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The prevalence and epidemiological and immunohistochemical aspects of primary he-
patic 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 met-
astatic). 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 heman-
giosarcomas). In those dogs in which the age was possible determined, 64.7% (cholangio-
carcinomas) 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%) distri-
bution. 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. Histo-
logically, most part of the cholangiocarcinomas (86.1%) and of the hepatocellular carcino-
mas (55.6%) presented respectively a tubular or trabecular type. Inmunohistochemistry
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 CK7. 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.
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RESUMO.- A prevaléncia e os aspectos epidemioldgicos,
anatomopatolégicos e imuno-histoquimicos dos tumores
hepaticos malignos primarios (THMP) em cdes foram es-
tudados. De 7.373 cdes 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 cdes que morreram por tumores em geral e 33,5%
do total de cdes que morreram por tumores hepaticos. Des-
ses 64 casos de THMP, 51 foram revistos histologicamen-
te, avaliados imuno-histoquimicamente e reclassificados
como carcinomas (colangiocarcinomas [n=36], carcino-
mas hepatocelulares [n=9] e hepatocolangiocarcinoma
[n=1]) e sarcomas (hemangiossarcomas [n=5]). Dos caes
com colangiocarcinomas e carcinomas hepatocelulares
em que a idade estava disponivel nos protocolos, 64,7%
e 77,8% eram idosos, respectivamente. Na necropsia, co-
langiocarcinomas caracterizaram-se principalmente por
ocorrerem em um padrdo multinodular (83,3%), enquan-
to carcinomas hepatocelulares ocorreram tanto de forma
massiva (44,4%) quanto nodular (44,4%). Metastases ex-
tra-hepaticas foram vistas em 77,8% e 33,3% dos casos de
colangiocarcinomas e carcinomas hepatocelulares, respec-
tivamente, e em relacdo aos colangiocarcinomas afetaram
principalmente pulmdes (52,8%), linfonodos (50%) e pe-
ritonio (19,4%). Ascite (22,2%) e ictericia (22,2%) foram
achados associados ocasionalmente com ambos os tumo-
res. Na histologia, a maior parte dos colangiocarcinomas
(86,1%) e dos carcinomas hepatocelulares (55,6%) tinha
padrdo tubular e trabecular, respectivamente. Na imuno-
-histoquimica, a maioria (63,9%) dos colangiocarcinomas
demonstrou imunomarcacdo para CK7 e nenhum imuno-
marcou para Hep Par 1. A maioria (55,6%) dos carcinomas
hepatocelulares demonstrou imunomarcagao 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 diagnés-
tico dessa tdo comum forma de cancer em cdes da Regido
Central do RS, Brasil.

TERMOS DE INDEXAGAO: Doengas de cies, oncologia, patologia,
tumores hepaticos, tumores de figado, cincer hepatico.

INTRODUCAO

Na rotina do Laboratério de Patologia Veterinaria da Uni-
versidade Federal de Santa Maria (LPV-UFSM), neoplasmas
representam a segunda causa de morte ou razdo para eu-
tanasia de cides da Mesorregido do Centro Ocidental Rio-
-Grandense, popularmente conhecida como Regido Central
do Rio Grande do Sul (RS), atras apenas das doengas infec-
ciosas, perfazendo 7,8% dos casos (Fighera et al. 2008).
Quando caes sdo 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%),
cutineos (14,6%), hepaticos (10%), 6sseos (8,1%) e renais
(3,4%) (Fighera 2008). Apesar da alta frequéncia de ocor-
réncia, ndo ha estudos epidemiolégicos e anatomopatold-
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gicos sobre tumores hepaticos em cies dessa regido, como
ocorre para tumores cutianeos (Souza et al. 2006), mama-
rios (Oliveira Filho et al. 2010), 6sseos (Trost et al. 2012) e
renais (Inkelmann et al. 2011).

Neoplasmas hepaticos primarios podem emergir de
hepatécitos (carcinoma hepatocelular [ou hepatoma]),
de células do epitélio biliar (colangiocarcinoma [ou ade-
nocarcinoma biliar]), de células neuroendécrinas (carci-
noide) ou de células do estroma (sarcomas) (Head et al.
2003). Nos ultimos 40 anos, quase a totalidade dos autores
aponta o carcinoma hepatocelular como o tumor hepatico
maligno primario (THMP) mais comum de caes (Strombe-
ck 1978, Patnaik et al. 1980, Patnaik et al. 1981b, Trigo
et al. 1982, Ramos-Vara et al. 2001), entretanto, em nossa
rotina, colangiocarcinomas sdo mais prevalentes (Fighera
2008).

Com base nessa problematica, este trabalho tem como
objetivo principal estabelecer a prevaléncia dos diferentes
THMP de cies 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 os aspectos epidemio-
légicos, anatomopatoldgicos e imuno-histoquimicos dos
casos de colangiocarcinomas e carcinomas hepatocelulares
diagnosticados no LPV-UFSM com o que é descrito na lite-
ratura, a fim de fornecer subsidios que visam melhor di-
recionar clinicos e patologistas veterinadrios no diagnéstico
desses tumores.

MATERIAL E METODOS

Os protocolos de necropsias de cies realizadas entre 1965 e 2012
no LPV-UFSM foram revisados em busca de THMP. O método de
inclusdo dos casos neste estudo foi o diagndstico definitivo do tu-
mor através de critérios histolégicos estabelecidos pela Organiza-
¢do Mundial da Saude (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 tu-
mores em animais domésticos (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.EL).

Este estudo foi dividido em quatro etapas: (1) separacgdo e
exame das fichas de necropsia referentes aos casos de THMP; (2)
analise dos dados contidos nas fichas de necropsia; (3) reavalia-
¢do histolégica dos THMP; e (4) validagdo 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 os tumores que acometeram o figado foram
a causa da morte ou a razdo para eutanasia do cdo. Desses pro-
tocolos de necropsia foram retiradas informacoes referentes ao
sexo, a idade, as ragas e aos achados macroscopicos (padrao de
distribuicdo 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 catego-
rias de idade, conforme publicado anteriormente (Fighera et al.
2008): filhotes (até 1 ano de idade), adultos (de 1 a 9 anos de ida-
de) e idosos (10 anos de idade ou mais). Quanto as ragas, os cies
foram classificados em sem raga definida (SRD) ou de raga pura
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(RP). Caes mesticos, do cruzamento de duas RP, foram considera-
dos 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
epidemiologicos (idade, sexo e raca) de toda a populacdo de cies
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 sub-
divididos nas trés categorias (nodular, massivo e difuso) e co-
langiocarcinomas em apenas duas (multinodular e massivo). Na
categoria “nodular” foram enquadrados todos os tumores que
se apresentaram sob a forma de noédulos, Gnicos ou multiplos
(“multinodular”), com distribui¢do aleatéria no parénquima he-
patico. 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 incluidos nessa categoria. A categoria
“difuso” englobou casos em que a tumoracgdo afetava todo ou a
maior parte do figado e ocorria como aumento de volume difuso
acompanhado de mudangas na cor e consisténcia do parénquima
afetado. Esses critérios basearam-se naqueles descritos por Cul-
len & 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 nao foram encontrados fo-
ram excluidos. Os achados histolégicos reavaliados incluiram: (1)
arranjo celular, (2) padrdo estromal (escasso ou abundante), (3)
indice mitético (baixo grau [<2 mitoses/cga] ou alto grau =3 mi-
toses/cgal), (4) atipia celular, (5) pleomorfismo celular, (6) inva-
sdo de vasos linfaticos, (7) necrose, hemorragia e inflamagdo em
meio ao tumor, (8) alteragdes 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
histolégica descrita por Ponomarkov & Mackey (1976) e Head et
al. (2003) em colangiocarcinomas, carcinomas hepatocelulares,
carcinoide ou sarcomas. Com base em publicagdes mais recentes
(Shiga et al. 2001), hepatocolangiocarcinoma foi também consi-
derado. Para colangiocarcinomas, os arranjos celulares incluiram
os padrdes tubular, sdlido e cistico (cistadenocarcinoma biliar);
para carcinomas hepatocelulares, os padroes foram trabecular,
adenoide e sdlido.

