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Estudo de gliomas cerebrais no Cédo, padrdes imagiolégicos, estudo das mutacdes de
p53, expressdao do receptor do factor de crescimento epidérmico (EGFR), e

marcadores imunohistoquimicos.

Abstract

O objectivo deste trabalho foi estudar os padr6es imagiolégicos em TAC dos tumores
cerebrais do céo, com particular interesse nos gliomas, assim como tentar determinar o
estatuto dos genes p53 e EGFR nestes tumores, realizando estudos moleculares e de
imunohistoquimica. Foram realizadas TACs cranio-encefélicas em 105 cdes, tendo-se
confirmado em todos a presenca de lesdo intracraniana. O Boxer foi a raga mais
representada com 51,4%, a média de idades foi de 9,44 anos e o sintoma mais frequente foi
epilepsia (62,7%). 43,8% dos gliomas eram hipodensos, 62,5% captaram contraste, destes
60% captaram contraste em anel, e 80% revelaram desvio da foice do cérebro.

Dos 26 tumores classificados por histopatologia, 61,5% foram gliomas e 26,9%
meningiomas.

O estudo das mutacBes do gene p53 foi realizado em 19 casos, incluindo 12 gliomas e 6
meningiomas, ndo tendo sido detectada qualquer mutacéao.

A expressdo relativa do gene EGFR, avaliada por PCR em tempo-real, revelou ser
significativa em meningiomas, oligodendrogliomas e astrocitomas (p<0,05) e em gliomas
(p<0,01).

O estudo imunohistoquimico foi realizado em 24 casos, incluindo 16 gliomas e 8
meningiomas, ndo tendo sido encontradas diferencas significativas entre as marcacdes de

gliomas e meningiomas para Ki-67 e EGFR.

Palavras-chave: cdo, glioma, tomografia axial computorizada, p53, egfr, imunohistoquimica.
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Study of canine cerebral gliomas, CT imaging patterns, p53 mutations, epidermal

growth factor receptor (EGFR) expression, and immunohistochemistry markers.

Abstract

The purpose of this project was to assess CT imaging patterns associated with brain tumours
in dogs, with particular interest in gliomas, and also to establish the status of p53 and EGFR
genes in these tumours, by means of molecular and immunochistochemistry studies. Brain CT
scans were performed on 105 dogs and all were confirmed to have an intracranial lesion.
The Boxer was the most represented breed (51,4%), the mean age was 9,44 years and
epilepsy was the most common symptom (62,7%). 43,8% of gliomas proved to be
hypodense and 62,5% did uptake contrast. The most common contrast uptake pattern in
gliomas was the ring pattern (60%) and in 80% of cases gliomas did show deviation of the
falx cerebri.

All 26 brain lesions were classified as tumours on histopathology, including 61,5% gliomas
and 26,9% meningiomas.

P53 gene mutation studies produced no mutation on all 19 cases comprising 12 gliomas and
6 meningiomas.

EGFR gene relative expression was assessed by real-time PCR and showed statistically
significant differences in meningiomas, oligodendrogliomas and astrocytomas (p<0,05), and
in gliomas (p<0,01).

Immunohistochemistry was performed in 24 cases, including 16 gliomas and 8 meningiomas,
but no statistically significant differences were found between gliomas and meningiomas
staining for Ki-67 and EGFR.

Key words: dog, glioma, computerised tomography, p53, egfr, immunohistochemistry.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. TUMORES INTRACRANIANOS

1.1.1. Prevaléncia de tumores cerebrais no cdo

As doencas cerebrais focais sdo caracterizadas por sinais clinicos que restringem a
localizacdo das respectivas lesGes a pequenas areas do sistema nervoso, e que produzem
alterag6es compativeis com uma &rea anatémica e funcional (Bagley, 2005b).

Quando estas doencas produzem alteracdes estruturais no tecido cerebral normal,
comprimindo-o, sdo chamadas de lesdes intra-cranianas que ocupam espaco (Koesther &
Higgins, 2002). As principais lesdes intra-cranianas que ocupam espago incluem: neoplasias
primarias e metastaticas; granulomas associados a meningoencefalite granulomatosa
(MEG) ou criptococose; doengas inflamatorias / infecciosas como a meningoencefalite
necrosante, toxoplasmose ou neosporose; alteracdes vasculares como hemorragias devidas
a traumatismos ou acidentes vasculares cerebrais; abcessos; e anomalias como
hidrocefalia, quistos intra-aracndideus ou hamartomas (Plummer, Wheeler, Thrall &
Kornegay, 1992; Wolf et al., 1995; Braund, 2003; Bagley, 2005b; e Vite, 2006).

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) sdo relativamente raros nos animais
domeésticos, com a excepcao do cdo e, em menor grau, o gato (Koestner & Higgins, 2002).
Segundo Bagley et al. (1999), os tumores cerebrais ocorrem com uma prevaléncia de 14,5
por 100.000 em cées, embora a incidéncia real seja provavelmente desconhecida por falta
de um sistema abrangente de rastreio (O’'Brien & Axlund, 2005). Em gatos a prevaléncia de
ocorréncia dos tumores cerebrais € de 3,5 por 100.000 (O'Brien & Axlund, 2005). Ja Long
(2006) afirma que as neoplasias do SNC séao relatadas frequentemente em cées e ocorrem
com uma prevaléncia e variedade semelhante a verificada em humanos; estando esta
estimada em 11,8 por 100.000 (O’Brien & Axlund, 2005).

No c&o, ainda ndo foram identificados factores de risco claros associados ao
desenvolvimento de tumores cerebrais (O'Brien & Axlund, 2005). No Homem, a exposicéo a
radiacbes ionizantes ja foi identificada como um factor de risco inequivoco no
desenvolvimento de tumores cerebrais, quer de meningiomas como de gliomas (O’Brien &
Axlund, 2005). A exposicdo do cranio, mesmo que a doses baixas de radiacdo, pode
aumentar a incidéncia de tumores da glia por um factor de 3 a 7, com um periodo de
laténcia que pode ultrapassar os 10 anos apds a exposi¢cao, nao sendo conhecido ainda se
Nnos pequenos animais existe uma resposta semelhante a exposi¢do a radiacao ionizante
(O’Brien & Axlund, 2005).
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Os tumores intracranianos podem ter origem em varios tipos de tecidos intracranianos e néao
apenas a partir do tecido cerebral propriamente dito (O'Brien & Axlund, 2005). Assim, 0s
tumores primarios do sistema nervoso tém origem nas células da neuroectoderme,
ectoderme e/ou mesoderme normalmente presentes em, ou associadas ao cérebro, medula
espinhal ou nervos periféricos, enquanto, os tumores secundarios do sistema nervoso
podem ter origem nas estruturas circundantes como 0 0sso ou musculo, ou podem resultar
da metastizagdo hematogénea de um tumor primario de outro orgédo (Long, 2006).

Os tumores cerebrais primarios mais comuns no cdo sdo 0s meningiomas e os gliomas,
incluindo os ultimos os astrocitomas, glioblastomas, oligodendrogliomas, ependimomas e
papilomas / carcinomas do plexo coréide (March, 2000). Segundo Stoica, Kim, Hall & Coates
(2004) o astrocitoma € o tumor do SNC mais comum nos animais; sendo o c@o a espécie
mais afectada dentro dos animais domeésticos. No gato os meningiomas e o linfoma
multicéntrico estdo documentados como sendo os tumores do SNC mais frequentes
(Dickinson et al., 2000 e Long, 2006).

Os tumores cerebrais em caes tendem a ocorrer em animais adultos com mais de cinco
anos (Greene & Braund, 1989; Koestner & Higgins, 2002; LeCouteur, 2002; Stoica et al.,
2004; O'Brien & Axlund, 2005; e Long, 2006), sendo raramente relatados em animais com
idade inferior a um ano (Long, 2006). No entanto, as racas braquicefalicas com mais de dois
anos sdo as que apresentam a maior prevaléncia de tumores cerebrais (Greene & Braund,
1989 e Long, 2006). Nao parece haver, no entanto, nenhuma predisposicdo de género
(LeCouteur, 2002; Stoica et al., 2004; O’Brien & Axlund, 2005; e Long, 2006). Os
meningiomas aparecem mais frequentemente em racas dolicocefalicas, enquanto os
gliomas (astrocitomas, oligodendrogliomas e gliomas mistos) ocorrem mais frequentemente
em racas braquicefalicas (March, 2000; LeCouteur, 2002; Stacy, Stevenson, Lipsitz &
Higgins, 2003; O'Brien & Axlund, 2005; e Long, 2006), particularmente no Boxer (Stoica et
al., 2004 e Long, 2006), e Boston Terrier (Koestner & Higgins, 2002).

1.1.1.1. Meningiomas

Segundo O’Brien & Axlund (2005), os meningiomas sao os tumores intracranianos mais
comuns em caes e gatos. Sdo tumores mesenquimatosos que podem ter origem em células
das 3 camadas que compdem as meninges: dura-mater, aracnéide (mais comummente) e
pia-méter (O’'Brien & Axlund, 2005). Noventa e cinco por cento dos meningiomas ocorrem
em animais com mais de 7 anos de idade (O’'Brien & Axlund, 2005), e segundo Koestner &
Higgins (2002) e Long (2006), citados por Stacey et al. (2003), estes sdo os tumores
primarios do SNC mais comuns no cdo, com uma prevaléncia de aproximadamente 40%

entre todos os tumores primarios do SNC. Estes tumores séo geralmente benignos, Unicos,
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com crescimento lento, e frequentemente aderentes a dura-mater e leptomeninges (O’Brien
& Axlund, 2005 e Long, 2006). Os meningiomas surgem preferencialmente (80%) na
superficie dorsal do cértex cerebral e na proximidade da foice do cérebro, embora possam
ter outras localizacdes como no tentério do cerebelo, outras superficies externas cerebrais,
regido interventricular proximo do plexo cordide dos ventriculos laterais e 3° ventriculo
(Barnhart, Wojcieszyn & Storts, 2002 e O'Brien & Axlund, 2005). Além destas localizacdes,
também podem surgir na medula espinhal e a nivel intra-orbitario (O'Brien & Axlund, 2005).

Os sinais e sintomas associados aos menigiomas serdo abordados no ponto 1.1.3.

1.1.1.2. Gliomas

Os gliomas sdo também denominados por tumores da glia ou tumores neuroepiteliais e
incluem o0s seguintes tipos: oligodendrogliomas, astrocitomas, tumores das células
ependimarias, e tumores do plexo cordide (O'Brien & Axlund, 2005). A verdadeira
prevaléncia dos gliomas, no cédo, ndo é conhecida, mas é definitivamente o tipo de tumor
mais frequente a seguir aos meningiomas (O’Brien & Axlund, 2005). Ja Koestner & Higgins
(2002), citados por Stacey et al. (2003) afirmam que a prevaléncia de oligodendrogliomas no
cédo é de aproximadamente 10% de todos os tumores primarios do SNC. Lipsitz et al. (2003)
afirmam que os astrocitomas representam 10% dos tumores do SNC no cdo, enquanto que
os glioblastomas representam 5% de todos os astrocitomas. No Homem, os gliomas sdo os
tumores cerebrais primarios mais frequentes no adulto (Sarkar, Jain & Suri, 2009). Os
astrocitomas surgem mais frequentemente localizados nos lobos piriformes, hemisférios
cerebrais, talamo, hipotadlamo e tronco cerebral (Stoica et al., 2004). No Homem, este € o
tipo mais frequente de tumor cerebral, podendo os astrocitomas de elevado grau (maligno)
surgirem de novo ou a partir de um astrocitoma pré-existente de grau baixo (O'Brien &
Axlund, 2005). Os astrocitomas sdo, no entanto, invariavelmente fatais tanto no cdo como
no homem (O'Brien & Axlund, 2005). Os sinais e sintomas associados aos gliomas serédo

abordados no ponto 1.1.3.

