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Hepatocellular carcinoma (HCC) is a rare neoplasm in domestic and wildlife animals
and has been reported only in antelope, deer, prairie dogs and ferrets; but there are no re-
ports in Leopardus pardalis (ocelot). This paper describes a case of metastatic hepatocellu-
lar carcinoma in a female of an about 18-year-old Leopardus pardalis from the Zoological
Garden of Teresina, Piaui, after a history of anorexia, apathy and fatal outcomes, forwarded
to the Department of Animal Pathology at the Federal University of Piaui for pathological
examination. Necropsy revealed two nodules of about 8.0cm in diameter in the liver, of whi-
tish to bright red or yellow to dark red color divided into lobes by connective tissue. In the
pancreas were found multiple nodules of about 1.0cm diameter, with smooth surface, firm
consistency, and yellowish-red color. The cut surface of the kidneys also presented multi-
ple whitish-gray or yellowish millimeter small nodules in the corticomedullary region, of
firm consistence, suggesting metastases. Fragments of the liver lesions examined micros-
copically revealed hepatocyte proliferation in well differentiated strands, forming trabecu-
lars of three or more cells. The hepatocytes were large and pleomorphic, with eosinophilic
cytoplasm. In PAS staining glycogen accumulation was found in neoplastic hepatocytes .
The confirmation of the diagnosis was made by immunohistochemistry, using monoclonal
antibody hepatocyte specific antigen. The findings allowed us to characterize the neoplasm
as a trabecular metastatic hepatocarcinoma in Leopardus pardalis bred in captivity.

INDEX TERMS: Neoplasm, felid, liver, hepatocellular carcinoma, ocelot, Leopardus pardalis,
immunohistochemistry.

RESUMO.- O carcinoma hepatocelular (CHC) é uma neopla-
sia rara nos animais domésticos e em espécies selvagens foi
relatado somente em antilopes, veado, cies da pradaria e
furdes, mas ndo existem relatos em Leopardus pardalis (ja-
guatirica). Este trabalho descreve um caso de carcinoma he-
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patocelular metastatico em uma fémea felina de aproxima-
damente 18 anos de idade, da espécie Leopardus pardalis,
proveniente do Parque Zoobotanico de Teresina-PI, com his-
térico de anorexia, apatia e evolugdo ao 6bito que foi encami-
nhada ao Setor de Patologia Animal da Universidade Federal
do Piaui para exame anatomopatoldgico. A necropsia foram
observadas duas nodulagdes de aproximadamente 8,0cm de
diametro no figado, de coloracdo variando da brancacenta
ao vermelhado claro, amarelada a vermelho escuro, subdi-
vididas em lébulos por tecido conjuntivo. No pancreas fo-
ram observadas multiplas nodulag¢des de aproximadamente
1,0 cm de diametro, com superficie lisa, consisténcia firme,
coloracdo vermelho-amarelada. A superficie de corte dos
rins também apresentava varias nodulagdes milimétricas
de distribuicdo multifocal, na regido coértico-medular, con-
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sisténcia firme, coloracdo branco-acinzentada ou amarela-
da, sugerindo metastase. Os fragmentos das lesdes de figado
foram coletados e no exame microscopico observaram-se
proliferacdo de hepatocitos em corddes bem diferenciados,
formando trabéculas com espessura de trés ou mais células.
Os hepatdcitos apresentavam-se volumosos, pleomdrficos,
com citoplasma eosinofilico. Na coloragdo com PAS consta-
taram-se, regularmente, acimulo de glicogénio nos hepa-
tocitos neoplasicos. A confirmacao foi feita pela técnica de
imunoistoquimica, utilizando-se anticorpo monoclonal (He-
patocyte Specific Antigen). Os achados anatomohistopatolé-
gicos, e o auxilio da imunoistoquimica permitiram concluir
pelo diagnostico de hepatocarcinoma trabecular metastati-
co em Leopardus pardalis criado em cativeiro.