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) empregada foi a imu-
nomarcacdo para hepatécitos em tecidos embebidos em parafina
(Hepatocyte Paraffin 1 [Hep Par 1]) e para células do epitélio bi-
liar (citoqueratina 7 [CK7]), conforme protocolo descrito a seguir
e baseado em Ramos-Vara et al. (2001). Apds a desparafinizacdo
e reidratagdo dos tecidos, foi realizada a recuperagdo antigéni-
ca 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 tampao fosfato
salino com detergente Tween 20 (PBST) por 15 minutos, respec-
tivamente. Como anticorpo primario foram utilizados anticorpos
monoclonais anti-CK7¢ e anti-Hep Par 17 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 252C por 30 minutos e
marcado através da adi¢do do cromégeno de tetracloreto de 3-3’
diaminobenzidina (DAB)’ por cinco minutos. As lavagens entre as
etapas da técnica foram feitas com solugdo salina-tris com deter-

gente Tween 20 (PBST) em pH 7,6. A contra-coloracgdo foi feita
com hematoxilina de Harris'. Como controles positivos foram uti-
lizados os hepatécitos e os ductos biliares de areas ndo afetadas
pelo tumor nas mesmas secgdes histoldgicas (controle interno) e
cortes de figado normal de um cdo adulto fixado em formol 10%
por aproximadamente oito horas. Como controle negativo, as
mesmas sec¢des foram utilizadas, com substitui¢cdo do anticorpo
primario por PBST.

Por fim, foram considerados como carcinomas hepatocelula-
res todos os THMP que preencheram critérios histolégicos reco-
nhecidos 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 histoldgicos reconhecidos internacio-
nalmente e que tiveram ou nio suas células neoplasicas imuno-
marcadas para CK7, mas ndo para Hep Par 1. Foram considerados
como hepatocolangiocarcinomas todos os THMP que preenche-
ram critérios histolégicos reconhecidos internacionalmente
(dupla populagdo) e que tiveram suas células neoplasicas imu-
nomarcadas para Hep Par 1 (uma das populag¢des) e que tiveram
ou nao suas células neoplésicas imunomarcadas para CK7 (outra
populacdo). Foram considerados como hemangiossarcomas: 1)
todos os casos em que o neoplasma era primario do figado (por
ser solitario [ocorrer apenas no figado] ou por ser primario com
metastases apenas em linfonodos e peritdnio); 2) que preenche-
ram critérios histoldégicos reconhecidos internacionalmente; e 3)
que tiveram suas células neoplasicas imunomarcadas para o fator
de von Willebrand, conforme previamente publicado por Flores
etal. (2012).

A interpretacdo imuno-histoquimica foi realizada por trés
(M.M.F, RAF. e G.D.K.) patologistas veterinarios e quantificada de
acordo com a intensidade e nimero de células imunomarcadas
em: 0 (sem marcagdo), 1 (marcagdo fraca), 2 (marcagdo modera-
da), 3 (marcagdo intensa) e 4 (marca¢do muito intensa) conforme
o estudo prévio realizado por Ramos-Vara et al. (2001).

RESULTADOS

Dos 7.373 protocolos de necropsia, 823 (11,2%) corres-
pondiam 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%) metastases e
64 (33,5%) multicéntricos. Assim, THMP correspondem
a 33,5% do total de cdes que morreram por tumores he-
paticos, 7,8% do total de cies que morreram por tumores
em geral e 0,9% do total de cdes que morreram por qual-
quer causa. Dos 64 THMP, 51 foram reavaliados histologi-
camente e avaliados através da imuno-histoquimica. Com
base nos critérios estabelecidos no material e métodos, 46
tumores foram considerados carcinomas (colangiocarcino-
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mas [n=36], carcinomas hepatocelulares [n=9] e hepatoco-
langiocarcinoma [n=1]) e cinco foram considerados sarco-
mas (hemangiossarcomas [n=5]). Os resultados referentes
aos carcinomas hepaticos (carcinomas hepatocelulares,
colangiocarcinomas e hepatocolangiocarcinoma) serao ex-
pressos separadamente a seguir. Os resultados referentes
aos hemangiossarcomas constam de outra publicagao (Flo-
res etal. 2012).

Achados epidemiolégicos (populacao geral)

Entre 1965 e 2012 foram realizadas 7.373 necropsias
de cdes no LPV-UFSM. Dessas, 53,1% correspondiam a ma-
chos e 46,9% a fémeas. Do total de cies, 35,3% foram inclu-
idos como filhotes, 49,4% como adultos e 15,3% como ido-
sos. Dos cies em que dados sobre raga foram encontrados
nos protocolos, 59,3% tinham racga definida e 40,7% eram
SRD. Para fins de comparacdo, as ragas a seguir correspon-
diam as seguintes prevaléncias: Pastor Alemao (10,8%),
Poodle (5,4%), Boxer (4,3%), Dachshund (3,5%), Rottwei-
ler (3,3%), Cocker Spaniel (2,5%), Collie (2,3%), Fila Bra-
sileiro (1,7%), Husky Siberiano (0,8%), Beagle e Sido Ber-
nardo (0,4%), Border Collie (0,3%), Old English Sheepdog
e Setter Irlandés (0,2%).

Achados epidemioldgicos (populagdo com colangiocar-
cinoma)

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 inclu-
fdos como idosos e 12 (35,3%) como adultos. Dos 36 caes
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, principalmen-
te Pastor Alemdo (5/36 [13,9%]), Boxer (4/36 [11,1%]),
Poodle (3/36 [8,3%]), Fila Brasileiro (2/36 [5,5%]), mas
também varias 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%) fo-
ram submetidos a eutanasia.