1.1.2. Fisiopatologia dos tumores cerebrais

As diferentes doencas podem afectar o sistema nervoso de varias maneiras (Bagley,
2005a). No que respeita as lesdes cerebrais estas podem ocorrer por causas endégenas ou
exogenas (Bagley & West, 2010). No caso particular das massas intracranianas estas
alteram directamente a integridade da estrutura encefélica, afectando o seu equilibrio
fisiologico (Bagley, 2005a e Bagley & West, 2010). As massas intracranianas aumentam o

volume relativo dentro da cavidade craniana com repercussées na pressao intracraniana
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(PIC) (Bagley, 2005a). Uma das consequéncias mais importantes das lesbes estruturais
cerebrais é o efeito sobre o fluxo sanguineo local (Bagley, 2005a). Os vasos sanguineos
cerebrais possuem a capacidade de alterar o seu diametro em resposta aos niveis de
pressao parcial arterial de CO, (PaCO,); assim a mediada que o nivel de PaCO, aumenta,
0S vasos cerebrais dilatam para aumentar o fluxo de sangue ao cérebro, e o efeito contrario
acontece em resposta a diminuicdo dos niveis de PaCO, (Bagley, 2005a e Bagley & West,
2010). Esta forma de regulacdo do aporte sanguineo cerebral é conhecida como auto-
regulacdo quimica (Bagley, 2005a e Bagley & West, 2010). O outro mecanismo de
regulacéo do fluxo sanguineo cerebral é conhecido como auto-regulacao de presséo, e varia
em funcdo da pressdo sanguinea, evitando a hipoperfusdo e isquémia em alturas de
hipotenséo e evitando a hemorragia e o edema em alturas de hipertenséao (Bagley, 2005a e
Bagley & West, 2010). Quando estes mecanismos de auto-regulacdo estdo alterados por
lesbes estruturais do tecido cerebral, a hiperventilacdo e consequente diminuicdo de
PaCO2, ndo vai alterar o diametro vascular na area afectada podendo resultar em
hemorragia e edema cerebral; enquanto a hipoventilacdo e consequente aumento de
PaCO2 conduzira a isquémia e hipoxia (Bagley, 2005a e Bagley & West, 2010).

Outro dos efeitos do desenvolvimento de uma massa cerebral para além dos limites de
compensacdo é o aumento da PIC (Bagley & West, 2010). O aumento subito da PIC pode
resultar em deslocamentos do parénquima cerebral ou hérnia cerebral, sendo mais comuns
as hérnias transtentorial caudal, subfalcial e através do foramen magno.

Outra consequéncia da presenca de uma lesao que ocupa espaco intracraniana € o edema
cerebral. Este pode ser vasogénico, citotoxico ou intersticial e podem co-existir no mesmo
paciente (Bagley, 2005a). O edema citotoxico resulta da incapacidade de extrair o sodio
(Na") do interior da célula; assim, as células ficam tdrgidas e aumentam de tamanho
(Bagley, 2005a e Bagley & West, 2010). Este tipo de edema ocorre em intoxicagcfes, e em
situacdes de hipoxia e isquémia (Bagley, 2005a e Bagley & West, 2010). O edema
intersticial resulta da passagem de LCR, através da parede do sistema ventricular, para as
zonas periventriculares da substancia branca cerebral (Bagley, 2005a e Bagley & West,
2010). O edema vasogénico € o0 que ocorre mais frequentemente associado aos tumores
intracranianos, e resulta de lesdes vasculares secundarias a alteracdes da integridade do
endotélio vascular das suas juncdes intercelulares (Bagley, 2005a e Bagley & West, 2010).
A diferenca do gradiente de pressdo transmural conduz a uma extravasao de fluido dos
vasos para o fluido do espaco extra-celular cerebral (Bagley, 2005a e Bagley & West, 2010).
As massas intracranianas que ocupam espaco podem também comprimir o sistema
ventricular conduzindo a uma obstrucao de fluxo de liquido céfalo-raquidiano (LCR), sendo

os locais mais frequentes de obstrucdo o forAmen interventricular e o aqueduto
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mesencefalico, o que conduz ao aumento da PIC e edema intersticial (Bagley 2005a e
Bagley & West, 2010).

Uma das consequéncias mais importantes associada ao desenvolvimento de uma massa
intracraniana € o aumento da PIC. Esta é definida como a pressdo exercida entre o cranio e
os tecidos intracranianos e € mantida estavel mesmo perante grandes flutuacdes da presséo
arterial média sistémica (50 a 150mmHg) (Bagley 2005a; Syring, 2005 e Bagley & West,
2010). Sendo o cranio uma estrutura muito pouco elastica comparada com os tecidos
intracranianos, a PIC é determinada, fundamentalmente, pela alteracdo do volume dos
tecidos intracranianos e a sua capacidade de compensagao face a estas alteragdes (Bagley
2005a e Bagley & West, 2010). Os trés componentes principais que contribuem para o
volume intracraniano séo: o tecido cerebral (elementos celulares intracranianos), o LCR, e o
volume sanguineo (Syring, 2005 e Bagley & West, 2010). As doencas intracranianas
geralmente aumentam o volume de um destes componentes e, consequentemente, para
gue a PIC se mantenha estavel é necessario que haja uma diminuicdo de um ou ambos 0s
restantes componentes (Bagley & West, 2010). Esta capacidade de compensacédo €,
naturalmente, finita e se for ultrapassada, entdo a PIC aumenta (Bagley & West, 2010). A
medida que a PIC aumenta esta dificulta e diminui o fluxo sanguineo cerebral, diminuindo a
pressdao de perfusao cerebral, com a consequente hipoperfusdo cerebral, isquémia dos
neuronios, hipodxia, alteracdes metabolicas, e eventual morte (Bagley 2005a e Bagley &
West, 2010). No curso do desenvolvimento das doengas intracranianas o aumento da PIC
pode ser temporario ou permanente, dando origem a manifestacdes clinicas episédicas ou

persistentes, respectivamente (Bagley & West, 2010).

1.1.3 Sinais clinicos

O aparecimento e evolucdo dos sinais clinicos dependem do tipo de tumor e da sua
localizacdo (Fenner, 2000; March, 2000; Koestner & Higgins, 2002; e O'Brien & Axlund,
2005). Os sinais podem surgir de forma subita ou insidiosa e a sua progressao pode ser
rapida ou lenta (Greene & Braund, 1989). Long (2006) afirma que, de uma forma geral, os
tumores primarios apresentam um padrdo de crescimento lento, enquanto 0s tumores
secundarios e altamente malignos, as metastases e 0s tumores 0sseos apresentam uma
progressao mais aguda. As massas extra-axiais tendem a produzir sinais de aparecimento
gradual e progresséo lenta, enquanto as massas intra-axiais tendem a produzir sinais de
aparecimento subito e progressdo rapida (March, 2000). As neoplasias intracranianas
geralmente apresentam um aparecimento gradual dos sinais com muitos animais a
manifestarem uma longa histéria de sinais vagos e inespecificos (LeCouteur, 1999;

LeCouteur, 2002 e Lorenz & Kornegay, 2004), por vezes com episédios de evolucdo aguda
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(Lorenz & Kornegay, 2004). Os sinais inespecificos incluem relutancia a serem manipulados,
esconderem-se durante o dia, e diminuicdo da actividade (LeCouteur, 2002). A agudizacao
dos sintomas ocorre quando o tumor intracraniano comprime a massa encefélica causando
edema e resultando em sinais declaradamente do foro neurologico (LeCouteur, 1999 e
LeCouteur, 2002).

O sistema nervoso central esta organizado de uma forma l6gica de modo que os sinais
clinicos apresentados pelos cdes com tumores intracranianos traduzem lesfes de areas
neuro-anatomicas bem definidas (Dickinson, 2005). Assim, consoante a d&rea neuro-
anatémica afectada, podemos resumir estes sinais da seguinte forma: i) cérebro e
diencéfalo — alteracdes do estado mental (depressao, estupor e coma), défices visuais,
andamento em circulo, hemiparésia ou tetraparésia, epilepsia e reaccdes posturais
retardadas (Fenner, 2000; March, 2000; O'Brien & Axlund, 2005); ii) cerebelo — ataxia,
dismetria, tremores de intencdo, reacc¢des posturais ataxicas, inclinacdo da cabeca,
nistagmus (Fenner, 2000; O’Brien & Axlund, 2005); iii) tronco cerebral — défices dos nervos
cranianos, nistagmus, fraqueza, reaccfes posturais retardadas, ataxia, inclinacdo da
cabeca, andamento em circulo, estado mental deprimido (depresséo, estupor e coma),
depressao respiratéria, arritmias, sinais vestibulares (Fenner, 2000; March, 2000; O’'Brien &
Axlund, 2005); e iv) aparelho vestibular — nistagmus, reaccdes posturais ataxicas, ataxia,
inclinacdo da cabeca, andamento em circulo, incapacidade de se manter em estacao,
estrabismo posicional, tnus muscular alterado (Fenner, 2000).

Snyder, Shofer, Van Winkle & Massicotte (2006) numa compilacdo de sinais e sintomas
presentes em 173 casos de tumores intracranianos primarios no cdo, citam como 0s mais
importantes epilepsia, sindrome vestibular, dor cervical, andamento em circulo, cegueira,
alteracdes do estado mental, anisocoria e regurgitacdo. A epilepsia esta documentada como
presente em 46% de cdes com tumores intracranianos, tornando-a num dos sintomas mais
frequentes (Koestner & Higgins, 2002). Bagley et al. (1999) num estudo retrospectivo dos
sinais clinicos associados com tumores cerebrais em 97 cdes verificou que convulsdes
estavam presentes em 45% dos animais com tumores cerebrais, tendo encontrado outros
sinais e sintomas como andamento em circulo (23%), ataxia (21%), inclinacdo de cabeca
(13%), letargia (11%), andamento compulsivo e estereotipado (10%), alteracOes
comportamentais (7%), cegueira (6%), agressividade (5%), e andar errante (5%).
Depressao, anorexia, andamento em circulos, hiperestesia da face, e disfun¢bes oculares
estdo descritos como associados a presenca de um ganglioneuroblastoma cerebral
(Kuwamura et al., 2004). Porter, Lahunta & Summers (2003), num artigo acerca de 6 casos
de gliomatose cerebral descrevem défices dos pares cranianos, anomalias posturais, ataxia,
andamento em circulo, depresséo, inclinacéo da cabeca, pressao da cabeca contra objectos

e alteracdes da marcha como sintomas observados. No caso de tumores da hipdfise,
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nomeadamente carcinoma, estdo documentados letargia, relutancia em brincar e passear,
urinar em casa, deficits proprioceptivos, depressdo, anorexia, andamento compulsivo e
estereotipado, andamento em circulos, pressao da cabeca contra objectos e vomito (Puente,
2003).

No Homem, Wilne et al. (2007) num artigo de revisdo, realizado no sentido de tentar
estabelecer um conjunto de sinais e sintomas que servissem de indicadores da presenca de
lesbes do SNC em criancas, relata como sintomas mais frequentes o0s seguintes: dor de
cabeca (33%), nausea e vomito (32%), alterac6es do andamento e coordenacéo (27%), e
papiloedema (13%) no caso de tumores intracranianos; nausea e vomito (75%), cefaleias
(67%), alteracbes do andamento e coordenacdo (60%), e papiloedema (34%) no caso de
tumores infratentoriais; sintomas inespecificos e sinais de aumento da presséao intracraniana
(47%), convulsbes (38%) e papiloedema (21%) no caso de tumores supratentoriais; e
cefaleias (49%), movimentos oculares andémalos (21%), estrabismo (21%), e nausea e
vomito (19%) no caso de tumores cerebrais.

E importante salientar que, no cio, estes sinais e sintomas podem estar associados a
lesbes cerebrais de natureza ndo tumoral como por exemplo enfartes hemorragicos
cerebrais (Tidwell, Mahony, Moore & Fitzmaurice, 1994). Assim, as neoplasias deveréo
constituir um diagnéstico primario na maioria das lesbes cerebrais que ocupam espaco,

desde que enquadradas num quadro clinico apropriado (Kraft & Gavin, 1999).

1.1.4 Diagnéstico

Surpreendentemente, existe um numero limitado de meios de diagnéstico ante-mortem
disponiveis e Uteis para identificar doencas intracranianas nos animais (Oliver et al., 1987;
Chrisman, 1991; Braund, 1994; Oliver et al., 1997; e Dewey, 2003, citados por Bagley,
2005a). Mesmo em Medicina Humana, e apesar dos avancos em neurocimagem, um
diagnostico atempado de tumores do SNC ainda é dificil (Wilne et al., 2007).

A radiografia convencional sé se revela Util quando existem alteracdes dos 0ssos do cranio
(LeCouteur, 2002 e Bagley, 2005a), como fracturas, e lise / esclerose das bolhas
timpanicas, ndo permitindo avaliar o parénquima cerebral (LeCouteur, 1999 e Bagley,
2005a). Outros exames complementares de diagnostico compreendem a colheita e analise
do LCR, a electroencefalografia (EEG) e testes electrofisiolégicos como os potenciais
auditivos cerebrais evocados (BAER) (LeCouteur, 1999; Bagley, 2005a; e O’Brien & Axlund,
2005). E importante frisar que o diagndstico etiolégico definitivo s6 é possivel mediante
exame histopatoldgico ap6s exciséo cirtrgica ou biopsia (LeCouteur, 2002).