TERMOS DE INDEXACAO: Neoplasia, felideo, figado, carcinoma
hepatocelular, jaguatirica, Leopardus pardalis, imunoistoquimica.

INTRODUCAO

O carcinoma hepatocelular (CHC) é uma neoplasia rara nos
animais domésticos, mas pode ocorrer em ruminantes, cor-
respondendo a 20% das neoplasias encontradas em ovi-
nos abatidos na Gra-Bretanha (Cullen & Pop 2002, Cullen
2007). Em espécies selvagens tem sido relatado em antilo-
pes (Wilson et al. 2007), veado (Munro & Youngson 1996),
cdes da pradaria (Garner et al. 2004) e furdes (Jones et al.
2006), mas nao foram encontrados relatos em Leopardus
pardalis (jaguatirica). Os sinais clinicos associados ao car-
cinoma hepatocelular sdo inespecificos, incluindo disten-
sdo abdominal, hepatomegalia, anorexia, vomitos, letargia,
ascite e, as vezes, ictericia, diarréia e perda de peso. Alguns
animais afetados podem apresentar convulsdes, presumi-
velmente devido a encefalopatia ou hipoglicemia, visto que
metdastases para o cérebro sdo raras (Cullen & Pop 2002).

Em seres humanos a neoplasia é frequente e esta asso-
ciada a cirrose hepatica de longa duragdo, principalmente
a cirrose alcodlica (Fattovich et al.1995, Badvie 2000). Nos
animais relata-se a associacdo com produtos quimicos can-
cerigenos, hepatites virais, radiacao ionizante e infesta¢des
parasitarias (Edmondson 1958, Smith 1972).

0 CHC pode ser macico, nodular ou difuso. Varias carac-
teristicas sugerem malignidade, incluindo a falta de delimi-
tacdo ou a pedunculacgio e a coloragio variada da superficie
de corte devido a hemorragia, necrose e pigmentacdo biliar.
Invasao de vasos portais, as vezes grosseiramente eviden-
te, é importante para o diagndstico. Alguns desses tumores
em bovinos sdo esquirrosos, rigidos e brancos. Histologi-
camente os CHC podem ser bastante variaveis, podendo
ocorrer diferentes padrdes dentro de uma tnica neoplasia
(Stalker & Hayes 2007), sendo classificados com base na
sua arquitetura em trabecular, acinar e s6lido (Colina et al.
2007).

O Leopardus pardalis vive em cativeiro aproximada-
mente 20 anos, mas dificilmente ultrapassa os dez anos na
natureza. Alimenta-se de pequenos mamiferos de até 1kg
ou de outros pequenos vertebrados como anfibios, répteis
e aves (Murray & Gardner 1997).

O objetivo desse trabalho foi descrever um caso de car-
cinoma hepatocelular metastatico em Leopardus pardalis
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criado em cativeiro, como um valioso registro sobre a in-
cidéncia de neoplasias malignas em figado de animais sil-
vestres.

MATERIAL E METODOS

Uma fémea da espécie Leopardus pardalis, de aproximadamente
18 anos de idade, proveniente do Parque Zoobotanico de Teresi-
na, Piaui, ha quatro dias com histérico de anorexia e apatia veio a
obito e foi encaminhada ao Setor de Patologia Animal da Universi-
dade Federal do Piaui (UFPI) para exame anatomopatoldgico.
Fragmentos de figado coletados durante a necropsia foram fi-
xados em formalina tamponada a 10%, processados, incluidos em
parafina, cortados a 5pm de espessura e corados com Hematoxi-
lina-Eosina (HE) e Acido periédico Schiff (PAS). A técnica de imu-
noistoquimica foi realizada em cortes desparafinizados, hidrata-
dos em concentragdes decrescentes de alcool etilico; submetidos
a bloqueio de peroxidase endégena com peréxido de hidrogénio
0,03%, em metanol e, em seguida, a recuperagdo antigénica foi
realizada com solugdo de citrato de sédio (pH 6,0) em forno mi-
cro-ondas. As sec¢des foram incubadas com anticorpo primério
monoclonal anti-HSA (Hepatocyte Specific Antigen), produzido
em camundongo (Mob 426, clone OCH1ES5, DBS Corporation, Ple-
asanton), na dilui¢do de 1:50 em overnigth, seguido por anticorpo
secundario IgG anti-camundongo conjugado com peroxidase (En-
Vision® System Labelled Polymer, peroxidase, DakoCytomation,
Carpinteria, CA, USA), em camera umida a temperatura ambiente
por 30 minutos. A revelacdo da reagio foi realizada com 0,3mg/ml
de 3,3’- diaminobenzidina (Sigma Chemical, Saint Louis, USA) e a
contracoloracdo com hematoxilina de Harris (QEEL- Quimica Es-
pecializada Erich Ltda., Sdo Paulo, Brasil). O controle negativo foi
realizado com a omissdo do anticorpo primario em um dos cortes.

