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Resumo

Os tumores hepaticos sdo a segunda causa de morte relacionada com cancro em
seres humanos. J4 no cdo, o carcinoma hepatocelular € raro mas o progndstico é
igualmente mau.

Os critérios histopatolégicos para o diagndstico do carcinoma hepatocelular
ndo estdo bem estabelecidos, especialmente no caso dos tumores bem diferenciados,
podendo-se tornar estes casos um desafio. Por esse motivo, o papel da reticulina no
diagnéstico de carcinomas hepatocelulares na Medicina Humana j4 € utilizado de forma
relativamente recorrente.

O presente trabalho teve como objetivo determinar qual a utilidade da
reticulina no diagndstico do carcinoma hepatocelular num modelo de murganho e qual a
sua aplicagdo a espécie canina.

Avaliou-se de forma qualitativa e quantitativa a capacidade da reticulina para
diferenciar os tumores dos focos de displasia e figado sauddvel em murganhos. No cdo
foi comparado o padrio de reticulina apresentado por carcinomas hepatocelulares,
hiperplasias nodulares e cirrose.

Verificou-se que no murganho as fibras coradas a negro estdo empurradas para
a periferia do tumor, comprimidas de encontro ao tecido adjacente, formando uma rede
compacta que permite estabelecer limites bastante precisos do anterior.

No cao, os padroes apresentados nas mais variadas lesdes assemelham-se ao
que esta descrito na literatura em Medicina Humana.

A reticulina pode assim ser um importante auxilio na diferenciacdo do
carcinoma hepatocelular de lesdes benignas, devendo no entanto ser utilizada com

cautela e suportar o diagndstico feito pela hematoxilina e eosina.

Palavras-chave: Carcinoma hepatocelular, reticulina, displasia hepatica,

hiperplasia nodular.
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Abstract

Hepatic tumors are the second leading cause of cancer-related death in humans.
In the dog, hepatocellular carcinoma is rare but the prognosis is equally bad.

Histopathological criteria for the diagnosis of hepatocellular carcinoma are not
well established. For this reason, the role of reticulin in the diagnosis of this tumor in
human medicine has been gaining ground.

The aim of the present study was to determine the usefulness of reticulin in the
diagnosis of hepatocellular carcinoma in a mouse model and its application to the
canine species.

The ability of reticulin to differentiate tumors from foci of dysplasia and
healthy liver in mice was qualitatively and quantitatively evaluated. In the dog the
reticulin pattern presented by hepatocellular carcinomas, nodular hyperplasia and
cirrhosis was compared.

It was noted that in the mouse the fibers are pushed to the periphery of the
tumor, compressed against the adjacent tissue, forming a compact net that allows
establishing quite precise limits of the carcinomas. In the dog, the patterns presented in
the most varied lesions resemble what is described in the literature in human medicine.

Reticulin may thus be an important aid in the differentiation of hepatocellular
carcinoma from benign lesions, but should be used with caution and support the

diagnosis made by hematoxilin and eosin.

Keywords: hepatocellular carcinoma, reticulin, dysplasia foci, nodular hyperplasia.

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade de Medicina Veterindria



Rita Fernandes - A Utilidade da Reticulina do Diagnéstico do Carcinoma Hepatocelular num Modelo de
Murganho e a sua Aplicag@o a Espécie Canina.

Abreviaturas, siglas e simbolos

ADN - Acido desoxirribonucleico
AHC — Adenoma hepatocelular

ALP - Fosfatase alcalina

ALT - Alanina aminotransferase

AST — Aspartato aminotransferase
CFL - Carcinoma fibrolamelar

CHC - Carcinoma hepatocelular

CLE - Carcinoma linfoepitelial

DEN - Dietilnitrosamina

Fig. — Figura

GS — Glutamina sintetase

GPC-3 - Glypican 3

HE — Hematoxilina e eosina

HSP70 - Proteina de choque térmico 70
Obj. — Objetiva

PAAF — Puncio aspirativa por agulha fina
RM - Ressonancia magnética

TC — Tomografia computorizada
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Casuistica dos Estagios Curriculares

A primeira metade do estdgio curricular foi realizado no John and Ann Tickle
Small Animal Hospital na Universidade do Tennessee, Estados Unidos. Esta
experiéncia teve a duracdo de 12 semanas, de 06 de Novembro de 2016 a 29 de Janeiro
de 2017, e permitiu um total de 660 horas de contacto.

Este estdgio foi dividido em rotagdes com diferentes duracdes, o que levou a
um contacto com diversos servigos e especialidades do mundo da veterindria, tornando
assim possivel consolidar os conhecimentos tedricos e praticos adquiridos ao longo dos
ultimos cinco anos de curso e entender melhor a dindmica de uma grande infraestrutura
de referéncia.

As rotagOes nas quais participei incluiram quatro semanas de Oncologia, trés
semanas de Anestesia, duas semanas de Imagiologia e Neurologia e uma semana de
Medicina Interna. A rotagdo de Oncologia foi a mais longa uma vez que se trata da
minha principal drea de interesse (Gréfico 1).

Durante o estdgio era nossa responsabilidade a realiza¢do do primeiro contacto
com os pacientes, recolha de histéria clinica e exame fisico, proposta de exames
complementares e apresentacdo de um plano de diagndstico ou tratamento aos médicos
e acompanhamento dos pacientes durante a realizacdo de tais exames sempre que
possivel. O contacto constante com os donos era primariamente realizado pelos
estagidrios e o tratamento dos animais internados era da nossa responsabilidade as sete
da manha e as sete da tarde, e sempre que se justificasse. A administracao de farmacos
quimioterdpicos em Oncologia era opcional para os alunos mas por diversas vezes
administrei tais medicacdes sob a orientacdo das auxiliares de enfermagem. A redac¢do
de folhas de alta, solicitacdo de exames complementares e acompanhamento da
evolucdo dos pacientes também se encontrava sob a nossa responsabilidade.

Na 4rea da Anestesia era nossa obrigacao apresentar um protocolo sensato para
cada caso e foi-nos permitido utilizar uma variedade imensa de combinacdes de
farmacos. A colocacdo de catéteres, intubacdo e monitorizagdo constante durante a
anestesia, bem como o registo de todos os eventos eram realizados pelos estagiérios,
sempre com orientagdo de médicos veterindrios e auxiliares. A realiza¢do de epidurais e

outros bloqueios nervosos também foi possivel durante este estigio.
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Na érea da Imagiologia eram pontos de especial atencdo o posicionamento dos
pacientes no caso das radiografias e a discussdo de casos clinicos nas modalidades de
radiografia, ecografia, TC, RM e cintigrafia.

Todos os dias em todas as rotagdes eram discutidos os casos desse mesmo dia e era

abordado um determinado tema ou doenga.

Rotac¢oes

Griéfico 1 — Distribuicao do tempo dedicado a cada rotagdo no John and Ann
Tickle Small Animal Hospital.

Os gréficos 2 e 3 fazem referéncia as neoplasias mais frequentes em caes e
gatos, respetivamente. J4 os graficos 4 e 5 mostram a distribuicdo das consultas
assistidas durante a rotacdo de Medicina Interna em caes e em gatos, respetivamente. O

gréfico 6 faz alusdo as consultas assistidas durante a rotacdo de Neurologia.
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M Linfoma

H Mastocitoma

M Tumor cas células de transi¢do

M Sarcoma de tecidos moles

M Osteossarcoma

M Mieloma multiplo

M Leucemia linfocitica

M Adenocarcinoma das glandulas

apocrinas dos sacos anais

L Carcinoma pulmonar

M Outros: carcinoma hepatocelular,
ameloblastoma acantomatoso,
tumor mamario, timoma

Griéfico 2 — Distribuicao das neoplasias observadas durante a rotacdo de
Oncologia em caes.

M Linfoma
M Mastocitoma
i Sarcoma de tecidos moles

M Carcinomatose

Griéfico 3 — Distribuicao das neoplasias observadas durante a rotacdo de
Oncologia em gatos.
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Medicina Interna

M Gastroenterologia
M Endocrinologia

i Urologia e Nefrologia

Griéfico 4 — Distribuicao relativa das consultas asssistidas durante a rotagcdo de
Medicina Interna em caes.

Medicina Interna

M Gastroenterologia
M Endocrinologia

i Urologia e Nefrologia

Griéfico 5 — Distribuicao relativa das consultas asssistidas durante a rotagcdo de
Medicina Interna em gatos
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Neurologia

M Doenca do disco
intervertebral

M ConvulsOes idiopaticas
i Doenga vestibular
H Meningoencefalite

granulomatosa

M Meningioma quistico

M Hemangioma cervical

Griéfico 6 — Distribuicao relativa das consultas asssistidas durante a rotagcao de
Neurologia em cées

Durante a rotagdo de Neurologia apenas foi consultado um gato com sindrome
vestibular periférica.

A segunda metade do estdgio curricular decorreu no Instituto Gulbenkian de
Ciéncia, na area da Histopatologia, numa vertente mais inclinada para a investigagao
cientifica. O estdgio teve a duracdo de 14 semanas com um horério de trabalho de dois
dias e meio por semana, perfazendo um total de 240 horas de contacto.

Durante este estdgio foram estudados a nivel histopatoldgico diversos orgdos
de modelos de rato para diferentes doengas, nomeadamente, modelos de sépsis, de
carcinomas hepatocelulares (CHC), transformacgdo de tecido adiposo branco em tecido
adiposo castanho, modelos de miocardite imunomediada, modelos de auto-imunidade,
isquémia renal com reperfusdo posterior, modelos de colites e modelos de infeccdes
pulmonares. Também foram avaliadas alteracOes histopatoldgicas em modelos de peixe
zebra mutantes para pesquisa de inflamacdo ou outros sinais de doenca. A Drosophila
melanogaster foi igualmente um modelo utilizado para avaliar a presenca de vactolos e

o tamanho do cérebro em animais jovens e adultos, com ou sem mutagao.
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1. Introducao

Os tumores de figado sdo a quinta doenca mais prevalente e a segunda causa de
morte relacionada com cancro em seres humanos no mundo inteiro. Caracterizados com
uma alta taxa metastatica e de recorréncia, baixa taxa de detec¢do para os estadios
curdveis e opgdes terapéuticas ineficazes, os tumores de figado, na sua maioria CHC,
sdo consensualmente consideradas neoplasias com mau progndstico (Torre ef al., 2015).

Devido as semelhancas fisiolégicas e genéticas entre roedores e humanos, a
curta vida qtil, a capacidade de reproducao e a variedade de métodos de manipulagao, os
roedores sdo frequentemente utilizados para a investigagdo na darea da oncologia. No
entanto, apesar de estar disponivel uma vasta gama de modelos de roedores para o
estudo do cancro do figado, a universalidade de cada modelo € limitada por vdrios
factores tais como a complicada etiologia dos processos neopldsicos ou a capacidade
que cada modelo tem para mimetizar na integra todas etapas da carcinogénese dos
tumores hepaticos a nivel do ser humano (He et al., 2015).

Os tumores primarios do figado sdo incomuns em cdes e representam apenas
0,6% a 1,3% de todas as neoplasias caninas (Patnaik et al., 1980). O tumor primério
mais comum do figado é o carcinoma hepatocelular (CHC), embora outros tumores
malignos possam ocorrer, incluindo o carcinoma do ducto biliar e sarcomas (Magne e
Withrow, 1985).

A hiperplasia nodular é um diagndstico relativamente comum em cdes mais
velhos, sendo que € uma lesdo benigna e sem evidéncia de ser neopldsica (Liptak,

2013).

1.1 Epidemiologia
1.1.1 Idade

Na maioria das populacdes ocidentais de baixo risco, as taxas mais elevadas de
neoplasias hepaticas ocorrem em pessoas com 75 anos ou mais. Um padrdo semelhante
€ observado entre a maioria das populagdes asidticas de alto risco (por exemplo, Hong
Kong). Em contraste, as taxas masculinas em populagdes africanas de alto risco (por

exemplo, Gambia, Mali) tendem a atingir o pico entre os 60 e os 65 anos antes de
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diminuir. As taxas femininas atingem um pico entre 65 e 70 anos antes de decrescerm
(Nordenstedt et al., 2010).
A idade média dos caes com carcinoma hepatocelular num estudo de Patnaik e?

al. em 1981 foi de 11 anos; 80% dos animais tinham 10 anos ou mais.

1.1.2 Raca

Na mesma amostra de Patnaik er al. (1981), as neoplasias hepdticas foram
distribuidas entre 18 racas diferentes sem ter sido encontrada nenhuma predominancia
de raca. Os schnauzers em miniatura estdo no entanto sobre-representados em alguns

estudos (Patnaik et al., 1980; Liptak et al., 2004).

1.1.3 Género

A nivel dos seres humanos, em quase todas as populagdes, existe uma maior
prevaléncia de tumores de figado em homens do que em mulheres, sendo que os ricios
masculino: feminino geralmente se situam entre 2: 1 e 4: 1. Tal pode ser explicado por
haver prevaléncias mais elevadas de neoplasias em homens em geral e pelo facto das
cirroses alcdolicas, uma das principais etiologias do CHC, serem mais prevalentes entre
a populacdo masculina (Nordenstedt et al., 2010).

No cdo, observa-se igualmente uma predomindncia em machos, com uma
proporcao feminina de 1.7:1 (Patnaik et al., 1981). Os cdes machos estdo também sobre-
representados em outros estudos, apesar de nao ser conhecida nenhuma predisposicao

relativamente ao género do animal (Evans, 1987).

1.1.4 Localizacao

A morfologia dos CHC esta descrita como podendo ser maci¢a em 53 a 83%
dos casos, nodular em 16 a 25% das lesoes ou difusa em até 19% das ocorréncias
(Cullen et al., 2002). As diferencas entre estas trés apresentagdes encontram-se no facto
do carcinoma maci¢o ser um nddulo tnico e grande, o nodular se apresentar como
multiplos ndédulos mais pequenos e o difuso se caracterizar por ndédulos indistintos

distribuidos um pouco por todo o parénquima hepatico (Watson et al., 2010).
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No estudo de Patnaik er al. (1981) que incluiu 55 exemplares de CHC, 61%
dos cdes tinham lesdes macicas envolvendo um tnico lobo, mais comumente o lobo
lateral esquerdo. Em 80% destes, havia lesdes em outros lobos também. Os lobos lateral
direito e central também apresentavam lesdes macigas.

As lesdes eram nodulares em 29% dos casos e difusas em 10% . Vérios lobos
hepaticos estavam envolvidos em ambos os tipos de lesdes. As neoplasias eram desde
acinzentadas a castanho e apresentavam extensas dreas de hemorragia e necrose.
Embora os tumores estivessem bem delineados na maioria dos casos com lesdes nao
difusas, muitas vezes era dificil distinguir o tecido normal do figado das dreas
neoplésicas (Patnaik et al., 1981).

Noutro estudo mais recente, verificou-se que estes lobos, que incluem os lobos
laterais e médios esquerdos e o processo papilar do lobo caudado, estdo envolvidos em
mais de dois ter¢cos dos CHC macicos (Liptak, 2013).

Outro estudo radiografico de lesdes hepdticas sugere que a maior parte das

massas do figado se localizam ventralmente do lado direito (Evans, 1987).

1.2  Etiologia

As principais etiologias do CHC estdo bem definidas nos seres humanos. A
hepatite viral crénica B, C e D, toxinas (por exemplo, dlcool, aflatoxinas), doencas
hepdticas metabdlicas hereditarias (por exemplo, hemocromatose hereditéria,
deficiéncia de a-1-antitripsina), hepatite auto-imune, esteatohepatites ndo alcodlicas ou
doenca do figado gordo ndo alcodlica estdo entre as principais causas de
desenvolvimento do CHC (Blum, 2005).

Entre outros fatores conhecidos também se incluem um indice de massa
corporal elevado, em especial nos homens, e a diabetes mellitus (Mittal et al., 2013).

No entanto, o principal fator de risco clinico para o desenvolvimento de CHC ¢é
a cirrose hepdtica, uma vez que 70-90% dos carcinomas se desenvolvem em figados
cirréticos. A maioria dos CHCs ocorre apés muitos anos de hepatite cronica. Esta
fornece ambientes propicios a mutagdes que precipitam alteragdes genéticas aleatdrias,
resultando na transformagdao maligna de hepatdcitos e no desenvolvimento do CHC

(Blum, 2005).
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Nos céaes, ndo foi comprovada a existéncia de fatores etioldgicos e a cirrose €

rara em cdes com CHC (Liptak, 2013).
1.3  Apresentacao clinica

Os tumores hepatobiliares sdo sintomaticos em aproximadamente 75% dos
caes, especialmente em animais com tumores malignos. Os sinais de apresentacdo mais
comuns sdo muitas vezes inespecificos (Morrison, 2002). A hepatomegalia, letargia,
fraqueza, anorexia e vOomitos sdo os sinais clinicos mais comuns encontrados em
animais com CHC. Outros sinais vistos com menos frequéncia incluem diarreia,
ictericia, ascite, dispneia, perda de peso, convulsdes, mielopatia, melena e anemia
(Patnaik et al., 1981). A fraqueza, a ataxia e as convulsdes sdo incomuns e podem ser
causadas por encefalopatia hepatica, hipoglicemia paraneoplasica ou por metastases no
sistema nervoso central (Liptak, 2013).

O hemoperitoneu secundério a ruptura de CHC macigo foi relatado em dois
caes (Arohnson et al., 2009).

As metdstases para linfonodos regionais, peritoneu e pulmdo sdo mais comuns
em cdes com carcinoma nodular ou difuso, comparativamente ao carcinoma macico, no
qual existe apenas uma lesdo unica. Outros locais metastaticos incluem o coragdo, rins,
glandulas adrenais, pancreas, intestinos, baco e bexiga (Cullen, 2002). A taxa
metastatica varia de 0% a 37% para caes com CHCs macicos € 93% a 100% para caes

com CHCs nodulares e difusos (Liptak, 2013).

1.4  Diagnéstico

Nos seres humanos, a laparoscopia estd recomendada para estadiamento local,
uma vez que até 20% dos casos ndo seguem para cirurgia de abdémen aberto por causa
de tumores nodulares ou difusos ndo ressecdaveis. No entanto, para massas hepdaticas
solitdrias e solidas, a ressecdo cirdrgica pode ser realizada sem uma bidpsia pré-
operatdria porque tanto o diagndstico como o tratamento podem ser alcancados num
unico procedimento (Liptak, 2013).

Técnicas avancadas de imagem, como TC e RM, sdo preferidas em humanos

para o diagndstico e estadiamento de tumores hepdticos (Bartlett et al., 2005). Ao
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contrario do que acontece na ecografia, a aparéncia da imagem pode fornecer uma
indicagdo do tipo de tumor. Além disso, a TC e a RM s@o mais sensiveis para a dete¢do
de pequenas lesdes hepdticas e determinam a relacdo de massas hepaticas com
estruturas vasculares e de tecidos moles adjacentes (Liptak, 2013). As lesdes de CHC
geralmente sao hipoecogénicas em relagdo ao tecido circundante quando menores de 3
cm. As lesdes maiores geralmente sdo hiperecdicas com um padrido de infiltracdo ou
mosaico que pode estar rodeado por uma fina cédpsula fibrética hipoecdica (Bialecki,
2005).

Uma massa abdominal cranial é palpavel em até trés quartos dos cdes com
tumores hepaticos, embora a palpacdo possa ser enganadora uma vez que a silhueta
hepatica pode estar normal nas formas nodulares e difusas de tumores hepaticos ou o
seu aumento pode nao ser percetivel devido a posi¢do cranial do figado (Liptak, 2013).
As alteracdoes hematoldgicas e bioquimicas séricas geralmente ndo sdo especificas. A
leucocitose, anemia nao regenerativa leve e trombocitose sdo comuns em cdes com
tumores hepéticos (Moulton, 1990). As enzimas hepdticas estdo comumente elevadas
em cdes com tumores hepatobiliares (Morrison, 2002). O aumento da atividade das
enzimas hepdticas provavelmente reflete danos hepatocelulares ou estase biliar e ndo é
especifico para neoplasia hepdtica. Também ndo had correlacdo entre o grau de
envolvimento hepdtico e a magnitude das alteragdes enzimaticas (Thamm, 2001). O tipo
de enzima hepdtica aumentada também pode permitir suspeitar de um determinado
tumor hepdtico ou de metdstases. Enquanto a fosfatase alcalina (ALP) e alanina
aminotransferase (ALT) estdo geralmente aumentadas em caes com tumores hepaticos
primérios, a aspartato aminotransferase (AST) e a bilirrubina estdo elevadas de forma
mais consistente em cdes com tumores metastaticos do figado (Liptak, 2013). Além
disso, uma relagdo AST/ALT inferior a 1 € consistente com CHC ou carcinoma do
ducto biliar, enquanto que um tumor neuroenddcrino ou um sarcoma € mais provavel
quando a propor¢do € maior que 1 (Liptak, 2013). Em geral, no entanto, as elevacdes
das enzimas hepdticas ndo sdo especificas para o diagndstico de doencgas hepatobiliares
(Thamm, 2001).

Outras altera¢des no perfil bioquimico em caes com tumores hepaticos podem
incluir hipoglicemia, hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e aumento de 4cidos biliares

pré e pds-prandiais (Liptak, 2013).
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Num estudo realizado em 1981 por Patnaik et al., 66% dos caes da amostra
tinham leucocitose e foram observadas baixas contagens de globulos vermelhos com
baixos valores de hemoglobina em 54% dos casos. Os testes de fun¢cdo hepética eram
anormais em quase todos os cdes. A ALP sérica estava elevada em 89% dos casos, ALT
em 80%, AST em 56% e desidrogenase latica em 38%. A bilirrubina total estava
superior ao normal em 28%, e os valores de proteina total encontravam-se elevados em
26%. Apenas um cdo deste estudo teve hipoglicémia (Patnaik ef al., 1981).

A radiografia, ecografia e imagiologia avancada podem ser usadas para o
diagnoéstico, estadiamento e planeamento cirtrgico de caes com tumores hepatobiliares.
Uma massa abdominal cranial, com deslocamento caudal e lateral do estomago, é
frequentemente observada em radiografias abdominais de gatos e cdes com tumores
hepéticos macicos (Feeney et al., 1984).

A ecografia abdominal € o método preferido para identificar e caracterizar
tumores hepatobiliares em gatos e caes. O exame ecografico € util na determinagdo da
presenca de massa hepatica e na defini¢do do tumor como macigo, nodular ou difuso
(Voros, 1991).

A puncao por agulha fina (PAAF) guiada por ecografia ou a bidpsia por tru-cut
de massas hepdticas é uma técnica ttil e minimamente invasiva para obter amostras de
células ou tecidos para fins de diagndstico. Um diagndstico correto € obtido em até 60%
dos aspirados hepaticos e 90% das bidpsias com tru-cut. Técnicas mais invasivas, como
a laparoscopia ou cirugia convencional, também podem ser usadas para a bidpsia e
estadiamento de animais com suspeita de tumores hepaticos (Liptak, 2013).

A o-fetoproteina, uma glicoproteina oncofetal, é utilizada no diagndstico,
monitorizagdo de resposta ao tratamento e prognéstico de CHC em seres humanos. Em
caes, os niveis séricos de a-fetoproteina aumentam em 75% dos casos aquando destes
tumores € em 55% em casos de carcinomas do ducto biliar (Yamada et al., 1999).
Contudo, a a-fetoproteina tem um valor limitado no diagndstico e monitorizagdo do
tratamento do CHC canino uma vez que os niveis séricos desta proteina também se
apresentam aumentados noutros tipos de tumores hepdticos, como o carcinoma e o
linfoma do ducto biliar, bem como na doenga hepdtica nao neopldsica (Hahn e

Richardson, 1995).
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1.4.1. Aspeto macroscopico

O CHC humano forma tipicamente massas de aparéncia macroscopica
heterogénea, com focos de hemorragia ou necrose. Podem ser individuais ou multiplas,
com um tamanho que varia de menos de 1 cm a mais de 30 cm. Geralmente, em casos
de cirrose, o tamanho do CHC € menor em comparag¢do com os desenvolvidos no figado
nao fibrético (Paradis, 2013).

Ao contrério do carcinoma em cdes, a morfologia do CHC em seres humanos é
frequentemente nodular ou difusa, o que torna o tratamento definitivo mais

problematico (Liptak, 2013).

1.4.2 Principios da hepatocarcinogénese e lesdes precursoras

Nos seres humanos, cerca de 90% dos casos de CHC surgem como
complicacdes de doenga, isto é, cirrose hepdtica crénica com a fibrose a desempenhar
um importante papel predisponente. O CHC geralmente ocorre apds uma sequéncia de
varios passos de lesdes morfologicamente reconheciveis (Farazi e DePinho, 2006).

O processo hepatocarcinogénico € caracterizado principalmente pelo
aparecimento de lesdes displdsicas (fase displasica) sob a forma de focos microscépicos
(com alteragdes celulares mais ou menos evidencidveis) e nddulos displdsicos
macroscopicos (baixo e alto grau) (Grupo de Consenso Internacional para Neoplasia
Hepatocelular, 2009). Esta fase é muito importante porque os pacientes portadores
destas lesdes estdo em maior risco de desenvolver CHC, permitindo a detecc¢ao precoce
do tumor e consequentemente aumentando o tempo de sobrevida. A possibilidade de
desenvolvimento de CHC sem antecedentes pré-malignos € rara, mas nido pode ser
excluida (Roncalli et al., 2010).

A vigilancia de pacientes cirréticos com deteccao precoce de CHC mostrou
que os nddulos displdsicos de alto grau sdao os precursores mais avancados deste
carcinoma e que os CHC pequenos e bem diferenciados com margens indistintas
(carcinomas precoces) sdo as primeiras e mais pequenas formas de CHC reconhecidas e

tém geralmente menos de 2 cm (Roncalli et al., 2010).
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1.4.3 Histopatologia

Na histologia, a caracteristica principal do CHC humano € a sua semelhanca
com o figado normal. O CHC € geralmente um tumor hipervascularizado que mostra
diferentes graus de diferenciacdo hepatocelular variando de bem a pouco diferenciado.
Esta diferenciac@o baseia-se nas caracteristicas arquitetdnicas e citoldgicas. Diferentes
padrdes histologicos podem ser observados: o padrdao de crescimento trabecular em que
os hepatdcitos tumorais estdo dispostos em placas de vdrias espessuras, separadas por
espacos vasculares sinusdides, o padrao acinar ou pseudoglandular, no qual se observa
uma dilatacdo dos canaliculos do tipo glandular entre células tumorais ou
degenerescéncia central das trabéculas (limen contendo principalmente fibrina) e o
padrdao compacto ou sélido composto de trabéculas espessas comprimidas numa massa
solida (Paradis, 2013).

E cada vez mais reconhecido que os subtipos morfoldgicos do carcinoma do
figado vdo muito para além das Obvias distincdes entre o hepatocelular e o
colangiocarcinoma. Os subtipos comumente aceites sdo o carcinoma fibrolamelar
(CFL), o carcinoma esquirroso, o carcinoma sarcomatdide e o chamado carcinoma
inflamatério ou carcinoma linfoepitelial (CLE) (Brunt, 2012).

As diretrizes internacionais atuais recomendam a bidpsia do figado para provar
a malignidade de nddulos de 1-2 cm que sdo equivocos aquando da realizacdo de
exames imagiologicos. A histologia precoce do CHC ¢é a de uma neoplasia
hepatocelular bem diferenciada com aumento da densidade celular em relacdo ao
ambiente e um padrdo trabecular irregular e ocasionalmente pseudoglandular. Esta
histologia coloca, particularmente na bidpsia hepdtica, problemas de diagndstico
diferencial, principalmente com antecedentes imediatos, isto €, nédulos displasicos de
alto grau. Estes diagndsticos diferenciais podem ser posteriormente analisados para
exclusdo ou confirmagdo dos mesmos, tanto em espécimes cirirgicos como na bidpsia
hepdtica, utilizando para tal a morfologia histolégica, a histoquimica e
imunocitoquimica (Roncalli et al., 2010).

O mesmo autor refere que actualmente existem trés ferramentas para fazer o

diagnostico de CHC precoce e excluir outros diagnésticos diferenciais. Nestas incluem-
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se a reducdo ou perda da estrutura tipica das fibras de reticulina, a invasdo do estroma e
a imunorreatividade usando determinados biomarcadores.

As consideragdes diagnosticas diferenciais dos nddulos no figado dependem
em grande parte do estado do figado que ndo apresenta tumor. As lesdes potencialmente
mais desafiantes para os patologistas poderem distinguir de CHC em figados cirréticos
sao nodulos displasicos e, em figados ndo cirréticos, adenomas hepatocelulares (AHC)
(Kojiro e Roskams, 2005; Park, 2011). Foram feitas propostas para permitir o correto
diagnéstico do primeiro tipo, incluindo a andlise detalhada de vérias caracteristicas
histolégicas de rotina, como espessura das trabéculas, a invasdo vascular e capsular e
caracteristicas nucleares, ou utilizacdo de imunomarcadores com proteina de choque
térmico 70 (HSP70), glutamina sintetase (GS) e Glypican-3 (GPC-3) em vdrias
combinacdes (Di Tommaso et al., 2007). Um grupo sugeriu o uso da anexina-2
(Longerich et al., 2011).

Di Tommaso et al. (2009) mostraram que em todos os nddulos displdsicos em
figados cirréticos estudados, a positividade para os trés (HSP70, GS e GPC-3) nunca foi
observada, mas a combinacdo dos trés marcadores identificou corretamente 43,7%
carcinomas hepatocelulares.

Ao contrario do que acontece com o CHC avancado, o CHC precoce nao
apresenta um crescimento destrutivo e expansivo, mas substitui discretamente o
parénquima cirrético, a partir de um foco ou nédulo displasico pré-existente.
Normalmente ndo € envolvido por uma cédpsula verdadeira, a menos que ocorra num
estadio avangcado de cirrose. Neste caso, alguns espagos porta ainda podem ser
detectados dentro da lesdo. Uma caracteristica importante, particularmente enfatizada
pelos autores orientais e menos conhecida pelos patologistas ocidentais, € a esteatose
macrovesicular, relatada em menos de metade dos CHCs precoces (40%) (Roncalli et
al., 2010).

No cdo, histologicamente, os CHC formam trabéculas irregulares separadas por
capilares sinusoides, por vezes marcadamente dilatados, e por lesdes quisticas com
conteido sanguinolento ou seroso, podendo também formar estruturas acinares ou
sOlidas. As caracteristicas citologicas dos hepatdcitos em CHC sdo varidveis e, tal como
nos humanos, estes podem ser bem ou mal diferenciados. Estes tumores malignos

podem ser diferenciados dos AHC pelo seu crescimento infiltrativo na periferia do
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tumor, por presenga regional ou difusa de pleomorfismo celular, as vezes com células
atipicas ou bizarras e até células atipicas multinucleadas. A variagdo do tamanho celular
e nuclear, um ou varios nucléolos de tamanho varidvel e a presenca frequente de figuras
mitdticas sdo também caracteristicas histologicas de malignidade (Charles, 2006).

Muitas vezes, sao observadas zonas de lipidose focal ou generalizada ou
acumulacio de glicogénio dos hepatdcitos neopldsicos. As vezes, podem ser observados
focos de hematopoiese extramedular e macréfagos com pigmentos de ferro no seu
interior (Charles, 2006).

Tanto os CHC como os AHC podem desenvolver uma extensa necrose central,

o que pode conduzir a abcessos secundarios (Charles, 2006).

1.5 Diagnésticos diferenciais

O diagnéstico deste carcinoma baseia-se primeiro no achado de evidéncias
histolégicas de que a neoplasia é de origem hepatocelular. Embora as caracteristicas
hepatocelulares sejam faceis de reconhecer em neoplasias mais diferenciadas, essa

distin¢do € muitas vezes dificil em tumores mal diferenciados (Moulton, 1990).

1.5.1 Hiperplasia nodular

A hiperplasia nodular é uma lesdo proliferativa muito comum em cédes com
mais de 8 anos e afeta quase todos os canideos com mais de 14 anos de idade. Estas
lesdes nao t€m significado clinico, e por isso devem ser distinguidas de massas
neoplésicas. A hiperplasia nodular € rara noutras espécies e € caracterizada por
multiplas massas distintas distribuidas aleatoriamente pelo figado (Bergman, 1985).

Os nédulos sdo esféricos a ovais e a superficie de corte ¢ bem delineada do
parénquima normal adjacente. A lesdo pode ser visivelmente mais palida ou mais escura
do que o parénquima hepético adjacente, dependendo da quantidade de vacuolizacao
hepatocelular, do nimero de hepatécitos afetados e do grau de congestdo.
Ocasionalmente, as lesdes sdo dificeis de detectar devido a sua semelhanca com o
parénquima normal. Os nddulos variam em tamanho de 2 mm a 3 cm de didmetro

(Cullen e Poop, 2007).
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Histologicamente, a hiperplasia nodular € caracterizada por um nddulo
expansivo de hepatdcitos que retém a arquitetura lobular normal. Os espacos porta e as
veias centrais podem estar mais separados do que o normal, mas a arquitetura lobular
pode ser discernida. Apesar de muitas vezes comprimirem o tecido normal adjacente e
levarem a que haja uma zona condensada de reticulina, os ndédulos nunca sao
encapsulados e ndo existe aumento na quantidade de tecido fibroso dentro do mesmo
(Baba et al., 2007).

Os hepatdcitos estdo dispostos em fiadas de uma a duas células de largura.
Dentro do ndédulo, a vacuolizacdo, quando presente, pode ser difusa ou focal.
Geralmente, os hepatdcitos estdo hipertrofiados devido ao aumento do citoplasma ou
por causa da vacuolizacdo extensa. Os nucléolos estdo ocasionalmente aumentados. As
figuras mitdticas sdo incomuns mas podem ser mais frequentes do que as encontradas

no figado normal (Cullen, 2007).

1.5.2 Noédulos regenerativos

Os nédulos de hiperplasia regenerativa sdo distintos da hiperplasia nodular. Os
nddulos regenerativos ocorrem em algumas espécies, a maioria nos caes, como
resultado de lesdes cronicas. Muitas vezes, a etiologia é desconhecida (Baba et al.,
2007).

E improvdavel que os nédulos regenerativos sejam confundidos com a
hiperplasia nodular, uma vez que os nédulos regenerativos surgem em resposta a danos
no figado e a fibrose significativa e a incidéncia ndo estd relacionada com a idade. Uma
vez que estas lesdes sdo presumidas como resultantes da proliferacdo de hepatdcitos
sobreviventes, geralmente hd apenas um unico espago porta dentro dos nddulos
regenerativos (Rothuizen et al., 2000).

Os noédulos regenerativos podem ser dificeis de distinguir dos adenomas
hepatocelulares com base apenas na histologia, embora algumas caracteristicas
distintivas o permitam fazer. Os nddulos regenerativos sdao compostos de fiadas de
hepatdcitos que ndo possuem mais de duas células de espessura e os adenomas podem
ter fiadas mais espessas. Os adenomas hepatocelulares sdo mais propensos a ser lesdes

solitarias e, geralmente, ndo surgem em caso de lesao hepatica e fibrose (Cullen, 2007).
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1.5.3 Adenomas hepatocelulares

Os AHC sio neoplasias benignas do figado. Provavelmente durante anos foram
subdiagnosticados pelos patologistas veterindrios, e muitas vezes classificados como
hiperplasias nodulares ou até CHC, embora a sua prevaléncia seja ainda hoje muito
baixa (Cullen, 2007).

As neoplasias geralmente s@o massas unicas, nao encapsuladas, de tamanho
varidvel, vermelho ou castanho que comprimem o parénquima adjacente. Sado
tipicamente esféricas, mas podem ser pediculadas (Eves, 2004).

Compdem-se de hepatdcitos bem diferenciados, que formam placas uniformes
que podem ser de duas a trés células de espessura (Rothuizen et al., 2006).

Os critérios diagndsticos para distinguir os AHC e a hiperplasia nodular
hepatocelular podem ser um pouco subjetivos porque ambos surgem em figados sem
anormalidades de fundo, ao contrario dos nédulos regenerativos que surgem nos figados
danificados. Histologicamente, os adenomas sdo caracterizados por apenas um ou muito
poucos espagos porta, enquanto que os ndédulos hiperpldsicos mantém os elementos
normais da arquitetura lobular, embora os tracados do portal estejam mais separados do
que o normal. Noutros casos, pode ser dificil distinguir os adenomas hepatocelulares de
carcinomas hepatocelulares bem diferenciados (Cullen, 2007).

Embora uma sequéncia tipica de adenoma-carcinoma nao represente uma via
frequente na carcinogénese hepatica, o AHC pode raramente atuar como uma lesdo
precursora do CHC (Fattovich et al., 2004). Nos seres humanos ocorre
predominantemente em pacientes do sexo feminino que usam contraceptivos orais, mas
também tem sido descrito em pacientes do sexo feminino com diabetes do tipo 3. Nos
homens, € descrito em pacientes com doenca de armazenamento de glicogénio ou
tratamento com androgénios (Chang et al., 2013).

Em alguns casos, nenhuma etiologia pode ser determinada para o
desenvolvimento do AHC. A distin¢do entre um CHC bem diferenciado e um adenoma
hepdtico pode ser desafiante, especialmente quando tumores histologicamente
semelhantes aos AHC ocorrem em condi¢cdes pouco usuais ou apresentam atipia

citolégica ou arquiteténica (Schlageter et al., 2014).

1.6  Outros tumores hepaticos
29

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade de Medicina Veterindria



Rita Fernandes - A Utilidade da Reticulina do Diagnéstico do Carcinoma Hepatocelular num Modelo de
Murganho e a sua Aplicag@o a Espécie Canina.

1.6.1 Adenoma colangiocelular

Os adenomas dos ductos biliares sdo incomuns na maioria das espécies. Sao
geralmente pequenos € assintomdticos, muitas vezes descobertos como um achado
acidental a necropsia. Os adenomas biliares sdo nao encapsulados, irregulares, branco
palidos a cinza, massas multiloculares caracterizadas pela formagao de dcinos redondos,
ductos biliares ou espacos expandidos revestidos com células epiteliais biliares bem
diferenciadas (Cullen, 2007).

A camada unica de células de revestimento pode ter forma cilindrica, oval ou
achatada. O citoplasma geralmente é pélido eosinofilico e ocasionalmente granular. Os
nucleos tendem a ter uma orientagdo basal com nucléolos proeminentes. As mitoses sao

incomuns (Rothuizen et al., 2006).

1.6.2 Carcinoma colangiocelular

Os carcinomas colangiocelulares sao neoplasias malignas do epitélio biliar, que
geralmente surgem dos ductos intra-hepéaticos, embora os ductos biliares extra-hepaticos
também possam ser afetados. Estas neoplasias ocorrem em todas as espécies. Os
tumores tém frequentemente um aspecto lobulado, particularmente quando protudem
pela cdpsula do figado circundante. Ao corte, a coloracdo destes tumores varia de
branco para amarelo acastanhado. Os bordos das lesdes sdo geralmente bem delineados
do parénquima hepatico adjacente (Aslan et al., 2014).

As dreas de necrose, caracterizadas por amolecimento do tecido e descoloragao
avermelhada, podem ser encontradas nas regides centrais dos tumores nodulares, bem
como nas areas focais de grandes neoplasias tnicas. As dreas quisticas que contém
fluido viscoso estdo geralmente distribuidas aleatoriamente ao longo do
colangiocarcinoma (Cullen, 2007).

Os tumores sdo compostos de células que mantém uma semelhanga com o
epitélio biliar. Estes carcinomas bem diferenciados estdo organizados num arranjo
tubular ou acinar. Em neoplasias menos diferenciadas, alguns arranjos acinares podem
ser detectados entre massas sélidas de células neoplasicas. Os carcinomas pouco
diferenciados sao compostos por ilhotas ou corddes, e podem ser observadas areas de

diferenciacao escamosa (Aslan et al., 2014).
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Os componentes epiteliais dos colangiocarcinomas geralmente sdo separados
por tecido conjuntivo fibroso. A quantidade de tecido conjuntivo varia entre os tumores,
mas uma deposi¢cdo abundante de colagénio € relativamente comum e € responsavel pela
textura firme destas neoplasias. As margens dos colangiocarcinomas sdo caracterizadas
por multiplos locais de invasdo local por células tumorais do parénquima hepético
circundante (Cullen, 2007).

Os multiplos locais de necrose hepdtica também sdo comuns no parénquima
adjacente (Aslan et al., 2014).

As metéstases para os locais extra-hepaticos sao comuns, particularmente para
os ganglios linfaticos adjacentes do abdémen cranial, pulmdes ou cavidade abdominal

(Cullen e Poop, 2002).

1.6.3 Tumores carcinoides

Os carcindides sdo tumores incomuns (Rothuizen et al., 2006). Acredita-se que
surjam de células neuroenddcrinas que se encontram no epitélio biliar ou no parénquima
hepatico (Cullen, 2007).

Podem formar-se dentro do sistema biliar intra-hepatico ou extra-hepatico.
Muitas vezes formam uma massa tnica, mas multiplos nédulos podem desenvolver-se,
provavelmente secunddarios a metdstases intra-hepaticas (Rothuizen et al., 2006).

As células tendem a ser pequenas, alongadas ou fusiformes e os tumores sao
altamente vasculares. A detec¢do imuno-histoquimica de marcadores neuroenddcrinos,
como a cromogranina A podem ser usados para confirmar o diagndstico em alguns

casos, mas ndo ha marcadores definitivos (Rothuizen et al., 2006).

1.7 Neoplasias mesenquimatosas primarias do figado

As neoplasias primérias podem surgir a partir de qualquer um dos constituintes
celulares normais do figado, incluindo neoplasias mesenquimatosas derivadas do tecido
conjuntivo do figado, incluindo fibrossarcoma, leiomiossarcoma, e osteossarcoma
(provavelmente secunddrio a outro tumor mesenquimatoso) e endotélio (hemangioma e
hemangiossarcoma). O hemangiossarcoma hepatico primdrio estd bem descrito em caes,

embora o figado seja um local de origem relativamente incomum para esta neoplasia em
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comparacdo com a pele e o bagco. As neoplasias mesenquimatosas primdrias do figado
devem ser distinguidas das metastases. A presenca de massas disseminadas ao longo do
figado € mais tipica dos sarcomas metastdticos do que dos sarcomas hepéticos primdrios

(Cullen, 2007).

1.8 Metastases hepaticas

O figado € um dos dois locais mais comuns para a disseminagdo metastatica de
neoplasias malignas, a par com o pulmao (Rothuizen et al., 2006).

Uma necropsia completa e histéria médica ou cirdrgica sdo necessdrias para
distinguir neoplasias metastdticas de neoplasia primédria do tecido hepatobiliar. E
importante, portanto, aquando da avaliagdo de uma neoplasia hepdtica, procurar também
noutros locais do corpo por um potencial tumor primdrio. Algumas neoplasias
metastdticas tém uma aparéncia tipica no figado. Por exemplo, os melanomas sao
frequentemente negros por causa da presenca de melanina, e os hemangiosarcomas
geralmente sdo vermelho escuro a castanho por causa do sangue (Cullen, 2007).

O linfoma maligno € a neoplasia metastdtica mais comum encontrada no figado
na maioria, se ndo em todas as espécies. Segue-se o hemangiosarcoma e tumores do
tecido epitelial, particularmente do pancreas (Rest, 2008).

As neoplasias hematopoiéticas, como o linfoma e os distirbios
mieloproliferativos podem expandir o figado de forma difusa e podem ter varidveis

infiltrativas e nodulares. Essa aparéncia caracteristica do envolvimento difuso ¢é

[

atribuivel a degeneracdo hepatocelular centrolobular devido a anemia e devido

localizagao especifica das acumulacdes de células neopldsicas.

1.9 Reticulina

A coloracgdo da reticulina usa uma impregnacdo de prata para detetar fibras de
reticulina, que sdo feitas de colagénio tipo 3. As fibras aparecem pretas contra um fundo
cinza a rosa claro. No figado, tais fibras estdo presentes como parte da matriz
extracelular no espaco de Disse. Ao evidenciar essas fibras, a colora¢do ajuda na
avaliacdo da arquitetura das placas hepdticas, como a sua expansdo em condicdes
regenerativas e neopldsicas, compressdo de placas em hiperplasia regenerativa nodular e
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colapso da estrutura de reticulina na necrose. A colora¢do também € usada para avaliar
estas fibras noutros tecidos, como medula éssea e rim (Krishna, 2013).

Segundo alguns autores, a reticulina é usada de forma mais segura quando ¢é
possivel a comparagio com figados ndo neopldsicos. E uma coloragio facilmente mal
interpretada que nem sempre permite distinguir adenomas e outras lesdes benignas de
CHC (Brunt, 2012).

Por vezes, é possivel ver com a coloracido de HE as caracteristicas classicas da
neoplasia, como a hipercromasia, o aumento da relagdo nucleo/citoplasma, figuras de
mitose, entre outras. No entanto, o CHC pode ser muito bem diferenciado, e essas
caracteristicas estarem ausentes na coloracio de rotina. Nestes casos, e segundo alguns
autores, a coloracdo da reticulina pode tornar-se bastante util. A arquitetura hepatica
normal tem uma ou duas placas de espessura de células entre cada bordo endotelial. Se
o tecido € displésico, as c€lulas que se dividem ja ndo reconhecem os seus limites, e o
que se pode observar com a coloracdo da reticulina sdo vérias fiadas de células entre as
fibras coradas a negro ou até mesmo uma auséncia das mesmas (Journal of Online
Hepatology, 2011).

Segundo Kocjan, a coloragdo da reticulina é um dos testes acessérios mais
uteis para o diagnéstico do CHC bem diferenciado. Um padrao anormal de reticulina,
geralmente caracterizado pela auséncia da mesma, estd altamente associada a presenca
deste tumor no figado. Os carcinomas bem diferenciados e pequenos num estadio inicial
podem no entanto apresentar um padrdo normal e nem sempre podem ser distinguidos
de casos de displasia. Uma outra armadilha na interpretacao desta colora¢do prende-se
com o facto da esteatose marcada poder causar um resultado falso negativo (Kocjan et
al., 2010).

Existem varios estudos que referem uma reducdo do nimero de fibras de
reticulina presentes nestes tumores (Dowman et al., 2014; Serizawa et al., 2015) e
também uma descontinuidade das mesmas (Schmidt er al., 2008) noutras espécies
animais que incluem canideos e roedores.

Em Medicina Humana, na maioria dos casos de hiperplasia nodular nao se
observam alteracoes relativamente a presenga das fibras de reticulina nem tao pouco a

sua disposi¢do cldssica por entre fiadas de hepatdcitos, apesar de por vezes zonas de
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esteatose apresentarem um maior nimero de corddes de hepatdcitos entre as fibras do
que seria de esperar (Swanson et al., 2015).

A coloracdo de reticulina é agora considerada mais fidvel e consistente do que
qualquer um dos anticorpos, enzimas ou imunomarcadores na distincdo de CHCs bem
diferenciados de lesdes hepaticas benignas (Yang et al., 2004).

A perda da estrutura de reticulina, a invasdo do estroma e uma positividade de
pelo menos 2 de 3 marcadores (HSP70, GS, Glypican 3) s3o considerados os
parametros mais marcantes no diagndstico de CHC precoce em bidpsias hepaticas
(Schlageter et al., 2014).

Ja em 1993, Ferrell et al. declararam que a reducdo ou auséncia de um padrio
de reticulina intacta é um critério importante para a malignidade na sua proposta de
critérios padronizados para o diagndstico de lesdes hepatocelulares benignas, limitrofes
e malignas que surgem na doenga hepatica avangada crénica. No ano anterior, ja haviam
relatado que a perda de reticulina geralmente era muito ttil na diferenciacao de nédulos
macrorregerativos de carcinomas de pequeno tamanho no figado cirrético (Ferrell et al.,
1992).

E preciso no entanto referir que existem casos descritos em se observam
padrdes de reticulina normais em CHC, tal como Wilkens descreve em 2006 num case
report € Hong, novamente, em 2011. Estes casos colocam em questdo a fiabilidade da
colorac¢do da reticulina no que toca ao diagndstico destes tumores por haver preservagao
da estrutura tipica das fibras (Wilkens et al., 2006; Hong et al., 2011).

A técnica de Gordon & Sweet consiste numa impregnacao de prata amoniacal.
Inicialmente, devido a baixa afinidade das fibras de reticulina para os sais de prata, faz-
se um pré-tratamento denominado de oxidacdo (as fibras de reticulina sdo oxidadas para
revelarem a sua argirofilia). Assim, ocorre a oxida¢dao dos grupos glicol da hexose na
reticulina em grupos aldeido. De seguida, ocorre a impregnagao através da formagao de
um composto metal-organico com o tecido, que € subsequentemente substituido pela
prata. Os complexos diamina-prata sdo reduzidos a prata metdlica pelos grupos aldeido
(processo insuficiente ndo produzindo reagdo adequadamente visivel). A solugdo de
formol a 10% vai entdo reduzir os complexos diamina prata residuais a prata metalica,

nas porc¢oes de tecido seletivamente impregnadas. A prata ndo-reativa € removida pelo
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tiossulfato de soédio. Neste tipo de técnica o contraste € opcional e pode ser efetuado

com Nuclear Fast Red, Verde Luz, entre outros (Carson e Freida, 1997).

1.10 Os murganhos como modelo de carcinoma hepatocelular de seres

humanos

Para esclarecer a patogénese do CHC e investigar os efeitos de potenciais
terapias, uma série de modelos animais tém sido desenvolvidos. Os modelos de
xenotransplante subcutaneos tém sido amplamente utilizados nas ultimas décadas.
Também os modelos de murganho geneticamente modificados t€ém facilitado muito os
estudos sobre a funcdo dos genes no desenvolvimento do CHC (Heindryckx et al.,
2009).

Virios reagentes quimicos induzem a formacdo de tumor quando
administrados em altas doses e duracdo adequada. Existem dois tipos de agentes
carcinogénicos: compostos genotdxicos que sdo caracterizados pela sua capacidade de
induzir mutagdes de DNA estrutural e os compostos de promocdo, que nao possuem
capacidade genotdxica direta, mas promovem o desenvolvimento tumoral apds a
iniciagdo com recurso a um composto hepatotéxico (Pitot e Dragan, 1991).

A vantagem dos modelos quimicamente induzidos € a semelhanga com o ciclo
que envolve lesdo, fibrose e malignidade, observado em humanos. Este facto torna os
modelos quimicamente induzidos favoritos para o estudo do CHC (Heindryckx et al.,
2009).

A dietilnitrosamina (DEN) ¢é frequentemente utilizada como agente
carcinogénico. O 6rgao alvo no qual a DEN induz tumores malignos € especifico da
espécie mas nao de forma exclusiva, podendo também estar dependente da idade do
animal, da dose administrada, da frequéncia e da via de administracdo. Os murganhos
desenvolvem principalmente tumores no figado, mas também neoplasias
gastrointestinais, cutaneas, respiratérias e tumores hematopoiéticos. A capacidade
carcinogénica da DEN reside na sua capacidade de alquilar estruturas de ADN
(Heindryckx et al., 2009). A capacidade carcinogénica da DEN ¢é reforcada pelo
fenobarbital (Tamano et al., 1994).
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1.11  Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo primdrio determinar qual a real
utilidade da reticulina no diagnéstico do CHC num modelo de murganho e qual a sua
aplicacdo a realidade da Medicina Veterindria utilizando algumas amostras de lesdes
hepaticas caninas para tal.

Como outros objetivos pretendeu-se:

-Caracterizar do ponto de vista clinico-patolégico e histopatoldgico as lesdes a nivel
hepatico e fazer uma breve comparacao entre seres humanos, murganhos e caes.
-Avaliar a capacidade de coloracdo das fibras de reticulina em figados sauddveis e em
lesdes hepaticas de murganhos e canideos.

-Realizar uma comparacdo visual entre laminas coradas com hematoxilia e eosina com a
coloragao da reticulina.

-Comparar de forma objectiva a disposi¢do das fibras de reticulina em CHC e zonas
displdsicas em murganhos e transpdr a técnica para a espécie canina, comparando o
CHC com uma amostra de hepatite crénica e uma de hiperplasia nodular benigna.
-Avaliar quantitativamente a capacidade das fibras de reticulina em delimitar os tumores

e ajudar a medir a sua drea.
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2. Materiais e Métodos
2.1 Murganhos e processamento histologico

No ambito de um projecto de investigagdo com um grupo residente no Instituto
Gulbenkian de Ciéncia, o servico de histopatologia foi requisitado para avaliar e
quantificar o nimero e o tamanho de neoplasias induzidas quimicamente num modelo
de CHC em murganho. Estes animais foram injectados com dietilnitrosamina e
fenobarbital seguindo um protocolo de carcinogénese quimica bem estabelecido (Kato
et al., 1993). Neste protocolo, os tumores sdo iniciados pelo firmaco genotdxico
dietilnitrosamina (DEN) as 4 semanas de idade e promovido pelo promotor tumoral
fenobarbital a partir das 8 semanas de idade (Eferl er al., 2003). Os animais foram
sacrificados aos dez meses, tendo este projeto de investigacdo sido aprovado pela
comissao de ética do Instituto Gulbenkian de Ciéncia

Foram utilizados onze figados e analisados todos os respectivos lobos
hepaticos. Como controlo foi utilizado um figado de um murganho saudével pertencente
a um outro estudo.

O material enviado para o servigo da histopatologia foi previamente fixado em
formaldeido tamponado a 10%, sendo que o tempo de fixacdo variou entre 48 horas e
uma semana, e foi posteriormente processado e incluido em parafina. Os cortes de 4
micra (efetuados no micrétomo Leica RM 2255) foram corados com HE.

Para a avaliacdo dos tumores, foi selecionada a sec¢do mais representativa de
cada lobo (a que apresentava o maior nimero de nddulos), na qual foram contados os
tumores e medidas as suas dreas. Para esta etapa recorreu-se a0 microscopio 6tico com
camara para a contagem dos tumores. No caso destes serem visualizados na totalidade
com a menor amplifica¢do (40x), tiraram-se fotografias aos mesmos para posteriomente
realizar as medi¢oes de dreas. No caso dos tumores ndo caberem na sua totalidade no
campo de visdo, recorreu-se a lupa e tiraram-se fotografias dos mesmos numa
ampliacdo menor (2x). A delimitacdo dos carcinomas foi feita com a ajuda do software
informético Image J.

Apenas quando os nddulos eram evidentes e bem delimitados foram
considerados como sendo CHC, segundo o modelo proposto por Schlageter et al. em
2014. Os CHC caracterizavam-se pela sua formacdo nodular distinta e elevada que se
projeta da superficie hepatica. As células neopldsicas dentro do nddulo estavam
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dispostas em toalha e as células neopldsicas eram maiores quando comparadas com as
células hepdticas, com polarizagdo dos nucleos. As figuras mitéticas ndo eram
numerosas. No caso das displasias, os hepatdcitos eram maiores com polarizacdo dos
nicleos, mas nao foi observada formagdo nodular. Nao foi observada nenhuma

superficie sub-macroscdpica irregular (Figura 1).

Figura 1: Contagem de nddulos no parénquima hepético de murganho. A) Formacao
nodular clara que se projeta da superficie hepatica (Hematoxilina e eosina, 40x). B)
Displasia em que ndo se observa qualquer formacdo nodular e ndo existe nenhuma

superficie sub-macroscépica irregular (H&E, 40x).
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2.1.1 Coloracao com Reticulina

A técnica utilizada para este trabalho foi a de Gordon & Sweet (1936), cujo
protocolo € o seguinte:
1. Desparafinacdo das laminas em xilol durante 20 minutos.
2. Hidratacdo das laminas em dlcoois com percentagem decrescente de concentragao;
100%> 95%> 80%> 70%, durante cerca de 5 minutos cada. Passagem das laminas

por dgua destilada.

98]

Oxidacao com solucdo de Permanganato de Potéssio acidificado durante 5 minutos
— até os cortes ficarem castanhos.
Lavagem em 4gua corrente.

Descoloragio com solucio de Acido Oxalico — 1 minuto.

4

5

6. Lavagem em &dgua corrente

7.  Solugdo de Sulfato de Aménio Férrico (mordante) — 15 minutos.

8. Lavagem em dgua destilada (varias lavagens).

9. Solugdo de Nitrato de Prata filtrada durante 5 minutos — até os cortes ficarem
amarelos escuros.

10. Lavagem em 4gua destilada (varias lavagens).

11. Redugdo com solug¢do de Formol 10% durante 1 a 2 minutos (os cortes devem ficar
castanhos claros).

12. Solugdo de Cloreto de Ouro — 5 minutos.

13. Lavagem em &4gua destilada.

14. Solugdo de Tiossulfato de S6dio — 5 minutos.

15. Lavagem em 4gua destilada.

16. Contraste com Neutral Red — 1 minuto.

17. Desidratacdo das laminas com passagem por dlcoois com percentagem crescente de

concentracdo, 95% 1> 95% 11> 100% I> 100% 11, finalizando com a diafaniza¢do em

xilol.

18. Montagem das laminas.
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2.1.2 Avaliacao da Coloracao

A avaliacdo da marcagdo pela reticulina nos murganhos em figado normal foi
feita de forma qualitativa e comparada posteriormente com os dados fornecidos pela
literatura em relagdo a espécie humana. Igualmente qualitativa foi a avaliacdo visual da
capacidade das fibras de reticulina em diferenciar os tumores dos focos de displasia e
figado normal, sendo que ulteriormente foi realizada uma avaliagcdo quantitativa da
mesma em diferenciar os tumores recorrendo a contagem dos nédulos com a coloracdo
de Gordon & Sweet e comparando com o nimero obtido com a coloragdo de HE. Esta
contagem foi feita de forma cega e ndo seriada para ndo influenciar as contagens entre
as duas coloragdes de uma mesma lamina.

Procedeu-se depois a uma avaliacdo quantitativa da capacidade das fibras de
reticulina em delimitar os tumores e ajudar a medir a sua drea, visto ser esta uma das
medidas de elei¢do para fazer contagens em estudos de HCC, e por fim a uma andlise
global sobre o potencial do uso da reticulina no diagndstico de displasias
hepatocelulares e de CHC. Nesta etapa foram apenas contabilizadas as dreas tumorais

que eram observadas com ambas as coloragdes.

2.1.3 Analise estatistica

Ap6s ter sido determinada a drea ocupada pelos tumores no figado, tentou-se
verificar se existia alguma significancia estatistica em relacio as diferencgas encontradas
entre dreas, utilizando para tal o coeficiente de correlacdo de Pearson. Este passo foi

realizado com a ajuda do programa informéatico SPSS.

2.2 Cao

As amostras de figado de cdo provieram dos arquivos do Laboratério de
Investigacdo Cientifica e Andlises Moleculares (DNAtech), em Lisboa, tendo todas elas
sido fixadas em solu¢do de formalina a 10% e incluidas em parafina entre o dia 1 de
Janeiro de 2016 e o dia 31 de Dezembro de 2016.

A avaliacdo das lesdes presentes foi realizada através da observacgdo direta ao
microscopio 6tico, com coloragdo de HE, pelo patologista da DNAtech nesse mesmo

ano, e reiterada para a realizacdo deste trabalho.
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Para este estudo foram feitos cortes de 5 micra aos blocos seleccionados
(micr6tomo Microm HM 430) e as quatro amostras foram coradas com H&E e também
com a técnica de Gordon & Sweet para colocar em evidéncia as fibras de reticulina.
Foram utilizadas duas amostras de CHC, uma de hepatite crénica e uma hiperplasia
nodular benigna.

Como controlo foi utilizado uma amostra de figado de cachorro saudével
proveninente da mesma base de dados.

O protocolo para a coloracdo das fibras de reticulina com a técnica de Gordon
& Sweet foi igual a utilizada nas 1aminas de murganho (Gordon e Sweet, 1936). Foi
realizada uma avaliacdo qualitativa relativamente a capacidade de coloragdo das fibras
de reticulina em figado sauddvel e a sua disposi¢do nos casos de carcinomas hepaticos,

hiperplasia nodular e hepatite cronica.
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3. Resultados

3.1 Avaliacao da capacidade de coloracao das fibras de reticulina em figados

controlo de murganho

A marcagdo das fibras de reticulina no figado sauddvel de murganho mostra
um padrao relativamente homogéneo em toda a extensdo do parénquima, sendo mais
marcada na drea centrolobular e nos vasos sanguineos, essencialmente juntos aos
espacos porta. Apesar das fibras de reticulina ndo estarem coradas em toda a sua
extensdo e por isso ndo apresentarem o padrdo tipico que se visualiza muitas vezes no
parénquima hepatico de humanos, é possivel concluir que estd presente entre as fiadas
de hepatdcitos de forma regular, sendo que nao existem mais do que um ou dois corddes

de células entre cada limite endotelial (Fig. 2).

Figura 2: Marcacdo da reticulina num figado sauddvel de murganho (Reticulina, 100x).

3.2 Avaliacao qualitativa da capacidade da coloracao da reticulina em

diferenciar focos de displasia e figado saudavel de CHC

Em relagdo a capacidade das fibras de reticulina em diferenciar os tumores dos

focos de displasia e figado normal, constata-se que nos murganhos o padrdo exibido
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pelas fibras de reticulina nos casos de displasia é semelhante ao padrdo que elas
apresentam num figado normal, sendo que em algumas zonas do parénquima hepético

estas ndo sdo visiveis (Fig. 3).
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Figura 3: Disposi¢ao das fibras de reticulina em casos de focos de displasia

hepatocelular em murganho (A - Reticulina, 100x), (B — Reticulina 200x).

Na maioria dos casos, os CHC dos murganhos formam com a coloracdo da
reticulina nédulos bem evidentes. Algumas vezes é possivel distinguir um tumor de

forma mais clara com esta coloracdo que com a HE tem uma aparéncia extremamente
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duvidosa, e que por isso ndo poderd nesta categoria ser considerado um CHC. O que
torna estes nddulos muito demarcados com esta coloragdo € o facto de as fibras coradas
a negro estarem empurradas para a periferia do tumor, comprimidas de encontro ao
tecido adjacente, formando uma rede compacta que permite estabelecer limites bastante
precisos entre os carcinomas e o tecido hepdtico saudével (Figura 4).

No entanto, a disposicdo das fibras dentro desses mesmos nddulos varia de
uma forma muito heterogénea, podendo existir um padrdo bastante semelhante ao
observado em tecidos normais ou haver uma completa auséncia de fibras de reticulina.
A figura 5 mostra os diferentes padrdes de reticulina encontrados no interior dos

carcinomas hepatocelulares neste estudo.

Figura 4: Os tumores hepatocelulares em murganhos sdo na sua maioria bem
diferenciados gracas a rede de fibras de reticulina que é empurrada para a periferia dos

nodulos (Reticulina, 100x).
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Figura 5: A) CHC em murganho onde se observa uma quase total auséncia de fibras de
reticulina no interior do tumor (Reticulina, 100x). B) CHC em murganho onde se
observa uma disposi¢do das fibras de reticulina no interior do tumor semelhante ao

tecido hepatico adjacente (Reticulina, 40x).
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3.3. Avaliacao quantitativa da capacidade das fibras de reticulina em

delimitar os tumores e ajudar a medir a sua area

Nem sempre os nddulos identificados em HE s3o mais evidentes com a técnica
da reticulina, como se pode observar na figura 6.

A contagem de CHC com a coloragdo de HE foi diferente da contagem dos
mesmos tumores com a coloragdo da reticulina. Com a primeira destacaram-se de forma
evidente 44 nddulos no total dos 44 lobos hepaticos analisados. Ja utilizando a técnica
de Gordon & Sweet, contaram-se 47 tumores nas mesmas amostras. O grafico 7 mostra
as contagens de tumores efetuados com a coloragdo HE, divididos por lobos hepaticos.
O gréfico 8 mostra as contagens efetuadas com a coloragdo da reticulina no mesmo

molde.
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Figura 6: A) Dois nddulos visiveis no parénquima hepatico (H&E, 40x). B) Mesmo
corte da imagem anterior. Presenga de estrutura nodular mal delimitada (Reticulina,

40x).
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Contagem de tumores com HE

Graéfico 7 — Contagem de nddulos por lobos hepéticos com a coloragdo de HE

Contagem de tumores com reticulina

Griafico 8 — Contagem de nddulos por lobos hepéticos com a coloragdo da reticulina

A diferenca encontra-se ndo s6 no facto de alguns nddulos serem mais
facilmente identificados como CHC com a reticulina mas também na identificacdo de

véarios nddulos microscopicamente visiveis dentro do que, com a HE, aparentava ser
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apenas um tumor. De notar que um dos CHC observados com a HE nao foi classificado
como tal com a coloragdo da reticulina.

Por ser uma medida importante para fazer contagens em estudos de CHC,
mediram-se as dreas dos tumores que podiam ser observados com ambas as coloragdes e
verificou-se que, mesmo nos lobos onde a contagem de tumores era idéntica, as dreas
acabavam por ser ligeiramente superiores na coloracdo com H&E (Tabela 1 e 2). Os
tumores que apenas eram observados numa destas coloragdes nao foram contabilizados

nas areas a medir.

Tabela 1: Area ocupada pelos nédulos no parénquima hepatico de murganho nas

laminas coradas com HE.
Area de tumor por orgao (mm?)
Figado 1 2,37
Figado 2 0
Figado 3 43,89
Figado 4 0
Figado 5 1,30
Figado 6 24,50
Figado 7 20
Figado 8 77,20
Figado 9 19,50
Figado 10 0
Figado 11 n.m

Total 189 mm?

Legenda: n.m. — drea ndo medida
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Tabela 2: Area ocupada pelos nédulos no parénquima hepatico de murganho nas

laminas coradas com reticulina.

Area de tumor por orgao (mm?)

Figado 1 2,30
Figado 2 0
Figado 3 39,10
Figado 4 0
Figado 5 1,38
Figado 6 23,53
Figado 7 18,70
Figado 8 72,40
Figado 9 17
Figado 10 0
Figado 11 n.m

Total 174 mm?

Legenda: n.m. — drea ndo medida

De forma a perceber se existia alguma significancia estatistica nas diferencas
encontradas entre dreas, utilizou-se o coeficiente de correlagdo de Pearson. Uma
correlacdo significativa (p<0,05) acima de 90% (0,9) permitiria uma forte indicag¢do de
que as duas coloracdes permitem delimitar dreas idénticas.

E isso mesmo que se verifica neste caso (r=0,999, n=10, p>0,0001) - apesar
das areas de tumor serem quase sempre superiores quando observadas com a HE, existe

uma correlacdo quase perfeita entre os dois métodos.
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3.4 Avaliacao da capacidade de coloracao das fibras de reticulina no figado

controlo de cao

No c@o, ndo parecem haver diferencas na coloragdo negra da reticulina
consoante as zonas de parénquima hepdtico e as fibras coram de uma forma mais
intensa. As fibras surgem a preto contra um fundo cinzento a rosa claro, estando

presentes como parte da matriz extracelular no espaco de Disse (Fig. 7).
< i . O AR A ' ‘!‘A’f‘"”*“\ x > A

Figura 7: Marcacao da reticulina num figado saudavel de cdo (Reticulina,

100x).

3.5 Avaliacao da capacidade de coloracao das fibras de reticulina no caso de

hiperplasia nodular canina

Na imagem histoldgica de figado do cao, as fibras de reticulina exibem o seu
padrdo normal. No entanto, nas zonas nodulares hiperpldsicas observa-se uma ténue
reducdo na intensidade da coloracdo, tornando-se as fibras menos visiveis e surgindo de

forma descontinua ao longo do parénquima (Fig. 8).
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Figura 8: A) Disposicao das fibras de reticulina em casos de hiperplasia nodular

hepatocelular em cdo (Reticulina, 100x). B) Disposicdo das fibras de reticulina em casos

de hiperplasia nodular em cao (Reticulina, 200x).

3.6 Avaliacao da capacidade de coloracao das fibras de reticulina no caso de

hepatite cronica canina

No caso da hepatite crénica, observam-se algumas zonas em que a reticulina
estd ausente e que correspondem a zonas de necrose de liquefacdo, tal como se pode
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confirmar com a HE (Fig. 9). Também € possivel ver zonas de fibrose, especialmente
num padrao portal-portal (deposicdo de fibrose entre as zonas portais dos l6bulos
hepdticos, formando pontes entre estes - bridging), passivel de ser confirmada com a
técnica de Gordon & Sweet. Esta técnica permite ver que existe uma aproximacao das
fibras de reticulina, como se estas estivessem colapsadas, formando-se assim nestas
regides uma nuvem mais densa de colagénio tipo III que fica evidenciado a negro (Fig.

10).

Figura 9: Zonas de necrose na hepatite cronica canina. A) Com a coloragdo de HE ¢
possivel observar as dreas necréticas (H&E, 40x). B) Com a coloracdo de Gordon &
Sweet observa-se uma auséncia de fibras de reticulina nessas mesmas zonas (Reticulina,

100x).
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e

Figura 10: Zonas de fibrose na hepatite cronica canina. A) Com a H&E € possivel
observar que as zonas onde hd maior deposicao de fibrose sdo a nivel portal-portal. B)

Observa-se um colapso das fibras de reticulina nas areas de fibrose (Reticulina, 40x).

3.7 Avaliacao da capacidade de coloracao das fibras de reticulina no caso de

carcinoma hepatocelular canino

No cdo, observa-se que o CHC bem diferenciado apresenta um padrdo das

fibras de reticulina que se assemelha muito ao que estd descrito na bibliografia em seres
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humanos, distanciando-se um pouco do que acontece nos murganhos. As fibras sdo
visiveis no proprio tumor em toda a sua extensdo a rodear varias fiadas de hepatdcitos,
que podem chegar as seis, apresentando assim o tipico padrdo anormal das fibras,

caracteristico destes tumores (Fig. 11).
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Figura 11: Disposi¢ao anormal das fibras de reticulina no CHC bem diferenciado no cao

(Reticulina, 200x).

No CHC indiferenciado do cao observa-se uma perda completa da estrutura das
fibras de reticulina, estando esta apenas presente no tecido adjacente ao tumor que estd a
ser comprimido, como se pode observar na figura 12. Este padrao assemelha-se ao que é

observado no caso dos carcinomas em murganhos.
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Figura 12: Disposi¢do das fibras de reticulina no CHC

indiferenciado no cdo (Reticulina, 40x).
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4. Discussao

A coloragdo com HE € a coloracdo de elei¢do para o diagndstico de carcinomas
em bidpsias hepaticas em seres humanos (Brunt, 2012).

A etiologia do CHC esta geralmente ligada a fatores ambientais, dietéticos ou
de estilo de vida e ocorre de forma mais comum num figado cirrético. Curiosamente,
uma propor¢do crescente de CHC tém comecado a desenvolver-se em figados ndo
fibréticos ou minimamente fibréticos e uma mudanga na etiologia subjacente pode ser
observada.

Embora esse processo ainda ndo tenha sido completamente entendido, esse
cendrio de mudanca também tem impacto no material observado pelos patologistas,
apresentando-os com novos dilemas diagndsticos. Os critérios histopatoldgicos para o
diagnéstico do CHC classico e progressivo na Medicina Humana estdo bem
estabelecidos e sdo conhecidos, mas com o aumento da deteccio de carcinomas
pequenos e precoces devido a programas de rastreio de rotina, o diagndstico destas
pequenas lesdes em bidpsias representa ainda um desafio. Essas lesdes podem ser muito
mais dificeis de distinguir umas das outras do que o CHC avancgado, que é geralmente
um diagnéstico de HE de corte nitido (Schlageter et al., 2014).

Por esse motivo, o papel da reticulina no diagnéstico de CHC e na distingao
dos mesmos de tumores benignos e de outras lesdes hepaticas na Medicina Humana tem
vindo a ganhar espaco nas ultimas décadas, um pouco ao mesmo ritmo das
imunohistoquimicas (Yang et al., 2004; Di Tommaso et al, 2007; Brunt, 2012;
Schlageter et al., 2014; Swanson et al., 2015).

No entanto, € um tipo de coloracdo bastante inexplorado no contexto da
Medicina Veterindria, quer no ramo clinico de diagndstico, quer também na &rea da
investigacao cientifica, onde ratos e murganhos tantas vezes funcionam como modelos
de estudo para a espécie humana, e essa foi a principal razdo que desencadeou este
projecto.

No figado sauddvel de murganho, as fibras aparecem tenuamente coradas a
negro, separando as fiadas de hepatocitos de forma homogénea mas nao sendo
perceptiveis em toda a extensao dos dcinos. Estdo alids mais evidentes junto aos espagos
porta, colocando algumas ddvidas em relagdo a sua disposicdo nas zonas mais

centrolobulares. Este padrao estd de acordo com a bibliografia existente nesta espécie,
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que relata uma irregularidade da mesma no tecido hepético sauddvel, tornando por
vezes esta coloragdo dificil de avaliar (Dowman et al., 2014).

Estas diferencas entre espécies podem dar-se pelo facto da arquitectura
histoldgica do figado ndo ser exactamente igual entre elas (o tecido conjuntivo muito
escasso no figado do murganho torna o reconhecimento da sua estrutura lobular um
desafio), apesar dos murganhos servirem muitas vezes como modelos de humana no que
diz respeito a CHC e a outras doengas hepdticas e de apresentarem caracteristicas
fundamentais do figado bastante semelhantes as caracteristicas do figado de outras
espécies de mamiferos (Rappaport et al., 1954; Baratta et al., 2009). O figado do rato
exibe no entanto os mesmos constituintes celulares e subcelulares do que os figados de
outras espécies de mamiferos (Baratta et al., 2009). Pode dar-se igualmente o caso da
coloracdo ter menos afinidade para as fibras de reticulina no caso dos murganhos,
apesar de ndo existir bibliografia que sustente esta suposi¢do. A escassa bibliografia
sobre o uso da reticulina em figados de roedores ndo faz referéncia a estas diferengas
entre espécies (Dowman et al., 2014; Resaz et al., 2014).

Em Medicina Humana, na maioria dos casos de hiperplasia nodular nao se
observam alteracoes relativamente a presenga das fibras de reticulina nem tao pouco a
sua disposi¢do classica por entre fiadas de hepatdcitos, apesar de por vezes zonas de
esteatose apresentarem um maior nimero de corddes de hepatdcitos entre as fibras do
que seria de esperar (Swanson et al., 2015).

As displasias nos murganhos apresentam um padrao semelhante ao do figado
normal, ndo se observando diferencas entre o parénquima hepético sauddvel e as zonas
displdsicas com a coloracdo da reticulina, mostrando-se estes resultados concordantes
com os da bibliografia (Douglas, 2011; Santos et al., 2012).

A extensdo até a qual as lesdes em murganho sdo compardveis com neoplasias
hepatocelulares no figado humano ndao estd totalmente estabelecida, apesar de os
modelos que utilizam a DEN serem representativos para o CHC humano, podendo
servir como uma excelente plataforma para o desenvolvimento de novas acdes
terapéuticas (Heindryckx et al., 2010).

Na tentativa de resolver este problema, Dowman realizou em 2014 uma
caracterizacdo detalhada, usando muitos dos marcadores usados para diagnosticar CHC

precoce em figados humanos. Esta caracterizacdo revelou muitas caracteristicas
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consistentes com as dos carcinomas hepéticos em seres humanos, incluindo a perda de
estruturas biliares, interrup¢ao ou perda de fibras de reticulina e acumulacao nuclear de
b-catenina. Essas alteragdes foram acompanhadas por vdrios graus de atipia citoldgica
que também sdo reconhecidos como uma caracteristica do CHC humano, estabelecendo
isso como um modelo inovador para o estudo do desenvolvimento do CHC no contexto
da esteatohepatite nao-alcodlica.

A coloragdo da reticulina € utilizada nestes modelos de CHC para confirmar a
presenca de tumores e para fazer a distin¢@o entre focos de displasia, como Heindryckx
descreve num artigo publicado em 2010. O autor identificou os ndédulos e mediu-os
recorrendo a reticulina e a H&E, ndo com o propdsito de comparar as duas coloragdes
mas com o objectivo de avaliar o desenvolvimento dos tumores ao longo das semanas.
Outros autores fazem igualmente da reticulina uma colorac@o que sustenta o diagndstico
dos CHC em roedores (Serizawa et al., 2015).

Se fica claro que a coloragao de Gordon & Sweet permite distinguir com maior
certeza os CHC das zonas hiperplasicas e do tecido hepatico normal, a disposi¢ao das
fibras de reticulina no que toca a este tipo de tumores ja ndo € tdo undnime. Neste
estudo verificou-se que os CHC dos murganhos formam com esta coloracdo nédulos
bem evidentes na maioria dos casos porque as fibras coradas a negro estdo empurradas
para a periferia do tumor e formam uma rede compacta que permite estabelecer limites
bastante precisos do mesmo. No entanto, no interior dos tumores, as fibras de reticulina
estdo na sua maioria ausentes, apesar de existirem vestigios das mesmas em alguns dos
nédulos observados.

Existem vérios estudos que referem uma reducdo do nimero de fibras de
reticulina presentes nestes tumores (Dowman et al., 2014; Serizawa et al., 2015) e
também uma descontinuidade das mesmas (Schmidt et al., 2008) em murganhos, mas
nio uma auséncia completa de fibras dentro destes nédulos. No entanto, esta auséncia
de reticulina estd reportada em vérios estudos de Medicina Humana (Roncalli et al.,
2010; Brunt, 2012) e ndo deixa de se enquadrar naquilo que caracteriza os CHC, ou
seja, a perda da estrutura tipica destas fibras entre os corddes de hepatdcitos.

Em raros casos neste estudo se observaram padrdes de reticulina nos CHC
semelhantes aos do parénquima normal. Tal poderd ser explicado pela ja fraca e

heterogénea coloracgdo das fibras no figado sauddvel no caso dos murganhos. Nao existe
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bibliografia que relate um padrao normal em carcinomas no caso de roedores mas estao
publicados alguns case report em Medicina Humana que colocam em questdo a
fiabilidade da coloracao de Gordon & Sweet no que toca ao diagndstico destes tumores
por haver preservacdo da estrutura tipica das fibras (Wilkens et al., 2006; Hong et al.,
2011). Mesmo nestes artigos ha zonas tumorais que apresentam conservagao do padrao
normal e outras onde este se encontra alterado.

A diferenca de trés tumores encontrada entre as contagens com a HE e a
reticulina nos figados de murganho € explicada pelo facto de existirem nédulos que nao
sao claramente identificados como tumores com a HE, sendo a sua apresentacdo mais
sugestiva de displasia hepética. O facto das fibras de reticulina se disporem na periferia
dos nédulos ajuda a delimitar os mesmos e a identificar alguns que poderiam ter sido
ignorados com a coloracdo de rotina. Pde ainda em evidéncia alguns nddulos
individuais mais pequenos que, a primeira vista com a HE estariam incorporados no
tumor maior.

H4 que ter no entanto em conta que nem sempre neste estudo a reticulina
identifica com maior precisdo os carcinomas, comparativamente com a HE.

Tendo em conta que os cortes corados com a reticulina diferiam em apenas
alguns micrémetros daqueles corados com a HE, seria de esperar que a contagem da
area dos tumores fosse semelhante, uma vez que tanto havia a possibilidade de apanhar
os nddulos na sua fase crescente, como decrescente. Desta forma, a drea de um mesmo
nddulo identificado com a HE e com a reticulina nunca seria exactamente igual nas duas
laminas mas seria varidvel consoante o corte efectuado. No entanto, isto ndo explica o
facto de as areas tumorais serem sistematicamente maiores na coloragcdo de rotina, em
comparagdo com a reticulina. Este achado tratar-se-a4 possivelmente de um acaso, uma
vez que a correlacdo entre dreas medidas com HE e reticulina se encontra muito
proxima da perfeicao.

Em relagdo ao significado estatistico destes resultados, apesar das dreas de
tumor serem quase sempre superiores quando observadas com a HE, existe uma
correlagdo quase perfeita entre os dois métodos, o que permite a indicacdo de que as
duas coloragdes sao equivalentes e que podem ser utilizados de forma segura para

medicao de dreas, consoante a conveniéncia, sem perda de validade dos resultados.
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Ja no cado, ndo parecem haver diferencas na coloracdo negra da reticulina
consoante as zonas de parénquima hepdtico e as fibras coram de uma forma mais
intensa, muito semelhante ao que se observa nos artigos publicados sobre seres
humanos. A bibliografia frisa o facto das fibras aparecem em preto contra um fundo
cinzento a rosa claro, estando presentes como parte da matriz extracelular no espago de
Disse (Zachary, 2012). Ao colocar estas fibras em evidéncia, a coloracdo ajuda na
avaliacdo da arquitetura hepdtica (Krishna, 2013).

Segundo a bibliografia, os corddes de hepatdcitos t€ém geralmente apenas uma
célula de espessura e estdo arranjados em volta da veia hepdtica central criando um
padrao radial dos sinuséides que é acompanhado pelas fibras de reticulina (Charles et
al., 2009), o que € verificado no controlo saudédvel desta pequena amostra.

No cdo, as fibras de reticulina apresentam uma menor intensidade de coloragcao
nas zonas de hiperplasia nodular, sugerindo que existe nestas lesdes ja alguma perda da
estrutura normal das fibras em redor dos hepatdcitos. Charles et al. (2009) mencionam
no entanto que as lesdes de hiperplasia nodular em canideos conservam uma
arquitectura lobular e sdo constituidos por uma dupla camada de corddes de hepatdcitos
bem diferenciados com ligeira compressao do parénquima circundante.

A hepatite crénica no cdo € caracterizada por apoptose ou necrose
hepatocelular, um infiltrado mononuclear ou inflamatério misto, regeneragdo e fibrose.
A fibrose estd associada ao colapso e condensacdo da rede de reticulina ou a ativacao
direta das células de Ito com deposi¢ao perisinusoidal de colagéneo (Rothuizen et al.,
2006). Com a coloracdo de Gordon & Sweet é esse mesmo colapso das fibras de
reticulina que € possivel observar. J4 ndo se vé pelo menos uma fiada de hepatdcitos
entre as fibras coradas a negro mas uma concentragdo das mesmas que acaba por alterar
a estrutura normal do parénquima hepatico saudavel.

Ferrell et al. referiram em 2011 que no figado a necrose era acompanhada pelo
colapso da arquitetura do orgdo. Nestas dreas, a mancha de reticulina delimita a
arquitectura residual colapsada, mas mostra manchas indistintas densas em dareas
fibréticas.

A necrose e o consequente colapso da estrutura da reticulina pode ser

facilmente confundida com a fibrose. Segundo alguns autores, a distincdo pode ser
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auxiliada por coloragdes de impregnacdo de prata, tal como a de Gordon & Sweet
(Saxena et al., 2017).

Neste trabalho verificou-se que na lamina correspondente a hepatite crénica
canina, as zonas necrosadas apresentam uma auséncia de reticulina mas ndo existe
propriamente um delineamento das fibras da zona necrosada. A fibrose observa-se como
uma condensacgdo da rede de reticulina, tal como demonstrado por Rothuizen (2006).

No exemplo de CHC bem diferenciado em cdo neste estudo observou-se que as
fibras sdo visiveis a rodear varias fiadas de hepatdcitos, que podem chegar as seis. Nao
estd disponivel bibliografia que corrobore esta mesma apresentacdo da reticulina em
cdes mas este padrao desorganizado estd tipicamente descrito em seres humanos (Yang
et al., 2004; Schlageter et al., 2014; Swanson et al., 2015).

No caso exemplificativo de carcinoma hepatocelular mal diferenciado da
espécie canina, existem zonas com uma auséncia de fibras de reticulina no interior do
tumor, estando estas apenas presentes de forma compacta no pouco tecido circundante
ao tumor que € possivel apreciar. Observam-se concomitantemente dreas em que as
fibras estdo presentes a rodear numerosos corddes de hepatdcitos, como se viu no caso
do carcinoma bem diferenciado, indicando que para este caso o padrdo ndo € linear e
podem existir zonas do tumor mais indiferenciadas do que outras.

O facto de, no caso de muitas bidpsias hepaticas realizadas em meio hospitalar
na Medicina Veterindria, serem apenas colhidas as zonas de lesdo sem tecido sauddvel
poderd levar a que haja uma ma interpretacao da disposi¢ao das fibras de reticulina com
a técnica de Gordon & Sweet uma vez que ndo existem limites definidos para as
proprias lesdes, para além de ndo ser possivel comparar com o parénquima hepético
normal.

A dificuldade da técnica relativamente a outras comumente utilizadas no
diagnéstico de lesdes hepaticas tais como HE, Vermelho de Congo, PAS ou Van Gieson
pode ter colocado a coloracdo de Gordon & Sweet num plano mais distante quando se
fala no diagnéstico de CHC na Medicina Veterindria. Alguns dos reagentes podem
apenas ser conservados no frio durante uma semana, obrigando a reformulacdo dos
mesmos passado este tempo, o que torna a técnica ainda mais morosa, para além de
serem quase sempre desperdicados reagentes. Acrescentam-se as preocupagdes com O

facto de alguns reagentes serem perigosos € necessitarem de cuidado ao serem
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manipulados (Crookham, 1991). Os utensilios de metal ndo podem ser utilizados uma
vez que podem contaminar as amostras. Estas dificuldades sdo inerentes a todas as
coloragdes de prata (Bancroft e Stevens, 1982).

O preco pouco apelativo do kit de coloragdo também poderd ter impacto na sua
utilizacdo uma vez que ndo se trata de uma coloracdo essencial ao diagndstico,
permitindo apenas a confirma¢cdo do mesmo, e por isso muitos patologistas optam por
ndo a realizar. Nao deixa no entanto de ser uma técnica bastante acessivel no mercado e
de se tornar uma ferramenta valiosa para laboratérios que processem amostras hepéticas

em quantidades suficientes para rentabilizar esta coloracdo.
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5. Conclusao

Com este estudo foi possivel concluir que a reticulina tem uma capacidade
bastante boa para delimitar os CHC nos figados de murganho e colocar estes tumores
em evidéncia aquando da avaliacdo microscépica do orgdo pelo facto das fibras serem
empurradas para a periferia dos mesmos. E um bom método para realizar contagens de
tumores e medir as dreas dos mesmos em projectos de investigagdo nos quais estes
animais sejam usados como modelos para CHC em seres humanos.

Embora estes sejam resultados promissores, também foi observado que nem
sempre sao lineares e que o padrio de reticulina em focos de displasia e figado normal
no murganho € um tanto duvidoso em alguns casos.

A amostragem muito reduzida no c@o ndo permite tirar qualquer conclusdo.
Esta espécie foi utilizada neste trabalho para de certa forma se perceber se a utilizagao
da reticulina poderia ser uma opc¢ao na diferenciacdo de tumores hepaticos caninos de
outras lesdes. Os exemplos deste estudo parecem indicar que sim mas outros trabalhos
com uma maior amostragem seriam necessarios para se poder realizar uma extrapolacdao
para a populacdo canina. Um estudo de maiores dimensdes e com lesdes hepaticas mais
variadas poderia permitir o estabelecimento de um padrdao da reticulina, tanto para
tumores hepdticos como para lesdes ndo neopldsicas. E importante no entanto referir
que os resultados obtidos em relacdo aos padrdes estdo descritos tanto na bibliografia
referente 2 Medicina Humana como nas escassas referéncias ao uso da reticulina na
espécie canina.

Teria sido igualmente interessante utilizar algumas amostras de adenoma
hepatocelular para fazer a comparagdo com os tumores malignos mas tal ndo foi
possivel pela falta de amostras.

E importante referir que nenhuma técnica é 100% sensivel ou especifica, e que
a coloracdo principal para o diagndstico continua a ser a HE. As coloracdes de reticulina
e a imuno-histoquimica podem ser usadas com cautela para confirmacao de resultados.
A reticulina pode assim ser um importante auxiliar na diferenciagdo de HCC de lesdes
benignas, mas deve ser usada com precaucdo e apoiar o diagnostico feito por HE. A
dificuldade da técnica e o preco do kit de coloracdo permanecem uma das principais

limitagdes a sua utilizacdo no diagndstico de CHC em Medicina Veterindria.
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7. Anexos

Tabela 1 — Correlagdo entre a drea tumoral medida com a coloracdo da hematoxilina e

eosina e a drea tumoral medida com a coloragdo da reticulina.

Correlations

AreaHeEo AreaRe

AreaHeEo Pearson Correlation 1 ,999"

Sig. (2-tailed) ,000

N 10 10

AreaRe Pearson Correlation 999" 1
Sig. (2-tailed) 000

N 10 10
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