A analise do LCR destina-se, sobretudo, a diagnosticar doencas do foro inflamatério que

envolvem o espaco sub-aracndideu (LeCouteur, 2002 e Bagley, 2005a). Bagley (2005a) e
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O'Brien & Axlund (2005) acrescentam ainda que, mesmo que, apoés a realizacado de citologia
do liquido céfalo-raquidiano se suspeite de uma neoplasia cerebral, aquela é geralmente
nao especifica do tipo de tumor ou da sua localizacdo. Classicamente, a analise do LCR em
animais com tumores intracranianos apresenta um aumento das proteinas (LeCouteur,
2002; Stoica et al., 2004; e Bagley, 2005a), sem pleocitose concomitante (dissociacdo
albuminocitoldgica) (Bagley, 2005a). Ainda que a presenca de células tumorais no LCR seja
especifica para algumas doencas neoplasicas (linfoma, carcinomatose e tumores do plexo
coroide), raramente 0 € (< 2% dos casos) para animais com tumores primarios cerebrais
(Bagley, 2005a).

A EEG regista a actividade eléctrica cerebral e pode elucidar sobre disfuncbes cerebrais
episédicas como a narcolepsia e a epilepsia (Bagley, 2005a). No entanto, a EEG nos
animais de companhia nao é tao eficaz na localizacao de les6es como no Homem, pois 0s
cédes e gatos possuem um cérebro relativamente pequeno que é protegido por uma abdbada
craniana espessa, assim como por poderosos musculos mastigadores (O'Brien & Axlund,
2005).

Os testes BAER avaliam a integridade das vias da audi¢édo localizadas no tronco cerebral
(Fisher & Obermaier, 1994 e Steiss et al. 1994, citados por Bagley, 2005a).

O exame histopatolégico pode ser obtido por necropsia (Bagley, 2005a e O'Brien & Axlund,
2005) ou, alternativamente, em vida mediante realizacdo de biopsia estereotatica guiada por
tomografia axial computorizada (TAC) (Moissonnier, Bordeau, Delisle & Devauchelle, 2000;
LeCouteur, 2002; Moissonnier et al., 2002; Bagley, 2005a; e O'Brien & Axlund, 2005) biépsia
guiada por ecografia (LeCouteur, 2002 e O'Brien & Axlund, 2005), ou ainda por esfregaco
obtido intra-operatoriamente (Vernau et al. 2001).

A TAC juntamente com a ressonancia magnética (RM) constituem, actualmente, as técnicas
mais especificas e sensiveis para a avaliacdo de lesdes intracranianas (Kraft & Gavin, 1999;
Jones, 2004; Stoica et al., 2004; Bagley, 2005a; e O’'Brien & Axlund, 2005), e serdo

abordadas seguidamente.

1.2. TOMOGRAFIA AXIAL COMPUTORIZADA

1.2.1. Aplicagdes e limitagbes da TAC

Como se disse anteriormente, existe um numero limitado de meios complementares de

diagnéstico para identificar doencas cerebrais nos animais. Felizmente, a TAC juntamente

com a RM constituem, actualmente, as técnicas mais especificas e sensiveis para a

avaliacdo de lesdes intracranianas (Kraft & Gavin, 1999; Jones, 2004; Bagley, 2005a;
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O’Brien & Axlund, 2005 e Pollard, Reilley, Uerling, Wood & Feldman, 2010). As principais
vantagens da TAC sobre a radiografia sdo a capacidade de detectar alteracbes mais subtis
da densidade dos tecidos, a eliminacdo de sobreposicées de estruturas anatomicas e a
capacidade de ajustar a imagem de acordo com as necessidades no sentido de melhorar a
visualizacdo das diferentes estruturas (Jones, 2004), sem ser um método invasivo
(LeCouteur, Fike, Cann & Pedroia, 1981). Tanto a TAC como a RM s&o capazes de produzir
imagens de alta resolucdo do cérebro e, apés a administracdo de contraste endovenoso,
proporcionar uma maior precisdo na deteccdo de massas intracranianas (Pollard et al,
2010).

As aplicagcbes mais comuns em Medicina Veterinaria, € no que diz respeito a cabeca,
incluem a suspeita de neoplasias intracranianas, doencgas cerebrais ndo neoplasicas ou
patologia do ouvido médio / interno (Jones, 2004).

Em TAC uma alteracdo da densidade nas imagens obtidas depende da presenca de
anomalias fisicas, graves o suficiente para alterarem as propriedades de atenuacao da
radiacdo X por parte desses tecidos (Kraft & Gavin, 1999). Os infiltrados celulares raramente
alteram a densidade do cérebro dos cdes e gatos a ponto de se conseguir distinguir do
tecido cerebral normal (Kraft & Gavin, 1999). Assim, muitos tumores cerebrais sao
isodensos (apresentam a mesma densidade do tecido cerebral normal), antes da
administracdo do meio de contraste, tornando a sua administracdo um procedimento
essencial a deteccdo da maioria dos tumores cerebrais em TAC (Kraft & Gavin, 1999).
Mesmo apés administracdo de contraste, algumas massas cerebrais de crescimento lento
(como os gliomas infiltrativos) poderdo ndo conseguir ser detectados na TAC se houver uma
captacdo discreta ou nula do meio de contraste, devido a uma barreira hemato-encefalica
normal (impermeével) (Kraft & Gavin, 1999). Num estudo de TAC em 50 cdes com tumores
cerebrais, 3 ndo foram detectados por falta de captacéo de meio de contraste, e 1 por ter um
tamanho muito reduzido (3mm) (Kraft & Gavin, 1999). Uma outra desvantagem da TAC é a
dificuldade de avaliacdo do tronco cerebral (LeCouteur et al. 1981; Kraft & Gavin, 1999;
LeCouteur, 2002 e O’Brien & Axlund, 2005) e cerebelo, devido aos artefactos criados pelo
feixe ao atravessar a espessa porcdo petrosa do osso temporal da base do cranio
(LeCouteur et al. 1981; Kraft et al., 1997; Kraft & Gavin, 1999; Jones, 2004; e O'Brien &
Axlund, 2005); no entanto a TAC continua a ser superior a RM no que diz respeito a
deteccdo de lesdes 6sseas como erosdes e mineralizagdes localizadas (Pollard et al., 2010).
Pelo explicado anteriormente, a utilizacdo de RM é considerada o método de diagndstico de
lesBes intracranianas mais apropriado, pois esta tecnologia permite a obtencdo de um
detalhe dos tecidos moles, sem interferéncia das estruturas 6sseas circundantes (O'Brien &

Axlund, 2005). A semelhanca do que acontece com a TAC, o exame de ressonancia
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magnética deve incluir um estudo pré e um estudo poés-contraste (gadolinio por via
endovenosa) (O'Brien & Axlund, 2005).

Em TAC as doencas cerebrais apresentam as seguintes caracteristicas gerais: uma massa
visivel; alteracdo do volume, forma ou posicdo do sistema ventricular; desvio da foice do

cérebro; e alteracéo focal da opacidade do tecido cerebral (Jones, 2004).

1.2.2. Diagnostico e paddes imagiolégicos

Em Neurologia Veterinaria, a aplicacao recente das técnicas de TAC e RM melhoraram de
forma significativa a capacidade de detectar e localizar uma variedade grande de lesdes
intracranianas (Kraft & Gavin, 1999; Vernau et al., 2001; e Bagley, 2005a). Com o auxilio
destas tecnologias consegue-se informagdo precisa sobre as margens e localizacdo
neuroanatémica dos tumores, muitas vezes necessaria para uma bidpsia, cirurgia ou
radioterapia (March, 2000). A andlise de alguns parametros imagioldgicos de TAC e RM,
como 0 numero, origem e localizagdo antémica, forma, margens, densidade em TAC e
intensidade em RM, captacdo de contraste e patologia associada podera ser importante
para distinguir os tumores intracranianos (Kraft & Gavin, 1999). Contudo, a distincao entre
lesGes inflamatérias e neoplasicas e, por vezes, entre diferentes tipos de tumores é
impossivel ser feita com base apenas nas caracteristicas imagiolégicas de TAC ou RM e
nos sinais clinicos (Platt, Alleman, Lanz & Chrisman, 2002). Desta forma, e como ja foi
mencionado anteriormente, o diagnéstico definitivo das lesdes intracranianas carece da
respectiva caracterizacao histopatolodgica (LeCouteur, 2002; Jones, 2004; Stoica et al., 2004;
Bagley, 2005a; O'Brien & Axlund, 2005; e Long, 2006).

No que diz respeito as caracteristicas imagiolégicas, os tumores cerebrais podem ser
analisados segundo varios parametros:

1- Quanto ao numero de lesbes, a maioria dos tumores primarios intracranianos apresentam
uma unica lesdo (Kraft & Gavin, 1999 e Bagley, 2005a), constituindo as excepc¢des o
linfossarcoma primario cerebral, e os meningiomas felinos, que podem apresentar multiplas
lesbes (Kraft & Gavin, 1999). As metastases cerebrais podem surgir como uma leséo Unica
ou como massas multiplas (Kraft & Gavin, 1999 e Jones, 2004).

2- Quanto a origem axial e regido anatomica, os tumores cerebrais podem-se classificar em
intra ou extra-axiais. Os tumores extra-axiais como 0s meningiomas, tumores da pituitaria e
papilomas do plexo cordide tém origem em tecidos extraneuronais e geralmente sao
periféricos, comprimindo o tecido cerebral; enquanto os tumores intra-axiais como 0s
oligodendrogliomas, astrocitomas e ependimonas crescem radialmente a partir de um ponto
do eixo neuronal (Kraft & Gavin, 1999; March, 2000; e Jones, 2004).

11
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O tentério 6sseo do cerebelo é outra estrutura anatémica que pode ser usada como
referéncia para a localizacdo das les@es intracranianas (Long, 2006). Assim, os tumores do
tronco cerebral e cerebelo podem ser chamados de infratentotoriais ou da fossa posterior,
enquanto os tumores dos hemisférios cerebrais e tdlamo sdo chamados de supratentoriais
ou da fossa anterior (Plummer et al., 1992 e Long, 2006).

Ainda a respeito da localizacdo preferencial dos tumores cerebrais, os astrocitomas e
glioblastomas surgem mais frequentemente nos lobos piriformes, convexidade dos
hemisférios cerebrais, tadlamo e hipotdlamo; os oligodendrogliomas nos hemisférios
cerebrais; os espongioblastomas nas superficies ependimarias, cerebelo e tracto/nervo
optico; os meduloblastomas no cerebelo; outros gliomas ndo classificados nas areas
periventriculares dos hemisférios cerebrais; e o0os meningiomas na convexidade dos
hemisférios cerebrais, pavimento da caixa craniana (Greene & Braund, 1989), ou adjacente
ao tentoério 6sseo do cerebelo (Kraft et al., 1997 e Kraft & Gavin, 1999). Os tumores da
hipofise sdo encontrados na regido selar e supra-selar e expandindo-se para o diencéfalo,
sendo mais facilmente detectaveis por RM (Bagley, 2005a)

3- No que diz respeito a forma, margens e padrbes de crescimento dos tumores
intracranianos, estas caracteristicas podem, por vezes, ser tipicas de um particular tipo de
tumor. Os meningiomas tendem a ser lenticulares, com uma base larga ou ter a forma de
placas (Kraft et al., 1997; Kraft & Gavin, 1999; Jones, 2004; e Bagley, 2005a) podendo
alguns conter zonas hemorragicas ou estar mineralizados (Bagley, 2005a). Os tumores
hipofisarios apresentam geralmente uma forma ovoide ou esférica bem definida na regiao
supra-selar (Kraft et al., 1997; Kraft & Gavin, 1999; e Jones, 2004). J4 os ependimomas e
tumores do plexo cordide tendem a ser circunscritos, lisos ou lobulados e associados ao
sistema ventricular cerebral (Kraft & Gavin, 1999). Os astrocitomas, oligodendrogliomas e
linfossarcomas séo tipicamente amorfos e infiltrativos com margens mal definidas, ou podem
manifestar-se como um processo infiltrativo difuso do parénquima ou das leptomeninges
(Kraft et al., 1997 e Kraft & Gavin, 1999). As massas de crescimento lento como 0s
meningiomas e macroadenomas hipofisarios comprimem e deslocam as estruturas cerebrais
normais, comparativamente com os tumores agressivos como o0s gliomas que invadem e
substituem as estruturas cerebrais adjacentes (Kraft & Gavin, 1999). Estas caracteristicas
dos padrdes de crescimento sdo melhor apreciadas na RM do que na TAC (Kraft & Gavin,
1999).