RESULTADOS

A necropsia observou-se que a carcaga apresentava muco-
sas aparentes de colora¢do brancacenta, pelos sem brilho,
proeminéncias 6sseas evidentes, hipotrofia de musculatu-
ra esquelética, denotando um estado corporal deficiente. O
exame das visceras revelou a presenca de nodula¢des no
figado, pancreas e rim. Ocupando quase todo o lobo lateral
e medial direito do figado observou-se duas nodulagdes de
aproximadamente 8,0 cm de didmetro, de coloragdo varian-
do dabrancacenta ao vermelho claro e da amarelada ao ver-
melho escuro, as quais eram subdivididas em l6bulos por
tecido conjuntivo fibroso (Fig.1A); os demais lobos apre-
sentavam-se aparentemente dentro dos limites de normali-
dade. No pancreas foram observadas multiplas nodulagoes
de aproximadamente 1,0 cm de didmetro (Fig.1B), superfi-
cie lisa, consisténcia firme, coloracdo vermelho-amarelada.
Os rins mostravam superficie externa normal, entretanto,
ao corte foram observadas varias nodula¢des milimétricas
naregido cortico-medular (Fig.1C), que se apresentava con-
gesta. As nodulagGes eram de consisténcia firme e ao corte
se aprofundavam no parénquima; apresentavam superficie
lisa, brilhante, coloracdo branco-acinzentada ou amarelada
e consisténcia friavel. Na regido fundica do estomago havia
erosoes e uUlceras de aproximadamente 2,0cm. O intestino
apresentava mucosa espessa, edemaciada e contetido pas-
toso de coloracdo marrom escura.

Os achados do exame histopatolégico dos fragmentos
de figado revelaram proliferacdo de hepatécitos em cor-
ddes bem diferenciados, formando trabéculas de espessu-
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Fig.1(A). Aspecto macroscépico da neoplasia hepatica de Leopardus pardalis, com presenca de duas nodulagdes de coloragdo variando
da brancacenta ao vermelho claro, amarelada ao vermelho escuro ocupando quase todo o lobo lateral e medial direito. (B) Aspecto
macroscopico do pancreas de Leopardus pardalis, onde foram observadas multiplas nodulagdes de aproximadamente 1,0cm de dia-
metro, superficie lisa e coloracdo vermelho-amarelada. (C) Aspecto macroscépico do rim de Leopardus pardalis, onde ao corte foram
observados, varias nodula¢des milimétricas de distribuicdo multifocais, localizados na regido cértico-medular (setas).
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Fig.3. Acimulo de glicogénio nos hepatécitos neoplasicos de co-
loragdo purpura-magenta (seta), em Leopardus pardalis. PAS,
barra = 100um.
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Fig.2(A). Carcinoma hepatocelular em Leopardus pardalis, pro- i ] g~
liferacdo de hepatécitos em corddes, bem diferenciados, 2 ' " was .
formando trabéculas separadas por estruturas sinusoidais, ¥ e A 2 h A *
revestidas por endotélio ou fino padrao de tecido conjun- 5 e ¢ gt TR s |
tivo. HE, barra = 100um. (B). Carcinoma hepatocelular em Fig.4. Marcagdo forte e uniforme para o citoplasma dos hepatdci-

Leopardo pardalis, area de transi¢do de hepatdcitos neo- tos neoplasicos de Leopardus pardalis, com anticorpo Hepa-
plasicos e drea com metamorfose gordurosa. HE, barra = tocyte Specific. Imunoperoxidase contra corada com hemato-
100pm. xilina de Harris, barra = 100pum.
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ra de trés ou mais células, separadas por estruturas sinu-
soidais, revestidas por endotélio ou fino padrio de tecido
conjuntivo. Os hepatdcitos apresentavam-se volumosos,
pleomorficos, com citoplasma eosinofilico, muitas vezes
vacuolizados e deslocando o nucleo para periferia, forman-
do estruturas denominadas “células em anel de sinete”. Os
nucleos das células apresentavam formas variadas, sendo
arredondados, alongados, ovais ou triangulares e com nu-
cléolos evidentes e raras figuras de mitose. Observaram-
-se ainda espacos cisticos e depoésitos de pigmento biliar
(Fig.2). A coloragdo de PAS constataram-se, regularmente,
areas com acumulo de glicogénio nos hepatdcitos neopla-
sicos (Fig.3). A neoplasia foi diagnosticada como hepato-
carcinoma trabecular e as células neoplasicas ndo invadiam
o parénquima hepatico subjacente. O tecido hepatico que
ndo foi afetado pela neoplasia, apresentava hepatdcitos au-
mentados, com citoplasma vacuolizado, sugestivo de dege-
neracdo gordurosa.

A imunomarcacdo por imunoperoxidase, com o anti-
corpo Hepatocyte Specific Antigen revelou hepatdcitos
com marcagdo no citoplasma positiva, de aspecto granular
(Fig.4). A especificidade da marcacgao foi confirmada pela
auséncia de coloracdo no tecido sadio adjacente a area ne-
oplasica e no fragmento de tecido onde foi omitido o anti-
corpo primario.

DISCUSSAO

Nao se conhece, ainda, os fatores que predispdem os ani-
mais silvestres ao carcinoma hepatocelular, mas sabe-se
que agentes infecciosos ou quimicos que provocam altera-
¢oes (mutacdes) no DNA dos hepatécitos, podem desenca-
dear a neoplasia (Marion et al. 1986, Boissan et al. 2005,
Mckenzie et al. 2005, Na et al. 2011). Dentre as provaveis
causas de carcinoma hepatocelular em animais estdo as
aflatoxinas, nitrosaminas, aramite, trematédeos hepaticos
(Clonorchis spp., Platynosomun concinrum) e compostos
radioativos como estroncio e césio (Anderson & Sandison
1968, Ettinger & Feldman 2004), mas nao temos informa-
¢do sobre o contato do animal deste estudo com qualquer
desses produtos.

Apesar de observamos que a neoplasia ocorreu em um
Leopardus pardalis com idade avangada (18 anos), caracte-
ristica comum na maioria das neoplasias (Morrison 1998,
McAloose & Newton 2009), os estudos mostram uma enor-
me variacdo com relacdo a faixa etaria. Ha relato em Meles
meles (Texugo Europeia) com dez anos de idade (Salgueiro
et al. 2010), Kobus megaceros (Antilope-do-Nilo) com 14
anos (Wilson et al. 2007). Entretanto, acomete tanto ani-
mais jovens como bufalo indiano com quatro anos (Selvam
etal. 2008), ovinos com menos de um ano de idade e suinos
com menos de seis meses, quanto animais adultos e velhos
como os bovinos que sdo acometidos em idade avangada.
Os cies sdo afetados com 10 a 11 anos, embora tenham
sido relatados casos com quatro anos e em gatos, a faixa
etdria varia de dois a 18 anos (Cullen & Pop 2002). Esta
grande variabilidade na ocorréncia da neoplasia nos ani-
mais, provavelmente esta relacionada a fatores ambientais
predisponentes e as condi¢des organicas intrinsecas das
espécies susceptiveis. Se levarmos em consideracdo que a
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neoplasia acomete gatos, portanto um felideo, com até dois
anos de idade, é provavel que esta neoplasia possa ocorrer,
também, em Leopardus pardalis numa idade precoce.

A frequéncia de hepatocarcinoma no homem esta
associada ao estilo de vida adotado, tendo como fator a
ser destacado, o consumo de alcool, a cirrose hepatica
(Yamauchi et al. 1993), esteato-hepatite ndo alcodlica
(associada a obesidade), bem como o virus da hepatite
B e C (Conte et al. 2000). J4 nos animais, especialmente
silvestres, essa relacdo parece mais provavel com fatores
hereditarios, agentes cancerigenos de origem alimentar
ou ambiental, tais como venenos de plantas, carcinége-
nos quimicos, micotoxinas (aflatoxina), bem como com
infeccdes virais (Snyder et al. 1982, De Jong et al. 2004,
Wilson et al. 2007) adquiridas pelos animais ao longo da
vida. Contudo, esses fatores, também, parecem nido ter um
papel preponderante, pois, sabe-se que nos animais sil-
vestres, apesar de ndo viverem em condi¢cdes sanitarias
adequadas, a ocorréncia da neoplasia é muito rara (Placke
et al. 1982, Selvam et al. 2008), como também é observa-
do nos animais domésticos, a exemplo do cdo (Strombeck
& Guilford 1996, Cullen 2007). No caso ora descrito havia
lesdo sugestiva de metamorfose gordurosa no parénqui-
ma nao envolvido com a neoplasia. Ndo podemos afirmar
que esta lesdo estava associada com a neoplasia, mas exis-
te essa possibilidade, a exemplo do que ocorre com o ho-
mem, muitas vezes relacionado com estresse metabdlico
e inducao de inflamacgao associada a genes, progredindo
para uma hepatoesteatose (Radonjic 2009) e em animais
tem sido descrito difusa metamorfose gordurosa de hepa-
tocitos (Cullen & Pop 2002).

O carcinoma hepatocelular é uma neoplasia que atinge
grande volume, substituindo grande parte do parénquima
hepatico (Cullen & Pop 2002), como observado no presente
estudo. Apesar de maligna, é uma neoplasia encapsulada.
Morfologicamente esta malignidade pode ser reconhecida
pela variada coloragao (MacLachlan & Cullen 1995), con-
forme constatado no presente caso. O carcinoma hepatoce-
lular possui uma classificagido complexa no homem, sendo
caracterizado por subtipos macroscépicos, anatomos-clini-
cos e microscopicos (Anthony & Bannasch 1994, Craig et
al.1980). Em animais a classificacdo é mais simples, mas
o critério microscépico é semelhante, sendo classificado
como trabecular, adenéide (acinar no homem), e sélido
(Stalker & Hayes 2007).

As caracteristicas histolégicas observadas no presente
estudo revelaram claramente que as células neoplasicas as-
semelhavam-se ao figado normal, com formacgao de trabé-
culas hepaticas em camadas de varias células de espessura
e presenca de sinusoides, o que permitiu a classificagao his-
toldgica de hepatocarcinoma trabecular, o tipo mais comum
de hepatocarcinoma (Stalker & Hayes, 2007). O diagndstico
diferencial desta neoplasia deve ser feito com adenoma he-
patocelular, colangiocarcinoma e hepatocolangiocarcino-
ma. Na diferenciagdo com o adenoma é importante consi-
derar o espessamento das trabéculas de hepatdcitos, que
no carcinoma trabecular ocorre com maior variacdo, como
observado no presente caso. Além disso a malignidade da
neoplasia ficou evidente, também, pelas caracteristicas de
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pleomorfismo celular, nucléolos evidentes e nicleos de for-
mas variadas, observadas no exame citolégico. Com colan-
giocarcinoma e hepatocolangiocarcinoma a diferenciagio
em relacdo ao caso diagnostico neste estudo foi bastante
clara, visto que essas neoplasias apresentam um compo-
nente acinar predominante, possuem extenso estroma de
colageno e produgdo de mucina pelo epitélio biliar. Estudos
tem demonstrado que colangiocarcinoma pode ser diferen-
ciado de carcinoma hepatocelular pela presenca de mate-
rial protéico neste, enquanto que o colangiocarcinoma é
mais propenso a ter depdsito de mucina dentro dos acinos
(Shinga 2001, Cullen & Pop 2002). Contudo, de um modo
geral, nas neoplasias hepaticas os hepatdcitos acumulam
glicogénio no citoplasma, o que foi possivel observar pela
coloragdo com PAS (Shinga 2001), muito embora nio tenha
sido observada estrutura tubular, prépria do carcinoma co-
langiocelular.

A ocorréncia de metastase nesta neoplasia é incomum,
mas pode atingir 28% em gatos e 39% em bovinos, sendo
mais frequentes em linfonodo, pulmao e periténio no cio,
e ha relato de metastase no bago (Patnaik 1981,Cullen &
Pop 2002, Jeong et al. 2005). Contudo, no presente estudo
observamos que haviam lesdes nodulares no pancreas e no
rim na regido cortico-medular, de distribuicdo multifocal,
com caracteristicas semelhantes as presentes no figado, su-
gerindo que essas lesdes eram metastases.

Considerando que a imunoistoquimica constitui uma
técnica especifica para a identificacdo de epitopos conser-
vados em células normais e, mesmo, naquelas que se des-
viam do padrao ciclico normal, foi utilizado um anticorpo
monoclonal anti-HSA, para auxiliar no diagnéstico da ne-
oplasia. O antigeno especifico de hepatécito (Hepatocyte
Specific Antigen) se localiza na mitocéndria destes e é con-
siderado um marcador de alta sensibilidade para o diag-
nostico de carcinoma hepatocelular em humanos e cies,
permitindo, assim, diferenciar um carcinoma hepatocelu-
lar, de colangiocarcinoma e hepatoblastoma que ndo ex-
pressam esse antigeno (Ramos-Vara & Johnson 2001, Lau
etal. 2002). Além disso, o figado é um érgao em que a me-
tastase ocorre com muita freqiiéncia (Straw 1996, Patnaik
et al. 1981), porém, como as neoplasias que ndo tem ori-
gem nos hepatdcitos ndo expressam o HSA (Wennerberg et
al. 1993, Ramos-Vara & Johnson 2001, Lau et al. 2002) noés
descartamos a possibilidade de metastase. Desse modo, a
utilizacdo da imunoistoquimica para a detec¢do desse anti-
geno foi util para fazer a diferenciacdo com outras neopla-
sias hepaticas e ndo hepaticas, com maior sensibilidade e
especificidade.

Apesar de nido ser improvavel a ocorréncia de neopla-
sias em animais silvestres, o registro de Carcinoma Hepa-
tocelular em Leopardus pardalis constitui um fato singular,
pois se trata de uma neoplasia rara descrita pela primeira
vez nesta espécie. O diagndstico de carcinoma hepatocelu-
lar em Jaguatirica, acrescenta conhecimentos novos sobre
essa neoplasia nas espécies animais e sobre a sua epide-
miologia, assim, contribuindo para melhor conhecimento
da relacdo animal/ambiente/patogenos, que podem inter-
ferir com a sobrevivéncia desses animais criados em cati-
veiro ou livres na natureza.

CONCLUSAO

Os resultados anatomohistopatolégicos, auxiliados pela
imunoistoquimica, permitiram concluir pelo diagndstico
de carcinoma hepatocelular trabecular metastatico em Le-
opardus pardalis criado em cativeiro. Este estudo constitui
o primeiro registro, de carcinoma hepatocelular nessa es-
pécie animal.
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