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Resumo

Na medicina veterinaria, doencas restritas a vesicula biliar (VB) sdo incomuns em
caes. Dentre as doencas que acometem 0s cées e apresentam maior prevaléncia
estdo a colecistite, a mucocele da VB, a colelitiase e as neoplasias. O exame
histopatolégico da VB ¢é apontado como padréo ouro. Entretanto o exame
ultrassonogréafico abdominal estd cada vez mais inserido na rotina da clinica
veterinaria e se constitui como um exame seguro, pouco invasivo, inécuo e de baixo
custo. Ele permite que casos de afec¢Oes da VB antes subdiagnosticados passem a
ter um diagnéstico mais preciso. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi identificar,
guantificar e correlacionar as diferentes lesbes da VB de cées diagnosticadas por
exames ultrassonograficos e histopatologicos. Foram avaliadas as VB de 60
cadaveres de cées admitidos na rotina do Setor de Patologia Veterinaria da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMG), sem predilecéo por
sexo, idade e raca. Os resultados demonstraram que o0 exame ultrassonografico,
guando correlacionado com o exame histopatolégico, apresentou 83% de
concordancia na analise dos dados gerais para a presenca ou auséncia de alteracdes
da VB. O nivel de concordancia no teste de Kappa foi 0,63, o que é considerado um
valor substancial. Em comparacao, a concordancia de Kappa nas afec¢fes estudadas
de forma individual obteve-se uma correlacdo baixa. Correlacionando os dados das
analises ndo paramétricas e os do exame histopatolégico, 35% das amostras
apresentaram mucocele da VB, 33,3% nao apresentaram nenhum tipo de alteracéo e
30% foram diagnosticadas com hiperplasia mucinosa cistica (HMC). As semelhancas
entre 0os achados ultrassonograficos das diferentes afeccbes da VB — como a HMC,
mucocele e colecistite — indicam que o exame ultrassonografico ndo apresenta boa
acuracia diagnostica. Contudo, mais estudos devem ser realizados a fim de se
aprofundar o entendimento da correlacéo entre ultrassonografia e histopatologia para

o direcionamento de conclusdes diagnosticas.

Palavras-chave: Canino. Vias Biliares. Ultrassom. Patologia.



Abstract

In veterinary medicine, diseases restricted to the gallbladder (GB) are uncommon in
dogs. Among the diseases that affect dogs and are more prevalent are cholecystitis,
GB mucocele, cholelithiasis and neoplasms. Histopathological examination of GB is
indicated as the gold standard. However, abdominal ultrasound examination is
increasingly being performed in veterinary clinics and constitutes a safe, low-invasive,
harmless and low-cost examination. It allows cases of GB disorders that were
previously underdiagnosed to have a more accurate diagnosis. In this context, the
objective of this study was to identify, quantify and correlate the different GB lesions of
dogs diagnosed by ultrasound and histopathological exams. The GB of 60 cadavers of
dogs admitted to the Veterinary Pathology Sector of the Veterinary School of the
Federal University of Minas Gerais (EV-UFMG) were evaluated, with no predilection
for sex, age and race. The results demonstrated that the ultrasound examination, when
correlated with the histopathological examination, showed 83% agreement in the
analysis of the general data for the presence or absence of GB changes. The level of
agreement in the Kappa test was 0.63, which is considered a substantial value. In
comparison, Kappa's agreement in the conditions studied individually obtained a low
correlation. Correlating the data from the non-parametric analyzes and those from the
histopathological exam, 35% of the samples presented with a GB mucocele, 33.3%
did not present any type of alteration and 30% were diagnosed with cystic mucinous
hyperplasia (CMH). The similarities between the ultrasound findings of different GB
disorders — such as CMH, mucocele and cholecystitis - indicate that the ultrasound
examination does not present a good diagnostic accuracy. However, further studies
should be carried out in order to deepen the understanding of the correlation between

ultrasound and histopathology to guide diagnostic conclusions.

Keywords: Canine. Gallbladder. Ultrasound. Pathology.
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glandulas mucinares apresentam ectasia multifocal e estdo repletas por moderada
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1. INTRODUCAO

A vesicula biliar (VB)! é um 6rgéo anexo ao figado e componente importante
do sistema digestivo. O conjunto formado pelo figado, ductos organicos e a VB é
denominado de vias biliares (GOMES et al., 2018). A VB interliga-se com o figado por
meio desses ductos organicos, que apresentam funcao de drenagem e transporte da
bile. A VB é responsavel por reservar e concentrar a bile produzida pelo figado, que é
liberada posteriormente no intestino delgado (PROLO et al., 2017). Dentre as funcdes
da bile, destacam-se o auxilio na absor¢éo dos produtos terminais da gordura atraves
da mucosa intestinal e sua contribuicdo na excrecédo de outras substancias, como a
bilirrubina e 0 excesso de colesterol (GUYTON et al., 2006).

Os principais fatores de risco relacionados as afeccdes das vias biliares
relatados na medicina humana incluem a idade, género, nivel de atividade fisica,
alimentacao, estilo de vida e a perda de peso rapida (PROLO et al., 2017). As doencas
das vias biliares implicam em altas taxas de morbidade e mortalidade, que podem
variar de 10% a 60%. Contudo, nas ultimas décadas observou-se um aprimoramento
do diagndstico, tratamento e prognostico das afec¢cdes da VB (CLAESSON et al 1986;
LOH et al., 2019).

Na medicina veterinaria, historicamente, a incidéncia de doencas restritas a VB
€ baixa. No entanto, as principais afeccfes da VB em caes incluem colecistite,
mucocele, colelitiase e neoplasias (CHEBLI et al., 2000). As neoplasias da VB séo
incomuns em caes (MAYHEW et al., 2017). Contudo, formacdes neoplasicas como os
carcindides, adenomas, carcinomas, polipos e leiomiomas podem ser visibilizadas na
VB de caes e humanos (CULLEN e POOP, 2009). Na medicina veterinaria podemos
destacar, ainda, que as afeccfes da VB acometem principalmente animais idosos e
endocrinopatas (CHEBLI et al., 2000; KILPATRICK et al., 2017).

Para a confirmacado do diagnostico dessas afeccdes, o exame histopatoldgico
da VB é apontado como padrdo ouro, pois permite um diagnéstico definitivo das
afeccdes, proporcionando uma visdo mais completa da arquitetura tecidual. Em
contrapartida, tem a desvantagem de ser um exame invasivo que necessita de
sedacédo ou anestesia geral do animal (ROQUETTE et al., 2008). As amostras para a

realizacdo do exame histopatologico podem ser coletadas por meio de cirurgia aberta

! Neste trabalho, sera utilizada a sigla VB para se referir a vesicula biliar.
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e/ou laparoscopia, procedimentos invasivos que podem nao ser seguros para 0S
pacientes (ROQUETTE et al., 2008; ORO et al., 2010).

O exame ultrassonografico abdominal € o método de imagem inicial para a
abordagem diagnoéstica e a avaliagdo do sistema biliar, pois € amplamente disponivel,
seguro, pouco invasivo, inécuo e de baixo custo, além de ser realizado em tempo real
(BARBOSA et al., 2011). Dentre as principais indicagfes do exame ultrassonogréfico
das vias biliares, destacam-se as suspeitas de obstrucéo extra-hepética, a busca por
colelitiases e mucocele e a avaliagdo da espessura da parede da VB (NYLAND et al.,
2015). Outra funcdo do exame ultrassonografico abdominal € auxiliar na
colecistocentese, que pode ser utilizada na descompressao da VB e para obter
amostras de bile a fim de realizar analises bioquimicas e microbiologicas (PENNINCK
& D’ANJOU, 2011).

A associacao dos achados ultrassonograficos aos dados histopatolégicos é
promissora para a obtencédo de um diagnostico mais acurado e a elucidacéo de fatores
gue predispdem as afeccbes da VB (SECCHI, 2011). No entanto, estudos realizados
em medicina veterinaria sinalizam a necessidade de mais trabalhos relacionados a VB
(HOWES, 2011). Neste trabalho, o objetivo foi identificar, quantificar e correlacionar
os dados obtidos por meio do exame ultrassonografico da VB aos achados

histopatoldgicos.
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2. OBJETIVO GERAL

Identificar, quantificar e correlacionar os dados obtidos por meio do exame
ultrassonogréafico da VB com os achados histopatolégicos em caes.

2.1 Objetivos especificos

Avaliar a frequéncia de alteracbes da VB em cdes encaminhados para
necropsia no setor de patologia geral do HV-UFMG.

Realizar uma analise descritiva das principais afeccfes observadas nas vias
biliares de cées.

Correlacionar o diagnostico ultrassonografico das afec¢cdes em vias biliares ao

diagnastico histopatologico.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Anatomia do figado e das vias biliares

O figado é a maior glandula do corpo, localizando-se na por¢cao mais profunda
do abddémen, na espécie canina. E recoberto por peritdnio, que se apoia sobre uma
base de tecido conjuntivo — a cépsula fibrosa —, que emite septos para o seu
parénquima, delimitando os lébulos hepaticos. Estes Iébulos sdo compostos de
células hepaticas (hepatdcitos), capilares sinusoéides, canaliculos biliferos e capilares
linfaticos, os quais, em relacdo a sua vascularizacdo, podem caracterizar diferentes
unidades funcionais. O figado apresenta os lobos hepaticos direito e esquerdo, com
as subdivisbes lateral e medial, respectivamente. Apresenta, ainda, o lobo quadrado
parcialmente associado ao lobo direito em cées, e o lobo caudado, que se subdivide
em um processo papilar e em outro processo caudado (KONIG & LIEBICH, 2004;
NYLAND et al., 2015). Entre os lobos medial direito e quadrado, localiza-se a VB, que
compde o sistema biliar extra-hepéatico juntamente com o ducto hepatico e o ducto
biliar comum. A formacéo do sistema biliar extra-hepatico é originada dos canaliculos
biliares que se unem para formar os ductos biliares (POPESKO, 2012).

Os ductos interlobulares formam os ductos intra-hepaticos, que séo variaveis
em numero e terminacdo. A partir da anastomose destes ductos surgem os ductos
extra-hepaticos, que por sua vez percorrem a placa de hepatoécitos e confluem para a
periferia dos |6bulos hepéticos. Nesse local, continuam como ducto biliar comum,
também denominado de ducto colédoco (SANTOS, 2019). Em céaes, o ducto colédoco

desemboca no duodeno, na regido da papila duodenal maior (POPESKO, 2012).

3.2 Histologia da vesicula biliar

Histologicamente, a parede da VB apresenta cinco camadas. A camada
mucosa é revestida por epitélio colunar simples e ciliar, que é altamente absortivo e
desempenha importante funcdo na secrecdo de mucina, imunoglobulinas e acidos
biliares (QUINN & COOK, 2009). O epitélio € sustentado por um tecido conjuntivo
fiboroso, o qual compBe a lamina propria, onde também sdo observados vasos
sanguineos de pequeno calibre, linfécitos e plasmadcitos. Abaixo da mucosa, hd uma

camada fina de fibras musculares lisas, as quais possuem receptores de
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colecistoquinina (CCK), horménio produzido pelas células da mucosa duodenal. Estes
receptores respondem a CCK liberada pelas células enteroendécrinas do duodeno,
em resposta a presenca de gorduras e proteinas presentes no intestino (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 2013). A camada muscular externa contém feixes de células
musculares lisas, colageno e fibras elasticas (QUINN & COOK, 2009). Abaixo disso,
na parte externa da VB, ha uma espessa camada de tecido conjuntivo, que contém
grandes vasos sanguineos, nervos e vasos linfaticos. Esta camada esté ligada ao
figado e é chamada de adventicia. Na regido ndo acoplada ao figado, h4 uma camada
externa de mesotélio e tecido conjuntivo frouxo que corresponde a camada serosa
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

3.3 Anatomia ultrassonografica das vias biliares

O exame ultrassonografico € um excelente recurso de imagem utilizado para
avaliar as anormalidades estruturais da VB. Além disso, proporciona diagnésticos
diferenciais relacionados a processos inflamatorios e neoplasicos da VB, obstrucéo
biliar extra-hepatica, colélitos e coledocoldlitos (NYLAND et al., 2015). Quanto ao
formato fisiolégico da VB no exame ultrassonografico, esta pode apresentar-se
ovoide, arredondada ou piriforme (PELEGRINI et al., 2015). A VB pode variar
acentuadamente de tamanho entre caes higidos, sofrendo aumento em animais
anoreéxicos, de forma que seu volume, por si s6, ndo é considerado um sinal de
obstrucao biliar (HITTMAIR, 2001).

A parede de uma VB normal é fina, hiperecogénica e regular (SANTOS, 2009).
A espessura da parede da VB em cédes saudaveis € de 1 mm, e pode ser obtida por
meio de cortes ultrassonograficos em planos longitudinais ou transversais. No entanto,
a espessura da parede varia de acordo com o grau de distensdo da VB (HITTMAIR,
2001; FEENEY et al., 2008).

Deve-se tomar cuidado e considerar a presenca de artefatos de imagem ao
determinar a espessura da parede da VB. O pseudoespessamento da VB pode ser
causado por reverberacdo ou presenca de liquido livre formador de uma interface
acustica entre o fluido e a parede (FEENEY et al., 2008). A arvore biliar intra-hepética
composta de canaliculos biliares e ductos biliares nédo € vista em pacientes saudaveis.
E o ducto biliar comum pode ser visibilizado entre o duodeno proximal e a veia porta

podendo ter até 3 mm de largura em cées (ZEMAN et al., 1981).
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3.4 Fisiologia da vesicula biliar

A bile € um composto aquoso de substancias organicas e inorganicas.
Apresenta varios componentes, como colesterol, agua, lecitina, eletrdlitos, pigmentos
biliares, urobilinogénio e sais biliares (BICALHO et al., 2002). O colesterol esta
presente em todas as membranas celulares e € o precursor da formacdo dos sais
biliares, horménios esteroidais e vitamina D (FURIAN, 2019). Os eletrélitos e a agua
séo reabsorvidos pelo epitélio da VB, e existe alguma absor¢éo passiva de compostos
lipossoluveis, como o colesterol. Entretanto, no pH da bile, os sais biliares verificam-
se primariamente em sua forma conjugada e ndo sdo sollveis nas membranas
lipidicas. Assim, os sais biliares tornam-se concentrados de 10 a 20 vezes na VB.

Quando ha um desequilibrio na concentracdo dos componentes da bile, ocorre
o favorecimento da cristalizacdo dos compostos e a posterior formacao de calculos
(WANG et al., 2007; NELSON & COUTO, 2010; FURIAN, 2019). Dentre os principais
acidos biliares sintetizados no figado dos mamiferos estdo o acido 5B-colanoico,
acidos biliares primarios como o acido cdlico (3a, 7a, 12a- trihidroxi- 5p-colanoico) e
o acido quenodesoxicolico (3a, 7a-dihidroxi- 5B8-colanoico). A conjugacéo dos acidos
biliares aumenta a sua solubilidade aquosa, diminuindo a absor¢cédo passiva durante
seu trajeto pelo trato biliar e também pelo intestino delgado. Este fato promove a
manutencao de altas concentracdes intraluminais de acidos biliares na arvore biliar e
no intestino, o que facilita o seu papel na estimulacao do fluxo biliar e na promocéo da
absorcao de gorduras no intestino (SECCHI, 2011). Na bile canina, mais de 50% do
célcio é reabsorvido pela parede da vesicula. Isto mantém baixa a concentracéo desse

ion, protegendo contra a sua precipitacdo (CENTER, 2009).

3.5 Lama biliar

O primeiro estudo a identificar lama biliar ocorreu na década de 1970, com o
auxilio da ultrassonografia abdominal em humanos (KO et al., 1999). O sedimento
biliar, também chamado de lama biliar, € considerado uma suspenséo particulada,
viscosa e intravesicular formada pelo processo de modificacdo da bile hepatica pela
camada mucosa da VB (CENTER, 2009). A formacao do sedimento biliar depende

das interacdes fisico-quimicas dos componentes biliares, das altera¢gfes na funcédo da
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mucosa e na motilidade da VB (KO et al., 1999). A microscopia, a lama biliar é
caracterizada por apresentar uma colecdo de inumeros cristais, glicoproteinas,
proteinas, debris celulares e mucina (SAUCEDO & MARTINS, 2009). Na medicina
humana, também ¢€ utilizado o termo “lama biliar” para definir microlitiases,
considerando microcélculos menores que 2 mm (PAZZI et al., 2003; SAUCEDO &
MARTINS, 2009).

Atualmente, acredita-se que as possiveis causas associadas a formacao de
lama biliar em pacientes humanos incluem jejum prolongado, alimentacao parenteral,
gravidez, transplantes de medula éssea e 6rgaos solidos, cirurgias gastricas, rapida
perda de peso e terapias com drogas, como a ceftriaxona (ABEYSURIYA et al., 2010).
Em cées, os fatores predisponentes relatados estao associados a senilidade, estase
biliar, doengas hepatobiliares e enddcrinas (QUINN & COOK, 2009).

Para ser considerado normal, o conteudo da VB deve apresentar-se anecoico
ao exame ultrassonografico. Na presenca de lama biliar, esta € definida como
sedimento ecogénico, ndo formador de sombra aculstica (BROMEL et al., 1998). A
lama é, entdo, movél, e as vezes pode dar a impressdo de ser um agregado,
mimetizando uma massa de tecido mole. E importante considerar que o movimento
da substancia ecogénica deve responder a gravidade, e uma boa forma de atestar tal
mobilidade é reposicionando o paciente. A mobilidade da lama biliar € uma das
caracteristicas que contribuem para diferencia-la de mucocele (PENNINCK &
D’ANJOU, 2011; FUERST et al., 2019).

3.6 Colelitiase

A colelitiase é uma condi¢do caracterizada por apresentar calculos, também
chamados de colélitos ou microcolélitos, no interior da VB, no sistema ductal intra-
hepatico e/ou extra-hepatico. A maioria dos cdes que apresentam colelitiase séo
assintomaticos e os colélitos sao identificados incidentalmente durante procedimentos
de diagnostico por imagem ou exame post-mortem (ARIAS et al., 2001). Ja as
microlitiases, também identificadas pelo exame ultrassonogréfico, sdo caracterizadas
por um acumulo de colesterol mono-hidratado, cristais ou granulos de sal de célcio
incorporados ao muco vesical, e sdo precursoras na formacdo de colélitos maiores
(LEE et al., 1991). Em humanos, a colelitiase é a principal doenca do trato biliar que

oferece risco de morte ao paciente. As obstru¢des podem ocorrer de forma intra ou
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extra-hepética e podem estar associadas a ocorréncia de colecistite e pancreatite
(LERCH et al., 2016).

O desenvolvimento de colelitiase é multifatorial. Em humanos, os fatores de
risco ndo modificaveis incluem idade, sexo, etnia e fatores genéticos. Os fatores
modificaveis incluem dieta, obesidade e uso de certos medicamentos (SHAFFER,
2006). Foi observado que o risco de desenvolvimento de calculos aumenta
significativamente em pacientes idosos (STINTON & SHAFFER, 2012). Em relacéo a
etnia, foi identificado que a tribo Pima, do Arizona (EUA), tem a maior prevaléncia de
calculos biliares do mundo (LA MONT et al., 1984). Em relacdo ao sexo, considerando-
se toda a populacao global, mulheres nos seus anos férteis sdo quase duas vezes
mais predispostas a desenvolver célculos biliares do que homens (SHAFFER, 2006).
O aumento de estrogénio e progesterona para a contracepc¢éo pode levar ao aumento
da secrecao de colesterol e a diminuicdo da secrecdo de sais biliares, enquanto a
progesterona age na redugcdo do movimento da VB, resultando na formacgdo de
colélitos (ETMINAN et al., 2011).

As concentracdes séricas de leptina (hormdnio peptidico) em pacientes
humanos também predispdem a colelitiases. Poucas informacdes estdo disponiveis
sobre a correlacao entre leptina e colelitiase em cées. Investigacdes sobre a relacéo
entre leptina, hiperlipidemia e calculos biliares mostraram algumas associagoes.
Entretanto, estas associa¢fes ainda ndo estéo claras (LEE et al., 2017).

A formacdo do célculo de colesterol esta diretamente relacionada aos fatores
fisiopatoldgicos da litiase biliar, que envolvem a hipersaturacéo hepatica de colesterol
e o tempo de nucleacédo. Outros fatores considerados relevantes para a formacéo das
litiases sé@o a hipomotilidade da VB e a hipomotilidade intestinal, que fazem com que
0S microcristais de colesterol sejam retidos e transformem-se em colélitos
(PORTINCASA et al., 2008). Enquanto os calculos biliares de colesterol induzidos pela
dieta sdo comuns em humanos, os colélitos caninos sdo compostos principalmente de
bilirrubinato de célcio associado a bilirrubina (TOBIAS et al., 2013). Contudo, calculos
de colesterol e bilirrubina também sado evidenciados com menor frequéncia em caes
(VAN GEFFEN et al., 2008). Embora a etiopatogenia exata da colelitiase em caes nao
seja clara, com base em estudos com humanos e animais experimentais, foi sugerido
gue a motilidade diminuida da VB, a secrecdo excessiva de mucina e a absorcéo
alterada de compostos da VB estdo envolvidas na patogénese (SWARTZ-BASILE et
al., 2007).
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Dentre os procedimentos de imagem, o exame ultrassonografico abdominal é
0 exame mais sensivel para a deteccao de colélitos (YILDIZ et al., 2019), tendo em
vista que o exame radiogréfico simples ndo é considerado eficaz na identificacdo dos
processos obstrutivos das vias biliares — uma vez que os colélitos, em sua maioria,
séo radiotransparentes (KEALY et al., 2012).

Na avaliagdo ultrassonografica da VB, os achados encontrados nos casos de
colelitiase podem estar associados a visibilizacdo de estruturas de superficie lisa e
hiperecogénica formadoras ou ndo de sombreamento acustico posterior. O
sombreamento acustico posterior pode se tornar mais evidente a medida que o
tamanho e o teor de calcio dos colélitos aumentam. Utilizar transdutores de maiores
frequéncias pode auxiliar na visibilizacdo do sombreamento acustico (VAN GEFFEN
et al., 2008). Em alguns casos de colelitiase, a parede da VB pode ficar espessa
devido ao processo inflamatorio gerado pela presenca dos colélitos (HARVEY et al.,
2007). Aincidéncia e taxa de diagnostico de colelitiase aumentaram nos ultimos anos.
Porém, a taxa de mortalidade associada a cirurgia em cées ainda é alta (YOUN et al.,
2018).

3.7 Mucocele da vesicula biliar

A mucocele da VB é caracterizada pelo acumulo de conteudo biliar denso (lama
biliar) VB, que pode resultar em colestase e afetar a integridade da parede da vesicula
biliar (FEENEY et al., 2008). Historicamente, a mucocele da VB tem sido associada a
taxas de mortalidade de 22% a 40%. No entanto, a taxa de mortalidade tem melhorado
em pacientes caninos que sobrevivem ao pOs-cirdrgico de colecistectomia
(PARKANZKY et al., 2019).

A etiopatogenia da mucocele da VB em cées € incerta e provavelmente
multifatorial. Diversos relatos descrevem um aumento da prevaléncia de mucocele da
VB em pacientes caninos endocrinopatas, tais como hiperadrenocorticismo,
hipotireoidismo e hiperlipidemia (UETSU et al., 2017; BOULLHESEN et al., 2019).

Entre as racas mais predispostas a desenvolver mucocele da VB, encontram-
se Shetland Sheepdog, Cocker Spaniel Americano, Chihuahua, Pomerania e
Schnauzer Miniatura (KUTSUNAI et al., 2014). Uma mutacdo na insercdo do gene
ABCBA4 foi inicialmente ligada a formagédo de mucocele da VB no Shetland Sheepdog
(CULLEN et al., 2009).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-736X2018000300522#B8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parkanzky%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31490022
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Avaliacdes feitas em cdes também demonstram que o aumento de leptina
acima das concentracfes séricas esta associado a mucocele da VB e a formacéo de
colelitiases (LEE et al., 2016). A mucocele da VB pode formar-se secundaria a
hiperplasia mucinosa cistica, que resulta em maior secrecdo de mucina e/ou
reabsorcéo de muco. A bile fica espessa e o fluxo biliar reduz (BESSO et al., 2000).

A andlise histopatoldgica da mucocele da VB, identifica-se hiperplasia e
hipertrofia da mucosa, formando proje¢cdes do epitélio cilindrico simples, que se
estendem para o limen da VB e formam cistos repletos de muco (BENNETT et al.,
2007).

No processo de avaliacdo ultrassonogréafica da mucocele da VB, podemos
destacar o tamanho e formato da VB e a presenca de contetudo centralizado imovel
no limen da VB. O conteudo intravesicular pode estar associado ao sinal de padréao
estrelado visto em fase de mucocele inicial, seguido pelo aparecimento de estrias
hiperecogénicas que fazem aluséo a fruta kiwi (PENNINCK & D’ANJOU, 2011).

As particulas de muco imovel podem se desprender da parede da VB e
aparecer como estruturas hipoecogénicasflutuantes no sedimento biliar. A parede da
VB também pode se apresentar espessa, hiperecoica e irregular em casos de edema
de parede, inflamacédo ou necrose (NYLAND et al., 2015). A descontinuidade da
parede da VB é um sinal importante de ruptura, juntamente com a presenca de
esteatite focal e de liquido livre periférico (WOODS et al., 2012).

Existe, também, a classificacdo de diferentes padrdes de mucocele biliar ao
exame ultrassonografico. Tais padrfes estdo descritos em trés estagios diferentes,
gue foram classificados de acordo com a distribuicdo do conteudo ecogénico. No
estagio 1 (um), a bile apresenta-se apenas imével e ecogénica. O estagio 2 (dois) é
caracterizado pela presenca do padrdo estrelado. Finalmente, o estagio 3 (trés)
caracteriza-se pela presenca do padréo estriado da VB (BESSO et al., 2000).

E importante ressaltar que em geral, os achados clinicos e dificilmente implicam
em sinais clinicos especificos, porque frequentemente estes séo discretos,
temporarios e recidivantes. Sinais como a ictericia € mais notada quando ha a
presenca de significativa lama biliar ou calculos causando a obstru¢do do ducto biliar.
Também podem ser notados vomito, depresséo, perda de peso, febre, desidratacao,
fezes acdlicas e dores abdominais associadas a colecistite ou obstrucdo do ducto
biliar (WILLARD & FOSSUM 2005).
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Dentre as formas de tratamento utilizadas nos casos de mucocele da VB, a
remocao cirurgica (colecistectomia) ainda é o método mais indicado, devido aos riscos
de obstrucdes extra-hepéticas e rupturas. Entretanto, estudos demonstram que 0 uso
de N-acetilcisteina pode degradar a mucina e tornar a bile menos espessa. A
confirmacéo desse tratamento ainda ndo foi consolidada para a medicina veterinaria
e mais estudos devem ser feitos para avaliar sua eficicia. Contudo, estudos em
medicina humana demonstram boas respostas ao uso de N- acetilcisteina
(BOULLHESEN et al., 2019).

3.8 Hiperplasia da vesicula biliar

A hiperplasia da VB é também conhecida como hipertrofia mucinosa cistica
(HMC)?, hiperplasia mucinosa cistica e colecistite mucinosa. Embora ndo seja uma
lesdo inflamatdria, a HMC é caracterizada por apresentar areas cisticas nas glandulas
produtoras de muco presentes na camada mucosa da VB. A hiperplasia foi descrita
como uma lesao incidental em caes (BERGMAN et al., 1985).

Essas lesbes hiperplasicas séo rotineiramente identificadas em cdes com
mucocele da VB, nos quais as estruturas cisticas sado preenchidas por mucina
viscoelastica tenaz. A hiperplasia mucinosa cistica da VB € um achado incomum e é
provavelmente subdiagnosticada ao exame ultrassonografico das vias biliares
(CULLEN, et al.,2009). As anormalidades da VB relacionadas a hiperplasia podem
passar despercebidas durante a andalise macroscopica da VB (ROTHUIZEN &
TWEDT, 2010). Porém, apds sua avaliacao histopatoldgica, visualizam-se numerosos
espacos cisticos de tamanhos variaveis (Imm a 3mm) e com grande quantidade de
muco, que distorcem a mucosa da glandula e sdo responsaveis pelo aspecto
microscoépico caracteristico desta afeccdo (CULLEN & STALKER, 2016).

Uma das doencas associadas a hiperplasia da VB em humanos é chamada de
adenomiomatose, ou doenca diverticular da VB. Esta é uma condicdo degenerativa
caracterizada pela hiperplasia da mucosa da parede da VB. As anormalidades podem
ser difusas, segmentares ou mesmo localizadas, formando ndédulos (adenomiomas).

Pouco se sabe sobre a sua etiologia. Uma das hip6teses para o aparecimento dessa

2 Neste trabalho, a sigla HMC sera usada para se referir a hipertrofia mucinosa cistica.
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afecc@o é a ocorréncia de contracdo muscular anormal e consequente aumento da
pressao intraluminal (ORTIZ et al., 2018).

Os achados ultrassonograficos relacionados a hiperplasia da VB sao
semelhantes as alteragdes encontradas em colecistite e mucocele inicial, que incluem
0 espessamento da parede da VB. Este espessamento da VB pode relacionar-se
também com, edema de parede associado hipertensao portal, hipoalbuminemia e com
obstrucéo biliar. Além disso, o espessamento da parede — ainda que raramente — pode
estar associado a processos neoplasicos (HITTMAIR et al., 2001; GAILLOT et al.,
2017).

3.9 Colecistite

A colecistite € uma doencga inflamatoria da VB. Rara em caes (KAHN et al.,
2013), geralmente ocorre em animais idosos e aparentemente ndo apresenta
predisposicdo de sexo e raca (COSTA, 2018). Sua etiopatogenia estad associada a
infeccOes ascendentes do intestino delgado, propagacdo hematogena por infeccdes
sistémicas, colelitiase, anomalias relacionadas ao esfincter de Oddi e neoformacdes
na VB (GOMEZ-PINILLA et al., 2007). Erosao e ulceracbes podem estar presentes e
comprometer a integridade estrutural da parede da VB, predispondo a rupturas e, em
consequéncia, peritonite biliar (CHOI et al., 2013).

Em cées, a colecistite necrosante pode se desenvolver secundariamente a
tromboembolia, trauma abdominal contuso, mucocele, infec¢ao bacteriana, obstrucéo
de ducto cistico por célculo biliar e/ou neoplasias (KAHN et al., 2013; LAWRENCE et
al.,, 2015;). J4 a colecistite enfisematosa estd associada a pacientes diabéticos
(LALLEMAND et al., 2003). Na avaliacdo das laminas histologicas, 0s estagios mais
cronicos de colecistite desenvolvem infiltrados inflamatorios mistos, com fibrose.
Ocasionalmente, o infiltrado pode ser predominantemente linfoplasmocitico, com
formacdo linféide e foliculos na mucosa. Ja o infarto da VB é caracterizado por necrose
coagulativa transmural da parede da VB e pode conter areas de fibrina intravascular
(CALLAHAN et al., 2011).

A colecistite apresenta diversas aparéncias ultrassonograficas e pode estar
associada a processos inflamatorios agudos ou cronicos. A presenca ou auséncia de
colélitos pode classifica-la como colecistite calculomatosa ou acalculomatosa,

respectivamente (NYLAND et al., 2015). Em processos agudos, a parede da VB pode
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apresentar uma imagem de dupla parede, frequentemente vista em casos de edema
de parede, 0 que ndo caracteriza um achado exclusivo de colecistite, pois este pode
estar associado a outras altera¢cdes da VB, como a colangite e a colangiohepatite. O
recurso Doppler colorido pode ser utilizado na avaliagao de colecistite aguda em céaes,
em que a auséncia de fluxo biliar no processo de colecistite inicial pode levar a ruptura
da parede da VB (BARBOSA et al., 2011).

Em casos cronicos, pode ser observada a hiperecogenicidade difusa da parede
da VB, e algumas vezes esta hiperecogenicidade pode estar associada a
mineralizacdo distréfica da parede (WOODS et al., 2012).

Em humanos, a colecistite cronica geralmente mascara as neoplasias malignas
da VB, tornando o diagnostico pré-cirurgico mais dificil. Porém, o desenvolvimento da
complicacdo de colecistite aguda pode contribuir para um diagndstico precoce do
cancer (BALAMURALI & RESHMA, 2017; TORRES et al., 2018).
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4. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMG), no periodo de 20 de janeiro a 21
de agosto de 2019.

4.1 Animais

Foram avaliados 60 cadaveres de cdes sem predilecdo de sexo, idade e raca,
admitidos na rotina do setor de Patologia Veterinaria da EV-UFMG. Todos os caes
incluidos neste projeto foram adequadamente refrigerados por no maximo 72 horas
em camara fria, a uma temperatura de 0°C a 2°C. Os critérios utilizados para excluséo
foram: significativo estado de autolise — que interfere e impossibilita a avaliagcdo macro
e microscopica dos cadaveres —, bem como amostras de VB que, ao exame

microscoépico das laminas histolégicas, ndo apresentam camada epitelial integra.

4.2 Procedimentos

Apoés a retirada dos cadaveres da camara fria, foi realizada, de maneira
criteriosa e cautelosa, a retirada do figado e das vias biliares para a realizacado do
exame ultrassonografico e a avaliacdo macroscépica da VB e do figado, seguida pela
coleta e avaliacdo histopatologica da VB. Optou-se pela retirada da peca anatébmica
dos cadaveres para realizar a avaliacédo ultrassonografica com maior acuracia, com o
intuito de diminuir a interferéncia dos efeitos do resfriamento da camara fria instituido

nos cadaveres.

4.2.1 Exame ultrassonografico do figado e da vesicula biliar

O exame ultrassonografico da VB foi feito com o equipamento M5, Mindray,
transdutor linear de 7,5 a 10mHz. A escolha da frequéncia variou de acordo com as
necessidades individuais da peca anatdbmica. O contato do transdutor com as pecas
foi otimizado por meio de aplicacdo de gel condutor.

As mensuracdes para verificar a espessura das paredes ventrais e dorsais

foram realizadas no corpo da VB (DEMONACO et al., 2016). Valores de espessura
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maiores que 1 (um) mm foram considerados como espessamento da parede de VB
(HITTMAIR, 2001).

Para a analise do conteudo biliar pelo exame ultrassonografico foi realizada a
graduacdo da ecogenicidade do conteudo, classificando-o como anecogénico,
ecogénico e hiperecogénico. Conteudos biliares avaliados ultrassonograficamente de
aspecto anecogénico foram classificados como contetdo biliar sem alteracéo.
Enquanto conteddo ecogénicos de aspecto mével foram classificados como lama
biliar. Afeccbes como a mucocele da VB foi definida pela presenca de contetudo
ecogénico centralizado no lumen vesical, seguido pela aparéncia de estriacdes
radiadas hiperecoicas e imdveis, associadas ou ndo ao espessamento da parede da
VB (BESSO et al., 2000).

A dupla parede foi determinada pela presenca de espessamento, associado a
diferentes ecogenicidades entre as camadas da parede da VB (PENNINCK et al.,
2011).

Os colélitos foram identificados como estruturas de superficie lisa e
hiperecogénica formadoras ou ndo de sombreamento acustico posterior no interior da
VB (NYLAND et al., 2015).

Na auséncia das alteracGes supracitadas para espessamento ou dupla parede,
mucocele, colecistite, colélitos e lama biliar, a peca anatdémica foi identificada como

estando dentro dos padrfes de normalidade.

4.2.2 Inspecdo macroscopica da vesicula biliar

A inspecdo macroscopica da VB foi realizada apds o exame ultrassonografico,
seguindo uma sequéncia l6gica em que se avaliou o volume de conteudo intravesical,
a localizacdo de possiveis lesdes e a presenca de grumos e/ou colélitos no conteudo
biliar.

Para a coleta do conteudo biliar, foi realizado o clampeamento do ducto cistico
com pinca hemostatica de halstead e posterior remocédo da VB do lobo hepatico. Apos
a remocdo da VB, o clampeamento do ducto cistico era desfeito e seu contetudo
depositado em um frasco coletor universal. Seu volume foi graduado utilizando uma
seringa descarpack de 10 microlitros (ml).

Os grumos ou colélitos foram observados macroscopicamente quando o

conteudo da VB era colocado no frasco coletor universal. Foram considerados grumos
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pequenas particulas em suspenséo de diferentes tonalidades presentes no conteddo
biliar. Os colélitos foram caracterizados por apresentar tamanhos maiores que 2 (dois)
mm a 3 (trés) mm, formato ligeiramente arrendondado e superficie endurecida
(PELEGRINI, 2015). E, para a confirmacgédo diagnostica de colélitos, foram utilizadas
ferramentas de diagndstico complementares, como as andlises fisico-quimicas da
amostra. Estas analises foram realizadas em um laboratério privado de anélises
clinicas, o Hermes Pardini, localizado em Belo Horizonte.

Apos o completo esvaziamento do conteudo intravesical, a VB foi aberta com
tesoura cirargica a partir do orificio do ducto cistico até o corpo da VB. Dessa forma,
foi possivel avaliar a presenca de lesGes macroscoépicas, como espessamentos da
parede da VB e nodulacdes focais na parede.

4.2.3 Exame histopatologico

Apos a abertura e inspecao da VB, a mesma foi fixada em formol tamponado a
10% e armazenada por, no minimo, 48 horas. Para a realizacdo dos cortes
histoldgicos, foram seccionados trés segmentos, que correspondiam ao fundo, corpo
e colo da VB. No processo de clivagem da peca, esta passou por trés fases:
desidratacéo, clareamento e impregnacao. Na desidratacao, retirava-se todo o liquido
presente no orgao por meio de infiltracdo em diferentes concentracdes de alcool
etilico, que comecava no alcool 70% em agua e ia até o alcool absoluto ou 100%. Na
etapa de impregnacéo da parafina nos tecidos, era necessario retirar o alcool antes,
pois a parafina ndo se mistura bem com tal substancia. Para isso, usou-se o xilol, que
substitui 0 alcool nos tecidos. Os tecidos ficavam mais claros, concluindo a clarificacéo
ou diafanizacao (ALVES, BACCHI, VASSALO & MELO, 1999).

Para a montagem dos blocos processados de parafina, os fragmentos obtidos
apos o processamento eram imersos em parafina liquida. Para a inclusao tecidual, era
necessario que a parafina estivesse aquecida entre 56°C e 60°C, por apresentar-se
liquida apenas nessas temperaturas. Os fragmentos eram emblocados em parafina
com o auxilio de pincas. E, apos o resfriamento da parafina, o bloco estava pronto
para a microtomia. Para a realizacdo da microtomia, os fragmentos de tecidos contidos
nos blocos solidificados eram levados para o micrétomo, a fim de se obter cortes de 4

(quatro) um de espessura, realizados por meio do uso de navalhas afiadas.
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ApOs a realizagdo do corte, esses fragmentos foram colocados em laminas de
vidro e levados para o processo de coloracdo do tecido. foi baseada no seguinte
protocolo: primeiramente, realizava-se a desparafinizacdo em xilol Il por 10 minutos;
apos, fazia-se uma sequéncia de processos — hidratacdo com alcool etilico a 80% por
5 minutos, lavagem em &agua por até 3 minutos, imersdo da lamina na Hematoxilina
por 3 minutos, lavagem em &gua corrente por até 3 minutos, imersdo da lamina em
Eosina por 5 minutos, lavagem da lamina em &agua corrente por 2 minutos e,
finalmente, fazia-se o processo de desidratagdo em alcool etilico 100% por 5 minutos.
Para a fixacdo do corante e conservacao do material, a lamina era, entao, imersa em
xilol por mais 5 minutos. Apds completo o processo de coloracdo das laminas, elas
estavam aptas para a avaliagdo microscépica (ALVES, BACCHI, VASSALO & MELO,
1999). A avaliacdo histopatoldgica foi realizada a cegas por dois profissionais
residentes em patologia veterinaria. As doencas classificadas como HMC e mucocele,
foram classificadas de acordo com a sua descricédo histolégica, onde o tamanho e o
numero das glandulas mucinares foi o fator considerado para a identificacdo destas
afeccdes. Para a determinacdo da analise histopatologica considerou-se HMC cursa
com a hiperplasia difusa do epitélio da VB, com a presenca de pouca a moderada
guantidade de muco acumulado. Isso faz com que uma area maior da parede da VB
apresente-se espessa. A mucocele, por sua vez, forma dilatacées distribuidas
aleatoriamente ao longo do epitélio da VB e apresenta significativa dilatacdo das
glandulas mucinares, com maior acumulo de muco (HITTMAIR et al., 2001; CULLEN,
et al., 2009; GAILLOT et al., 2017).
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4.2 .4 Andlise estatistica

Analisou-se a correlagéo entre os dados obtidos no exame histopatoldgico e os
dados coletados no exame ultrassonografico. Esses dados relacionavam-se a
presenca ou auséncia de dupla parede, caracterizacéo da ecogenicidade do contetdo
biliar e presenca ou auséncia de HMC e mucocele da VB. Para estimar o grau de
concordancia entre as variaveis obtidas através dos exames ultrassonografico e
histopatolégico, ultilizou-se o teste de concordancia de Kappa (SILVA E PAES, 2012).
Para as demais andlises estimou-se 0 grau de concordancia entre as variaveis
ultrassonogréficas e histopatoldgicas, como as correlacbes de espessura de parede
com HMC e mucocele e a ecogénicidade de contéudo intavesical com HMC, mucocele
e lama biliar , aplicou-se os testes de Wilcoxon-Mann-Whitney, Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn. Para avaliar a associagao entre
duas variaveis, calculou-se a correlacdo ndo paramétrica de Spearman. Todas as
analises estatisticas foram realizadas através do software R versao 3.6.1 (R Core
Team, 2019). Alteracdes encontradas em apenas um caso nao foram incluidas nas

analises. Contudo, foi realizada a avaliacdo descritiva.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foram utilizadas 60 pecas anatbmicas de VB provenientes
de cadaveres caninos (33 machos e 27 fémeas). Estas pecas foram avaliadas tanto
ao exame ultrassonografico quanto ao exame histopatolégico. Dentre essas 60 pecas,
35% (21/60) apresentaram diagndstico histopatolégico de mucocele, 33,3% (20
pecas) ndo apresentaram nenhum tipo de alteracdo e 30% (18/60) apresentaram
hiperplasia mucinosa cistica da VB. E apenas 1,7% (1/60) apresentou alteracdes
histopatologicas compativeis com colecistite. Os dados do texto constam na figura 1.

W 4 0 35.0% 33.3%
Colecistite 1 ¢ 00%
Hiperplasia 18 §:QU
v
3 M A
Mucocele 21 g100 1 7%
Normal 20 11 B di——
Coecistite Hipérpiasia Mucoceie Norma
TOTAL 60 Classificacdo

Figura 1: Representacado da frequéncia das principais afeccdes encontradas no exame histopatolégico
da VB de 60 pecas anatdbmicas de VB de cées provenientes do Setor de Patologia Veterinaria da Escola
de Veterindria da UFMG. (a) Tabela representando a frequéncia absoluta das principais afec¢des
encontradas neste estudo. (b) Gréfico representando a frequéncia relativa das principais afeccfes
encontradas no estudo.

Com este estudo, foi possivel observar que as afeccdes histopatoldgicas
destacadas estdo parcialmente em concordancia com os dados encontrados na
literatura, posto que as principais doencas da VB relatadas por Center (2009) incluem
apenas colecistite e mucocele da VB — nédo considerando a HMC de forma isolada
como uma afeccdo comumente encontrada. As lesfes hiperplasicas podem até ser
comuns em caes; entretanto, frequentemente estdo associadas a mucocele
(BERGMAN, 1985; BOULLHESEN et al., 2019). Estudos mostram que os baixos
indices de diagnoésticos de HMC na medicina veterinaria podem ser explicados por
sua semelhanca aos achados ultrassonograficos da colecistite e da mucocele
(GAILLOT etal., 2007; ROTHUIZEN & TWEDT, 2010; CALLAHAN et al., 2011). Outro
fator que pode ter contribuido para o subdiagnostico da HMC é a falta de estudos a
seu respeito na literatura (CULLEN & POOP, 2009).
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Os dados apresentados a seguir refletem os achados do teste de confiabilidade
de Kappa. E para a realizacdo desta analise de concordancia, foi feito o cruzamento
dos achados do exame ultrassonografico com os achados do exame histopatologico.

Objetivando determinar a intensidade da concordancia entre os resultados dos
exames de um modo geral, iniciaram-se 0s cruzamentos Kappa com os dados gerais
do estudo. Para a obtenc&o dos primeiros dados, considerou-se apenas a presenca
ou auséncia de altera¢gdes nos dois exames supracitados. Este resultado demonstrou
gue 83% dos dados obtiveram concordéancia e que o nivel de concordancia no teste
de Kappa foi de 0,63, o0 que é um valor substancial. Em comparacao, a concordancia
de Kappa nas afeccdes estudadas estas apresentaram uma correlagao relativamente
baixa. Para a mucocele da VB, encontrou-se uma concordancia de 65% com o valor
de Kappa de 0,23; nos casos de colecistite e HMC, a concordancia do teste foi de
56,67% e o valor de Kappa obtido foi de 0,061. Estes dados estdo apresentados na

tabela de contingéncia da Figura 2 (a) e (b).

Exame ultrassonografico Exame histopatoldgico Teste de Kappa
Normal 23 20 83% (0,63)
Mucocele 22 21 65% (0,23)
Hiperplasia e Colecistite 15 19 56,57% (0,061)

Figura 2: Tabela de contingéncia representando a analise estistica de Kappa com os dados gerais
obtidos, considerando apenas a presencga ou auséncia de alteracdo nos exames ultrassonograficos e
histopatolégicos. Constam também os dados encontrados em cada afeccdo de forma individual,
correlacionadas com os mesmos dois exames. A frequéncia (%) indica a concordancia entre os dados,
e o valor entre parénteses corresponde ao valor de Kappa. Valores de Kappa proximos a zero indicam
nenhuma concordancia; valores de Kappa préximos a um indicam concordéancia quase perfeita.

Pode-se perceber que existe uma concordancia substancial no diagndstico de
alteracdoes observadas através dos exames ultrassonogréaficos e histopatolégicos,
guando relacionamos apenas o diagnostico de alterado e nado alterado. Entretanto,
guando comparamos as alteracdes individuais de mucocele, HMC e colecistite, a
concordancia do teste de Kappa apresenta-se mais baixa. Com estes resultados,
pode-se afirmar que o exame ultrassonografico € uma otima ferramenta para
identificar a presenca ou auséncia de alteracfes relacionadas a VB, diferenciando,

assim, um animal enfermo de um animal ndo enfermo (ORO et al., 2010). Dessa
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forma, podemos interpretar que o exame ultrassonografico pode direcionar os clinicos
veterinarios na tomada de decisdo frente aos diferentes tratamentos, e este
direcionamento, por sua vez, pode levar a reducdo da frequéncia de procedimentos
cirdrgicos relacionados a VB (BESSO et al., 2000; WOODS et al., 2012; ORTIZ et al.,
2018).

Para as demais andlises histopatoldgicas e ultrassonograficas realizadas neste
trabalho, testes estatisticos ndo paramétricos foram realizados, e as correlacbes
encontradas serao descritas detalhadamente abaixo.

O primeiro dado obtido ao exame histopatoldgico e correlacionado aos achados
ultrassonograficos foi a espessura da parede da VB. Avaliando este dado, observou-
se uma associacao significativa entre a espessura da parede da VB obtida por meio
de exame ultrassonografico e sua classificacdo histopatologica. Esta avaliacéo
demonstrou que a hiperplasia mucinosa cistica da VB apresentou valores
predispostos mais elevados quando comparada a mucocele e a VB normais, conforme

exemplificado na Figura 3.
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Figura 3: Gréfico representando a associagdo entre a espessura da parede da VB e as classificacdes
histopatolégicas. Sao apresentados os valores mensurados (pontos) sobrepostos aos boxplots. O valor
(p) dos testes se encontra acima dos gréaficos. As letras acima de cada grupo representam as
comparagbes multiplas (teste par-a-par). E possivel observar que a hiperplasia mucinosa cistica da VB
apresentou valores mais elevados quando comparada a mucocele e a VB normais.

Foi realizada uma correlacdo mais acurada para comparar a espessura da
parede da VB ao exame ultrassonografico, a qual demonstrou que quando estreitamos
as correlacoes e avaliamos apenas a mucocele e a HMC da VB, pode-se verificar uma
diferenca de 5% de significAncia. Nesta avaliacdo, as classificacbes compativeis com
alteracoes forneceram valores mais elevados do que as classificacbes dadas como

normais. O grafico a seguir (figura 4) demonstra as associacdes feitas em dois grupos:
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grupo alterado com amostras positivas para mucocele e hiperplasia e grupo normal

com amostras sem alteracoes.

Mann-Whitney p.value = 0.024

ags :

E

m

=5

@©

E=]

B 47 3

@ @ 1

& 3 # T

S - .

52 s

» . o

%1 ; 4 8
Alterado Normal

Figura 4: Grafico representando a associacdo entre a espessura da parede da VB e as classificacdes
histopatolégicas de pecas alteradas (com hiperplasia mucinosa cistica e mucocele da VB) e pecas sem
alteracdes. Sao apresentados os valores mensurados (pontos) sobrepostos aos boxplots. O valor (p)
dos testes se encontra acima do grafico. As legendas de “alterado” e “normal” representam as
comparacdes multiplas (teste par-a-par).

Apesar de o presente estudo ndo confirmar uma correlacéo fidedigna entre a
espessura da parede da VB ao exame ultrassonografico e sua classificacao
histopatologica, percebeu-se uma tendéncia entre os animais que se enquadram
como portadores de HMC ao exame histopatologico de apresentarem a parede da VB
mais espessa quando comparada a mucocele. A imagem ultrassonografica (a) e os

cortes histopatolégicos (b e c) relacionados a HMC estdo demonstrados na figura 5.

Figura 5: Imagem ultrassonogréfica em corte longitudinal de uma pec¢a anatémica de VB de um céo de
médio porte. (a) Nota-se parede da VB espessa medindo 3,3 mm (entre asteriscos vermelhos), além
de dupla parede consistente com edema. O conteldo intravesical apresenta-se anecoico. (b) Corte
histolégico da VB do mesmo paciente, mostrando hiperplasia das células mucinares na camada
mucosa. As glandulas mucinares apresentam ectasia multifocal e estdo repletas por moderada
guantidade de conteido mucinar (seta vermelha), (Coloracao de HE, 500 pm). (c) Corte histolégico do
mesmo fragmento demonstrando glandula mucinar com significativa quantidade de contelldo mucoso
intraluminal (seta vermelha), (Coloragdo HE, 200 um). Fonte: Setores de Diagndstico por Imagem e
Patologia Veterinaria da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMG).
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Estudos feitos na medicina humana relatam que o espessamento da VB foi por
muito tempo considerado um sinal altamente sugestivo de colecistite (BARBOSA et
al., 2011). Entretanto, para explicar o fato de que a HMC apresentou maior associagao
com o espessamento da parede da VB, considerando os critérios ja utilizados para a
identificacdo destas patologias descritos ha metodologia, devemos considerar que a
HMC cursa com a hiperplasia difusa do epitélio da VB, com a presenca de pouca a
moderada quantidade de muco acumulado, equanto a mucocele, forma dilatacdes
distribuidas aleatoriamente ao longo do epitélio da VB e apresenta significativa
dilatacao das glandulas mucinares, com maior acimulo de muco (HITTMAIR et al.,
2001; CULLEN, et al., 2009; GAILLOT et al., 2017). Quando comparamos 0S cas0s
de mucocele e HMC, podemos relacionar esse dado com o estudo de Cullen (2009),
gue descreveu que a HMC da VB é um achado incomum e é provavelmente
subdiagnosticada frente ao exame ultrassonografico por desconhecimento desta
afeccéao.

Com base nos dados obtidos neste estudo pela histopatologia e
ultrassonografia, deve-se considerar o diagnostico diferencial de hiperplasia mucinosa
cistica nos relatorios ultrassonograficos para o espessamento da parede da VB, uma
vez que este ndo tem sido considerado um diagnostico comum pela literatura
veterinaria.

Por sua vez, ao comparar a ecogenicidade do conteudo da VB ao exame
ultrassonografico a classificacdo histopatolégica, observou-se uma associacéo
significativa entre essas variaveis. Observou-se que a prevaléncia de conteudo
anecoico classificado como normais foi maior. Em contrapartida, houve um
predominio de classificacbes de mucocele nas VB que apresentaram conteldos

hiperecogénicos, conforme exposto nas figuras 6 e 7.

Hiperplasia Mucocele Normal Total

Anecoico 9 9 18 36

Ecogenico 8 10 2 20
Hiperecoico 1 2 0 3
Total 18 21 20 59

Figura 6: Tabela de contingéncia, com as possiveis associa¢des entre a ecogenicidade do contetdo
biliar atribuida pelo exame ultrassonografico simples e a classificacéo histopatolégica (padréo ouro).
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Figura 7: Graficos representando a frequéncia relativa da ecogenicidade do conteldo biliar, graduada
pelo exame ultrassonografico em relacdo as classificacdes histopatologicas de hiperplasia, mucocele
e pecas normais da VB. (a) Porcentagem de pecas que mostraram contetido anecoico (b) Porcentagem
de pecas que mostranram conteddo ecogénico. (c) Porcentagem de pecas que mostraram conteldo

hiperecogénico.

As associacOes supracitadas apresentam alta aplicabilidade na rotina clinica e
podem auxiliar na presuncéo histopatologica das afec¢es da VB, contribuindo nao so
para o processo de exclusdo ou diagndstico de algumas afeccbes biliares, como
também para a sua qualificacdo diagnostica. Estes dados permitem inferir que a
visibilizacdo de conteudo anecoico intravesicular possui uma alta capacidade de
excluir diferentes afeccdes ligadas a VB. Em contrapartida, o conteido ecogénico —
ou seja, a lama biliar — pode sugerir uma alteracdo precoce da VB, uma vez que na
avaliacdo das VB normais, apenas 10% de conteudo ecogénico apresentou
normalidade. Nao houveram VB com conteddo hiperecogénico sem alteracdo. Pode-
se observar, também, que contetdos hiperecogénicos possuem correlacdo com uma
das afeccbes mais graves da VB: a mucocele da VB (PAZZI et al., 2003; BENNETT
et al., 2007; SAUCEDO & MARTINS, 2009).

Outro fator observado foi que 11,7% das vesiculas avaliadas
ultrassonograficamente apresentaram dupla parede, conforme mostram as figuras 8
(a e b). No entanto, ndo houve uma associacao significativa entre os achados obtidos,
como demonstrado na figura 9, uma vez que a dupla parede esteve presente na HMC,
mucocele e em VB normais. O entendimento desta associacdo com vesiculas normais
possivelmente foi dificultado neste estudo porque as pecas de VB foram avaliadas

post-mortem e um pequeno grau de autblise era esperado. Tal fato pode ter
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prejudicado a avaliacdo ultrassonografica, subestimando ou superestimando a
presenca de dupla parede neste estudo. Esta hipétese é reforcada pelo fato de que
10% dos animais normais apresentaram imagem semelhante a dupla parede na

andlise ultrassonografica.
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Figura 8: (a) Tabela de frequéncia relacionando a presenca ou auséncia de dupla parede de VB no
exame ultrassonografico. (b) Grafico de frequéncia relativa de presenca ou auséncia de dupla parede,
obtidas por meio de exame ultrassonografico nas amostras de pecas de VB coletadas em cées.

Tabela de Contingéncia
Hiperplasia Mucocele Normal Total
Ausente 15 19 18 52
Presente 4 2 2 8
Total 18 21 20 59

Figura 9: Tabela de contingéncia relacionando a presenca ou auséncia de imagem semelhante a dupla
parede no exame ultrassonografico e as suas classificacdes histopatologicas em cées.

Em relacdo a mucocele da VB, também ndo houve uma associa¢ao significativa
entre a sua presenca ou auséncia ao exame ultrassonogréafico e a classificacdo
histopatoldgica da VB (FEENEY et al., 2008; UETSU et al., 2017). Dessa forma, pode-
se considerar que o exame ultrassonografico realizado no presente estudo apresentou
especificidade de 80% e sensibilidade de 50% para o diagndstico de mucocele da VB.
Mayhew et al. (2017), considerou o exame ultrassonografico com uma 6tima
especificidade e sensibilidade para o diagndstico de lesdes biliares em cédes com
mucocele. Entretanto, Besso et al. (2000) e Woods et al. (2012) descreveram que a
aparéncia ultrassonografica da mucocele pode ter padrdes variados, e estes padrdes

podem estar diretamente associados a gravidade dessa afecc¢ao.
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Diante dos 21 casos de mucocele diagnosticados ao exame histopatoldgico,
pode-se observar que a apresentacdo ultrassonogréafica desta afeccao foi variavel,
conforme descrito por Besso et al. (2000). A mucocele pode ser classificada em trés
estagios de acordo com a distribuicdo de seu conteudo ecogénico. Desta forma, foi
possivel verificar que, na comparacdo entre o exame histopatolégico e a
ecogenicidade do contetdo biliar mostrada pelo exame ultrassonogréfico, notou-se
gue em 25% dos casos de mucocele, o conteudo biliar apresentava-se anecogénico,
conforme mostra a figura 7. Este fato pode justificar os diagndsticos subestimados de
mucocele. Além disso, devemos considerar o fato de que a hiperplasia mucinosa
cistica é precursora da formagédo da mucocele da VB (ZWIEBEL, 1998; CHOI et al.,
2013; PARKANZKY et al.,, 2019). Abaixo, segue uma imagem ultrassonografica
caracterizando a mucocele da VB, com a presenca de padréo estrelado associado aos
cortes histolégicos das laminas de uma mesma pecga (Figura 10)

Figura 10: (a) Imagem ultrassonogréafica em plano transversal de uma peca de VB de um céo de
pequeno porte. Nota-se vesicula biliar distendida, apresentando lama biliar ecogénica na porcéo
pendende do lumen (asterisco), com aspecto de padrao estrelar. Presenca de borda continua e irregular
variando de hipoecoica a anecoica visivel na periferia interna da VB (seta vermelha), caracterizando
mucocele da VB. (b) Corte histol6gico do mesmo paciente mostrando acumulo de muco, projetando-se
para o limen da VB (seta vermelha tracejada), (Coloracdo de HE, 200 um). (c) Corte histopatolégico
da VB do paciente citado mostrando proliferacdo da mucosa, formando projecfes epiteliais que se
estendem ao limen da VB (seta vermelha tracejada), (Coloracdo de HE, 200 um). Fonte: Setores de
Diagnéstico por Imagem e Patologia Veterinaria da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais (EV-UFMG).

Dentre os diagnosticos histopatolégicos encontrados neste estudo, observou-
se a presenca de colecistite em apenas um animal, caracterizando-se como caso
isolado.

Contudo, podemos argumentar que a baixa incidéncia de colecistite no
presente trabalho esta em concordancia com os dados da literatura, uma vez que essa

afeccéo é rara em caes (KAHN, 2008). Além disso, a maioria dos animais analisados
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neste estudo eram jovens ou adultos, e como a colecistite ocorre com mais frequéncia
em pacientes idosos, essa baixa casuistica é ainda melhor justificada.

Em relacdo a apresentacdo ultrassonogréafica descrita na literatura, pode-se
constatar que a colecistite apresenta sinais ultrassonogréficos inespecificos (GOMEZ-
PINILLA et al., 2007; GAILLOT et al., 2017). Como visto neste caso de colecistite,
a parede da VB apresentou-se espessa, medindo cinco mm. Além da espessura,
visualizou-se um padrdo de mdltiplas camadas irregulares e com diferentes
ecogenicidades. O conteudo interno tinha aspecto anecoico, ou seja, auséncia de
visibilizacdo de lama biliar e/ou colélito. Segundo Choi et al. (2013), tal colecistite
classificaria-se como acalculomatosa. La Mont et al. (2009) relataram que a
hiperecogenicidade da parede da VB pode ser visualizada em casos de colecistopatia
cronica. No entanto, devemos levar em consideracdo que processos inflamatorios
agudos também cursam com o0 espessamento da parede da VB (BARBOSA et al.,
2011).

Portanto, foi possivel concordar com Torres et al. (2018) e Barbosa et al.
(2011), que relatam que ha uma forte tendéncia de associar o aumento da espessura
da parede da VB a colecistite. Considerando que neste trabalho 30% dos casos
analisados foram compativeis com HMC, pode-se pressupor que esta alteracao é,
atualmente, um diagnaostico diferencial para os casos de espessamentos murais. Além
disso, devemos considerar como diagnésticos diferenciais de colecistite todas as
outras alteracdes de edema e necrose da parede da VB, que podem aparecer
justamente em pacientes com outros sinais clinicos de base referentes a outras
doencas que podem causar estas alteracdes (SPAULDING, 1993; HITTMAIR et al.,
2011; GAILLOT et al., 2017). A figura 11 corresponde a imagem ultrassonografica da
VB e os cortes histopatolégicos do Unico caso de colecistite diagnosticado neste

estudo.
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Figura 11: (a) Imagem ultrassonogréafica em plano transversal de amostra da VB de um cao de pequeno
porte, apresentando parede da VB espessa (5mm), associada a um padrdo de mdltiplas camadas
irregulares e de diferentes ecogenicidades (entre cursores). Mostra a grave inflamacdo da parede,
edema e necrose. (b) Corte histopatolégico do mesmo paciente mostrando colecistite com infiltrado
inflamatério. Nota-se infiltrado inflamatorio crénico inespecifico em todas as camadas da VB,
principalmente na lamina prépria e serosa (seta vermelha indicando infiltrado inflamatério em serosa),
(Coloragdo de HE, 200 pum). (c) Corte histolégico demonstrando infiltrado inflamatério crénico (seta
vermelha tracejada) em lamina propria (Coloracéo de HE, 50 um). Fonte: Setores de Diagndstico por
Imagem e Patologia Veterinaria da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais
(EV-UFMG).

Complementar a correlagdo entre o0s exames ultrassonografico e
histopatoldgico, em uma unica peca pode ser feita a correlacdo entre os achados
ultrassonograficos e o diagnostico do exame macroscopico post mortem. Nesta peca,
foi possivel realizar o diagnostico de colelitiase. O colélito diagnosticado classificou-
se como um composto de bilirrubina e ferro. A confirmacgéo da composi¢cao do colélito
foi obtida por meio do encaminhamento do material para analise bioquimica no
Laboratério de Andlises Clinicas Hermes Pardini 2 (Anexo 1). Na avaliacédo
ultrassonografica, este se apresentou como uma estrutura solida, circunscrita,
medindo 6,1mm x 3,0mm, com superficie ligeiramente irregular, com visibilizacdo de
halo hiperecogénico e, ao centro, demonstrava-se hipoecogénico. Embora de
tamanho consideravel, este colélito ndo formou imagem ultrassonografica de
sombreamento acustico posterior, e situava-se no lumen da VB, conforme
representado na figura 11 (a, b e ¢). Apesar de a caracterizacdo de colélitos no exame
ultrassonografico abdominal geralmente ser definida pela presenca de uma estrutura
hiperecogénica de superficie lisa, formadora de forte sombreamento acustico posterior
(VAN GEFFEN et al.,, 2008; YILDIZ et al., 2019), o Unico colélito encontrado no
presente estudo ndo apresentou nenhum grau de sobreamento acustico. Tal achado

pode ser explicado pela variabilidade na aparéncia de colélitos, que apresentam

3 Avenida Anténio Carlos, 7781, Pampulha, Belo Horizonte/MG, CEP: 31270-010.
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diferentes graus de ecogenicidade e sombreamento acustico posterior, conforme
relatado por Lee et al. (2017).

A diversidade de graus de ecogenicidade e sobreamento acustico pode estar
relacionada aos componentes biliares envolvidos na formagéo dos colélitos (YILDIZ
et al., 2019). Na literatura consultada, ndo ha mencédo de uma correlacao direta entre
colélitos de bilirrubina e ferro e a presenca ou auséncia de sobreamento acustico
posterior. O animal no qual foi encontrado o colélito enquadrou-se na categoria de
normalidade histopatoldgica da parede da VB. Dada essa constatacéo, pode-se inferir
qgque o colélito em questdo ainda ndo havia provocado lesbes murais. Como
justificativa, a literatura descreve que colélitos em processo de formacao no interior da

VB muitas vezes ndo lesionam a parede da vesicula. Mas, com o acréscimo de

componentes precipitados na bile e com a estase da VB, pode-se evidenciar
colecistites calculomatosas (HARVEY et al., 2007; KAHN & LINE, 2013).

Figura 12: Imagens ultrassonogréaficas da VB de um c&o de médio porte, filhote, mostrando um colélito
de bilirrubina e ferro. (a) Plano transversal da VB mostrando estrutura sélida, circunscrita e regular,
composta por um halo hiperecogénico com centro hipoecogénico, ndo formador de sombra acustitica,
situado no limen da VB (seta vermelha). (b) Plano transversal mostrando irregularidade de superficie
e hiperecogenicidade da mesma estrutura (seta vermelha). (c) Imagem ultrassonografica do mesmo
paciente mostrando a mensuracao do colélito (6,1x3,0mm). Fonte: Setor de Diagndstico por Imagem
do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG).

Quanto a prevaléncia de litiases em caes e humanos, foi possivel notar que
humanos apresentam maior predisposi¢cao ao desenvolvimento de colélitos do que a
espécie canina. Isto pode estar associado ao fato de que cées apresentam baixas
concentracdes de colesterol e célcio livre no conteudo biliar. Pode-se também associar
a formacdo de colélitos em humanos a componentes especificos da dieta, como
acucares simples e gordura saturada (CENTER, 2009).

A analise do colélito diagnosticado foi importante pelo fato de que muitos

profissionais ultrassonografistas ainda possuem davidas em relacdo ao
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sombreamento acustico produzido por estas estruturas. Por isso, ressalta-se que 0s
colélitos da VB podem nédo formar sombreamento acustico posterior (YILDIZ et al.,
2019). Estudos j& haviam relatado que, & medida que o tamanho e o teor de calcio
dos célculos se tornammaiores, o sombreamento acustico posterior torna-se mais
evidente (GAILLOTT et al., 2007). Segundo Portincasa et al. (2008), € importante
considerar o tempo de nucleacdo como fator na formacdo dos calculos biliares
(SWARTZ-BASILE et al., 2007).

E extremamente importante pontuar que a alta incidéncia de afeccées de VB
encontradas neste estudo possivelmente néo reflete a realidade epidemiolégica dos
cées atendidos no HV-UFMG, visto que as afec¢cOes hepatobiliares apresentam baixa
prevaléncia em cédes (CHEBLI et al., 2000). Uma das provaveis justificativas para o
diagnostico de hiperplasia, mucocele e colecistite em 66,6% dos pacientes avaliados
€ que o exame histopatolégico foi considerado padrdo ouro (VERONESSE &
CORRENTE, 2007). Este exame permite que as alteracbes em VB comumente
subdiagnosticadas sejam melhor elucidadas (CENTER, 2009).
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6. CONCLUSAO

No exame ultrassonografico, as semelhancas dos achados de imagem
encontrados nas diferentes afeccdes da VB ndo permitem o esclarecimento de um
diagnéstico preciso. Neste estudo pode-se perceber que existe uma concordancia
substancial no diagnéstico de alteracbes observadas através dos exames
ultrassonogréficos e histopatoldgicos, quando relacionamos apenas o diagnéstico de
alterado e néao alterado. Entretanto, quando comparamos as altera¢des individuais de
mucocele, HMC e colecistite, a concordancia apresenta-se mais baixa. Com estes
resultados, pode-se afirmar que o exame ultrassonografico € uma 6tima ferramenta
para identificar a presenca ou auséncia de alteracdes relacionadas a VB,
diferenciando, assim, um animal enfermo de um animal ndo enfermo. Deve-se
considerar a hiperplasia mucinosa cistica como diagnostico diferencial para o
espessamento da parede da vesicula biliar. Além disso, deve-se considerar a
probabilidade do diagnostico de colelitiase para estruturas ecogénicas, ainda que sem
a formacéao do artefato de sombreamento acustico posterior.

Ha um numero limitado de estudos analisando a VB em caes. Contudo, mais
estudos devem ser realizados a fim de se aprofundar o entendimento da correlacéo
entre ultrassonografia e histopatologia para o direcionamento das conclusbes

diagnosticas.
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ANEXO A — Laudo do Laboratdrio de Anélises Clinicas Hermes Pardini

End. Av, Dae Nagjdas, 2448 - Porans A CAPLTE 00 Jentes iis

Vezzoaiens-NG CEPIXNO-000 CAMAG ee s
BT« Diviaco Veomirilen - Ov. Ch Saiiee § <acoio - CRMVMA. 5420
Tohwtane GenAoond Donuiter. (37) 37284200 CARS: gdsaes
Norne Dty do Nastirerts
FLOR PROPRIETARIA RAFAELA DA SILVEIRA PRESTES 02/04/2012 (7 anos)
Sctctenie Duts Crviwan Pados

02/10/2015 302530z-0UP

MATERTAL - CALOULO Dh VISICIHA BILIARR
CALCULO BILIAR,ANALISE FISICO/QUIMICA -VETERINARIO
(DATA DA COLETA - 07/30/2009 12:31) COLNTA DE AMOSTRA NAG REALIZADA PRLC INSTITUTO HERMES FARDINT
METODO: ANALISR FISICA : MACROSCCETA
ANALISE QUIMICA: COLORIMETRICO
ANALISE FisIiCa

CONSISTENCIA: MACIA

BN 1Y I NTISAL
A CAADL A JUMOORDTA WAL TR SE0

COR t ESVERDEADA
FORMA 1 AMORFA
PESO 1 0,03 GRAMAS

ANALISE Quimica
BILIRRUBINA 1 PRESENTE
BILIVERDINA 1 AUSENTE
CALCTO t AUSENTE
COLESTEROL i AUSENTE
FERRO : PRESENTE
FOSFATO AMORFO: AUSENTE

FOSFATO TRIPLO: AUSENTE

CONCLUSAD: PRESENCA DE BILIRRUBINA (+) E PERRO{++).

NOTA:
- Para egse exame nio dispomoz de intervalo de referéncia,
ficando a critérie clinico a interpretagio,
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