4- Quanto a densidade em TAC, muitos tumores cerebrais sdo isodensos antes da
administracdo do meio de contraste (Kraft & Gavin, 1999; Jones, 2004; Polizopoulos et al.
2004; e Bagley, 2005a). Regra geral, os meningiomas tendem a ser isodensos e
hiperdensos antes da administracdo de contraste (Kraft & Gavin, 1999); enquanto,

geralmente, os gliomas sédo hipodensos ou isodensos em TAC, podendo ser dificeis de
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detectar em alguns exames de TAC (Bagley, 2005a). Uma massa confinada dentro do
parénquima cerebral é caracteristica de um glioma tanto em TAC como em RM (Bagley,
2005a).

5- A respeito da patologia associada (edema, necrose, hemorragia) aos tumores
intracranianos, esta é geralmente inespecifica (Kraft & Gavin, 1999). Patologia associada
como edema, necrose e as hemorragias cronicas (> 72 horas) séo hipodensos, enquanto a
hemorragia aguda (< 72 horas) ou mineralizagdo sé@o hiperdensos (Tidwell et al. 1994; Kraft
& Gavin, 1999; Jones, 2004; e Bagley, 2005a). O efeito de massa pode ser detectado como
zonas de edema, compressao, deslocacdo ou destruicdo dos limites anatdmicos normais
(Kraft & Gavin, 1999).

6- No que diz respeito & dimensado do sistema ventricular cerebral, a hidrocefalia pode ser
generalizada ou localizada, sendo a localizada geralmente obstrutiva, enquanto a
generalizada € geralmente n&do-obstrutiva (Jones, 2004). A hidrocefalia é causada por
tumores localizados no, ou na proximidade, do sistema ventricular cerebral (Kraft & Gavin,
1999 e Jones, 2004), como é o caso dos tumores do plexo coréide (Bagley, 2005a e O’'Brien
& Axlund, 2005).

7- Quanto a intensidade de captacdo de contraste e seu padrao, os tumores de origem
extra-axial tendem a captar contraste intensa e uniformemente, pois os tecidos onde tém
origem carecem de uma barreira hemato-encefélica restritiva (Kraft & Gavin, 1999 e Jones,
2004). No entanto, captacdo de contraste ndo-uniforme, e captacdo em anel (mesmo na
auséncia de uma estrutura quistica) também pode ocorrer em meningiomas (Kraft & Gavin,
1999). Os macroadenomas da hipéfise séo facilmente reconhecidos por uma captacéo forte
e uniforme de contraste (Kraft & Gavin, 1999 e Jones, 2004). Ja os microadenomas da
hipo6fise colocam muitos problemas de diagndéstico, pois a hipofise normal capta contraste
(Jones, 2004), ocultando por vezes as pequenas lesdes neoplasicas da hipofise (Kraft &
Gavin, 1999). Os tumores do plexo coréide frequentemente apresentam uma forte captacéo
de contraste em virtude da riqgueza e concentracdo de vasos sanguineos desta estrutura
anatomica cerebral (Bagley, 2005a e O'Brien & Axlund, 2005). Os tumores de origem intra-
axial apresentam uma variacdo grande no padrdo de captacdo de contraste, e que
normalmente traduz o seu comportamento biolégico. Assim, 0s tumores intra-axiais mais
benignos podem variar desde a ndo captacdo de contraste até uma captacdo forte e
uniforme (Kraft & Gavin, 1999). Os tumores intra-axiais mais agressivos podem captar
contraste em intensidade variavel num padrdo nao-uniforme, ou am anel, resultado da
presenca de necrose, hemorragia ou quistos associados (Kraft & Gavin, 1999). E de realcar
gue o padrao de captacdo de contraste em anel ndo é especifico do tipo de tumor, nem
sequer de uma lesdo neoplasica, ja que este tipo de padrdo de captacao de contraste tem

sido encontrado em les@es cerebrais ndo-neoplasicas (Kraft & Gavin, 1999).
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8- No que respeita a distincdo imagiolégica entre lesdes neoplasicas e ndo-neoplasicas,
nem sempre esta € possivel pois as Ultimas apresentam caracteristicas semelhantes as
primeiras (Plummer et al., 1992 e Kraft & Gavin, 1999). As doencas inflamatérias cerebrais

podem surgir como lesdes de captacdo de contraste Unicas ou multifocais (Jones, 2004).

1.3. HISTOPATOLOGIA

A classificagcdo das neoplasias do SNC nos animais domésticos € fundamental para a
comunicacdo entre patologistas e clinicos, assim como entre especialistas do ramo da
Medicina Veterinaria e Medicina Humana (Koestner & Higgins, 2002). Assim, para tentar
uniformizar os critérios de classificacdo destes tumores, a Organizacdo Mundial de Saude
reuniu uma comissdo de patologistas e elaboraram um Sistema Internacional de
classificagdo dos tumores do SNC; tendo sido publicada a 12 classificagdo para os animais
domésticos em 1974 (Koestner & Higgins, 2002). Em 1993 foi publicada, para a Medicina
Humana, a ultima versdo deste Sistema Internacional de Classificacdo, tendo sida revista,
actualizada e publicada para Medicina Veterinaria em 1999. Actualmente, incluindo o0 nosso
trabalho, a classificacdo dos tumores do SNC rege-se pelas indicacbes contidas na
Classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) — Classificacdo Histol6gica dos
Tumores do Sistema Nervoso Central dos Animais Domésticos - de Koestner, Bilzer, Fatzer,
Schulman, Summers & Van Winkle (1999).
Sumariamente este sistema de classificacdo agrupa os tumores do SNC da seguinte forma:
A) Tumores dos tecidos neuroepiteliais
A.1.) Tumores astrociticos
A.1.1)) Astrocitoma de grau baixo (bem diferenciados)
A.1.1.1.) Astrocitoma fibrilhar
A.1.1.2.) Astrocitoma protoplasmatico
A.1.1.3.) Astrocitoma gemistocitico
A.1.2.) Astrocitoma de grau médio (anaplasico)
A.1.3.) Astrocitoma de grau elevado (glioblastoma)
A.2.) Tumores oligodendrogliais
A.2.1.) Oligodendroglioma
A.2.2.) Oligodendroglioma anaplasico (maligno)
A.3.) Outros gliomas
A.3.1.) Glioma misto (oligoastrocitoma)
A.3.2.) Gliossarcoma

A.3.3.) Gliomatose cerebral
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A.3.4.) Espongioblastoma
A.4.) Tumores ependimarios

A.4.1.) Ependimoma

A.4.2.) Ependimoma anaplasico (maligno)
A.5.) Tumores do plexo coréide

A.5.1.) Papiloma do plexo coréide

A.5.2.) Carcinoma do plexo coréide
A.6.) Tumores neuronais e tumores mistos neurono-gliais

A.6.1.) Gangliocitoma

A.6.2.) Ganglioglioma

A.6.3.) Neuroblastoma olfatério (estesioneuroblastoma)
A.7.) Tumores embrionérios

A.7.1.) Tumores primitivos neuroectodérmicos (PNET)

A.7.1.1.) Meduloblastoma
A.7.1.2.) PNETSs, excluindo os de origem cerebelar

A.7.2.) Neuroblastoma

A.7.3.) Ependimoblastoma

A.7.4.) Tumores da medula espinhal toraco-lombar de cées jovens
A.8.) Tumores parenquimatosos pineais

A.8.1.) Pineocitoma

A.8.2.) Pineoblastoma

B) Tumores das meninges
B.1.) Tumores das células menigoteliais
B.1.1.) Meningioma
B.1.1.1.) Meningioma menigoteliomatoso
B.1.1.2.) Meningioma fibroso (fibroblastico)
B.1.1.3.) Meningioma de transicao (misto)
B.1.1.4.) Meningioma psamomatoso
B.1.1.5.) Meningioma angiomatoso (angioblastico)
B.1.1.6.) Meningioma papilar
B.1.1.7.) Meningioma de células granulares
B.1.1.8.) Meningioma mixdide
B.1.1.9.) Meningioma anaplasico (maligno)
B.2.) Tumores mesenquimatosos ndo meningoteliais
B.2.1.) Fibrosarcoma

B.2.2.) Sarcomatose meningeal difusa
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C)

D)

E)

F)

G)

H)

Linfomas e tumores hemato-poiéticos

C.1.) Linfoma (linfosarcoma)

C.2.) Neoplasias leucociticas ndo-B e ndo-T (reticulose neoplasica)
C.3.) Microgliomatose

C.4.) Histiocitose maligna

Tumores da regido selar

D.1.) Tumores supra-selares das células germinais
D.2.) Adenoma da pituitaria

D.3.) Carcinoma da pituitaria

D.4.) Craniofaringioma

Outros tumores primarios e quistos
E.1.) Hamartoma vascular

E.2.) Quisto epiderméide

E.3.) Quisto pituitario

E.4.) Outros quistos

Tumores metastaticos

Extensdes locais de tumores regionais
G.1.) Carcinoma nasal

G.2.) Tumores 0sseos multilobulares
G.3.) Cordoma

Tumores do sistema nervoso periférico

H.1.) Ganglioneuroma

H.2.) Neuroblastoma periférico

H.3.) Paraganglioma

H.4.) Tumores da bainha dos nervos periféricos

H.4.1.) Tumores benignos (Schwanoma, Neurofibroma)

Revisdo Bibliografica

H.4.2.) Tumores malignos (Schwanoma maligno, neurofibrosarcoma)
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1.4. O GENE p53 E O SEU PAPEL NO DESENVOLVIMENTO DE UMA NEOPLASIA

1.4.1. Definic&do de neoplasia e cancro

Uma neoplasia € entendida como um novo crescimento de células que: (i) proliferam
autonomamente sem controlo; (i) assemelham-se, em graus variaveis, morfologica e
funcionalmente com as células normais a partir das quais sao originarias; (iii) néo
apresentam um padrédo ordenado de crescimento; (iv) ndo apresentam uma funcao util para
o0 seu hospedeiro e; (v) resultam de uma série de processos capazes de alterar os
mecanismos moleculares envolvidos no controlo da normal proliferacdo e da diferenciacéo
das células (Jones, Hunt, & King, 1997).

A designacao de cancro € comummente utilizada para referir uma neoplasia maligna, sem
referéncia a qualquer tipo celular (Jones, Hunt, & King, 1997).

Embora o cancro seja complexo, e factores ambientais e outros ndo genéticos tenham um
papel claro em varios estadios do processo neoplasico, o grande progresso que se tem feito
para compreender a tumorigénese deve-se a descoberta de genes que, quando mutados,
conduzem ao desenvolvimento do cancro (Kinzler & Vogelstein, 2002). Por outro lado,
muitas vezes, um defeito genético por si s6 nao é suficiente para o desenvolvimento de uma
neoplasia, manifestando-se este apenas quando ha uma acumulacdo de mutacdes
sométicas (Ziyaie, Hupp & Thompson, 2000 e Kinzler & Vogelstein, 2002). Estes eventos
conduzem a uma proliferacéo celular descontrolada e ndo programada com consequente
imortalizacdo celular e capacidade de invasdo de outros tecidos (Zuckerman, Wolyniec,
Sionov, Haupt & Haupt, 2009).