Achados epidemioldgicos (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, qua-
tro (44,4%) eram machos e cinco (55,6%) eram fémeas.
Dos nove cdes com carcinoma hepatocelular, trés (33,3%)
eram SRD e seis (66,7%) eram de RP, que incluiam Beagle,
Collie, Husky Siberiano, Poodle, Rottweiler e Setter Irlan-
dés (1/9 [11,1%]). Dos nove cées afetados, seis (66,7%)
morreram espontaneamente e trés (33,3%) foram subme-
tidos a eutanasia.

Achados epidemioldgicos (populacio com hepatoco-
langiocarcinoma)

0 tnico cdo diagnosticado com hepatocolangiocarcino-
ma nao tinha idade informada, era fémea, SRD e morreu
espontaneamente.

Pesq. Vet. Bras. 33(4):497-511, abril 2013

Achados de necropsia (populacao com colangiocarci-
noma)

Na necropsia (n=36), os colangiocarcinomas se apre-
sentaram principalmente sob a forma multinodular (30/36
[83,3%]) (Fig.1) e menos frequentemente sob a forma mas-
siva (6/36 [16,7%]) (Fig.2). Alguns casos (8/36 [22,2%])
interpretados como multinodulares tinham um lobo com-
pletamente substituido por uma massa focalmente exten-
sa. Os tumores descritos como multinodulares caracteriza-
vam-se por: 1) serem miltiplos e aleatdrios, 2) afetarem
a maioria ou todos os I6bulos hepaticos e 3) variarem de
0,1 a 10 cm de didmetro. 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 mas-
sivos caracterizavam-se por: 1) serem Unicos, 2) afetarem
apenas um lobo hepatico, principalmente o lobo lateral

o Yo B T

Fig.1. Cadaver, figado. Marcada hepatomegalia decorrente da infil-

tracdo neoplasica na forma de multiplos n6dulos multifocais

e coalescentes (padrao multinodular) em um cdo com colan-
giocarcinoma.

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



Prevaléncia e achados epidemioldgicos, anatomopatolégicos e imuno-histoquimicos dos tumores hepaticos malignos primarios de cies 501

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 multi-
focais vermelhas (5/36 [13,9%]) (Fig.4), outros como “cis-
ticos” (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).

Alteragdes no parénquima adjacente ao tumor nio fo-
ram comumente descritas nos protocolos, mas nos casos
em que se fizeram presentes incluiram: hepatomegalia
(7/36 [19,4%]); alteragdes na coloragdo (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
areas brancas, amarelas e vermelhas entremeadas [1/36
{2,8%]}]); aumento da consisténcia (5/36 [13,9%]), super-
ficie irregular (5/36 [13,9%]); e acentuagdo do padrao lo-
bular (2/36 [5,6%]).

Havia metastases extra-hepaticas em 28 dos 36 casos
(77,8%) de colangiocarcinoma incluidos neste estudo. Os

6rgdos afetados foram: pulmées (19/36 [52,8%]), linfo-
nodos (18/36 [50%]), cavidade abdominal (omento, me-
sentério 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%]),
coragdo (3/36 [8,3%]), rins (3/36 [8,3%]), bexiga (2/36
[5,6%]), esofago (1/36 [2,8%]), ovario (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:
hemoperiténio (8/36 [22,2%]), ictericia (8/36 [22,2%]),
ascite (5/36 [13,9%]), hidrotérax (4/36 [11,1%]), hemo-
térax (2/36 [5,6%]), peritonite (2/36 [5,6%]), palidez das
mucosas (1/36 [2,8%]) e piotorax (1/36 [2,8%]).

Achados de necropsia (populacio com carcinoma he-
patocelular)

Na necropsia (n=9), os carcinomas hepatocelulares se
apresentaram principalmente sob a forma massiva (4/9

Fig.3. Figado, superficie de corte. Multiplos nédulos, alguns dos
quais coalescem, brancos, levemente umbilicados e franca-
mente radiados (forma de roseta) estdo distribuidos aleato-
riamente nesse lobo hepético de um cdo com colangiocarcino-
ma de padrao multinodular.

Fig.5. Figado, superficie de corte. Um grande “nddulo cistico” re-
pleto de muco misturado com sangue substitui totalmente o
tecido hepatico afetado em um cdo com colangiocarcinoma de
padrao massivo.

Fig.4. Figado, superficie de corte. Massa brancacenta inica com
multiplas pequenas areas vermelhas de hemorragia e necrose
que substitui completamente o lobo lateral esquerdo em um
cdo com colangiocarcinoma de padrao massivo.

Fig.6. Figado, superficie de corte. Massa pardacenta tnica que
substitui parcialmente o lobo lateral esquerdo em um cdo com
colangiocarcinoma de padrdo massivo. Esse “padrdo carneo”
de apresentacdo lembra macroscopicamente um leiomiossar-
coma.
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Fig.7. Cadaver, figado. Uma grande massa, recoberta pelo omen-
to, substitui completamente o lobo lateral esquerdo (padrdo
massivo) em um cdo com carcinoma hepatocelular.

Fig.9. Figado. Distor¢do da arquitetura hepatica normal em decor-
réncia da infiltragao difusa do 6rgdo por células neoplasicas
(padrao difuso). Note a marcante irregularidade da superficie
natural dos lobos hepaticos.

[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 no-
dular havia um lobo completamente substituido por uma
massa focalmente extensa. Os tumores descritos como
massivos caracterizavam-se por: 1) serem unicos, 2) afe-
tarem 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 ama-
relos (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 fo-
ram descritos como friaveis (2/9 [22,2%]) ou com cavita-
¢des 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 lobos hepaticos
e 3) variarem de 1 a 2,5 cm de didmetro. Frequentemente
foram descritos como brancos ou amarelos (3/9 [33,3%]).
Apenas um carcinoma hepatocelular foi descrito como di-
fuso; neste caso, o figado acometido estava aumentado de

Pesq. Vet. Bras. 33(4):497-511, abril 2013

Fig.8. Cadaver, figado. Marcada hepatomegalia decorrente da infil-
tracdo neoplasica na forma de multiplos nédulos multifocais
(padrdo nodular) em um cdo com carcinoma hepatocelular.
Note o amarelamento difuso do érgio decorrente da deposi-
cdo de gordura (lipidose hepatica).

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

volume, era friavel e tinha areas brancas, amarelas e ver-
melhas entremeadas.

Alteragdes no parénquima adjacente ao tumor nio 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 padrao lobular (1/9 [11,1%]). Havia me-
tastases extra-hepaticas em trés dos nove (33,3%) casos de
carcinoma hepatocelular incluidos neste estudo. Os érgdos
afetados foram: pancreas (2/9 [22,2%]), linfonodos regionais
(2/9 [22,2%]) e pulmdes (1/9 [11,1%]). Assim como as me-
tastases, outras lesdes extra-hepaticas relacionadas ao carci-
noma 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 (populag¢ao com hepatocolangio-
carcinoma)

Na necropsia (n=1), o hepatocolangiocarcinoma ocor-
reu como uma massa multilobulada dnica (forma massiva),



Prevaléncia e achados epidemioldgicos, anatomopatolégicos e imuno-histoquimicos dos tumores hepaticos malignos primarios de cies 503

13 N S T

Fig.11. Figado. Infiltrado neoplasico de células epiteliais que for-
ma tubulos (padrio tubular) de diferentes tamanhos em um
cdo com colangiocarcinoma. HE, obj.20x.

Fig.13. Figado. Tecido fibrovascular maduro que substitui o pa-
rénquima hepatico e encerra alguns poucos tubulos neoplasi-
cos em um cdo com colangiocarcinoma. HE, obj.10x.

localizada no lobo lateral direito, firme, com cerca de 15 cm
de diametro, e que tinha areas vermelhas, amarelas, verdes
e marrons entremeadas. Os multiplos l6bulos que consti-
tufam a massa variavam de tamanho e eram separados uns
dos outros por septos de tecido conjuntivo fibroso. Nao fo-
ram observadas metdastases ou quaisquer alteragdes extra-
-hepaticas relacionadas a esse tumor.

Achados histopatolégicos (populacdao com colangiocar-
cinoma)

Na histologia (n=36), a maior parte dos colangiocarci-
nomas (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 forma-
¢do de tibulos; nesses havia proliferacido de células neopla-
sicas na forma de mantos (padrdo sélido) (Fig.12). Alguns
poucos casos (3/36 [8,3%]) demonstravam grandes areas
cisticas, que lembravam favos de mel (padrao cistico [cista-
denocarcinomas biliares]), em meio a proliferagdo tubular.

0 estroma do tumor variou de escasso, no qual os feixes
de tecido conjuntivo colagenoso eram quase impercepti-
veis em meio as células neoplasicas, a esquirroso, no qual

Fig.12. Figado. Proliferacdo de células epiteliais na forma de um
manto (padrio sélido) que infiltra e substitui os cordodes de
hepatdcitos em um cdo com colangiocarcinoma. HE, obj.20x.

Fig.14. Figado. Marcada atipia celular. Note a anisocitose, a aniso-
cariose e os nucléolos conspicuos em um cdo com colangio-
carcinoma. HE, obj.20x.

era tdo abundante que chegava a isolar grupos de células
em pequenas ilhas (Fig.13). De acordo com essa classifica-
¢d0, a maioria dos tumores (25/36 [69,4%]) tinha estroma
escasso e a minoria (11/36 [30,6%]) tinha estroma abun-
dante.

A atipia e pleomorfismo celular foram observados em
cerca de um ter¢o 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 carac-
teristica proeminente, vista em cerca de dois tercos dos ca-
s0s (23/36 [63,9%]). Essa invasdo era muitas vezes eviden-
te a ponto de formar grupos soélidos de células neoplasicas
no interior desses vasos, que ocasionalmente eram vistas
na forma de pequenos tubulos. Areas com quantidades
variaveis de necrose (24/36 [66,7%]), hemorragia (8/36
[22,2%]), inflamacgdo (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 formadas por células neopla-
sicas bem diferenciadas, monomoérficas e arranjadas em
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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 cdo com colangiocar-
cinoma. HE, obj.20x.

Fig.17. Figado. Multiplos tubulos neoplasicos distendidos e per-
feitamente diferenciados, uma marca registrada dos colangio-
mas, em um cdo com colangiocarcinoma. HE, obj.20x.

e

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 diag-
nostico de “cirrose hepatica”. Esses achados histolégicos
incluiam: fibrose periportal acentuada associada a forma-
¢do de pontes de colageno entre os espacos porta (fibrose
em ponte) e nédulos constituidos de hepatodcitos bem di-
ferenciados e sem espacos-porta (nédulos de regeneragio
hepatocelular).

Achados histopatoldgicos (populacdo com carcinoma
hepatocelular)

Na histologia (n=9), todos os carcinomas hepatocelula-
res tinham arranjo celular classico, dos quais cerca da me-
tade (5/9 [55,6%]) foi considerado como trabecular e outra
metade (4/9 [44,4%]) como sdlido. Os tumores trabecula-
res eram constituidos de multiplos 16bulos 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 ati-
pia e apenas um (1/9 [11,1%]) demonstrou pleomorfismo.
Os tumores so6lidos caracterizavam-se por serem desorga-
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Fig.16. Figado. Tubulos neoplésico‘s repletos de muco em um cdo

com colangiocarcinoma. HE, obj.20x.

Fig.18. Figado. Infiltrado neoplasico constituido de hepatdcitos
bem diferenciados e arranjados em trabéculas (padrio trabe-
cular) em um cdo com carcinoma hepatocelular. HE, obj.20x.

nizados, ou seja, ndo formarem trabéculas, e eram compos-
tos por células dispostas em mantos sélidos (Fig.19). Todos
eles eram marcadamente pleomorficos e tinham quantida-
des variaveis de células que demonstravam intensa atipia
(Fig.20), incluindo a ocorréncia de células gigantes, por ve-
zes multinucleadas, com nucleos grandes (cariomegalia) e
nucléolos proeminentes.

Em todos os casos (9/9 [100%]) havia quantidade es-
cassa de estroma, constituido de finos septos de tecido
conjuntivo fibrovascular, baixo grau de mitoses e auséncia
de invasdo linfatica e de dreas aparentemente benignas em
meio ao infiltrado neopldsico maligno. Outros achados his-
tolégicos incluiram: necrose e hemorragia (6/9 [66,7%]),
degeneracdo gordurosa (4/9 [44,4%]), formacdo de espa-
¢os cavernosos repletos de sangue (3/9 [33,3%]), hemato-
poiese extramedular (3/9 [33,3%]) e infiltrado inflamato-
rio supurativo (1/9 [11,1%]).

Achados histopatolégicos (populacio com hepatoco-
langiocarcinoma)

Na histologia (n=1), o hepatocolangiocarcinoma era
constituido de hepatdcitos proliferados formando uma



Prevaléncia e achados epidemioldgicos, anatomopatolégicos e imuno-histoquimicos dos tumores hepaticos malignos primarios de cies 505

massa multilobulada, cujos l6bulos eram separados uns
dos outros por finos septos de tecido conjuntivo fibroso.
Esses hepatocitos estavam arranjados em trabéculas com
uma a 17 camadas de células com graus variados de organi-
zacdo. Em meio a proliferagido de hepatdécitos, observava-se
uma segunda populacdo neoplasica, que formava tibulos
em meio aos hepatdcitos. Esses tibulos eram pequenos a
médios, irregulares, repletos de muco e estavam isolados
uns dos outros pelas trabéculas de hepatécitos neoplasi-
cos ou por pequena quantidade de estroma fibrovascular.
0 indice mitético era baixo e nenhum dos outros critérios
avaliados foi observado.

Achados imuno-histoquimicos (populacio com colan-
giocarcinoma)

Na imuno-histoquimica (n=36), a maioria (23/36
[63,9%]) dos colangiocarcinomas demonstrou imuno-
marca¢do para CK7 (Fig.21) e nenhum imunomarcou
para Hep Par 1. Essa positividade foi altamente heterogé-
nea, tanto em intensidade quanto em nimero de células
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Fig.19. Figado. Infiltrado neoplasico constituido de hepatdcitos
menos diferenciados e com distribui¢do mais densa (padrdo
s6lido) em um cdo com carcinoma hepatocelular. HE, obj.20x.
Fig.21. Figado. A imunorreatividade para CK7 é observada na
forma de uma marcagdo citoplasmatica difusa das células
neoplasicas que formam os tibulos nesse cdo com colangio-
carcinoma. Imuno-histoquimica (sistema de amplificagdo por
polimero-HRP [ndo biotinilado]), obj.20x.

imunomarcadas, inclusive em um mesmo corte. A imu-
nomarcac¢do da maioria das células neoplasicas era mais
intensa no citoplasma préximo a membrana plasmatica,
principalmente na porg¢do apical (Fig.22). A minoria das
células neoplasicas demonstrava imunomarcag¢ao cito-
plasmatica densa e difusa, dificultando a visualiza¢do do
nucleo. Com base nesses achados, a imunomarcacgao 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 nor-
mais) positivos. Dos casos sem imunomarcagao para CK7
(13/36 [36,1%]), cerca da metade (7/13 [53,8%]) teve
os seus controles internos (ductos biliares normais) ne-
gativos enquanto cerca da outra metade (6/13 [46,2%])
teve os 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 neopla-
sicas falharam em imunomarcar, mas o controle interno

Fig.20. Figado. Marcada atipia celular. Note a célula binucleada,
a anisocitose, a anisocariose, os nucléolos conspicuos e as
pseudo-inclusdes de citoplasma no nucleo de um dos hepa-
técitos neoplasicos em um cdo com carcinoma hepatocelular.
HE, obj.40x.

Fig.22. Figado. A marcagdo para CK7 pode ser mais bem visualiza-
da no citoplasma apical préoximo a membrana plasmatica des-
se cdo com colangiocarcinoma. Imuno-histoquimica (sistema
de amplificacdo por polimero-HRP [ndo biotinilado]), obj.40x.
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Fig.23. Figado. A imunorreatividade para Hep Par 1 é forte e ho-
mogénea, o que facilitou muito o diagnéstico do carcinoma
hepatocelular nos cides. Imuno-histoquimica (sistema de am-
plificacdo por polimero-HRP [ndo biotinilado]), obj.20x.
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Fig.24. Figado. A marcacdo para Hep Par 1 pode ser mais bem
visualizada difusamente no citoplasma dos hepatécitos neo-
plasicos desse cdo com carcinoma hepatocelular. Imuno-his-
toquimica (sistema de amplificagdo por polimero-HRP [ndo
biotinilado]), obj.40x.

foi positivo, apenas um (1/6 [16,7%]) demonstrou atipia
celular.

Achados imuno-histoquimicos (popula¢do com carci-
noma hepatocelular)

Na imuno-histoquimica (n=9), a maioria (5/9 [55,6%])
dos carcinomas hepatocelulares demonstrou imunomarca-
¢do para Hep Par 1 (Fig.23) e nenhum imunomarcou para
CK7. Essa positividade foi homogénea, com intensidade
e nimero de células imunomarcadas muito semelhantes
entre varias regides do mesmo tumor e entre tumores di-
ferentes, o que facilitava muito sua visualizagdo. A imuno-
marcacao das células neopldasicas era citoplasmatica, difusa
e granular (Fig.24). Quanto a intensidade, a imunomarca-
¢do foi dividida em: moderada (3/9 [33,3%]), intensa (1/9
[11,1%]) e muito intensa (1/9 [11,1%]). Essa homogenei-
dade também foi observada nos controles internos (hepa-
tocitos normais) positivos. Dos casos sem imunomarcagio
para Hep Par (4/9 [44,4%]), apenas um (1/9 [11,1%]) teve
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seu controle interno (hepatdcitos normais) negativo en-
quanto os outros (3/9 [33,3%]) tiveram os seus controles
internos positivos. Esse caso em que as células neoplasicas
e os hepatdcitos normais falharam em imunomarcar esta-
va autolisado. Nos trés casos em que as células neoplasicas
falharam em imunomarcar, mas o controle interno foi posi-
tivo, havia atipia celular.

Achados imuno-histoquimicos (populacio com hepa-
tocolangiocarcinoma)

Na imuno-histoquimica (n=1), o componente referente
ao carcinoma hepatocelular demonstrou uma muito inten-
sa imunomarcacao para Hep Par 1, mas nao 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.

DISCUSSAQ

Ha poucos dados a respeito da real prevaléncia de tumo-
res hepaticos em animais, principalmente quando compa-
ramos essa situacdo a medicina humana (Crawford 1999,
Cullen & Popp 2002, Jemal et al. 2011). Por esse motivo,
revisar a prevaléncia de THMP em cées é dificil, principal-
mente porque os trabalhos publicados (Strombeck 1978,
Patnaik et al. 1980, Trigo et al. 1982, Bastianello 1983) ava-
liam parametros diferentes uns dos outros, tornando com-
plicado comparar seus resultados. Apesar disso, a maior
parte da literatura (Strombeck 1978, Patnaik et al. 1980,
Bastianello 1983) considera os THMP como incomuns em
cdes, pois correspondem a menos de 1% dos tumores nessa
espécie (Bastianello 1983), uma prevaléncia muito menor
do que aquela encontrada por néds (7,8% do total de caes
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 relagdo ao total de tumores de
figado. Segundo um estudo realizado no Reino Unido (Tri-
go 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 primdarios, uma prevalén-
cia bem mais baixa do que a encontrada por nés (33,5%
do total de cdes que morreram por tumores hepaticos) e
por Messow (1952) (58% do total de cdes que morreram
por tumores hepaticos). Apesar de existirem poucos tra-
balhos que apresentem parametros passiveis de serem
comparados aos nossos resultados, a maioria dos autores
concorda que THMP sdo incomuns e representam apenas
uma pequena parcela das necropsias e dos neoplasmas
diagnosticados em caes (Strombeck 1978, Trigo et al. 1982,
Bastianello 1983, Cullen & Popp 2002, Stalker & Hayes
2007, Cullen & Brown 2012). Em contrapartida, para es-
ses 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
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e, consequentemente, diminui muito a relacdo entre tumo-
res primarios e secundarios do figado.

O carcinoma hepatocelular e o colangiocarcinoma sao
os 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 consideravel de estudos (Strombeck 1978,
Patnaik et al. 1980, 19814, 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 primario mais diagnosticado em caes. Em
alguns desses estudos (Patnaik et al. 1980, Ramos-Vara et
al. 2001), os colangiocarcinomas representam apenas uma
pequena parcela dos THMP, ficando muito atras dos car-
cinomas hepatocelulares. Patnaik et al. (1980) obtiveram
uma relagdo de cerca de 71% versus 29% para carcinomas
hepatocelulares e colangiocarcinomas, respectivamente.
Apesar disso, alguns autores (Trigo et al. 1982) demons-
tram uma diferenca menor na relacdo entre esses dois tu-
mores (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 caes. Esses tu-
mores 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 ultimo conduzido entre 1935 e 1974),
respectivamente. Semelhantemente, em nossa rotina, a
propor¢do de colangiocarcinomas para carcinomas hepa-
tocelulares foi de 4:1 (80% versus 20%). O grande ndme-
ro 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 corres-
ponderem a THMP. Além disso, o grande ntimero de colan-
giocarcinomas aqui diagnosticados altera a proporc¢do de
tumores malignos primarios e secundarios. Isso explica o
fato de termos um ndmero bastante significativo de tumo-
res primarios do figado (33,5%) quando comparado aos
secundarios (66,5%).

Baseado em um numero razoavel de estudos prévios
(Rooney 1959, Patnaik et al. 1981a, 1981b, Trigo et al.
1982), acredita-se ndo existir nenhum tipo de predispo-
sicdo sexual ou racial para o desenvolvimento de cancer
hepatico em cies, entretanto, pelo menos um estudo an-
terior (Hayes et al. 1983) demonstrou risco relativo maior
de fémeas castradas e de cies da raga Labrador Retriever.
Neste estudo, as proporg¢oes de cdes SRD e de RP e de ma-
chos e fémeas afetados por colangiocarcinomas e carcino-
mas hepatocelulares foram muito proximas as respectivas
propor¢des na populacdo geral de caes necropsiada no
LPV-UFSM. Entretanto, quando os dados referentes a cada
raca sdo comparados, nota-se que Boxers e Poodles contri-
buiram com 4,3% e 5,4% do total de necropsias no periodo
avaliado e com 11,1% e 8,3% do total de colangiocarcino-
mas, respectivamente. Com exce¢do do estudo de Rooney
(1959), o qual relatou um maior niimero de caes adultos
acometidos por colangiocarcinoma, para a maioria dos au-
tores, colangiocarcinomas (Patnaik et al. 1981a, Hayes et

al. 1983) e carcinomas hepatocelulares (Rooney 1959, Pat-
naik et al. 1981b) afetam mais frequentemente cies 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 caes
acometidos.

Segundo a maioria dos autores (Cullen & Popp 2002,
Head et al. 2003, Stalker & Hayes 2007), colangiocarcino-
mas e carcinomas hepatocelulares tém aparéncia macros-
copica distinta. Colangiocarcinomas ocorrem mais frequen-
temente sob a forma de multiplos nédulos branco-amare-
lados que afetam todos os lobos hepaticos (Rooney 1959,
Rehmtulla 1974, Patnaik et al. 1981a, Trigo et al. 1982).
Essa apresentacdo, denominada “multinodular” (Head et
al. 2003), foi observada em aproximadamente 83% dos
colangiocarcinomas incluidos neste estudo. Diferentemen-
te, carcinomas hepatocelulares ocorrem mais frequente-
mente como massas grandes e solitarias, que substituem
completamente um lobo hepatico (Mulligan 1949, Rooney
1959, Patnaik et al. 1981b, Trigo et al. 1982). Essa apresen-
tacdo, denominada “massiva” (Head et al. 2003), foi vista
em aproximadamente 44% dos carcinomas hepatocelula-
res incluidos neste estudo. Menos frequentemente (Patnaik
et al. 1981a, Trigo et al. 1982), colangiocarcinomas podem
ocorrer como uma Unica massa que substitui um lobo he-
patico, um padrdo massivo muito semelhante ao descrito
para os carcinomas hepatocelulares. Essa apresentacdo
foi observada por nds em cerca de 17% dos colangiocar-
cinomas. Também menos frequentemente (Mulligan 1949,
Rooney 1959, Patnaik et al. 1981b), carcinomas hepatoce-
lulares podem ocorrer na forma de multiplos n6dulos que
acometem varios ou todos os lobos hepaticos, um padrao
nodular muito semelhante ao descrito para os colangiocar-
cinomas. Essa apresentagdo foi vista por nés em cerca de
44% dos carcinomas hepatocelulares.

A consisténcia firme e a coloragio brancacenta, descritas
em cerca de 31% e 53% dos nossos casos de colangiocarci-
nomas, respectivamente, sdo comentadas em outros estu-
dos (Rehmtulla 1974, Patnaik et al. 1981a, Trigo et al. 1982)
como caracteristicas comuns e atribuidas a grande quanti-
dade de estroma fibroso (Head et al. 2003). A ocorréncia de
depressao central (“n6dulos umbilicados”), vista em cerca
de 39% dos nossos casos, é outra caracteristica marcante
dos colangiocarcinomas, e tem sido atribuida a necrose (Pa-
tnaik et al. 1981a, Trigo et al. 1982, Head et al. 2003). Colo-
racdes esverdeadas, geralmente associadas ao acimulo de
pigmento biliar, ndo foram observadas, e realmente ndo sio
descritas em colangiocarcinomas (Trigo et al. 1982), pois as
células neoplasicas nio contribuem com a producio da bile
(Crawford 1999). Diferentemente dos colangiocarcinomas,
carcinomas hepatocelulares sido quase sempre pigmenta-
dos (marrons, vermelhos, amarelos, cinzentos ou esver-
deados) (Mulligan 1949, Rooney 1959, Trigo et al. 1982),
macios, amolecidos ou fridveis (Rooney 1959, Patnaik et al.
1981b, Trigo et al. 1982), coloragdes e consisténcias vistas
em cerca de 33% dos casos deste estudo.

Colangiocarcinomas sdo considerados por muitos au-
tores como os THMP mais metastaticos (Patnaik et al.
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1980, Trigo et al. 1982, Cullen & Popp 2002). Metastases
foram observadas a necropsia em cerca de 78% dos ca-
sos aqui descritos, um resultado semelhante ao descrito
na literatura (77% [Trigo et al. 1982] a 88% [Patnaik et
al. 1980]). Diferentemente dos colangiocarcinomas, carci-
nomas hepatocelulares sdo reconhecidos por serem me-
nos metastaticos (Patnaik et al. 1981b, Trigo et al. 1982).
Metastases 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, nos-
sos resultados confirmam o que ressaltam muitos autores
(Rooney 1959, Rehmtulla 1974, Patnaik et al. 1981a, Trigo
etal. 1982, Cullen & Popp 2002), que embora colangiocar-
cinomas possam metastatizar virtualmente para qualquer
6rgdo, acometem com maior frequéncia os pulmoes, os
linfonodos e o peritdnio, ou seja, os mesmos 6rgaos clas-
sicamente afetados por metastases de carcinomas hepa-
tocelulares. Nossos achados ddo conta de que realmente
pulmades (cerca de 53% dos casos), linfonodos (50% dos
casos) e cavidade abdominal (omento, mesentério e pe-
ritonio parietal) (cerca de 19% dos casos) sao os érgdos
mais frequentemente acometidos por metastases de co-
langiocarcinomas, entretanto, o baixo nimero de casos de
carcinomas hepatocelulares em que ocorreram metasta-
ses dificulta a discussio desse ponto.

Em cerca de 11% e 22% dos casos de carcinomas he-
patocelulares e colangiocarcinomas, os padrdes nodulares
demonstravam pelo menos um lobo massivamente afetado.
Se essa apresentacdo, que é interpretada por alguns auto-
res (Rooney 1959, Patnaik et al. 1981a, Cullen & Popp 2002,
Head et al. 2003) como metastatizacdo 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 hepa-
tica canina em associa¢do com carcinomas hepatocelulares
e colangiocarcinomas (Mulligan 1949, Ponomarkov & Ma-
ckey 1976, Patnaik et al. 1980, Trigo et al. 1982). Nossos
resultados apontam para uma associagdo muito baixa (cer-
ca de 2% dos casos) entre essas condi¢gdes. Em humanos,
estima-se que 50% a 90% dos casos de carcinoma hepa-
tocelular sejam associados a cirrose hepatica (Jemal et al.
2011). Isso ocorre principalmente porque na maioria dos
casos a cirrose é 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 hepaticos nessa espécie
seja diferente da de humanos (Patnaik et al. 1981b).

Segundo a literatura, as principais altera¢des extra-
-hepaticas relacionadas a THMP incluem hemoperitonio
(Rooney 1959), ascite (Rooney 1959, Patnaik et al. 1981a,
1981Db) e ictericia (Rooney 1959, Rehmtulla 1974, Patnaik
et al. 19814, Trigo et al. 1982). Hemoperitonio ou hemo-
torax 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 colan-
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giocarcinomas, respectivamente, mas ndo em casos de car-
cinomas hepatocelulares. Tais acimulos tém sido atribui-
dos principalmente ao aumento da pressdo hidrostatica in-
travascular (PHI) e, menos frequentemente, a insuficiéncia
hepatica cronica (Stalker & Hayes, 2007). Ictericia foi vista
por nds em aproximadamente 22% dos casos e essa pre-
valéncia 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 relacao.

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,
1981b, Trigo et al. 1982). Colangiocarcinomas bem dife-
renciados tém suas células arranjadas em um padrao tubu-
lar. A medida que se tornam pouco diferenciados, passam a
apresentar um arranjo so6lido, até que a presenca de células
organizadas em tibulos se torna incomum (Ponomarkov &
Mackey 1976, Cullen & Popp 2002, Head et al. 2003). Dos
tumores incluidos neste estudo, cerca de 86% tinham ar-
ranjo tubular, enquanto cerca de 14% tinham arranjo sé-
lido. Embora os colangiocarcinomas com padrio tubular
possam ser mais comuns (Patnaik et al. 1981a), tumores
com padrdo predominantemente so6lido ocasionalmen-
te prevalecem (Rooney 1959) e podem ser um desafio ao
diagnoéstico com base apenas na histologia.

A classificacdo histolégica mais utilizada para carcino-
mas hepatocelulares inclui os padrdes trabecular, adenoide
e solido (Head et al. 2003) ou combinacdes desses (Patnaik
et al. 1981b). Tumores trabeculares sdo os que mais se as-
semelham ao tecido hepatico normal, enquanto tumores
solidos sdo frequentemente pouco diferenciados (Ponoma-
rkov & Mackey 1976, Cullen & Popp 2002). Para a maioria
dos autores (Mulligan 1949, Rooney 1959, Patnaik et al.
1981b, Trigo et al. 1982), o padrao trabecular é o mais co-
mum em cdes, a semelhanca do que foi observado por nos.

Cerca de 70% e 100% dos colangiocarcinomas e carci-
nomas hepatocelulares, respectivamente, demonstram pa-
drdo estromal escasso. Esses resultados sdo semelhantes
ao que foi descrito na literatura para carcinomas hepato-
celulares por varios autores (Rooney 1959, Patnaik et al.
1981b, Trigo et al. 1982) e embora colangiocarcinomas
sejam frequentemente reconhecidos como neoplasmas es-
quirrosos, as principais referéncias acerca do assunto (Po-
nomarkov &Mackey 1976, Cullen & Popp 2002, Head et al.
2003) apontam para varia¢des na quantidade de estroma.

0 grau de pleomorfismo e a atipia celular dos colangio-
carcinomas e dos carcinomas hepatocelulares podem va-
riar de acordo com o arranjo e com o grau de diferenciagao,
uma vez que tumores solidos e, portanto, pouco diferen-
ciados, geralmente tém alto grau de atipia e pleomorfismo
quando comparados aos tumores tubulares (para colangio-
carcinomas) e trabeculares ou adenoides (para carcinomas
hepatocelulares) (Rooney 1959, Patnaik et al. 1981b, Trigo
etal. 1982, Cullen & Popp 2002, Head et al. 2003). Todos os
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carcinomas hepatocelulares incluidos neste estudo e classi-
ficados como “sélidos” tiveram pleomorfismo e atipia pre-
sentes, enquanto os demais, classificados como “trabecula-
res”, ndo apresentaram tais critérios. Diferentemente, entre
os colangiocarcinomas incluidos neste estudo, apenas 20%
dos tumores classificados como sélidos tinha indicios de
atipia e pleomorfismo, enquanto cerca de 40% dos tumo-
res tubulares apresentaram tais critérios. Esses achados
nos permitem inferir que had uma aparente correlacdo en-
tre a presenca de atipia/pleomorfismo e a subclassificagao
histoldgica dos carcinomas hepatocelulares, uma vez que
esses dois critérios estavam presentes em todos os tumores
solidos e ausentes nos demais tumores, entretanto, tal cor-
relacdo 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 mi-
toticas é uma caracteristica tipica de colangiocarcinomas, e
que, em razao disso, a avaliagao do grau de mitoses poderia
auxiliar na diferencia¢do entre colangiocarcinomas e carci-
nomas hepatocelulares. Todos os carcinomas hepatocelu-
lares incluidos neste estudo tinham baixo grau de mitoses,
inclusive os tumores menos diferenciados. Em contraparti-
da, o baixo grau de mitoses também foi observado na gran-
de maioria (cerca de 92%) dos colangiocarcinomas. Com
base em nossos achados, podemos deduzir que o grau de
mitoses ndo é um critério confiavel para diferenciar carci-
noma hepatocelular de colangiocarcinoma.

A invasdo de vasos linfaticos pelas células neoplasicas
é mencionada apenas em alguns estudos acerca de colan-
giocarcinomas (Rooney 1959), embora o tipico “padrao 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 me-
nos pronunciada em carcinomas hepatocelulares (Cullen
& Popp 2002). Alguns autores (Cullen & Popp 2002) rela-
cionam o comportamento invasivo de colangiocarcinomas
a sua marcada capacidade de metastatizar, principalmente
quando comparado aos menores indices de metastases de
carcinomas hepatocelulares. Dos colangiocarcinomas in-
cluidos neste estudo, cerca de 64% demonstraram invasdo
de vasos linfaticos, enquanto nenhum carcinoma hepatoce-
lular demonstrou essa mesma caracteristica. De todos os
casos de colangiocarcinomas que tinham invasao 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 forte-
mente relacionada a ocorréncia de metastases, embora a
auséncia deste critério histologico ndo descarte a possibili-
dade de metastatizag¢do, uma vez que, mesmo sem invasao
linfatica visivel histologicamente, cerca de 33% dos carci-
nomas hepatocelulares metastatizaram, além de que 69%
dos colangiocarcinomas sem invasdo linfatica também ti-
nham metéastases.

A presenca de areas bem diferenciadas, e até aparen-
temente benignas, intercaladas com areas pouco diferen-
ciadas no mesmo tumor é 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 benignas e malignas como evidéncia de uma possivel
transformacdo neoplasica a partir de uma area benigna. No
entanto, essa teoria nao é comprovada (Head et al. 2003).

O uso de Hep Par 1em THMP de caes é relatado apenas
em um estudo (Ramos-Vara et al. 2001), o qual demonstrou
alta sensibilidade (cerca de 93%) para carcinomas hepato-
celulares. Diferentemente, apenas 56% dos nossos casos de
carcinomas hepatocelulares imunomarcaram. Esta grande
diferenca foi por nos atribuida a trés fatores principais: 1)
baixo nimero de carcinomas hepatocelulares, pois no estu-
do Ramos-Vara et al. (2001) o n era 40; 2) presenca de tu-
mores em avan¢ado grau de autélise, uma vez que todos os
tumores em “pobre estado de conservaciao” foram exclui-
dos do estudo de Ramos-Vara etal. (2001); e 3) presenca de
pouca diferenciacdo celular. Dos quatro carcinomas inclui-
dos neste estudo e negativos para Hep Par 1, trés estavam
em avangado grau de autélise e um demonstrou marcada
atipia e pleomorfismo. Sabidamente, autélise é um fator
que pode interferir na conformacgao dos epitopos teciduais,
e, portanto, na eficicia da imuno-histoquimica (Goldstein
& Silverman 2002, Ramos-Vara 2005). Apesar de Ramos-
-Vara et al. (2001) ndo terem observado nenhuma relagdo
entre os graus de diferenciagio celular e a sensibilidade do
Hep Par 1, esta relacdo é relatada em carcinomas hepato-
celulares 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.

0 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 sensibili-
dade que variou de 67% (Espinosa de los Monteros 1999) a
77,7% (Ramos-Vara et al. 2001) para colangiocarcinomas,
semelhante a observada por nés (cerca de 64%). A mar-
cacdo para CK7 é definida por alguns autores (Ramos-Vara
etal. 2001) como sendo “desigual” e “eventualmente focal”,
principalmente por apresentar um padrdo heterogéneo,
com algumas células e ductos fortemente marcados, e ou-
tros sem nenhuma marca¢do. Na maioria dos colangiocar-
cinomas incluidos neste estudo, a marcagdo para esse anti-
corpo 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 células imunomarca-
das. 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 interpretacio, visto que frequentemente a maioria das
células desses tumores demonstra marcagao positiva.

Em razdo de alguns carcinomas extra-hepaticos de-
monstrarem marcacdo positiva para CK7 (Espinosa de los
Monteros 1999) e, raramente, para Hep Par 1(Ramos-Vara
et al. 2001), a interpretagdo da imunomarcagao 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 primaria. Além disto, even-
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tualmente, alguns carcinomas hepaticos primarios podem
demonstrar padrdes de marcagdo aberrantes para CK7 e
Hep Par 1, como é o caso de carcinomas hepatocelulares
positivos para ambos os anticorpos ou de colangiocarci-
nomas 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 ca-
sos em que houve falha na imunomarcagdo daqueles em
que as células do tumor eram realmente negativas para o
anticorpo. Eventuais variagdes no estado de conservacio,
no tempo de fixagcdo e no processamento da amostra po-
dem 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 autdlise acen-
tuada, uma plausivel explicacdo para essa negatividade é
o péssimo estado de conservagio das amostras. No tinico
caso (1/7 [14,3%]) em que ndo ocorreu autoélise, é possivel
que tenha ocorrido exposicdo do tecido a temperaturas de-
masiadamente altas durante o processamento, o que reco-
nhecidamente prejudica a conformacgado dos epitopos (Gol-
dstein & 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 cdes da Regido Central
do RS, Brasil, principalmente carcinomas e, dentre esses,
especialmente colangiocarcinomas. Dentre os fatores epi-
demioldgicos relacionados ao desenvolvimento desse tipo
de neoplasma, a idade avancada é sem davida o principal
fator predisponente.

Os achados anatomopatolégicos demonstram que mais
comumente os colangiocarcinomas ocorrem de forma mul-
tinodular enquanto os carcinomas hepatocelulares sio
principalmente massivos, entretanto, o patologista nao
deve surpreender-se se, histologicamente, isso ndo se con-
firmar, pois a chance de um THMP caracterizado por apre-
sentar multiplos n6dulos ser um carcinoma hepatocelular
ndo é pequena, bem como a de um THMP com apresenta-
¢do massiva ser um colangiocarcinoma ndo é tao insignifi-
cante. Se outros critérios macroscépicos, como coloracdo
e consisténcia, forem analisados conjuntamente, a chance
de confirmacéo histologica com base na macroscopia sera
maior.

Colangiocarcinomas sdo altamente metastaticos, muito
mais metastaticos do que carcinomas hepatocelulares, e os
principais sitios de metastatizacdo incluem pulmédes, lin-
fonodos e cavidade abdominal. Lesdes extra-hepaticas sdo
comuns em ambos os tumores e incluem principalmente
hemoperitdnio e ictericia.

Na histologia, colangiocarcinomas e carcinomas hepa-
tocelulares apresentam principalmente padrdo tubular e
trabecular, respectivamente, mas tumores com padrio s6-
lido ndo sdo incomuns e podem dificultar o diagnéstico se
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a imuno-histoquimica nio estiver disponivel. Nesses casos,
critérios diferenciadores incluem principalmente invasao
linfatica e quantidade de estroma, mas ndo grau de mitose
e atipia ou pleomorfismo.

A imuno-histoquimica é uma técnica complementar im-
portante no diagndstico dos THMP, entretanto, necessita
ser utilizada de forma contextualizada, pois sua interpre-
tacdo isolada pode dificultar o diagndstico 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 base-
ada ndo sé na positividade de colangiocarcinomas e carci-
nomas hepatocelulares para os seus respectivos marcado-
res, mas também na negatividade desses tumores para um
marcador ndo-especifico para eles, ou seja, a negatividade
de colangiocarcinomas para Hep Par 1 e de carcinomas he-
patocelulares para CK7 também auxilia muito no diagnds-
tico definitivo.
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