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RESUMO

FLORENCIO, J.P.C. Caracterizagdo do carcinoma colangiocelular e da
apoptose em papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva). 2022. 45 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2022

O carcinoma colangiocelular € um importante tumor primario de ductos biliares que
acomete varias espécies, porém, € tido como mais comum em aves ndo domésticas
do que em outros animais. Suas etiologias ndo sao bem identificadas e varios fatores
podem levar ao desenvolvimento da neoplasia, especialmente aqueles que propiciam
inflamacd@o cronica em vias biliares. Diferentes padrées do tumor ja foram
classificados na microscopia em humanos e auxiliam na determinacéo do prognostico
e curso da enfermidade e possiveis protocolos terapéuticos que podem ser instituidos.
Em vista disso, o presente estudo teve como objetivo realizar caracterizacdo completa
da microscopia do carcinoma colangiocelular. Dessa forma, foram avaliados figados
de doze papagaios-verdadeiros provenientes do Servico de Patologia Animal do
Hospital Veterindrio da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo através de exame histopatoldgico de fragmentos do 6rgéao
em laminas coradas por Hematoxilina e Eosina, além da submisséo dos fragmentos a
técnica de imuno-histoquimica com os marcadores Bcl-2 e Caspase-3. Observou-se
a apresentacdo de duas formas distintas da neoplasia na microscopia, uma com
formacdo de ductos biliares bem diferenciados e outra com um arranjo sélido de
células e ocasionais ductos biliares irregulares. Também, constatou-se diferenca
significativa entre animais acometidos pela neoplasia e os do grupo controle em

células basais de ductos biliares para ambos os marcadores.

Palavras-chave: Aves. Figado. Neoplasia. Psitacideos.



ABSTRACT

FLORENCIO, J.P.C. Characterization of cholangiocellular carcinoma and
apoptosis in turquoise-fronted amazon (Amazona aestiva). 2022. 45 f.
Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sao Paulo, 2022.

Cholangiocellular carcinoma is an important primary bile duct tumor that affects several
species, however, it is considered to be more common in non-domestic birds than in
other animals. Its etiologies are not well identified, and many factors can lead to the
neoplasm’s development, especially those that provide chronic inflammation in the bile
ducts. Different tumor patterns have already been classified in human microscopy and
help to determine the prognosis and course of the disease and possible therapeutic
protocols that can be instituted. Therefore, the present study aimed to perform a
complete characterization of the microscopy of cholagiocellular carcinoma. Thus, livers
of twelve parrots from the Animal Pathology Service of the Veterinary Hospital of the
Faculty of Veterinary Medicine and Zootechnics of the University of Sdo Paulo were
evaluated through histopathological examination of organ fragments on slides stained
with Hematoxylin and Eosin, in addition to the fragments submission to the
immunohistochemistry technique with Bcl-2 and Caspase-3 markers. The presentation
of two distinct neoplasm forms on microscopy was observed, one with well-
differentiated bile duct formation and other with a solid arrangement of cells and
occasional irregular bile ducts. Also, there was a significant difference between
animals affected by the neoplasm and those of the control group in basal cells of bile

ducts for both markers.

Keywords: Birds. Liver. Neoplasm. Psittacines.
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1 INTRODUCAO GERAL

Atualmente, com o aumento da procura por psitacideos como animais de
estimagdo, a longevidade e alimentacdo dos papagaios-verdadeiros (Amazona
aestiva) mudaram significativamente, permitindo o aparecimento de enfermidades
consideradas pouco vistas nessa espécie, a exemplo de diversas neoplasias (TULLY;
DORRESTEIN; JONES, 2009).

O carcinoma colangiocelular (CC) € um tumor primario que acomete o figado,
apresenta crescimento rapido e alta capacidade invasiva. E composto por proliferacéo
neoplasica de ductos biliares, podendo afetar uma série de espécies domésticas e
selvagens, considerado mais frequente em aves do que nos mamiferos (SCHMIDT;
REAVILL; PHALEN, 2015; CULLEN, 2017). E um tumor pouco estudado na medicina
veterinaria, com a maior parte das informacdes provenientes de pesquisas realizadas
em cées e gatos.

A maioria dos casos de CC ndo possui etiologia conhecida e € considerada
como uma neoplasia de desenvolvimento espontaneo. Contudo, alguns fatores podem
estimular a carcinogénese do CC, como enfermidades que propiciam inflamacéo
cronica, alguns virus, o parasita Clonorchis sinensis, a aflatoxina e diversos agentes
quimicos (CHANG, 1965; DAVIES, 2000; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2019).

Em aves, existe uma relacdo previamente relatada entre tumores de vias
biliares e papilomas cloacais, comumente diagnosticados em papagaios neotropicais
e frequentemente causados por herpesvirus e papilomavirus, entretanto, tal relacéo
ainda nao foi extensivamente pesquisada (JOHNE et al., 2002; SCHMIDT; REAVILL,;
PHALEN, 2015).

Os sinais clinicos apresentados sdo inespecificos e mimetizam afeccfes
hepaticas comuns. Os animais podem apresentar dores abdominais, émese, letargia,
anorexia, perda de peso e ascite e, ademais, diversas aves podem nao apresentar
sinais aparentes até fases mais avancadas da enfermidade, e a morte subita pode ser
0 Unico indicativo (TULLY; DORRESTEIN; JONES, 2009; NAGY et al., 2014).

Hemograma e exame bioquimico de funcdo hepética podem néo apresentar
alteracdes ou demonstrarem apenas indicios da existéncia de lesdo no figado, e os
exames ultrassonografico e radiografico, ainda que oportunos, ndo sao exames
diagnésticos (PATNAIK; HURVITZ; LIEBERMAN, 1980; CULLEN, 2017).
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O CC possui apresentacdes macro e microscopicas distintas, possibilitando
gue seja classificado em uma série de padrdes. Anatomicamente, sdo divididos em
intra-hepatico, peri-hilar e distal, podendo, também, ser classificados por seu aspecto
macroscopico, que varia desde uma grande formacao Unica até nodulos disseminados
pelo parénquima hepatico, ou, ainda, pelo aspecto microscopico, segundo a aparéncia
do tecido e morfologia celular (NAKANUMA; KAKUDA, 2015). Na medicina veterinaria,

entretanto, estudos do tipo em papagaios-verdadeiros nao foram realizados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PAPAGAIO-VERDADEIRO

O papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) € uma ave pertencente a ordem
Psittaciformes e familia Psittacidae que habita uma variedade de paises da América
do Sul, como Argentina, Bolivia, Paraguai e, predominantemente, no Brasil, no qual
ocorre nas regides norte e nordeste (GRESPAN; RASO, 2014). Com o avango da
urbanizacao, destruicdo de habitats e trafico, passou a ser encontrada em regides
urbanizadas do pais, como sul e sudeste (TULLY; DORRESTEIN; JONES, 2009).

E considerado um animal quase ameacado de extin¢ao, com uma tendéncia de
diminuicdo populacional em todos os paises nos quais € encontrado originalmente
(SCHUNCK et al., 2011). Pesquisas recentes demonstraram quedas maiores na
Bolivia e menores no serrado brasileiro e no chaco argentino, contudo, os dados de
estudos genéticos completos realizados com a espécie revelaram uma estabilidade
na sua diversidade (LEITE et al.,, 2008; BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2019). Sao
variados 0s ecossistemas nos quais a espécie pode habitar; desde o cerrado, florestas
de palmeiras, florestas subtropicais e, atualmente, areas urbanas pelo escape e
liberacao (SICK, 1997).

O desbalanco nutricional da espécie em cativeiro € um dos desafios
encontrados na clinica, pois muitos individuos recebem alimentacdo constituida
apenas de sementes ou frutas, acarretando deficiéncia proteica, de célcio e de outros
nutrientes essenciais (GRESPAN; RASO, 2014). Ademais, dietas altamente
energéticas susceptibilizam a ave a afec¢Bes hepaticas e acumulo de gordura
subcutanea (TULLY; DORRESTEIN; JONES, 2009).

Finalmente, como se trata de uma espécie sociavel e de bom temperamento,
além da capacidade de mimetizar sons e adaptar-se ao convivio com o ser humano,
€ procurada como animal de estimacdo frequentemente (SICK, 1997; BIRDLIFE
INTERNATIONAL, 2019). Esse fato pode permitir maior longevidade e a maior
propensdo de neoplasias primarias aparecerem, incluindo o carcinoma

colangiocelular.
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2.2 FIGADO DE AVES

2.2.1 Anatomia

O figado das aves é bilobado e de cada lobo origina-se um ducto biliar que
desemboca em diferentes regides dependendo da presenca ou néo de vesicula biliar.
Em papagaios, o lobo direito € maior, serve como passagem a veia cava caudal e
conecta-se ao esquerdo cranialmente, na regiao dorsal do coracao, assim como, pela
auséncia de diafragma, ambos envolvem a porcdo caudal deste 6rgdo (RITCHIE;
HARRISON; HARRISON, 1994).

A abertura da cavidade celomatica, o figado é um dos primeiros 6rgéos a ser
visualizado, pelo seu tamanho relativamente grande em relacdo a outros érgaos, e
superficialidade (SCHMIDT; REAVILL; PHALEN, 2015). Sua face parietal é proxima
as costelas e esterno, e a face visceral comunica-se com baco, proventriculo,
ventriculo, duodeno e jejuno (COLVILLE; BASSERT, 2016).

Vesicula biliar pode estar presente ou ausente dependendo da espécie.
Galinhas, patos, gansos e tucanos, por exemplo, possuem a vesicula localizada na
superficie visceral do figado, drenando contetdo do ducto biliar direito, enquanto em
pombos, papagaios e avestruzes, ha auséncia do 6rgdo e ambos os ductos
desembocam na porcdo distal do duodeno (RITCHIE; HARRISON; HARRISON,
1994).

2.2.2 Histologia

Microscopicamente, o figado ndo se organiza na estrutura caracteristica em
I6bulos de mamiferos, portanto, € visualizado como um parénquima homogéneo com
distribuicdo de vasos sanguineos (BACHA; BACHA, 2012). Placas de hepatdcitos de
duas células de largura se constituem com corddes dispostos radialmente a uma veia
central ou centrolobular, separadas por capilares sinusoides e canaliculos biliares
(SCHMIDT; REAVILL; PHALEN, 2015). Paralelamente aos sinusoides, organizam-se
macrofagos modificados conhecidos como células de Kupffer (ABDUL-AZIZ;
FLETCHER, 2016).

A veia porta, responsavel pela drenagem de 6rgados abdominais, divide-se ao

entrar no figado em distintos ramos que desembocam em regides conhecidas como
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triade ou espaco porta, compostos, também, por ramos da artéria hepatica e ductos
biliares (RITCHIE; HARRISON; HARRISON, 1994). Dessa forma, o sangue flui do
espaco porta a uma veia centrolobular, enquanto a bile flui dos canaliculos biliares
proximos a veia centrolobular e direciona-se aos ductos biliares anexos ao ramo da
veia porta (COLVILLE; BASSERT, 2016).

Essa conformacdo entre espago porta e veia central permite um arranjo da
histologia hepatica em trés zonas: Z1 ou periportal, proOxima ao espaco porta; Z3 ou
centrolobular, adjacente a veia central; Z2 ou mediozonal, localizada entre as outras
zonas (ABDUL-AZIZ; FLETCHER, 2016).

Ademais, a superficie do figado é revestida por uma fina cidpsula formada de
tecido conjuntivo denso recoberta por peritbnio e, também, podem ser visualizados
pequenos agregados linfoides e areas focais de hematopoiese extramedular (BACHA,;
BACHA, 2012).

2.3 CARCINOMA COLANGIOCELULAR

2.3.1 Epidemiologia e fatores de risco

A neoplasia ja foi reportada em uma série de espécies domésticas, como caes,
gatos, equinos e galinhas, além de espécies ndo domésticas, contudo, ainda que
possa acometer diversos animais, € um tumor pouco estudado na medicina
veterinaria, com dados conflituosos (CULLEN; STALKER, 2016). A maior parte das
informacdes disponiveis deriva de estudos realizados em cées e gatos.

Na espécie canina, neoplasias primarias de figado sdo incomuns e o carcinoma
hepatocelular é o representante mais frequente, ao passo que o carcinoma
colangiocelular representa menos de 1% de todos os tumores diagnosticados nesses
animais (CULLEN, 2017). Em aves, entretanto, esses valores invertem-se, pois
neoplasias de ductos biliares sdo mais comuns nessas espécies do que as de
hepatocitos (SCHMIDT; REAVILL; PHALEN, 2015).

Em cées, o tumor acomete, normalmente, animais acima de dez anos, sem
predisposicao racial ou de género; em gatos, individuos acima de nove anos sdo mais
afetados, também sem nenhuma predisposi¢cdo (PATNAIK; HURVITZ; LIEBERMAN,

1980). Menos ainda se sabe sobre a incidéncia em grandes animais e nas aves. Nos
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humanos, a frequéncia é ligeiramente maior em homens e em pacientes acima de 45
anos (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019).

A maioria dos CC diagnosticados nas distintas espécies ndo possui uma
etiologia conhecida e é considerada uma neoplasia de desenvolvimento espontaneo,
entretanto, existem alguns fatores reconhecidos, notadamente em humanos, que
estdo associados com a neoplasia (CULLEN, 2017). Salienta-se que agentes
etiolégicos podem estar relacionados a tipos especificos do tumor, enquanto outros
séo concomitantes em todas as formas relatadas.

Enfermidades que propiciam inflamacdo cronica de vias biliares séao
consideradas um fator de risco comum em Varios casos, pois predispdem a hiperplasia
de células do epitélio biliar (CULLEN; STALKER, 2016). Ademais, existe uma
associacao relatada entre colangite esclerosante primaria em pacientes humanos e o
desenvolvimento de CC (CHAPMAN et al., 2012). Além disso, virus como da hepatite
B e C, parasitas hepdticos, tal qual Clonorchis sinensis, a aflatoxina e agentes
quimicos carcinogénicos foram identificados como agentes etiolégicos tanto em
animais quanto em humanos (CHANG, 1965; DAVIES, 2000; ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2019).

Em aves, existe uma associacao relatada em estudos prévios entre displasia
em ductos biliares e papilomas cloacais, comumente diagnosticados em araras e
papagaios, e frequentemente causados por herpesvirus ou papilomavirus (SCHMIDT,;
REAVILL; PHALEN, 2015). Ademais, herpesvirus dos psitacideos tipo 1 (PsHV1) é
um achado recorrente em papilomas de mucosas em papagaios heotropicais (JOHNE
et al., 2002). Em outas espécies, como tartarugas e carpas, também foi encontrada
relacdo entre herpesvirus e papilomas cloacais (HEDRICK et al., 1990;
QUACKENBUSH et al., 1998).

2.3.2 Descricao e classificacao

Anatomicamente, o CC pode ser classificado em intra-hepatico, peri-hilar e
distal. A forma intra-hepatica é definida como uma neoplasia localizada nos ductos
biliares secundarios no figado; peri-hilar manifesta-se nos ductos hepaticos esquerdo
e direito ou na juncdo dos mesmos; e o tipo distal acomete o ducto colédoco
(KENDALL et al., 2019).
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Macroscopicamente, a forma intra-hepatica se apresenta como formadora de
massa, em que ha um largo tumor Unico de coloracdo acinzentada e consisténcia
firme no parénquima hepatico; periductal, com a visualiza¢do da neoplasia margeando
os ductos biliares; e intraductal, no qual identifica-se um tumor polipoide ou papilar no
[imen de ductos dilatados (NAKANUMA & KAKUDA, 2015). A variedade formadora
de massa é a mais frequente em humanos, representando cerca de 78% dos
carcinomas intra-hepaticos diagnosticados, seguida pelas formas periductal e
intraductal (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019). Os padrdes peri-hilar e
distal possuem macroscopia semelhante, com um tipo esclerosante achatado, mais
comum, e uma variedade intraductal papilar (NAKANUMA et al., 2010).

Na microscopia, a forma intra-hepatica pode ser classificada em diferentes
subtipos. O tipo convencional refere-se a um adenocarcinoma invasivo com estruturas
ductulares de variados tamanhos, formadas por células cuboidais a colunares de
citoplasma basofilico, além de diferentes graus de desmoplasia, processo inflamatorio
e a probabilidade da presenca de mucina no interior dos ductos e necrose (KENDALL
et al., 2019).

O tipo convencional pode, ainda, ser classificado em dois subtipos: ductos
pequenos e ductos grandes. A forma de ductos pequenos é caracterizada por
estruturas ductulares pequenas, de crescimento, geralmente, nodular e com lumen
distinto, e constituidas por células cuboidais ou colunares baixas de citoplasma
escasso, ou formando estruturas que se assemelham a cordbées com fendas
(NAKANUMA & KAKUDA, 2015).

O padrdo de ductos grandes é composto por largas estruturas ductulares,
ocasionalmente esclerosadas ou coalescendo, que se originam dos espacos porta e
invadem o parénquima hepatico, com desmoplasia moderada a intensa e células
colunares apresentando, comumente, cariomegalia (SIGEL et al., 2018). Ambas as
formas podem ser estagiadas segundo a sua apresentacdo na histologia em bem,
moderadamente ou pouco diferenciadas (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2019).

Outra apresentacdo de CC é a ductular biliar, composta por estruturas
ductulares bem a moderadamente diferenciadas e de crescimento homogéneo que,
eventualmente, podem ser visualizadas como corddes de células neoplasicas sem a
presenca de lumen, além de possuirem células cuboidais e marcante deposicao de
colageno (KENDALL et al., 2019).
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Ademais, o CC pode ser classificado como intraductal, um padrdo considerado
desafiador de ser identificado por suas formas distintas de crescimento.
Ocasionalmente, manifesta-se como um tumor de crescimento papilar ou polipoide
com boa a moderada diferenciacdo e ocasionais é&reas compactas de
adenocarcinoma, podendo também, raramente, disseminar-se de forma extensa por
ductos extra e intra-hepaticos (NAKANUMA; KAKUDA, 2015).

Infrequentemente, algumas variantes menos comuns podem ser encontradas
na histologia, como a forma escamosa ou adenoescamosa, mucinosa, de células
claras, indiferenciada e linfoepitelial (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019).
Todas apresentam caracteristicas especificas que permitem sua classificacdo e
diferenciagéo.

As informagdes explicitadas acima podem ser visualizadas de forma resumida

na tabela 1.

Tabela 1 - Padrdes microscépicos do carcinoma colangiocelular

Convencional
Ductos pequenos
Ductos grandes
Ductular biliar
Intraductal
Papilar
Tubular
Disseminado na superficie
Variantes raras
Escamoso
Mucinoso
Células claras
Indiferenciado
Linfoepitelial

Fonte: Adaptado de Nakanuma e Kakuda, 2015.

2.3.3 Sinais clinicos

Na maioria dos casos, 0s sinais clinicos sao inespecificos e muito similares
dentre as espécies. Ademais, os exames fisico e laboratorial ndo sao suficientes para
diferenciar CC de carcinoma hepatocelular (CULLEN, 2017). Letargia, anorexia,
émese, perda de peso e dispneia sao relatados em cées e gatos, e, ocasionalmente,
animais cursam com polidipsia, polidria e ascite, além da possivel presenca de uma
massa hepdtica palpavel no exame fisico (PATNAIK; HURVITZ; LIEBERMAN, 1980;
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NAGY etal., 2014; JARDIM et al., 2019). Também, aves podem né&o apresentar sinais
clinicos reconheciveis e a morte subita torna-se o Unico indicativo da presenca de
enfermidade no animal (TULLY; DORRESTEIN; JONES, 2009; SCHMIDT; REAVILL,;
PHALEN, 2015).

Hemograma e exames bioquimicos podem ndo apresentar nenhuma alteracao
relevante, e enzimas que avaliam funcao hepatica, como alanina aminotransferase e
lactato desidrogenase, apenas demonstram indicios da existéncia de lesao no figado,
entretanto, ndo auxiliam na identificagcdo ou diferenciagdo do tipo (PATNAIK;
HURVITZ; LIEBERMAN, 1980).

2.3.4 Diagnéstico

Massas hepaticas podem ser identificadas em exames radiografico e
ultrassonografico, porém, sdo melhores avaliadas em outras técnicas de imagem,
como tomografia computadorizada (VALLE et al., 2016).

A realizacao de exame histopatologico é a forma de diagnosticar, classificar e
diferenciar a neoplasia de outros tipos com o objetivo de instituir o melhor protocolo
terapéutico ao paciente (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019). Laminas
coradas com hematoxilina e eosina séo suficientes para diferenciacdo entre CC e
carcinoma hepatocelular pela auséncia de estruturas ductulares ou acinares
completas no segundo (KENDALL et al., 2019).

Maiores dificuldades ocorrem na diferenciacdo do CC de adenocarcinomas
metasticos pelas suas apresentacdes similares na microscopia, portanto, nesses
casos, € impreterivel conhecer o histérico completo do animal e realizar observagéao
minuciosa na cirurgia ou necropsia na busca de identificar massas ou nddulos em
outros Orgaos, com especial atencdo para pancreas, intestino e utero (CULLEN;
STALKER, 2016).

2.3.5 Tratamento e progndéstico

O tratamento de CC deve levar em conta varios aspectos envolvendo a
classificacdo da neoplasia, seu tamanho, invaséo tecidual, presenca ou auséncia de
metastases e o estado geral do paciente (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,

2019). A resseccdao cirurgica pode ser indicada, contudo, como os sinais clinicos sao
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inespecificos, muitas neoplasias sdo descobertas em estados avancados nos quais a
cirurgia ndo é mais recomendada e apenas tratamentos paliativos devem ser
realizados (CULLEN, 2017). Na medicina veterinaria ndo ha tratamento paliativo
especifico e indicado para CC. Em humanos, quimioterapia sistémica com o uso de
gentamicina e cisplatina é prescrita na maioria dos pacientes (VALLE et al., 2016).

Como os animais afetados estdo, frequentemente, em uma faixa etaria mais
elevada, outras enfermidades intercorrentes podem ser presenciadas, levando a
necessidade de terapia de suporte na busca de manter o animal estavel durante todos
os procedimentos (PATNAIK; HURVITZ; LIEBERMAN, 1980).

A neoplasia possui um padrao altamente invasivo e faz metastases frequentes
em varias espécies, podendo aparecer em 60 a 80% dos casos diagnosticados em
cdes, e com numeros altos também em gatos e bovinos, tendo como locais mais
comuns de metastases os linfonodos, pulmdes, peritbnio e intestino, denotando que
diversos sistemas podem ser atingidos (CULLEN; STALKER, 2016).

Dessa forma, por se tratar de um tumor agressivo e metastatico, o prognostico
tende a ser desfavoravel na maioria dos casos, especialmente nos que ndo ha mais a
possibilidade de resseccéo cirturgica (SCHMIDT; REAVILL; PHALEN, 2015).

2.4 APOPTOSE

A apoptose é um processo complexo realizado por uma série de moléculas
interligadas que culminardo na morte celular programada. E importante em distintos
mecanismos fisiolégicos para manutencdo da homeostase e eliminacao de células
lesadas ou em mutagcbes que sdo danosas ao organismo (ZACHARY; MCGAVIN,
2012). Apoptose ocorre, de forma simplificada, em duas vias: extrinseca e intrinseca.

A via extrinseca inicia-se pela associagao e inducdo de outra célula aquela que
sofrerd a morte celular. Através de sinalizacao realizada por receptores na membrana
plasmatica e proteinas ligantes, ocorre a transmisséo de informagdo necessaria a
execucdo do processo no meio intracelular, ativando caspases iniciadoras da
apoptose (ELMORE, 2007).

A via intrinseca, em contrapartida, envolve sinalizacbes intracelulares
centradas na mitocondria com o objetivo de promover modificagcbes na membrana da
organela (CZABOTAR et al., 2014). Essa via € controlada por proteinas da familia Bcl-

2, responsaveis pelas alteracdes em permeabilidade da membrana mitocondrial, que
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sao categorizadas em pro-apototicas (Bax e Bak) ou anti-apoptoticas (Bcl-2, Bcl-x), e
gue constituem um balanco essencial para o funcionamento da morte celular e
ordenacdo da liberacdo de conteudo mitocondrial no citoplasma (GROSS;
MCDONNELL; KORSMEYER, 1999).

As vias intrinseca e extrinseca convergem na via de execucdo, na qual
caspases executoras, especialmente caspase-3, ativam endonucleases
citoplasmaticas e proteases responsaveis pela degradacdo de material celular
(PORTER; JANICKE, 1999). A evasio de apoptose é uma das caracteristicas mais
preponderantes de neoplasias. Células neoplasicas sdo mantidas vivas e proliferam
ao invés de submeterem-se a morte celular através da capacidade de desregular ou
inativar diferentes moléculas controladoras do processo (ZACHARY; MCGAVIN,
2012).
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3 ARTIGO: DESCRICAO MACRO E MICROSCOPICA DO CARCINOMA
COLANGIOCELULAR E APOPTOSE EM DOZE PAPAGAIOS-VERDADEIROS

(Amazona aestiva)

3.1 INTRODUCAO

Neoplasias que acometem ductos biliares sdo consideradas mais prevalentes
em aves do que mamiferos e podem atingir qualquer ordem, contudo, relatos sao
comumente realizados em Psittaciformes (SCHMIDT; REAVILL; PHALEN, 2015). CC
ja foi diagnosticado em distintas aves ndo domésticas, como periquito-australiano
(Melopsittacus undulatus), pinguim-de-adélia (Pygoscelis adeliae), flamingo-pequeno
(Phoeniconaias minor) e ema (Rhea americana), entretanto, sdo poucos os estudos
gue visam caracterizar e classificar o tumor em aves (RENNER; ZAIAS; BOSSART,
2001; WETTERE; DEGERNES; BARNES, 2010; NOURI; MARJANMEHR; SASANI,
2012; ROCHA et al., 2015).

Frequentemente, CC € reportado como uma neoplasia sem etiologias
identificaveis, porém, alguns fatores sao potencialmente promotores desse tumor. A
aflatoxina, toxina produzida por fungos do género Aspergillus, foi caracterizada, em
estudos prévios, como agente etioldgico de hiperplasia em ductos biliares e lesdes
cronicas em figado que podem levar ao desenvolvimento de tumores em aves
domésticas (KUMAR; BALACHANDRAN, 2009). Ademais, pesquisas realizadas com
virus frequentemente diagnosticados em psitacideos neotropicais, a exemplo de
PsHV1, relataram uma associacdo com neoplasias de ductos biliares (JOHNE et al.,
2002; STYLES et al., 2004).

N&o hé& protocolos terapéuticos de elei¢cdo para CC na medicina veterinaria e
resseccdo cirdrgica é, comumente, ndo recomendada, visto que a maioria dos
tumores sao diagnosticados tardiamente (CULLEN; STALKER, 2016). Também, como
trata-se de uma neoplasia maligna e de alto potencial invasivo e metastatico, seu
prognoéstico é reservado a desfavoravel em todas as espécies (CULLEN, 2017).
Metastases sao frequentes em aves e foram relatadas, por exemplo, em pinguim e
aguia-real, atingindo rins, pulmdes, testiculos, pancreas, adrenais, sacos aéreos,
pericardio, meninges e cloaca (MIKAELIAN et al., 1998; RENNER; ZAIAS; BOSSART,
2001).
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Estudos realizados em humanos identificaram e caracterizaram diferentes
padrées de CC, permitindo sua classificacdo em distintos tipos macro e
microscopicamente, além da descricdo de lesGes pré-neoplasicas. Tais padrbes
permitem determinar a evolucdo da enfermidade apds o diagndstico, bem como
auxiliar na delimitacdo de tratamentos curativos e paliativos e estipular o prognostico
do paciente (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019).

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi realizar uma caracterizacdo do
carcinoma colangiocelular, por meio da avaliagdo macro e microscopica, além da

quantificacdo da atividade apoptética, por meio de analise imuno-histoquimica.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Caracterizacdo da neoplasia

Foram avaliados figados de doze papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva)
portadores de carcinoma colangiocelular, e outros seis sem alteracdes hepéticas para
uso como grupo controle, todos provenientes da rotina do Servico de Patologia Animal
do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo, previamente necropsiados

Os relatérios das necropsias foram revisados e as imagens capturadas no
momento foram reavaliadas, com o intuito de obter a descricdo macroscépica dos
figados das aves do estudo. ApdGs, o exame histopatologico foi realizado utilizando
fragmentos de figado coletados durante a necropsia e fixados em formalina
tamponada a 10% para confeccao de laminas histolégicas coradas por Hematoxilina
e Eosina (HE).

Realizou-se avaliacdo microscopica dos tecidos corados nas laminas e
descricdo da neoplasia, evidenciando caracteristicas como seu tamanho, margens,
formato, invasao tecidual, populacdo e grau de diferenciacéo celular. Aspectos das
células também foram avaliados, como tamanho, formato e caracteristicas de nucleo
e citoplasma. A aparéncia de estroma e infiltrado inflamatdrio e a presenca ou ndo de
mitoses, necrose e/ou hemorragia foram igualmente descritos.

Também se efetuou avaliacdo de outros 0Orgaos, a procura de possiveis
metastases e alteracdes pertinentes ao projeto. Os dados da avaliacdo foram

tabelados, para melhor visualizagéo de todos os pontos.
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Ademais, a descricdo microscopica foi relacionada com os achados

macroscopicos descritos durante a necropsia para caracterizacdo completa da

neoplasia.

3.2.2 Andlise imuno-histoquimica

A imunoimarcacdo foi feita em cortes incluidos em parafina, por meio da técnica

de imuno-histoquimica, conforme protocolo descrito por Tafuri et al. (2004). Os

anticorpos utilizados estédo descritos na tabela 2. O protocolo de imuno-histoquimica

utilizado seguiu, resumidamente, 0s seguintes passos:

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

desparafinizacao dos cortes de figado em estufa a 60°C por 1 hora;
hidratacdo dos cortes em solu¢Bes decrescentes de xilol e alcool e banho
em agua destilada;

recuperacao antigénica (tabela 2), em solucdo tampéo de citrato de sddio
10 mM (pH 6,0);

blogueio da peroxidase enddgena, utilizando uma solucdo de peroxido de
hidrogénio 30 volumes a 8% (92 mL de alcool metilico e 8 mL de peroéxido
de hidrogénio 30 volumes) por 60 minutos, a temperatura ambiente, em
camara escura;

blogueio das reac¢fes inespecificas, com leite Molico® a 8% (92 mL de agua
destilada e 8g de leite Molico®) por 60 minutos, a temperatura ambiente;
incubacédo dos cortes com anticorpo primario, em diluicdo especifica (tabela
2), e tempo de incubacéo de 18 horas a 4°C;

incubacdo dos cortes com o anticorpo secundario por 1 h, a temperatura
ambiente (tabela 2);

utilizacdo do cromoégeno DAB (3,3-diaminobenzidina — Dakocytomation

(cod. K3468- 1) para revelar a reagao.

Entre cada um dos passos descritos anteriormente realizaram-se lavagens em

solucéo tampéao Tris HCI, pH 7,9.

9) A contra-coloracéo foi feita com Hematoxilina de Harris e a montagem das

laminas com Entellan (Merck, céd. HX888585).

Como controle negativo, foi excluido o anticorpo primario da reacéo, utilizando-

se apenas o diluente de anticorpo (Dakocytomation, cod. S302283-2). Ja, para o

controle positivo, foram utilizados tecidos animais de acordo com a orientagdo do
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fabricante de cada anticorpo. Para quantificar a imunomarcacao em cada corte, foram
contadas as células marcadas em cinco campos aleatorios, no aumento de 400X
(microscopio Nikon Eclipse E200). A partir dos valores obtidos nestes campos,
calculou-se uma média do numero de células imunomarcadas por lamina, sendo
essas medias avaliadas em cada grupo. Médias foram obtidas a partir da contagem
de células basais, ductais e inflamatorias com o intuito de analisar todos os grupos

celulares marcados pelos anticorpos.

Tabela 2 — Anticorpos primarios, diluicdes, anticorpos secundarios, local de marcacéo celular e forma
de recuperacdo antigénica utilizados na reacdo imuno-histoquimica de figados de papagaios-
verdadeiros com carcinoma colangiocelular

Anpcqrpo Marcagao Recu_pgra_tgao Diluicéo Ant|cor,pp Origem/marcal/codigo
primario celular antigénica secundario
Células Steamer a Coelho

e o ) - .

Anti-Bel-2 apoepTose Gom?nﬁ?gfo 1:600 EnVision® policlonal/Rheabiotech/IM0015
. Células Steamer a

Anti- o ) o) Coelho

Caspase-3 apoeerose GOmCi:nEg:O 1:400 EnVision® policlonal/Rheabiotec/IMO035

1 — Kit EnVision® (Dakocytomation, cédigo K4065).

Fonte: Dados do autor (2021).

3.2.3 Andlise estatistica

Inicialmente, a contagem de células basais, ductulares e inflamatérias
imunomarcadas foi submetida ao teste de Shapiro-Wilk com o intuito de averiguar se
os dados seguiam um padréo de distribuicdo normal. Apds, foi realizado o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney (nivel de significancia p<0,05) na busca de determinar
a existéncia de diferenca significativa entre animais com neoplasia e 0s do grupo
controle. Esses procedimentos foram repetidos para cada tipo celular avaliado. Todas

as andlises foram realizadas utilizando o programa Prism® (GraphPad, verséo 8.0.2).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracterizagcdo da neoplasia
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Macroscopicamente, todos os animais (12/12) do estudo apresentaram areas
esbranquicadas a amareladas, variando entre 2 a 4 mm de diametro, distribuidas
aleatoriamente pela superficie e parénquima hepético. Em uma das aves, o figado
estava aumentando de tamanho.

Microscopicamente, 67% (8/12) das aves apresentaram unicamente formacdes
neoplasicas ndo encapsuladas, irregulares, proliferativas e com desenvolvimento de
estruturas ductulares que, por vezes, coalesciam. Essas estruturas eram compostas
por ductos biliares bem diferenciados e definidos por uma ou mais camadas de células
neoplasicas, ou indiferenciadas, com formacdes irregulares e de dificil identificacéo.

Em 8% (1/12) dos casos ocorreu o desenvolvimento apenas de areas menores
pouco delimitadas e formadas por células agrupadas em um arranjo sélido, com
ocasionais estruturas ductulares. Além disso, em 25% (3/12) dos animais era possivel
identificar os dois padrées morfologicos citados no mesmo fragmento avaliado. 33%
(4/12) das aves ainda exibiram presenca de material eosinofilico ocupando o lumen
dos ductos biliares neoformados.

Em 67% (8/12) dos casos, o tecido neoplasico era encontrado de forma
multifocal e distribuido aleatoriamente pelo parénquima hepatico ou concentrado na
regido periportal. Por vezes, os ductos neoformados abrangiam a extensao de dois
espacos porta. Em 33% (4/12), apresentava-se como uma lesao focalmente extensa
que cobria mais de 50% do fragmento analisado, abrangendo as regides periportal e
mediozonal.

Ainda na neoplasia, necrose foi encontrada em 58% (7/12) dos casos,
normalmente multifocal e discreta a moderada. Identificou-se hemorragia em 25%
(3/12) dos fragmentos avaliados, multifocal e discreta. Edema esteve presente em
25% (3/12) das neoplasias, focal e discreto, ocasionalmente com presenca de
fibroblastos. Raras mitoses tipicas foram observadas em 17% (2/12).

O estroma das formacdes neoplasicas era discreto a moderado, abundante em
dois animais, sendo este composto por tecido conjuntivo e, ocasionalmente, vasos
sanguineos. Infiltrado inflamatério local foi observado em 83% (10/12) dos casos,
discreto a moderado e localizado no intersticio. Desses, 70% (7/10) era misto, com
abundante presenca de heterofilos (70%), por vezes degenerados, e menor
quantidade de linfécitos e macréfagos. Em 10% (1/10) caracterizava-se como
mononuclear, constituido apenas por linfécitos e macrofagos e, em 20% (2/10), era

heterofilico.
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Nas areas compostas por ductos biliares bem diferenciados, as células eram
cuboidais a colunares, de contornos bem definidos, citoplasma discretamente
basofilico, ocasionalmente granular, formando estruturas ductais estratificadas em
uma ou mais camadas. Nucleo basal redondo a oval, com baixo pleomorfismo e
cariomegalia, podendo conter até cinco nucléolos evidentes.

Ja nas regifes solidas e de ductos biliares indiferenciados, as células eram
poligonais, de contornos pouco definidos, citoplasma escasso e nucleo central
redondo com até cinco nucléolos evidentes. Pleomorfismo e anisocariose eram
acentuados nessas areas.

Em um dos casos avaliados, no pancreas, observaram-se neoformacdes
ductulares com aspecto morfolégico semelhante ao padrao de ductos diferenciados
do figado, compativel com metéastase, distribuidas de forma focalmente extensa pelo
parénquima do érgao.

No tecido hepatico adjacente a neoplasia, observou-se hepatocitos
vacuolizados e degenerados em 50% (6/12) das laminas avaliadas, além de necrose
em 33% (4/12) dos animais, discreta a moderada e mais predominante em regiao
centrolobular. Constatou-se infiltrado inflamatério multifocal em regiées mediozonal e
periportal em 58% (7/12) dos casos, discreto a moderado, com predominio de
heterdfilos (80%) e menor quantidade de linfocitos e macréfagos. Ademais, 42% (5/12)

das aves também apresentaram edema discreto e multifocal.

3.3.2 Andlise imuno-histoquimica

Na avaliacdo dos fragmentos de figado submetidos a técnica de imuno-
histoquimica, observou-se marcacao no citoplasma de células basais, ductais e
inflamatorias. Utilizando o anticorpo Bcl-2, o teste de Mann-Whitney revelou diferenca
significativa (U = 0; p = 0,015) na contagem de células basais entre animais
acometidos pela neoplasia (Md = 2,2; n = 10) e do grupo controle (Md =0,2; n=2), 0
gue nédo ocorreu para células ductais e inflamatorias.

Os resultados foram semelhantes com o anticorpo Caspase-3, no qual
verificou-se diferenca significativa (U = 0; p = 0,02) entre os grupos acometido (Md =
4,7, n = 8) e controle (Md = 1; n = 2) para células basais e ndo para ductais e

inflamatorias.
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3.4 DISCUSSAO

Pesquisas referentes ao carcinoma colangiocelular em aves séo raras e seu
enfoque, frequentemente, envolve apenas relatos de caso e ndo compreende a
caracterizacdo completa da neoplasia. Aliado ao fato de se tratar de uma neoplasia
incomum na medicina veterinaria, dados acerca de seu aspecto macro e microscopico
sdo impreteriveis.

Ha uma variedade de apresenta¢cdes macro e microscopicas de CC, o que torna
sua identificacdo e diagndstico complexos. Macroscopicamente, o tumor pode se
apresentar como uma grande formacgédo Unica ou com a presenca de nodulos de
tamanhos variados disseminados pelo parénquima hepatico (NAKANUMA; KAKUDA,
2015).

Os achados macroscopicos nos doze casos avaliados sdo semelhantes aos
relatados em galinha e flamingo-pequeno, com figados aumentados de tamanho e
presenca de areas neoplasicas esbranquicadas a amareladas multifocais e que néao
excedem 1 cm de didmetro, além de um oOrgdo difusamente firme (WETTERE;
DEGERNES; BARNES, 2010; NOIA et al., 2013).

Em contrapartida, a macroscopia dos figados do presente estudo difere do que
foi observado em ema e gatos domésticos, nos quais grandes massas amareladas,
irregulares e firmes, ocasionalmente umbilicadas, de até 6 cm de diametro,
alastraram-se por todo o 6rgdo (ROCHA et al.,, 2015; JARDIM et al., 2019).
Eventualmente, areas maiores podem ser observadas, atingindo até 3 cm de
diametro, formato irregular, difusas e de consisténcia firme ao corte, como relatado
em aves ndo domésticas (TAFTI et al., 2019; VASQUEZ; PERALES; ICOCHEA,
2020).

O CC é uma neoplasia considerada invasiva e que frequentemente apresenta
metastases observaveis nos 6rgdos, contudo, nas aves do presente estudo, ndo foram
constatadas areas neoplasicas semelhantes as do figado em outros 6rgdos na
macroscopia. Diversos relatos ja observaram a presenca de formacgOes metastaticas
visualizaveis na necropsia em rapinantes e felinos (HARTUP; STEINBERG;
FORREST, 1996; ASLAN et al., 2014; JARDIM et al., 2019).

Microscopicamente, o0s animais avaliados exibiram dois padroes de

desenvolvimento distintos: um que consistia na formacao de estruturas ductulares
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bem diferenciadas ou indiferenciadas, e outro com predominio de um arranjo solido
de células com ocasionais ductos biliares.

O primeiro é considerado o padréo mais frequente de CC em aves e mamiferos,
no qual identificam-se ductos formados por uma Unica camada de células cuboidais a
colunares e desmoplasia intensa que entremeia as estruturas (JARDIM et al., 2019;
CARVALHO et al., 2020). Nessa apresentacdo, a neoplasia é irregular e nao
encapsulada, ocupando um largo espaco no parénquima do 6rgdo, como foi exibido
em nos animais do estudo e descrito em ganso e papagaios-verdadeiros (HILLYER et
al., 1991; CARVALHO et al., 2020).

Outras possiveis apresentacdes da neoplasia, ainda que infrequentes, sao
aguelas com formacéo de estruturas acinares ou papilares com escassos ductos
biliares irregulares, ocasionalmente sem lumen, concentrados em regido periportal
(NOIA et al., 2013; NAKANUMA; KAKUDA, 2015). Arranjos solidos como os
observados em diversos casos do presente estudo sdo incomuns na medicina
veterindria, todavia, ha relatos em ruminantes e aves, nos quais evidenciou-se
formacao de conjuntos de células neoplasicas poligonais com moderado a acentuado
pleomorfismo e eventuais ductos biliares ou acinos rudimentares (RENNER; ZAIAS;
BOSSART, 2001; RAVAL et al., 2015; TAFTI et al., 2019).

Estudos prévios em flamingo e céo relataram, também, ocorréncia de
colangiocarcinoma-hepatocelular combinado, uma variante incomum que une
elementos de carcinoma hepatocelular e CC, agregados como uma formacao Unica
ou separados por finas camadas de tecido conjuntivo (SHIGA; SHIROTA; ENOMOTO,
2001; WETTERE; DEGERNES; BARNES, 2010).

Os aspectos de estroma dos animais do estudo sdo semelhantes aqueles de
relatos na literatura em aves e felinos, nos quais a neoplasia apresenta,
frequentemente, um estroma abundante constituido de tecido conjuntivo e vasos
sanguineos, e permeando o0s arranjos neoplasicos, ou discreto, com camadas
delgadas entre as células (NOURI; MARJANMEHR; SASANI, 2012; JARDIM et al.,
2019).

O infiltrado inflamatério observado nas aves avaliadas era misto, com
predominio de heterdfilos e linfocitos margeando os ductos neoformados ou paralelos
as areas de necrose, condizendo com o descrito anteriormente em diferentes
espécies. Relatos prévios descrevem o predominio desses leucécitos em um infiltrado

moderado localizado em tecido neoplasico e adjacente, também presente nas areas
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de necrose e hemorragia, com menor quantidade de macréfagos e plasmaocitos
(CLYDE; OROSZ; MUNSON, 1996; MIKAELIAN et al., 1998; ROCHA et al., 2015).

Pesquisas realizadas em aves selvagens evidenciaram, no tecido hepatico
adjacente a neoplasia, presenca de necrose, hepatdcitos vacuolizados e
degenerados, e infiltrado inflamatério composto de heterdfilos e linfécitos,
corroborando com os achados do presente estudo (CLYDE; OROSZ; MUNSON, 1996;
WETTERE; DEGERNES; BARNES, 2010).

Metéastase foi observada em apenas um dos casos avaliados na microscopia,
localizada no pancreas, indicado como um local frequente pela sua proximidade com
o figado. Estudos prévios realizados em mamiferos domésticos e aves relataram
presenca de tecido metastatico em pancreas, pulmao, intestino, linfonodos, omento,
rins e adrenais (MIKAELIAN et al., 1998; ASLAN et al., 2014; NAGY et al., 2014).

A identificacdo de metastases auxilia na determinacdo do melhor protocolo
terapéutico, indicacéo de procedimento cirdrgico, e para precisar a sobrevivéncia geral
do paciente. Em cdes domésticos, metastases extra-hepaticas sdo presenciadas em
mais de 50% dos casos diagnosticados de CC, e podem atingir, potencialmente,
qualquer tecido do organismo dessa espécie (PATNAIK; HURVITZ; LIEBERMAN,
1980).

O papel dessas no prognostico em animais ainda € incerto, entretanto, em
pesquisas realizadas em humanos, a identificacdo de metastase em linfonodos auxilia
a estipular o prognéstico de pacientes apos ressecc¢ao do tumor, dado que individuos
com mais de um linfonodo acometido pela neoplasia podem ter uma sobrevida de
menos de cinco anos, além da necessidade de tratamentos mais rigorosos
(UCHIYAMA et al., 2011; KIRIYAMA et al., 2015; NAVARRO et al., 2020).

Caspases compreendem uma familia de proteinas essenciais na execucao e
regulacdo da morte celular programada. Sua classificacdo depende do seu
mecanismo de agdo no processo de apoptose, podendo ser iniciadoras ou efetoras,
no qual se encontra a caspase-3 (PORTER; JANICKE, 1999). Fisiologicamente,
caspase-3 € liberada nas células de forma inativada, necessitando de fatores pro-
caspase para ser proteoliticamente ativada e desempenhar seu papel, degradando
proteinas essenciais de nucleo e citoplasma (TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 2008).

Observou-se diferenca significativa entre animais acometidos pela neoplasia e
grupo controle em relacéo a expressao de caspase-3 nas células basais. Na medicina

veterinaria, sdo escassas as pesquisas relacionando essa proteina e neoplasias. Um
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estudo realizado em cdes com tumores mamarios revelou maior porcentagem de
células positivas em neoplasias benignas do que em malignas e nenhuma relacéo
entre caspase-3 e prognostico dos casos (RODRIGUES et al., 2016). Ademais, o
estudo de Bongiovanni e colaboradores (2012) demonstrou maior presenca de células
positivas a proteina em osteossarcomas caninos do que em tecido saudavel, também
com pouco valor progndstico.

Em humanos, existe uma possivel relacdo entre 0 aumento na expresséao de
caspase-3 nas células e diminuigcdo na sobrevida de pacientes com diversos tipos de
neoplasias, como as de estdbmago e ovario (HU et al., 2014). J4 foi demonstrado,
também, superexpressdo dessa molécula em diferentes linhagens de carcinoma
hepatocelular, outro tumor primario de figado que pode acometer animais e humanos
(PERSAD et al., 2004).

Ainda que caspase-3 possua uma atuacao preponderante na execucdo de
apoptose, o papel de sua desregulacdo na carcinogénese ndo € totalmente
compreendido. Estudos prévios ja relataram expressdo reduzida e mutacfes
especificas do gene que a codifica em distintas neoplasias, provavelmente
relacionado com a diminuicdo de caspases iniciadoras, todavia, alteracées do tipo sao
consideradas raras em humanos, diferente do que ocorre com outras moléculas pré-
apoptéticas (PHILCHENKOQV et al., 2004; MCILWAIN; BERGER; MAK, 2013).

Bcl-2 € uma proteina de uma familia homénima responsavel por importantes
processos no controle de sobrevivéncia celular e apoptose, estando relacionada com
alteracdes fisiologicas e patoldgicas, e presente integralmente na membrana de
mitocondrias e no reticulo endoplasmatico (HARDWICK; SOANE, 2013). A sua
associagcdo com outras proteinas reguladoras da familia e acdo na permeabilidade da
membrana mitocondrial, evitando a liberacdo de citocromo ¢ no citosol, € fundamental
para garantir que a apoptose ndo ocorra erroneamente (GROSS; MCDONNELL;
KORSMEYER, 1999).

Assim como ocorre com caspase-3, estudos associando Bcl-2 e neoplasias em
animais sao raros. Em aves domeésticas, os trabalhos realizados, frequentemente,
relacionam deficiéncias ou presenca de toxinas na dieta e possiveis efeitos no
organismo que levam a mudanca na expressao de Bcl-2. No estudo de Solcan e
colaboradores (2013), por exemplo, observou-se aumento de Bcl-2 em tecido renal de

galinhas alimentadas com dieta contendo ocratoxina.
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Em uma pesquisa produzida em cdes com osteossarcoma encontrou-se maior
expressao de Bcl-2 em tecido neoplasico quando comparado a tecido saudavel (PIRO;
LEONARDI, 2015). Em outro estudo, conduzido também em cées, porém, dessa vez
com linfomas, os autores observaram aumento na quantidade dessa proteina em
tecido afetado por linfoma de células T (MEICHNER et al., 2016).

No presente projeto, notou-se maior presenca de células positivas para Bcl-2
em tecido neoplasico quando comparado a tecido saudavel. Semelhantemente, nos
estudos realizados em CC de humanos constatou-se superexpressao de Bcl-2 em
tecido neoplasico, notadamente em pacientes mais velhos e com formas mais
agressivas do tumor (HARNOIS et al., 1997; KANG, et al., 2018).

Defeitos na via mitocondrial da apoptose e aumento na expresséo de Bcl-2
estdo relacionados com diferentes neoplasias. O blogueio de processos de morte
celular permite a sobrevivéncia de células tempo suficiente para que adquiram
mutacBes oncogénicas e promovam carcinogénese, além da manutencdo de
oncogenes (CZABOTAR et al.,, 2014). Tais alteracdes ja foram observadas em
mastocitomas cutaneos e osteossarcomas caninos e CC em humanos. (HARNOIS et
al., 1997; VASCELLARI et al., 2013; PIRO; LEONARDI, 2015).

3.5 CONCLUSOES

Nas laminas coradas por HE, os animais avaliados apresentaram dois padrdes
morfolégicos de carcinoma colangiocelular, um com formacdo de estruturas
ductulares diferenciadas e outro com aspecto solido, formado por células agrupadas
e raros ductos biliares indiferenciados. Ademais, na avaliagdo imuno-histoquimica,
contatou-se diferenca significativa entre animais com a neoplasia e os do grupo

controle em células basais para os dois marcadores utilizados.
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APENDICE A — Fotomicrografias dos figados avaliados

(A) Area neoplasica formada por um arranjo sélido de células e ocasionais ductos biliares irregulares
(HE. Aumento de 400X). (B) Area neopléasica (estrela) composta por ductos biliares bem diferenciados
anexa a tecido hepético normal (HE. Aumento de 400X). (C) Imunomarcacéo positiva para Bcl-2 em
células basais (seta) de area neoplasica sdélida (Aumento de 400X). (D) Aumento de 1000X. (E)
Imunomarcac¢éo positiva para Bcl-2 em células basais (seta) de area neoplasica bem diferenciada
(Aumento de 400X). (F) Aumento de 1000X. (G) Imunomarcagéo positiva para Caspase-3 em células
basais (seta) de é&rea neoplasica soélida. (Aumento de 400X). (H) Aumento de 1000X. (l)

Imunomarcagdo positiva para Caspase-3 em células basais (seta) de area neoplasica bem
diferenciada (Aumento de 400X). (J) Aumento de 1000X.
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4 CONCLUSOES GERAIS

Através das informacdes contidas nesse trabalho, denota-se a relevancia de
mais estudos nas diferentes areas na medicina veterinaria com o intuito de se obter
melhores informagdes acerca do carcinoma colangiocelular e seu comportamento no
organismo. Além disso, constatou-se a importancia da identificacdo dos diferentes
subtipos da neoplasia na microscopia, afinal, esses podem determinar diferentes
apresentacoes clinicas e, consequentemente, distintos prognésticos. Por fim, aimuno-
histoquimica para observacao da atividade apoptotica das células aparenta ser uma
boa forma de avaliacdo do tumor, contudo, mais estudos sdo necessarios para que

seja possivel compreender seu valor na rotina.
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