1.4.2. Genes supressores tumorais e oncogenes

Muitos cancros partilham uma patogénese molecular e todos resultam de defeitos em
oncogenes e genes supressores tumorais (Kinzler & Vogelstein, 2002). Um exemplo de um
destes genes supressores tumorais € o gene p53 que, quando mutado, esta na origem de
cancro cerebral, do célon, mama, estdbmago, bexiga, pancreas (Kinzler & Vogelstein, 2002),
carcinoma pulmonar de células pequenas (Kmet, Cook & Magliocco, 2003), osteossarcoma,
e cancro do pulmé&o (Setoguchi et al. 2001a) em Humanos. Lane (1992) citado por Royds &
lacopetta (2006) considera que o gene p53 €&, provavelmente, o gene mais significativo na
supressao cancerosa. Ziyaie et al. (2000), Setoguchi et al. (2001a) e Zuckerman et al.
(2009) afirmam mesmo que o gene p53 apresenta mutacdes em cerca de 50% a 55% dos
cancros em Medicina Humana. Segundo Ziyaie et al. (2000) o gene p53 apresenta

mutacdes ou sobre-expressdo em 52% dos cancros da mama primarios.
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Os genes supressores tumorais, como o0 gene p53, participam na regulacéo do ciclo celular,
podendo inibir a proliferacdo através da paragem do ciclo celular em estadios especificos,
chamados pontos de controlo (“checkpoints”) (Rudin & Thompson, 2002; Zuckerman et al.
2009). Na sua forma “wild-type” ou nativa (sem mutacdes) o gene p53 funciona como um
regulador da transcri¢éo, estabilizador do genoma, inibidor da progressdo do ciclo celular e
indutor da apoptose (Kumaraguruparan, Prathiba & Nagini, 2006 e Wang & Sun, 2010). Nas
células de mamiferos, além de inibirem a progresséo do ciclo celular de células anémalas,
0s pontos de controlo desempenham uma fungdo muito mais importante ao despoletar a
apoptose (morte celular programada), e a induzir a senescéncia (paragem irreversivel do
crescimento) removendo do organismo células potencialmente andémalas (Rudin &
Thompson, 2002; Zuckerman et al. 2009 e Wang & Sun, 2010). A capacidade de iniciar um
processo apoptético € uma caracteristica partilhada por todas as células do corpo, desde as
linhagens celulares de multiplicacdo rapida como os leucécitos, até as células de
longevidade prolongada como as células nervosas (Rudin & Thompson, 2002). Quando
induzido, em resposta a uma lesdo no acido desoxirribonucleico (DNA), seja ela provocada
por hipéxia, golpe de calor, radiacdo ionizante, radiacdo ultravioleta ou por agentes
guimioterapicos (Kmet et al., 2003 e Ziyaie et al., 2000), o p53 provoca uma paragem do
ciclo celular em G1 (Rudin & Thompson, 2002), permitindo a reparacdo do DNA lesado
(Sarkar, Mukhopadhyay & Sharma, 2002 e Ziyaie et al., 2000). Dados recentes mostram que
0 gene p53 também desempenha um importante papel na angiogénese e invasdo tumoral,
duas caracteristicas fundamentais de malignidade (Fulci, Ishii & Van Meir, 1998, citados por
Sarkar et al., 2002; e Wang & Sun, 2010).

Quando ocorre a activacdo de um oncogene (formas alteradas de genes celulares normais,
altamente conservados ao longo da evolugdo chamados proto-oncogenes, e que Sao
importantes reguladores do crescimento celular) (Park, 2002), simultaneamente com a
inactivacdo de um gene supressor tumoral e mutacdo em genes que regulam a apoptose,
estdo reunidas as condigbes para a tumorigénese e metastizacdo (Rudin & Thompson,
2002).

1.4.3. O gene p53 nos tumores cerebrais e suas mutagdes

O gene p53 é 0 gene que mais vezes é alvo de alteragdes genéticas nos tumores humanos
(Patt et al., 1996; Wynford-Thomas, 1996; Ziyaie et al., 2000; Nassir, Rutteman, Reid,
Schulze & Argyle (2001); Sarkar et al., 2002; Glazko, Koonin & Rogozin, 2004; Royds &
lacopetta, 2006; e Zuckerman et al. 2009). Isto deve-se talvez ao facto do gene p53 estar

envolvido numa série de vias bioldgicas moleculares (Sarkar et al., 2002). O gene p53
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apresenta frequentemente mutacées no cancro da mama, do célon e também, embora
menos frequentemente, nos glioblastomas (Royds & lacopetta, 2006).

Em Humanos, ja foram identificados diversos “hot-spots” de mutacdes no gene p53, todos
eles ocorrendo em quatro regifes altamente conservadas (entre espécies) de sequéncias de
amino-acidos localizadas entre os exdes 5 e 8 (Hollstein et al., 1994; Kraegel, Pazzi &
Madewell, 1995; Chu et al., 1998; Hayes et al., 1999; Patt et al., 1999; Loukopoulos,
Thornton & Robinson, 2003; Royds & lacopetta, 2006; e Yonemaru et al., 2007), sendo os
codbBes mais afectados os seguintes: 175, 245, 248, 249 e 273 (Hollstein et al., 1994 e
Royds & lacopetta, 2006). Estas mutag¢Bes correspondem maioritariamente a substituicoes
de um Unico aminoacido (mutacdes “missense”) (Patt et al., 1999; Sarkar et al., 2002; e
Glazko et al. 2004).

Em Medicina Veterinaria, foram encontradas mutacdes do gene p53 num pequeno namero
de tipos de tumores (Veldhoen & Milner, 1998 e Nassir et al., 2001), nomeadamente:
carcinoma da tir6ide, papiloma oral, tumores mamarios, osteossarcoma, adenoma das
glandulas circunanais e linfoma (Veldhoen & Milner, 1998 e Muto et al. 2000). Setoguchi et
al. (2001a) num estudo de mutacBes do gene p53 (exdo 4 a exdo 8) em 15 tumores,
encontrou 30 mutacdes (entre mutacdes pontuais — silenciosas e “missence” — delecgdes e
inser¢des) em 7 casos (1 linfoma maligno, 1 leucemia monocitica, 1 rabdomiossarcoma, 1
cancro do colon, e 3 osteossarcomas) de tumores espontdneos no cao, tendo todos eles
apresentado mais do que uma mutacdo. Kirpensteijn, Kik, Teske & Rutteman (2008) relatam
gue a prevaléncia de mutacfes em p53 em tumores de cées varia entre 24% e 47%. Nassir
et al. (2001) num estudo de 30 tumores primarios (sarcomas de tecido mole) no cdo,
encontraram 6 casos de mutacbes (5 mutacdes “missence” e uma mutacdo pontual
silenciosa) de p53 localizadas nos exdes 6, 7 e 8. As mutacdes encontradas por Nassir et al.
(2001) tém correspondéncia com os coddes “hot-spot” 248 e 273 dos humanos. Mayr,
Dressler, Reifinger & Feil (1998) num estudo dos exdes 5, 6, 7 e 8 do gene p53,
encontraram uma mutagdo “missense” de p53 num tumor mamario de cao localizada no
codao 249 (exao 7) que é reconhecido como sendo um “hot-spot” para mutacdes de p53 em
Medicina Humana. Muto et al. (2000) num estudo de 63 tumores mamarios (benignos e
malignos) do céo encontraram 10 mutac¢des (4 mutacbes “missense” em tumores benignos,
e 1 mutacdo “nonssense” e 5 “missense” em carcinomas mamarios) em 9 tumores
mamarios. Lee et al. (2004) também detectou mutagcbes em p53 tanto em carcinomas
mamarios como em tumores benignos mamarios. Chu et al. (1998) verificaram que 6 em 40
carcinomas mamarios apresentavam mutacdes de p53. J& em hemangiosarcomas de cées,
Yonemaru et al. (2007) ndo encontraram nenhuma mutacdo em p53 (de ex&o 4 a exéao 8).
No Unico artigo (do meu conhecimento) de Medicina Veterinaria que estudou as mutacdes

de p53 em tumores cerebrais de cdo, nomeadamente astrocitomas; dos 12 casos
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estudados, Stoica et al. (2004), apenas encontrou uma mutacdo com substituicdo de um
aminoacido (mutacao “missense”) num glioblastoma multiforme. Apesar das neoplasias nos
cdes serem clinicamente semelhantes aquelas dos Humanos (Setoguchi et al. 2001a), o
conhecimento das vias e bases moleculares, e da citogenética, conducentes a tumorigénese
no cdo ainda é escasso (Mayr et al., 1998 e Setoguchi et al. 2001a), e o seu estudo
considerado ainda uma novidade (Stoica et al., 2004). Alids, segundo Selvarajah et al.
(2009) o uso de marcadores genéticos para o diagndéstico e/ou progndéstico de tumores no
cdo ainda nao foi realizado.

Segundo Sarkar et al. (2002), as mutacdes de p53 podem ter as seguintes consequéncias: i)
perda de funcdo de p53 “wild-type”; ii) dominancia da proteina mutante sobre a proteina
“wild-type”; ou iii) aquisicdo de poder transformante de p53 mutante, independente do seu
efeito sobre p53 “wild-type”.

No homem, onde as vias moleculares da tumorigénese estao mais bem estudadas, e no que
concerne aos tumores cerebrais, dentro das alteracbes genéticas associadas aos
oligodendrogliomas de grau Il incluem-se as seguintes: perda de heterozigosidade dos
cromosomas 1p, 199 e 4q, e sobre-expressdo do receptor do factor de crescimento
epidérmico (EGFR), receptor do factor de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR), e
factor de crescimento derivado de plaguetas (PDGF); enquanto que os oligodendrogliomas
anaplasicos (grau Ill) podem apresentar as seguintes alteracbes genéticas:
mutacéo/deleccdo de cdkn2A e cdkn2C, amplificacdo de cdk4, EGFR e myc, perda de
heterozigosidade em 1p,19q, 99 e 10g e expressédo de receptor do factor de crescimento
endotelial vascular (VEGFR) (Sarkar et al. 2009). Segundo Tong et al. (1999) as mutacbes
de p53 sao raras, e estas parecem surgir sobretudo naqueles oligodendrogliomas com uma
significativa diferenciacdo astrocitica.

Segundo Collins (2002 e 2004) e Sarkar et al. (2009), mais de 60% dos astrocitomas (grau
II) apresentam perda do alelo “wild-type”, que inclui o “locus” de p53, apresentando, na
maioria dos casos, o restante alelo mutacéo; evento este que conduz a uma via p53 néo
funcional. Ainda segundo Collins (2002 e 2004), uma pequena percentagem daquele tipo de
tumores apresenta mutacdo num dos alelos com manutencdo do alelo “wild-type”. Uma vez
gue a proteina codificada pelo gene p53 funciona como um tetramero e estes nao funcionam
normalmente, mesmo que com apenas um dos componentes alterados, a existéncia de
mutacBes em apenas um dos alelos pode ser significativa (Collins, 2002 e Collins, 2004). Os
astrocitomas anaplasicos (grau lll) apresentam sensivelmente as mesmas alteracdes
genéticas que os astrocitomas de grau I, s6 que com uma frequéncia mais elevada (Collins,
2002). Outras alteracBes genéticas associadas aos astrocitomas incluem: sobre-expresséo

do receptor A do factor de crescimento derivado de plaquetas (PDGFRA), delec¢gbes nos
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cromossomas 6, 9p (genes cdkn2A, p14”°"* e cdkn2B), 11p, 19p, 22p, amplificacéo do gene
cdk4, mutacdes no gene Rbl, e amplificacdo do gene EGFR (Sarkar et al., 2009).

No caso dos astrocitomas pilociticos o papel de p53 ainda € controverso, enquanto que no
caso dos gliossarcomas, oligodendrogliomas e oligoastrocitomas mistos apresentam
mutacdes em p53 (Sarkar et al., 2002). Curiosamente os astrocitomas pilociticos parecem
nao ter mutacdes de p53 (Patt et al. 1996; Cheng et al., 2000; e Sarkar et al., 2009). Ja os
astrocitomas gemistociticos apresentam uma prevaléncia de mutacbes de p53 elevada
(60%) (Kosel, Scheithauser & Graeber, 2001), podendo atingir mesmo os 80% (Sarkar et al.,
2009).

No Homem, actualmente séo reconhecidos dois tipos distintos de glioblastomas (grau V)
baseado no tipo de alteracBes genéticas, e vias moleculares, que os caracterizam: i) 0s
glioblastomas primarios (também chamados glioblastomas de novo) poucos apresentam
mutacdes de p53 (28%), mas sdo caracterizados por perda de heterozigosidade envolvendo
o cromossoma 10 (70%) (Cheng et al., 2000; Sarkar et al., 2002; e Ohgaki & Kleihues,
2007), amplificacdo de EGFR (36%), delecéo p16™ *? (31%), e mutacdes em PTEN (25%)
(Ohgaki & Kleihues, 2007), sendo mais comuns em pacientes mais velhos (média de 62
anos) (Rushing, Watson, Schold, Land & Kokkinakis, 1998; Cheng et al., 2000; Yoon et al.,
2001; e Ohgaki & Kleihues, 2007), e apresentando uma evolucao clinica agressiva e rapida
(Sarkar et al., 2009); e ii) os glioblastomas secundarios que, evoluem a partir de
astrocitomas de grau baixo (grau Il) ou astrocitoma anaplasico (grau Ill) e, apresentam
mutacgdes de p53 (65%) (Rushing et al., 1998; Cheng et al., 2000; Ohgaki & Kleihues, 2007),
perda de heterozigosidade envolvendo o cromossoma 10 (63%), amplificagdo de EGFR
(8%), delecdo p16™*® (19%), mutacdes em PTEN (4%) (Ohgaki & Kleihues, 2007), tendem
a ocorrer em pacientes mais novos (média de 45 anos) (Schiebe et al, 2000; Yoon et al.,
2001; Sarkar et al., 2002; e Ohgaki & Kleihues, 2007), e estdo associados a uma evolugao
clinica mais prolongada (Sarkar et al., 2009). E interessante salientar que a mutacéo de p53
e a amplificacdo de EGFR s&o eventos geralmente mutuamente exclusivos, surgindo
raramente em simultaneo (Sarkar et al.,, 2009). Outras alteracbes genéticas dos

glioblastomas primarios incluem a deleccdo de cdnk2A e p14*%F

, amplificacdo de cdk4,
amplificacdo de mdm2 ou mdm4, deleccdo/mutacdo de Rbl, deleccdo de PTEN; e dos
gliomas secundarios, sobre-expressédo de PDGFRA (Sarkar et al. 2009).

Contrastando com o0 caso dos astrocitomas, as mutacdes em p53 ndo parecem
desempenhar um papel na evolucdo de outros tipos de tumores cerebrais como os
ependimomas, pineocitomas/pineoblastomas ou meduloblastomas (Sarkar et al., 2002 e
Eberhart et al., 2005). Nozaki et al. (1998) referem igualmente que as mutacdes de p53 sédo

raras em tumores cerebrais do tipo ndo astrociticos.
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Patt et al. (1996) num estudo das mutacdes de p53 em 42 tumores astrociticos, verificaram
gue a frequéncia de mutacbes de p53 era idéntica nos astrocitomas, astrocitomas
anaplasicos e glioblastomas, sugerindo que a mutacdo de p53 sera um evento precoce no
desenvolvimento dos astrocitomas.

Resumindo, embora o papel de p53 nas recidivas e progressdo dos astrocitomas nos
humanos ainda seja debatido, existem cada vez mais provas de que: i) as alteracdes
genéticas de p53 ocorrem com frequéncia idéntica nos astrocitomas de grau baixo assim
como naqueles de elevado grau, sugerindo o seu papel precoce no desenvolvimento dos
astrocitomas; ii) o gene p53 tem um papel na progressdo de astrocitomas de baixo grau
para glioblastomas secundarios e; iii) p53 é considerado como um importante factor de
prognostico em tumores astrociticos (Sarkar et al., 2002). No que diz respeito a mutacdes de
p53 como factor de progndstico, parece que a presenca de mutacbes deste gene nos
astrocitomas de grau baixo esta associada a uma mais rapida e mais frequente evolugéo
para glioblastomas comparado com aqueles astrocitomas que ndo apresentam mutacdes
em p53. Quanto a sobrevivéncia em humanos, alguns estudos dizem que a presenca de
mutacbes ndo influencia a sobrevivéncia, enquanto que outros estudos associam a

presenca de mutacdes em p53 a uma menor sobrevivéncia (Sarkar et al., 2002).

1.5. EXPRESSAO DO GENE EGFR

Os factores de crescimento sdo responsaveis por estimular as células no estadio GO
(estadio de repouso) e entrar no ciclo celular (Park, 2002). Os oncogenes derivados de
receptores de factores de crescimento conferem as células a capacidade de dispensar os
requisitos dos factores de crescimento, tornando a proliferacdo celular independente destes
(Park, 2002). Os maiores numeros destes oncogenes sdo derivados dos receptores de
factores de crescimento que tém uma actividade tirosina-quinase, sendo o EGFR uma
destas quinases celulares (Park, 2002). A funcdo de EGFR em tecidos normais de
mamiferos inclui o desenvolvimento embrionario, desenvolvimento da placenta, cicatrizacédo
de feridas e desenvolvimento mamario (Wong & Guillard, 2004 e Looper, Malarkey,
Ruslander, Proulx & Thrall, 2006), actuando também como factor mitogéneo de células
epiteliais, promovendo a angiogénese (Halper, 2010). O EGFR é uma quinase celular
transmembrandria, e que esta frequentemente sobre-expressa nos carcinomas de células
escamosas e nos gliomas no Homem (Park, 2002 e Looper et al., 2006). Rae et al. (2004),
Blehm et al. (2006), e Looper et al. (2006) referem que esta sobre-expressdo de EGFR
também estd documentada em tumores da cabeca e pescoco, eséfago, mama, pulmao,

cOlon, préstata, ovario, bexiga, pancreas e cérebro. Enquanto alguns autores consideram
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gue esta sobre expressao esta frequentemente associada a um mau prognostico (Rae et al.
2004), existem muitos outros autores que discordam (Blehm et al., 2007).

Nos tumores cerebrais, a amplificacdo do gene EGFR é encontrada em cerca de 36% dos
glioblastomas primarios (Collins, 2004 e Ohgaki & Kleihues, 2007), estando geralmente
sobre-expresso (Ekstrand et al.,, 1991; Collins, 2004; e Heimberger, Suki, Yang, Shi &
Aldape, 2005). Todos os gliomas primarios com amplificacdo de EGFR mostram sobre-
expressdo do mesmo, enquanto 70-90% daqueles com sobre-expressdo apresentam
amplificacdo (Ohgaki & Kleihues, 2007). A sobre-expressdo de EGFR esta presente em
mais de 60% dos glioblastomas primarios, mas raramente (em menos de 10%) nos
glioblastomas secundarios (Puputti et al., 2006 e Ohgaki & Kleihues, 2007). Segundo Zhou,
Tan, Hess & Yung (2003) embora tenham encontrado amplificacdo e sobre-expressédo de
EGFR em gliomas consideram que estes ndo podem ser usados como factor de
prognaostico.

Em Medicina Veterinaria as referéncias sobre a sobre-expresséo (avaliada por métodos que
ndo a imunohistoquimica) de EGFR, em tumores intracranianaos de cées, sdo minimas
limitando-se, que seja do nosso conhecimento, a um estudo. Nesse estudo Dickinson et al.
(2006) verificaram que a expressdo de EGFR (avaliada por PCR em tempo-real) estava
consistentemente aumentada em todos os tipos de tumores cerebrais, sendo maior nos
gliomas de elevado grau, e menor nos meningiomas de grau |. Mesmo em outros tecidos de
origem canina as referéncias a sobre-expressdo de EGFR resumem-se a deteccdo por
imunohistoquimica (IHC) e ao estudo de tumores cerebrais, mamarios e de pulméo, e que

se apresentam em pormenor no ponto 1.6.3.

1.6. IMUNOHISTOQUIMICA

A coloragcédo IHC é uma técnica que utiliza anticorpos especificos para a visualizacdo da
guantidade, distribuicéo tecidular e localizacdo celular de epitopos imunogénicos em cortes
histologicos (Haines & West, 2005). Esta técnica é muitas vezes utilizada como
complemento na classificacdo de tumores cerebrais (Long, 2006). A descoberta de métodos
de recuperacao antigénica e de amplificacdo dos métodos de deteccao possibilitou o uso da
técnica de IHC em cortes fixados por formaldeido e incluidos em parafina, tornando-a assim
numa técnica laboratorial de diagnéstico de rotina (Haines & West, 2005).

Infelizmente, em Medicina Veterinaria, existem muito poucos estudos publicados que
abordem as imunomarcacgfes de p53, EGFR e Ki-67 nos tumores cerebrais do cdo, sendo o
mais recente um estudo de Stoica et al. (2004).
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1.6.1. Imunohistoquimica de Ki-67

O antigénio Ki-67 € uma proteina de grande dimensao (345Kd) que esta presente em todas
as fases do ciclo celular (G, S e G,), apresentando o seu nivel mais elevado durante a
mitose (fase M) (Zachetti et al., 2003 e Tan et al., 2005), apds o que decresce rapidamente
nao sendo detectavel na fase Gy e inicio de G; (Tan et al., 2005). Assim, a marcacao desta
proteina possibilita uma medicdo das células que entraram no ciclo celular (Quinones-
Hinojosa, Sanai, Smith & McDermott, 2005). Uma das maneiras mais frequentemente
usadas para avaliar a actividade proliferativa dos tecidos é a imunomarcacdo deste
antigénio nuclear Ki-67 (Pollack et al., 2002).

Mais uma vez, a bibliografia é muito escassa no que diz respeito a estudos
imunohistoquimicos de Ki-67 em tumores cerebrais do cédo. Assim, Lipsitz et al. (2003)
obtiveram um indice de proliferacdo (IP) médio de Ki-67 (MIB-1) de 16,2% (variando entre
6% e 26%) nos 5 glioblastomas multifome (GBM) de cdo estudados. Dickinson et al. (2000)
obteve 4% e 15% de IP de Ki-67 (MIB-1) em dois oligodendrogliomas em gato. Existem, no
entanto, algumas referéncias ao uso deste marcador de proliferacdo celular em outros
tecidos tumorais de origem canina. Morris, Nixon, King, Morgan & Philbey (2009) estudaram
132 tumores mamarios de cédo (benignos e malignos), tendo concluido que a percentagem
de imunomarcagéo positiva de ki-67 aumentava com o grau de malignidade do tumor. Pefia,
Nieto, Perez-Alenza, Cuesta & Castano (1998) obtiveram imunomarcacédo média de 7,33%
numa amostra de 93 tumores mamarios de cdo. Costa et al. (2007) estudou 103
mastocitomas de cdo com imunomarcagoes entre 3,3% e 46,6%. Labelle, Kyles, Farver &
De Cock (2004) obtiveram um IP médio de 9,3% em tumores adrenocorticais. Sanchez et al
(2007) referem IPs médios de 36,9% em melanomas orais com diferenciagdo
osteocartilaginea. Antuofermo et al. (2007) documenta percentagem de imunomarcacao
crescente consoante o aumento de malignidade de lesBes intraepiteliais mamarias em céo.
Rijn, Grinwis, Penning & Meji (2010) relatam imunomarcag8es em adenomas corticotrépicos
da hipofise no céo.

De acordo com Morris et al. (2009) a classificacdo histopatolégica juntamente com a
avaliacdo de marcadores de proliferacdo celular como o Ki-67, antigénio nuclear de
proliferacéo celular (PCNA) ou a classificacdo AQNOR, podem ser Uteis como informacgéo de
prognéstico. Segundo Mandriolo et al. (2007), na maioria dos tumores humanos e animais, a
actividade proliferativa das células neoplasicas esta directamente relacionada com o seu
comportamento biolégico; tornando assim a avaliagéo do IP celular relevante como factor de
prognostico. De acordo com Pefa, Perez-Alenza, Rodrigues-Bertos & Nieto (2003) o IP
celular avaliado por imunomarcacao de Ki-67 € considerado um bom factor de prognéstico

nos tumores mamarios malignos no céo.
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No Homem, estudos de Engelhard, Stelea & Cochran (2002) e Kamiya & Nakazato (2002)
referem que o indice de marcacdo de Ki-67 (MIB-1), reflecte o grau histopatologico e
constitui um indicador significativo do progndstico no caso dos oligodendrogliomas. Pollack
et al. (2002) também concluiu num estudo de gliomas malignos em criancgas, que indice de
marcacao de Ki-67 (MIB-1), reflecte o grau histopatolégico e constitui um importante
indicador do progndstico neste tipo de tumores. Quinones-Hinojosa et al. (2005) num artigo
de revisdo sobre os métodos de avaliacdo do potencial proliferativo cerebral disponiveis
afirma que, niveis elevados de imunoreactividade de Ki-67 estdo associados a tumores de
elevado grau e que o respectivo IP ainda parece ser um dos melhores métodos de avaliacdo

do potencial proliferativo do que outros marcadores (PCNA e AgNOR).

1.6.2. Imunohistoquimica de p53

A proteina p53 nativa, ou seja, aquela que ndo apresenta mutacdes, € chamada de “wild-
type” em oposicdo aquela que apresenta mutacdo e que podera ser chamada de “mutante”
(Sarkar et al., 2002). Em condicdes fisiolégicas a semi-vida da proteina p53 “wild-type” é
curta (cerca de 15 a 30 minutos), provavelmente devida a protedlise mediada por ubiquitina
(Wolf, Ginn, Homer, Fox & Kurzman, 1997; Nassir et al., 2001; e Sarkar et al., 2002). Assim,
a proteina p53 “wild-type” esta presente nas células normais em niveis muito baixos para
serem detectaveis por imunohistoquimica (Ziyaie et al. 2000; Sarkar et al., 2002; Badhe,
Chauhan & Mehta, 2004; e Haines & West, 2005). As mutac¢des do gene supressor tumoral
p53, quase sempre resultam no aumento da semi-vida da proteina p53 (na gama das
horas), com a consequente acumulacdo desta nos tecidos, permitindo a sua deteccao por
imunohistoquimica (Levine & Fleischli, 2000; Ziyaie et al. 2000; Albaric, Bret, Amardeihl, &
Delverdier, 2001; Sarkar et al., 2002; Bahde et al., 2004; e Haines & West, 2005). No
entanto, esta generalizacéo néo € absoluta. Assim, nem todas as mutacdes de p53 resultam
em deteccdo imunohistoquimica, nem toda a marcacdo positiva de p53 é resultante de
mutacbes em p53 (Sarkar et al., 2002).

Em Medicina Veterinaria, Stoica et al. (2004) num estudo de 31 astrocitomas de caes
verificou que 11 (35%) tumores apresentavam sobre-expressao (> 10% nucleos marcados)
de p53. Em 3 casos o mesmo autor verificou que existia simultaneamente sobre-expressao
de p53 e de EGFR. Apesar dos estudos de imunohistoquimica de p53 em tecido cerebral de
cdo serem raros, ja noutros tipos de tumores as referéncias sdo numerosas. Morris et al.
(2009) num estudo de 132 tumores mamarios de cdo (46 benignos e 86 carcinomas) obteve
imunomarcacdo nuclear considerada positiva em 23% dos casos, sendo esta marcacao
tanto maior quanto maior a malignidade do tumor. Rungsipipat et al. (1999) num estudo de

tumores benignos e malignos da mama do céo obteve 24,6% de imunomarcacéo nuclear
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considerada positiva. Sagartz et al. (1996) e Wolf et al. (1997) obtiveram imunomarcacfes
positivas para p53 em tumores colorectais e 0sseos em caes, respectivamente. Gamlin,
Sagartz & Couto (1997) obtiveram, igualmente, imunomarcacdo positiva de p53 numa
variedade grande de tumores de cées, sem no entanto fazerem referéncia a tumores
cerebrais. Murakami, Tateyama, Rungsipipat, Uchida & Yamaguchi (2000) referem
imunomarcagdes positivas para p53 em tumores mamarios, carcinomas de células
escamosas e tumores de células basais em cdo e gato. Lee et al. (2004) encontraram
imunomarcacgdo positiva de p53 em 25% dos tumores mamarios de cdo estudados. A
imunomarcacao positiva de p53 estd documentada em osteossarcomas (Inoue & Shiramizu,
1999 e Loukopoulos et al., 2003), adenocarcinomas mamarios e mioepiteliomas malignos
(Inoue & Shiramizu, 1999). Ozaki, Yamagami, Nomura & Narama (2002) num estudo de 39
mastocitomas com localizagdo gastro-intestinal, encontraram marcacao positiva para p53
em 13% dos casos. Ginn et al. (2000) obtiveram imunomarcagdo positiva para p53 em
44,6% de mastocitomas cutaneos em caes.

Ginn et al. (2000) e Ozaki et al. (2002) afirmam que marcacao imunohistoquimica de p53
nao constitui um indicador de prognéstico no caso de mastocitomas cutaneos e com
localizagdo gastro-intestinal no cao, respectivamente. Também Jaffe et al. (2000)
consideram que a imunomarcacdo de p53 em mastocitomas cutaneos ndo apresentam
vantagem sobre a classificacdo histopatoldgica como factor de progndstico. Ja Lee et al.
(2004) verificaram que a immunomarcacdo de p53 constitui um bom indicador de
prognostico no caso de tumores mamarios no cao.

Em Humanos existe uma correlacdo directa entre a expressdo de p53 por
imunohistoquimica e o grau histolégico em varios tipos de tumores, incluindo tumores
mamarios (Wolf et al. 1997 e Rungsipipat et al. 1999). Aproximadamente 50% dos
astrocitomas cora positivamente para a proteina p53, independentemente do seu grau
histologico (Nieder, Petersen, Petersen & Thames, 2000). Um estudo de Kamiya & Nakazato
(2002) constatou que o indice de marcacdo de p53, era tanto maior quanto maior a
malignidade dos oligodendrogliomas, mas nao constituia um factor de progndstico. Stark,
Witzel, Strege, Hugo & Mehdorn (2003) verificaram, num estudo, que 24 entre 27
glioblastoma multiforme coravam positivamente para imunohistoquimica de p53, sem
considerar que esta marcacdo possa ser usada como factor de progndstico no que respeita

a recidivas e tempo de sobrevivéncia.
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1.6.3. Imunohistoquimica de EGFR

O EGFR é um membro da familia dos receptores do factor de crescimento epidérmico
humano (HER) (Shien et al., 2005) incluindo 4 receptores tirosina-quinase (EGFR ou erbB1,
HER2/neu ou erbB2, HER3 ou erbB3 e HER4 ou erbB4) (Hynes and Lane, 2005; Park et al.,
2007 e Sassen et al., 2008, citados por Gama, Gartner, Alves & Schmitt, 2009). A via EGFR
contribui para varios processos envolvidos no crescimento e sobrevivéncia dos tumores,
incluindo a proliferacdo celular (Hogarty & Brodeur, 2002) e inibicdo da apoptose,
angiogénese, e metastizacao, tornando-o num alvo atractivo para o tratamento e prevencéao
do cancro (Shien et al., 2005). Segundo Hynes and Lane (2005) citados por Gama et al.
(2009), o EGFR foi o primeiro receptor tirosina-quinase transmembranario a ser
directamente associado ao cancro em humanos.

As referéncias Veterinarias ao estudo da sobre-expressdo de EGFR em tumores, por
imunohistoquimica, sdo escassas e, que seja do nosso conhecimento, existem quatro
publicacdes referentes a imunomarcacdo em tecido cerebral de cdo. Berens et al. (1993)
obteve imunomarcacdo positiva para EGFR em 3 clones de células derivadas de um
astrocitoma espontaneo no cao. Lipsitz et al. (2003) obtiveram imunomarcacgéo positiva de
EGFR em 3 (60%) dos 5 GBM estudados. Stoica et al. (2004) num estudo de 31
astrocitomas de caes verificou que 7 (23%) tumores apresentavam sobre-expressao
(marcacdo da membrana citoplasmatica) de EGFR; e em 3 casos verificou que existiam
simultaneamente sobre-expressdo de p53 e de EGFR. Finalmente, um artigo muito recente
de Higgins et al. (2010) obteve 57% de imunomarcacdo em GBM, 40% em astrocitomas de
grau Ill e 28% em astrocitomas de grau Il. Noutros tipos de tecidos, Gillett, Stegelmeier,
Kelly, Haley & Hahn (1992) obtiveram 47% de imunomarcacdes positivas em tumores de
pulmao de cédo induzidos por plutdénio-239. Gama et al. (2009) realizou a imunomarcacéo de
EGFR em 136 tecidos de glandula mamaria (46 benignos e 90 malignos) tendo obtido
imunomarcagdo positiva em 19,6% e 42,2% dos tumores benignos e malignos,
respectivamente. No gato, Looper et al. (2006) num estudo de carcinomas de células
escamosas obteve imunomarcacao positiva em 69% dos casos.

Em humanos, Stark et al. (2003) verificaram, num estudo, que 24 entre 27 glioblastoma
multiforme coravam positivamente para imunohistoquimica de EGFR. Umesh et al. (2009)
obtiveram 35,2% de imunomarcacao positiva em GBM. Smith, Lal, Harmon-Smith, Bollen &
McDermott (2007) obtiveram imunomarcacéo positiva em 46% dos meningiomas. Shien et
al. (2005) encontraram 70% de imunomarcagfes positivas em carcinomas mamarios ductais

de elevado grau com diferencia¢cdo mioepitelial.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. CRITERIOS DE SELECCAO DOS CASOS E AVALIACAO PRELIMINAR

Os casos incluidos neste estudo foram provenientes do Servico de Radiologia do Hospital
Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria (FMV) de Lisboa, durante um periodo de 5
anos. A triagem inicial dos canideos incluidos neste estudo foi feita mediante a realizacéo de
uma consulta de 12 opinido ou de referéncia na Consulta Externa do Hospital Escolar da
FMV, assim como em clinicas privadas que recorreram ao servi¢co de Radiologia da FMV por
apresentarem um quadro neurolégico compativel com a presenca de uma lesédo
intracraniana.

Dos 105 animais incluidos, todos foram estudados sob o ponto de vista imagiolégico, tendo
sido realizada uma TAC cranio-encefalica que revelou a presenca de uma massa
intracraniana. Foram nesta altura recolhidos os dados relativos a raca, sexo e idade dos
animais. Em 75 casos foram igualmente registados os sinais clinicos apresentados,
mediante a realizacdo de um exame neuroldgico. Nestes casos 0s sintomas e sinais clinicos
associados foram registados ap0s apreciagao sistematica dos seguintes aspectos: alteracédo
do estado mental, nervos cranianos, locomog¢do, andamento em circulo, inclinacdo da
cabeca, pressdo da cabeca contra objectos, epilepsia, deficits proprioceptivos, parésia, e
outras observacdes consideradas relevantes.

Em virtude de muitos animais regressarem ao acompanhamento pelos médicos veterinarios
assistentes fora da FMV e de muitos proprietarios, em que o seu animal foi submetido a
eutanasia, ndo deixarem o cadaver na FMV, apenas 26 casos foram sujeitos ao estudo
histopatoldgico. Destes 26 casos, e porque alguns cadaveres s6 nos chegaram no dia
seguinte a morte, apenas 19 puderam ser utilizados para o estudo molecular das mutacdes
de p53, e 16 para o estudo da expressao de EGFR, que obriga a que o tecido seja muito
fresco, para garantir a integridade do acido ribonucleico (RNA) que ira ser objecto de estudo.
A imunohistoquimica foi realizada em 24 casos, tendo-se excluido um caso de meningioma,

cujo resultado tinha sido obtido em Espanha, e ainda o Unico caso de metastase cerebral.

2.2. TOMOGRAFIA AXIAL COMPUTORIZADA E ESTUDO IMAGIOLOGICO

Os canideos suspeitos de possuirem uma lesao intracraniana foram pesados, 0 seu peso
registado, e seguidamente submetidos a uma anestesia geral. Foram usados 0s seguintes
anestésicos, em combinacdes diversas, consoante a avaliacdo clinica de cada paciente:

tiopental sédico (Tiopental 0,5g Braun, BBraun Medical Ida., Queluz de Baixo, Portugal) na
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dose de 6-10mg/kg, IV; propofol (Propofol-lipuro1%®, BBraun Melsungen AG, Melsungen,
Alemanha) na dose de 2-6mg/kg, IV; e isoflurano (IsoFlo®, Abbot laboratories Itd.,
Queenborough Kent, Reino Unido).

Os animais anestesiados foram colocados em decubito esternal, com o pescoco e cabeca
sobre uma esponja radiotransparente de modo a que o palato duro ficasse paralelo a mesa
e fixando a cabeca para evitar rotacdes. Seguidamente foi realizada uma TAC cranio-
encefalica (Tomoscan® AV-SR 4000, Philips Medical Systems International BV, Eindhoven,
Holanda), compreendendo um estudo pré e outro pés administracdo de contraste iodado
(Télébrix 35°, Laboratoire Guerbet, Aulnay sous Bois, Franca) sob a forma de um “bolus” por
via endovenosa, na dose de 700mg/kg. A TAC cranio-encefélica seguiu sistematicamente
um protocolo com 120 Kv e 140 mA, Filter 1, Matrix 512, com sec¢des de 5 em 5 milimetros
prependiculares ao eixo longitudinal do cérebro dos animais, desde a protuberancia occipital
externa até a lamina cribiforme. Nos casos em que a presenca de uma massa intracraniana
foi confirmada, os padr6es imagiologicos foram registados para processamento posterior.
Este estudo imagioldgico foi realizado utilizando software apropriado (EasyVision® R5,
Philips Medical Systems, Eindhoven, Holanda). Os padrdes imagiologicos foram avaliados
guanto aos seguintes parametros: hemisfério envolvido, lobo afectado, posicdo axial,
densidade pré-contraste, captacdo de contraste, padrdo de captacao de contraste, dilatacdo
e simetria do sistema ventricular cerebral, e desvio da foice do cérebro. A apreciacdo da
dimensdo e simetria do sistema ventricular foi feita de forma subjectiva, isto €, néo
recorrendo a qualquer medicdo do volume ventricular, mas usando a experiéncia do
imagiologista, e tendo sempre em atenc¢éo a idade e a raca dos canideos.

Aqueles canideos em que foi confirmada a presenca de uma massa intracraniana, n&o
passivel de remocéo cirirgica, e que pelo seu estado clinico, ndo apresentavam qualidade
de vida, foi autorizada pelos proprietarios a sua eutanasia, por meio de uma sobre-dosagem
anestésica endovenosa com tiopental sédico (Tiopental® 0,5g Braun, BBraun Medical Ida.,

Queluz de Baixo, Portugal).

2.3. COLHEITA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Na generalidade dos casos, foram colhidos 4 tipos de amostras de cada animal, a saber:
tecido cerebral tumoral, tecido cerebral normal, sangue e urina. Em alguns casos, que s6
nos chegaram apds a eutanasia, nao foi possivel a colheita de todas as amostras acima
referidas. O sangue e a urina foram colhidos para eventuais estudos posteriores a este

trabalho.
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2.3.1. Colheita de sangue e urina

A colheita de sangue foi realizada, antes da eutanasia, por puncdo de uma veia periférica
(cefélica ou safena) para um tubo com EDTA e outro com heparina. Cada tubo foi dividido,
por centrifugacéo, numa porcéo celular e outra de plasma que foram armazenadas a —80°C.

Na generalidade dos casos, a colheita de urina foi realizada antes da eutanasia, por meio de

algaliacéo, dividida em aliquotas e armazenada a —80°C.

2.3.2. Colheita de tecido cerebral para estudo de genética molecular

Imediatamente ap0s a eutanasia do animal, e sob condi¢cbes de assépsia cirtrgica, foram
colhidas véarias amostras de tecido cerebral tumoral e de tecido cerebral normal. As ultimas
foram colhidas da correspondente zona anatémica contralateral para evitar contaminacao
por celulas tumorais passiveis de conter algum defeito genético. As amostras foram colhidas
para criotubos Dnase e Rnase-free (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Alemanha) e
mantidas temporariamente em gelo. Seguidamente as amostras foram imersas em azoto

liquido e posteriormente armazenadas a —80°C.

2.3.3. Colheita de tecido cerebral para histopatologia e imunohistoquimica

ApGs a colheita das amostras de tecido cerebral, anteriormente descrita, o cérebro foi fixado
em formol tamponado a 10% (Ref. HT50-1-640, Accustain® formalin Solution neutral
buffered 10% formalin, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) e incluido em parafina para

classificacdo histopatoldgica e estudo imunohistoquimico.

2.4. DETECCAO DE MUTACOES DO GENE p53

2.4.1. Extraccdo de RNA total do tecido cerebral

As amostras de tecido cerebral foram processadas segundo o protocolo descrito na folha de
instrucdes do reagente Trizol® Reagent (Ref.15596-026, Invitrogen S.A., Barcelona,
Espanha), para a extraccdo de RNA total. A integridade do RNA foi testada mediante a
realizacdo de uma electroforese em gel de agarose a 2% (Ref. 50004, SeaKem LE Agarose,
Lonza, Rockland, ME, EUA) (figura 1), tendo sido quantificado e avaliada a pureza por

espectrofotometria (Beckman Instruments Inc., DU-68 Spectrophotometer, Fullerton, CA,
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EUA) mediante leituras a 260nm e 280nm e célculo do seu ratio. O RNA extraido foi

posteriormente dividido em aliquotas e armazenado a —80°C.

Figura 1. Separacédo de RNA total em gel de agarose a 2% para avaliacdo da integridade.

RNAr 28S

RNAr 18S

—
—
} RNAmM
—

RNAr 5S e 5,8S + RNAt

A banda 28S devera ser duas vezes mais espessa e intensa do que a banda 18S. O RNAm esta

representado pelo “smear” de fundo.

2.4.2. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi efectuada através da transcricao reversa de 2ug de RNA total tendo
sido usados oligodT (Cat. No. 18418-012, Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) e de acordo
com o protocolo descrito na folha de instrucdes da enzima Superscript® Il Reverse
Transcriptase (Cat. No. 18064-014, Invitrogen, Carlsbad, California, EUA). O cDNA foi

seguidamente dividido em aliquotas e armazenado a —20°C.

2.4.3. Reaccdes em cadeia da polimerase (PCR) do gene p53

Os oligonucledtidos iniciadores usados para a realizacdo do PCR para o gene p53 foram
desenhados utilizando o software Oligo v5, tendo sido utilizada a sequéncia nucleotidica
depositada no GenBank ref2 NM_001003210.

Foram amplificadas as regibes compreedidas entre 0 exdo 5 e 10, utilizando os pares de

oligonucledtidos iniciadores constantes na tabela 1.
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Tabela 1: Pares de oligonucle6tidos iniciadores utilizados para a amplificacdo dos exdes 5 a 10 do
gene p53.

Oligo_nL_JcIeétido Sequéncia (5’ - 3") Exao Taman_h(z do
iniciador amplicdo

1U AGA CCG CCG GACTGAGGAG 9 10 287 pb
1L ATT GCC CCTTCT TTG CCT TCA '
2U GCG GCC CAT CCT CAC TAT CA 8 219 pb
2L TTCTTC TTT TGC GGG GGA GAG
3U CCT CAG CAT CTC ATC CGAGTG G 6 7 260 pb
3L CAG GCA CAA ACG CGTACCTCAA '
4U AAG AAG TCG GAG TTC GTG ACC 5 6 177 pb
4L CTC ATA AGG CAC CAC CAC ACT '
5U GCA TTC CGG GAC AGC CAAGTC 5 187 pb
5L GCA GCG CCG CAC AACCTC

As reagbes de PCR para o gene p53 foram efectuadas num volume total de 20ul segundo o
protocolo descrito na folha de instrucbes da enzima Tag DNA Polymerase (Cat. No. 18038-
026, Invitrogen, Carlsbad, California, EUA), e de acordo com as condi¢cbes descritas na
tabela 2. As amplificacdes foram efectuadas num aparelho de PCR (GeneAmp® PCR
System 9700, Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, EUA), tendo sido utilizados os
programas descriminados na tabela 3. Posteriormente foi feita a visualizacdo das moléculas
amplificadas por electroforese em gel de agarose a 2% (Ref. 50004, SeaKem LE Agarose,
Lonza, Rockland, ME, EUA) e feita a purificacdo dos produtos de PCR usando os kits
QIAquick® PCR purification kit (Ref. 28104, Qiagen, Hilden, Alemanha) e QIAquick® gel
extraction kit (Ref. 28704, Qiagen, Hilden, Alemanha).

Os produtos de PCR foram enviados para o laboratério Stabvida para sequenciagéo directa.
Esta foi realizada sempre em dois sentidos para excluir artefactos relacionados com a

prépria sequenciacao.

Tabela 2: Condicdes das reaccdes de PCR para o gene p53.

Oligonucleétido Concentracéo Concentracéo de Volume
iniciador de Mg2+ oligonucledtido iniciador cDNA
1U/ 1L 1,2mM 0,9 uM 2 uL
2U /2L 1,5mM 0,5 uM 2 uL
3U/3L 1,5mM 0,9 uM 2,5 L
4U / 4L 1,5mM 1,2 uM 2 uL
5U /5L 1mM 0,5 uM 2 uL
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Tabela 3: Programas de amplificacdo do gene p53 usados por par de oligonucleétido iniciador.

Oligonucleétido | Desnaturacdo | Desnaturacdo | Hibridacdo | Extensdo | Extensdo | Fim
iniciador 1 2 1 2
94°C 66°C 72°C
(o (o] (o
1U/1L 94 C 25 seq. 30 seg. 30 seg. 72 C 4°C
3 min. - 10 min. 0
35 ciclos
94°C 66°C 72°C
(o (o] (o
2U /2L 94°C 35 seg. 30seg. | 40seg. | /3¢ | 4C
3 min. - 10 min. 0
35 ciclos
94°C 66°C 72°C
94°C 72°C 4°C
3U /3L 3 min. 25 seg. 3_0 seg. 30 seg. 10 min. w©
35 ciclos
94°C 65°C 72°C
94°C 72°C 4°C
4U 1 4L 3 min. 35 seg. 3_5 seg. 30 seg. 10 min. w©
35 ciclos
94°C 68°C 72°C
94°C 72°C 4°C
5U /5L 3 min. 25 seg. 3_0 seg. 30 seg. 10 min. w©
35 ciclos

2.5. PCR EM TEMPO-REAL DO GENE EGFR

A quantificacdo relativa da expressdo do gene EGFR foi realizada recorrendo a técnica de
PCR em tempo-real. A extraccdo de RNA total foi realizada de acordo com o descrito no
ponto 2.4.1. As amostras de RNA foram tratadas com DNase seguindo o protocolo
constante na folha de instrucbes da enzima usada (Dnase | recombinant, Rnase-free ref2 04
716 728 001, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) para remo¢do de DNA
gendmico.

A sintese de cDNA foi efectuada através da transcricao reversa de 1ug de RNA total tendo
sido usados oligonucledtidos iniciadores aleatérios (Cat. No. 48190-011, Invitrogen,
Carlsbad, California, EUA) e de acordo com o protocolo descrito na folha de instrugbes da
enzima Superscript® || Reverse Transcriptase (Cat. No. 18064-014, Invitrogen, Carlsbad,
California, EUA).

Para desenho dos oligonucledtidos iniciadores e sondas do gene alvo EGFR e gene controlo
enddégeno GAPDH, foram utilizadas as sequéncias nucleotidicas depositadas no GenBank
ref2. XM_533073 e ref2 NM_001003142, respectivamente. O desenho dos oligonucleotidos
iniciadores e sondas MGB foi feito recorrendo ao software “Primer Express” do aparelho de
real-time da Applied Biosystems 7300 (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, EUA),
tendo havido o cuidado de colocar as sondas sobre uma juncdo de exdes de modo a
conseguir discriminar entre cDNA e DNA gendmico. Na tabela 4 estdo discriminadas as
sondas e os oligonucle6tidos iniciadores dos genes alvo (EGFR) e controlo enddgeno

(GAPDH) utilizadas, e respectivas concentracoes.
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Tabela 4: Oligonucleétidos iniciadores e sondas de EGFR e GAPDH e suas concentrages.

Oligonucleétido Sequéncia (5" — 3") Exéo Tamanho do  Concentragéo

iniciador / sonda amplicdo
EGFR (U) TTAAAGGAGACGGAGTTCAAAAAGA 23 141pb 600nM
EGFR (L) GGGAGACGTGGCTTCTCTCA 24 600nM
EGFR sonda MGB AGTGTACAAGGGACTCTG 23-24 200nM
GAPDH (U) TTCTACCCACGGCAAATTCC 1 600nM
GAPDH (L) GTTGATGACAAGTTTCCCGTTCT 2 61pb 600nM
GAPDH sonda MGB CGGCACAGTCAAGG 1-2 200nM

Para a realizacdo do PCR em tempo-real de EGFR foram utilizadas sondas TagMan®,
tendo sido seguido o protocolo constante na folha técnica do kit TagMan® Universal PCR
Master Mix (Ref. 4304437, Applied Biosystems, Foster City, EUA).

O ciclo de amplificacédo de sondas utilizado foi aquele pré-definido pelo aparelho de PCR em
tempo-real da Applied Biosystems 7300:

50°C 2 min

95°C 10 min

95°C 15 sec

60°C 1 min } 40 ciclos,

A validacdo do controlo endégeno GAPDH foi feita de acordo com os seguintes autores:
Dheda, Huggett, Bustin, Johnson, Rook & Zumla (2004) e Pfaffl, Tichopad, Prgomet &
Neuvians (2004), tendo ficado assegurado que a variagcdo de expressao relativa entre o
tecido normal e tumoral ndo excedia 2-fold. A andlise da expressao relativa do gene alvo
EGFR foi feita utilizando o método 2, e segundo o descrito por Livak & Schmittgen
(2001).

2.6. CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA

O tecido cerebral fixado em formol tamponado a 10% seguiu as técnicas de rotina de
inclusdo em parafina (Thermo-module TM-1, Kunz Instruments A/S, Copenhagen,
Dinamarca; Paraffin dispenser WD-4, Kunz Instruments A/S, Copenhagen, Dinamarca,;
Cooling plate CPL-4, Kunz Instruments A/S, Copenhagen, Dinamarca; