa
bem mais comum de morte por tumores do que aquela vista em qualquer outra regido do
mundo em que estudos mais recentes ja foram conduzidos e, consequentemente, diminui
muito a relacéo entre tumores primarios e secundarios do figado.

O carcinoma hepatocelular e o colangiocarcinoma sao 0s THMP mais comuns em cées,
representando 70% a 91% desses tumores nessa espécie (Strombeck 1978, Patnaik et al. 1980,
Trigo et al. 1982, Cullen & Popp 2002). Baseado em um numero considerdvel de estudos
(Strombeck 1978, Patnaik et al. 1980, Patnaik et al. 1981a, Patnaik et al. 1981b, Trigo et al.
1982, Ramos-Vara et al. 2001), a maioria dos autores (Ponomarkov & Mackey 1976, Cullen
& Popp 2002, Head et al. 2003, Stalker & Hayes 2007) concorda que o carcinoma
hepatocelular é o cancer hepatico primério mais diagnosticado em cdes. Em alguns desses
estudos (Patnaik et al. 1980, Ramos-Vara et al. 2001), os colangiocarcinomas representam
apenas uma pequena parcela dos THMP, ficando muito atrds dos carcinomas hepatocelulares.
Patnaik et al. (1980) obtiveram uma relacdo de cerca de 71% versus 29% para carcinomas
hepatocelulares e colangiocarcinomas, respectivamente. Apesar disso, alguns autores (Trigo
et al. 1982) demonstram uma diferenca menor na relacdo entre esses dois tumores (58%
versus 42%). Apenas um pequeno numero de estudos (Messow 1952, Rooney 1959,
Bastianello 1983), todos eles muito antigos, aponta o colangiocarcinoma como o cancer
hepatico mais prevalente em cdes. Esses tumores chegaram a representar cerca de 87%, 69% e
57% dos THMP nos estudos de Messow (1952), Rooney (1959) e Bastianello (1983),
realizados na Alemanha, Suécia e na Africa do Sul (esse Gltimo conduzido entre 1935 e
1974), respectivamente. Semelhantemente, em nossa rotina, a proporcdo de
colangiocarcinomas para carcinomas hepatocelulares foi de 4:1 (80% versus 20%). O grande
namero de colangiocarcinomas aqui diagnosticados causa uma elevacdo na prevaléncia dos
THMP do LPV-UFSM, o que explica o fato de 7,8% de todos os tumores de cdes
corresponderem a THMP. Além disso, o grande nimero de colangiocarcinomas aqui
diagnosticados altera a proporc¢édo de tumores malignos primarios e secundarios. Isso explica o
fato de termos um numero bastante significativo de tumores primarios do figado (33,5%)
guando comparado aos secundarios (66,5%).

Baseado em um numero razoavel de estudos prévios (Rooney 1959, Patnaik et al.
1981a, Patnaik et al. 1981b, Trigo et al. 1982), acredita-se ndo existir nenhum tipo de
predisposicdo sexual ou racial para o desenvolvimento de cancer hepatico em caes, entretanto,
pelo menos um estudo anterior (Hayes et al. 1983) demonstrou risco relativo maior de fémeas
castradas e de cdes da raca Labrador Retriever. Neste estudo, as propor¢oes de cdes SRD e de
RP e de machos e fémeas afetados por colangiocarcinomas e carcinomas hepatocelulares
foram muito proximas as respectivas proporcdes na populacdo geral de cdes necropsiada no
LPV-UFSM. Entretanto, quando os dados referentes a cada raca sdo comparados, nota-se que
Boxers e Poodles contribuiram com 4,3% e 5,4% do total de necropsias no periodo avaliado e
com 11,1% e 8,3% do total de colangiocarcinomas, respectivamente. Com exceg¢éo do estudo
de Rooney (1959), o qual relatou um maior nimero de cédes adultos acometidos por
colangiocarcinoma, para a maioria dos autores, colangiocarcinomas (Patnaik et al. 1981a,
Hayes et al. 1983) e carcinomas hepatocelulares (Rooney 1959, Patnaik et al. 1981b) afetam
mais frequentemente cées acima de 10 anos de idade, ou seja, idosos. Apesar de cerca de um
terco dos casos de colangiocarcinoma aqui descritos terem afetados adultos, semelhante ao
observado por Rooney (1959), idosos representaram a grande maioria dos cées acometidos.

Segundo a maioria dos autores (Cullen & Popp 2002, Head et al. 2003, Stalker & Hayes
2007), colangiocarcinomas e carcinomas hepatocelulares tém aparéncia macroscopica
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distinta. Colangiocarcinomas ocorrem mais frequentemente sob a forma de multiplos nédulos
branco-amarelados que afetam todos os lobos hepaticos (Rooney 1959, Rehmtulla 1974,
Patnaik et al. 1981a, Trigo et al. 1982). Essa apresentagdo, denominada “multinodular” (Head
et al. 2003), foi observada em aproximadamente 83% dos colangiocarcinomas incluidos neste
estudo. Diferentemente, carcinomas hepatocelulares ocorrem mais frequentemente como
massas grandes e solitarias, que substituem completamente um lobo hepatico (Mulligan 1949,
Rooney 1959, Patnaik et al. 1981b, Trigo et al. 1982). Essa apresentacdo, denominada
“massiva” (Head et al. 2003), foi vista em aproximadamente 44% dos carcinomas
hepatocelulares incluidos neste estudo. Menos frequentemente (Patnaik et al. 1981a, Trigo et
al. 1982), colangiocarcinomas podem ocorrer como uma Unica massa que substitui um lobo
hepatico, um padrdo massivo muito semelhante ao descrito para 0s carcinomas
hepatocelulares. Essa apresentacdo foi observada por ndés em cerca de 17% dos
colangiocarcinomas. Também menos frequentemente (Mulligan 1949, Rooney 1959, Patnaik
et al. 1981b), carcinomas hepatocelulares podem ocorrer na forma de multiplos nédulos que
acometem varios ou todos os lobos hepaticos, um padrdo nodular muito semelhante ao
descrito para os colangiocarcinomas. Essa apresentacao foi vista por nés em cerca de 44% dos
carcinomas hepatocelulares.

A consisténcia firme e a coloracdo brancacenta, descritas em cerca de 31% e 53% dos
nossos casos de colangiocarcinomas, respectivamente, sdo comentadas em outros estudos
(Rehmtulla 1974, Patnaik et al. 1981a, Trigo et al. 1982) como caracteristicas comuns e
atribuidas a grande quantidade de estroma fibroso (Head et al. 2003). A ocorréncia de
depressao central (“nddulos umbilicados™), vista em cerca de 39% dos nossos casos, € outra
caracteristica marcante dos colangiocarcinomas, e tem sido atribuida a necrose (Patnaik et al.
1981a, Trigo et al. 1982, Head et al. 2003). Coloragdes esverdeadas, geralmente associadas ao
acumulo de pigmento biliar, ndo foram observadas, e realmente ndo sdo descritas em
colangiocarcinomas (Trigo et al. 1982), pois as células neoplésicas ndo contribuem com a
producdo da bile (Crawford 1999). Diferentemente dos colangiocarcinomas, carcinomas
hepatocelulares sdo quase sempre pigmentados (marrons, vermelhos, amarelos, cinzentos ou
esverdeados) (Mulligan 1949, Rooney 1959, Trigo et al. 1982), macios, amolecidos ou
friaveis (Rooney 1959, Patnaik et al. 1981b, Trigo et al. 1982), coloracdes e consisténcias
vistas em cerca de 33% dos casos deste estudo.

Colangiocarcinomas sao considerados por muitos autores como os THMP mais
metastaticos (Patnaik et al. 1980, Trigo et al. 1982, Cullen & Popp 2002). Metéstases foram
observadas a necropsia em cerca de 78% dos casos aqui descritos, um resultado semelhante ao
descrito na literatura (77% [Trigo et al. 1982] a 88% [Patnaik et al. 1980]). Diferentemente
dos colangiocarcinomas, carcinomas hepatocelulares sdo reconhecidos por serem menos
metastaticos (Patnaik et al. 1981b, Trigo et al. 1982). Metéstases foram observadas a
necropsia em cerca de 33% dos casos aqui descritos, um resultado semelhante ao descrito na
literatura (22% [Trigo et al. 1982] a 61% [Patnaik et al. 1981b]). Quanto aos 6rgdos afetados,
nossos resultados confirmam o que ressaltam muitos autores (Rooney 1959, Rehmtulla 1974,
Patnaik et al. 1981a, Trigo et al. 1982, Cullen & Popp 2002), que embora colangiocarcinomas
possam metastatizar virtualmente para qualquer 6rgao, acometem com maior frequéncia os
pulmdes, os linfonodos e o peritnio, ou seja, 0s mesmos 0rgdos classicamente afetados por
metastases de carcinomas hepatocelulares. Nossos achados ddo conta de que realmente
pulmdes (cerca de 53% dos casos), linfonodos (50% dos casos) e cavidade abdominal
(omento, mesentério e peritdnio parietal) (cerca de 19% dos casos) sdo 0s Orgdos mais
frequentemente acometidos por metéstases de colangiocarcinomas, entretanto, o baixo
nimero de casos de carcinomas hepatocelulares em que ocorreram metastases dificulta a
discussdo desse ponto.
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Em cerca de 11% e 22% dos casos de carcinomas hepatocelulares e
colangiocarcinomas, os padrdes nodulares demonstravam pelo menos um lobo massivamente
afetado. Se essa apresentacdo, que € interpretada por alguns autores (Rooney 1959, Patnaik et
al. 1981a, Cullen & Popp 2002, Head et al. 2003) como metastatiza¢do intra-hepatica, for
também assim interpretada, o figado pode ser considerado como um dos 6rgdos mais afetados
por metastases desses dois THMP.

Estudos mais antigos tém citado casos de cirrose hepatica canina em associacdo com
carcinomas hepatocelulares e colangiocarcinomas (Mulligan 1949, Ponomarkov & Mackey
1976, Patnaik et al. 1980, Trigo et al. 1982). Nossos resultados apontam para uma associacao
muito baixa (cerca de 2% dos casos) entre essas condigfes. Em humanos, estima-se que 50%
a 90% dos casos de carcinoma hepatocelular sejam associados a cirrose hepatica (Jemal et al.
2011). Isso ocorre principalmente porque na maioria dos casos a cirrose € fator predisponente
ao desenvolvimento do tumor (Crawford 1999). O fato de cirrose ser um achado incomum em
caes com THMP sugere que talvez a etiologia e/ou a patogénese dos neoplasmas hepéticos
nessa espécie seja diferente da de humanos (Patnaik et al. 1981b).

Segundo a literatura, as principais alteracfes extra-hepaticas relacionadas a THMP
incluem hemoperitdénio (Rooney 1959), ascite (Rooney 1959, Patnaik et al. 1981a, Patnaik et
al. 1981b) e ictericia (Rooney 1959, Rehmtulla 1974, Patnaik et al. 1981a, Trigo et al. 1982).
Hemoperitdnio ou hemotdrax em decorréncia da ruptura de tumores primarios ou
metastaticos, respectivamente, foi observado em cerca de 28% dos casos de
colangiocarcinomas e cerca de 22% dos casos de carcinomas hepatocelulares. Ascite ou
hidrotérax foi observado em cerca de 14% e 11% dos casos de colangiocarcinomas,
respectivamente, mas ndo em casos de carcinomas hepatocelulares. Tais acumulos tém sido
atribuidos principalmente ao aumento da pressdo hidrostatica intravascular (PHI) e, menos
frequentemente, a insuficiéncia hepatica crénica (Stalker & Hayes, 2007). Ictericia foi vista
por ndés em aproximadamente 22% dos casos e essa prevaléncia foi igual para
colangiocarcinomas e carcinomas hepatocelulares, um resultado distinto, pois a maioria dos
autores (Rehmtulla 1974, Patnaik et al. 1981a, Trigo et al. 1982) ressalta que esse achado é
mais frequente em casos de colangiocarcinoma. E possivel que o baixo nimero de carcinomas
hepatocelulares deste estudo tenha interferido nessa relacgéo.

A aparéncia histolégica dos carcinomas hepatocelulares e colangiocarcinomas varia
consideravelmente de acordo com o grau de diferenciacdo das células neoplasicas e com o
arranjo do tumor (Rooney 1959, Patnaik et al. 1981a, Patnaik et al. 1981b, Trigo et al. 1982).
Colangiocarcinomas bem diferenciados tém suas células arranjadas em um padréo tubular. A
medida que se tornam pouco diferenciados, passam a apresentar um arranjo solido, até que a
presenca de células organizadas em tubulos se torna incomum (Ponomarkov & Mackey 1976,
Cullen & Popp 2002, Head et al. 2003). Dos tumores incluidos neste estudo, cerca de 86%
tinham arranjo tubular, enquanto cerca de 14% tinham arranjo sélido. Embora o0s
colangiocarcinomas com padrdo tubular possam ser mais comuns (Patnaik et al. 1981a),
tumores com padrdo predominantemente sélido ocasionalmente prevalecem (Rooney 1959) e
podem ser um desafio ao diagnoéstico com base apenas na histologia.

A classificacdo histolégica mais utilizada para carcinomas hepatocelulares inclui os
padrdes trabecular, adenoide e sélido (Head et al. 2003) ou combinacgdes desses (Patnaik et al.
1981b). Tumores trabeculares sdo os que mais se assemelham ao tecido hepéatico normal,
enquanto tumores solidos séo frequentemente pouco diferenciados (Ponomarkov & Mackey
1976, Cullen & Popp 2002). Para a maioria dos autores (Mulligan 1949, Rooney 1959,
Patnaik et al. 1981b, Trigo et al. 1982), o padrdo trabecular € o mais comum em caes, a
semelhanga do que foi observado por nés.

Cerca de 70% e 100% dos colangiocarcinomas e carcinomas hepatocelulares,
respectivamente, demonstram padrdo estromal escasso. Esses resultados sdo semelhantes ao
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que foi descrito na literatura para carcinomas hepatocelulares por véarios autores (Rooney
1959, Patnaik et al. 1981b, Trigo et al. 1982) e embora colangiocarcinomas sejam
frequentemente reconhecidos como neoplasmas esquirrosos, as principais referéncias acerca
do assunto (Ponomarkov &Mackey 1976, Cullen & Popp 2002, Head et al. 2003) apontam
para variacOes na quantidade de estroma.

O grau de pleomorfismo e a atipia celular dos colangiocarcinomas e dos carcinomas
hepatocelulares podem variar de acordo com o arranjo e com o grau de diferenciacdo, uma
vez que tumores sélidos e, portanto, pouco diferenciados, geralmente tém alto grau de atipia e
pleomorfismo quando comparados aos tumores tubulares (para colangiocarcinomas) e
trabeculares ou adenoides (para carcinomas hepatocelulares) (Rooney 1959, Patnaik et al.
1981b, Trigo et al. 1982, Cullen & Popp 2002, Head et al. 2003). Todos os carcinomas
hepatocelulares incluidos neste estudo e classificados como “sélidos” tiveram pleomorfismo e
atipia presentes, enquanto os demais, classificados como “trabeculares”, ndo apresentaram tais
critérios. Diferentemente, entre os colangiocarcinomas incluidos neste estudo, apenas 20%
dos tumores classificados como solidos tinha indicios de atipia e pleomorfismo, engquanto
cerca de 40% dos tumores tubulares apresentaram tais critérios. Esses achados nos permitem
inferir que ha uma aparente correlacdo entre a presenca de atipia/pleomorfismo e a
subclassificacdo histoldgica dos carcinomas hepatocelulares, uma vez que esses dois critérios
estavam presentes em todos os tumores sdlidos e ausentes nos demais tumores, entretanto, tal
correlag@o ndo pode ser observada nos colangiocarcinomas.

Com base em estudos anteriores (Patnaik et al. 1981a, Trigo et al. 1982), alguns autores
(Cullen & Popp 2002, Head et al. 2003) afirmam que a abundancia de figuras mitéticas é uma
caracteristica tipica de colangiocarcinomas, e que, em razdo disso, a avaliacdo do grau de
mitoses poderia auxiliar na diferenciacdo entre colangiocarcinomas e carcinomas
hepatocelulares. Todos os carcinomas hepatocelulares incluidos neste estudo tinham baixo
grau de mitoses, inclusive os tumores menos diferenciados. Em contrapartida, o baixo grau de
mitoses também foi observado na grande maioria (cerca de 92%) dos colangiocarcinomas.
Com base em nossos achados, podemos deduzir que o grau de mitoses ndo € um critério
confidvel para diferenciar carcinoma hepatocelular de colangiocarcinoma.

A invasdo de vasos linfaticos pelas células neoplasicas € mencionada apenas em alguns
estudos acerca de colangiocarcinomas (Rooney 1959), embora o tipico “padrio de
crescimento invasivo” seja citado por varios autores (Cullen & Popp 2002, Head et al. 2003,
Stalker & Hayes 2007). Em contrapartida, a caracteristica de invasdo parece ser menos
pronunciada em carcinomas hepatocelulares (Cullen & Popp 2002). Alguns autores (Cullen &
Popp 2002) relacionam o comportamento invasivo de colangiocarcinomas a sua marcada
capacidade de metastatizar, principalmente quando comparado aos menores indices de
metastases de carcinomas hepatocelulares. Dos colangiocarcinomas incluidos neste estudo,
cerca de 64% demonstraram invasdo de vasos linfaticos, enquanto nenhum carcinoma
hepatocelular demonstrou essa mesma caracteristica. De todos os casos de
colangiocarcinomas que tinham invasdo de vasos linfaticos na histologia, cerca de 83%
tinham metastases extra-hepaticas. Com base nisso, podemos depreender que a visualizagdo
de invasdo linfatica na histologia esta fortemente relacionada a ocorréncia de metastases,
embora a auséncia deste critério histologico ndo descarte a possibilidade de metastatizagéo,
uma vez que, mesmo sem invasdo linfatica visivel histologicamente, cerca de 33% dos
carcinomas hepatocelulares metastatizaram, além de que 69% dos colangiocarcinomas sem
invasdo linfatica também tinham metéstases.

A presenca de areas bem diferenciadas, e até aparentemente benignas, intercaladas com
areas pouco diferenciadas no mesmo tumor € ocasionalmente descrita para
colangiocarcinomas (Rooney 1959, Patnaik et al. 1981a), e foi observada em 25% dos
tumores aqui incluidos. Alguns autores (Patnaik et al. 1981a) interpretam essa mescla de areas
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benignas e malignas como evidéncia de uma possivel transformacdo neoplasica a partir de
uma area benigna. No entanto, essa teoria ndo é comprovada (Head et al. 2003).

O uso de Hep Par 1em THMP de cées é relatado apenas em um estudo (Ramos-Vara et
al. 2001), o qual demonstrou alta sensibilidade (cerca de 93%) para carcinomas
hepatocelulares. Diferentemente, apenas 56% dos nossos casos de carcinomas hepatocelulares
imunomarcaram. Esta grande diferenca foi por nés atribuida a trés fatores principais: 1) baixo
numero de carcinomas hepatocelulares, pois no estudo Ramos-Vara et al. (2001) o n era 40; 2)
presenca de tumores em avangado grau de autdlise, uma vez que todos os tumores em “pobre
estado de conservagao” foram excluidos do estudo de Ramos-Vara et al. (2001); e 3) presenca
de pouca diferenciacdo celular. Dos quatro carcinomas incluidos neste estudo e negativos para
Hep Par 1, trés estavam em avancado grau de autdlise e um demonstrou marcada atipia e
pleomorfismo. Sabidamente, autdlise € um fator que pode interferir na conformacgdo dos
epitopos teciduais, e, portanto, na eficacia da imuno-histoquimica (Goldstein & Silverman
2002, Ramos-Vara 2005). Apesar de Ramos-Vara et al. (2001) ndo terem observado nenhuma
relacdo entre os graus de diferenciacdo celular e a sensibilidade do Hep Par 1, esta relagédo é
relatada em carcinomas hepatocelulares de humanos (Chan &Yeh 2010). Com base nesses
achados, podemos depreender que o uso de Hep Par 1 em tumores autolisados ou pouco
diferenciados pode ter sua eficacia limitada.

O uso de CKs em geral (Martin de las Mulas et al. 1995), incluindo CK7 (Espinosa de
los Monteros 1999, Ramos-Vara et al. 2001), ja foi aplicado em estudos de THMP de caes.
Tais estudos com CK7 demonstraram uma sensibilidade que variou de 67% (Espinosa de los
Monteros 1999) a 77,7% (Ramos-Vara et al. 2001) para colangiocarcinomas, semelhante a
observada por nos (cerca de 64%). A marcacdo para CK7 é definida por alguns autores
(Ramos-Vara et al. 2001) como sendo “desigual” e “eventualmente focal”, principalmente por
apresentar um padrdo heterogéneo, com algumas células e ductos fortemente marcados, e
outros sem nenhuma marcacdo. Na maioria dos colangiocarcinomas incluidos neste estudo, a
marcacdo para esse anticorpo foi muito semelhante a descrita por Ramos-Vara et al. 2001,
tornando dificil a interpretacdo de algumas laminas (21,7%), nas quais havia apenas raras
celulas imunomarcadas. Apesar disto, em 65% dos nossos casos considerados positivos, foi
possivel visualizar mais de 50% de células imunomarcadas, semelhante ao estudo de Ramos-
Vara et al. (2001), em que esse indice foi de 71%. Isto nos permite inferir que a maioria dos
tumores positivos para CK7 é de facil interpretacdo, visto que frequentemente a maioria das
celulas desses tumores demonstra marcacao positiva.

Em razdo de alguns carcinomas extra-hepaticos demonstrarem marcacdo positiva para
CKY7 (Espinosa de los Monteros 1999) e, raramente, para Hep Par 1(Ramos-Vara et al. 2001),
a interpretacdo da imunomarcacdo para esses dois anticorpos deve ser feita com cautela, uma
vez que existe a possibilidade dos tumores positivos terem uma origem metastatica ao invés
de priméaria. Além disto, eventualmente, alguns carcinomas hepaticos primarios podem
demonstrar padrGes de marcacdo aberrantes para CK7 e Hep Par 1, como é o caso de
carcinomas hepatocelulares positivos para ambos os anticorpos ou de colangiocarcinomas e
carcinomas hepatocelulares negativos para CK7 e Hep Par 1, respectivamente (Ramos-Vara et
al. 2001).

O uso de controles internos foi de grande valia neste estudo, visto que eles nos
possibilitaram diferenciar os casos em que houve falha na imunomarcacgéo daqueles em que as
células do tumor eram realmente negativas para o anticorpo. Eventuais variacdes no estado de
conservacao, no tempo de fixacdo e no processamento da amostra podem ocasionar falhas na
imuno-histoquimica (Goldstein & Silverman 2002, Ramos-Vara 2005), como foi observado
nos sete casos incluidos neste estudo, que também tinham seus controles internos negativos.
Diante do fato de que em quase todos esses casos (6/7 [85,6%]) havia autolise acentuada, uma
plausivel explicagdo para essa negatividade é o péssimo estado de conservacdo das amostras.
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No unico caso (1/7 [14,3%]) em que ndo ocorreu autolise, € possivel que tenha ocorrido
exposicdo do tecido a temperaturas demasiadamente altas durante o processamento, o que
reconhecidamente prejudica a conformacdo dos epitopos (Goldstein & Silverman 2002).
Infelizmente, esta ultima teoria ndo pode ser confirmada pelo fato de que alguns tumores
deste estudo foram diagnosticados com base em tecidos processados ha mais de 20 anos.

CONCLUSOES
Os resultados apresentados demonstram a frequente ocorréncia de casos de THMP em cées da
Regido Central do RS, Brasil, principalmente carcinomas e, dentre esses, especialmente
colangiocarcinomas. Dentre os fatores epidemioldgicos relacionados ao desenvolvimento
desse tipo de neoplasma, a idade avancada € sem davida o principal fator predisponente.

Os achados anatomopatolégicos demonstram que mais comumente 0S
colangiocarcinomas ocorrem de forma multinodular enquanto os carcinomas hepatocelulares
sdo principalmente massivos, entretanto, o patologista ndo deve surpreender-se se,
histologicamente, isso ndo se confirmar, pois a chance de um THMP caracterizado por
apresentar multiplos nédulos ser um carcinoma hepatocelular ndo é pequena, bem como a de
um THMP com apresentacdo massiva ser um colangiocarcinoma ndo € tao insignificante. Se
outros critérios macroscopicos, como coloracdo e consisténcia, forem analisados
conjuntamente, a chance de confirmacéo histolégica com base na macroscopia sera maior.

Colangiocarcinomas sdo altamente metastaticos, muito mais metastaticos do que
carcinomas hepatocelulares, e os principais sitios de metastatizacdo incluem pulmdes,
linfonodos e cavidade abdominal. Les6es extra-hepéaticas sdo comuns em ambos 0s tumores e
incluem principalmente hemoperiténio e ictericia.

Na histologia, colangiocarcinomas e carcinomas hepatocelulares apresentam
principalmente padrdo tubular e trabecular, respectivamente, mas tumores com padréao soélido
ndo sdo incomuns e podem dificultar o diagnostico se a imuno-histoquimica ndo estiver
disponivel. Nesses casos, critérios diferenciadores incluem principalmente invaséo linfatica e
guantidade de estroma, mas ndo grau de mitose e atipia ou pleomorfismo.

A imuno-histoquimica € uma técnica complementar importante no diagnéstico dos
THMP, entretanto, necessita ser utilizada de forma contextualizada, pois sua interpretacao
isolada pode dificultar o diagnoéstico definitivo, visto que ndo é incomum a negatividade dos
colangiocarcinomas para CK7 e dos carcinomas hepatocelulares para Hep Par 1. Assim, a
interpretacdo  desses resultados deve ser baseada ndo sO na positividade de
colangiocarcinomas e carcinomas hepatocelulares para os seus respectivos marcadores, mas
também na negatividade desses tumores para um marcador nao-especifico para eles, ou seja, a
negatividade de colangiocarcinomas para Hep Par 1 e de carcinomas hepatocelulares para
CK7 também auxilia muito no diagndstico definitivo.
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Fig.1. Cadaver, figado. Marcada hepatomegalia decorrente da infiltracdo neoplasica na forma de multiplos nddulos multifocais e
coalescentes (padrao multinodular) em um céo com colangiocarcinoma.

Fig.2. Figado. Uma grande massa, maior que o proprio figado, substitui completamente o lobo caudado (padrdo massivo) em um cdo com
colangiocarcinoma.

Fig.3. Figado, superficie de corte. Multiplos nédulos, alguns dos quais coalescem, brancos, levemente umbilicados e francamente radiados
(forma de roseta) estéo distribuidos aleatoriamente nesse lobo hepatico de um cdo com colangiocarcinoma de padrdo multinodular.

Fig.4. Figado, superficie de corte. Massa brancacenta tnica com maltiplas pequenas areas vermelhas de hemorragia e necrose que substitui
completamente o lobo lateral esquerdo em um co com colangiocarcinoma de padrdo massivo.

Fig.5. Figado, superficie de corte. Uma grande “massa cistica” repleta de muco misturado com sangue substitui totalmente o tecido hepético
afetado em um céo com colangiocarcinoma de padréo de padrdo massivo.

Fig.6. Figado, superficie de corte. Massa pardacenta Unica que substitui parcialmente o lobo lateral esquerdo em um cdo com
colangiocarcinoma de padrao massivo. Esse “padrdo carneo” de apresentagdo lembra macroscopicamente um leiomiossarcoma.



Fig.7. Cadaver, figado. Uma grande massa, recoberta pelo omento, substitui completamente o lobo lateral esquerdo (padrdo massivo) em um
céo com carcinoma hepatocelular.

Fig.8. Cadaver, figado. Marcada hepatomegalia decorrente da infiltragdo neoplésica na forma de multiplos nédulos multifocais (padréo
nodular) em um cdo com carcinoma hepatocelular. Note o amarelamento difuso do 6rgéo decorrente da deposicéo de gordura (lipidose
hepética).

Fig.9. Figado. Distorgdo da arquitetura hepatica normal em decorréncia da infiltracdo difusa do 6rgdo por células neoplésicas (padrdo
difuso). Note a marcante irregularidade da superficie natural dos lobos hepaticos.

Fig.10. Figado, superficie de corte. Massa intensamente vermelha e fridvel com area focalmente extensa mais clara (necrose) que substitui
completamente o lobo hepético medial direito de um cdo com carcinoma hepatocelular de padrédo massivo.

Fig.11. Figado. Infiltrado neoplasicos de células epiteliais que forma tibulos (padrédo tubular) de diferentes tamanhos em um cdo com
colangiocarcinoma. HE, obj.20x.

Fig.12. Figado. Proliferacéo de células epiteliais na forma de um manto (padréo solido) que infiltra e substitui os corddes de hepatécitos em
um céo com colangiocarcinoma. HE, obj.20x.
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Fig.13. Figado. Tecido fibrovascular maduro que substitui o parénquima hepatico e encerra alguns poucos tibulos neoplasicos em um céo
com colangiocarcinoma. HE, obj.20x.

Fig.14. Figado. Marcada atipia celular em um cdo com colangiocarcinoma. Note a anisocitose, a anisocariose e 0s nucléolos conspicuos
em um céo com colangiocarcinoma. HE, obj.20x.

Fig.15. Figado. Multiplos vasos linfaticos invadidos e parcialmente obliterados por células epiteliais neoplasicas, alguns das quais se
agrupam na forma de tibulos em um céo com colangiocarcinoma. HE, obj.20x.

Fig.16. Figado. Tabulos neoplasicos repletos de muco em um cdo com colangiocarcinoma. HE, obj.20x.

Fig.17. Figado. Mdltiplos tubulos neoplésicos distendidos e perfeitamente diferenciados, uma marca registrada dos colangiomas, em um
céo com colangiocarcinoma. HE, obj.20x.

Fig.18. Figado. Infiltrado neoplasico constituido de hepatécitos bem diferenciados e arranjados em trabéculas (padréo trabecular) em um
céo com carcinoma hepatocelular. HE, obj.20x.
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Fig.19. Figado. Infiltrado neoplasico constituido de hepatdcitos menos diferenciados e com distribuigdo mais densa (padrdo sélido) em
um céo com carcinoma hepatocelular. HE, obj.20x.

Fig.20. Figado. Marcada atipia celular em um c&o com carcinoma hepatocelular. Note a célula binucleada, a anisocitose, a anisocariose,
0s nucléolos conspicuos e as pseudo-inclusdes de citoplasma no nicleo de um dos hepatécitos neoplasicos em um cdo com carcinoma
hepatocelular. HE, obj.40x.

Fig.21. A imunorreatividade para CK7 é observada na forma de uma marcacéo citoplasmatica difusa das células neoplésicas que formam
os tlbulos nesse cdo com colangiocarcinoma. Imuno-histoquimica (sistema de amplificagdo por polimero-HRP [ndo biotinilado]),
0bj.20x

Fig.22. A marcacéo para CK7 pode ser mais bem visualizada no citoplasma apical proximo & membrana plasmatica desse cdo com
colangiocarcinoma. Imuno-histoquimica (sistema de amplificacdo por polimero-HRP [n&o biotinilado]), obj.40x.

Fig.23. A imunorreatividade para Hep Par 1 é forte e homogénea, o que facilitou muito o diagnéstico do carcinoma hepatocelular nos
cdes. Imuno-histoquimica (sistema de amplificagdo por polimero-HRP [ndo biotinilado]), obj.20x.

Fig.24. A marcagédo para Hep Par 1 pode ser mais bem visualizada difusamente no citoplasma dos hepatécitos neopléasicos desse cdo com
carcinoma hepatocelular. Imuno-histoquimica (sistema de amplificagdo por polimero-HRP [n&o biotinilado]), obj.40x.
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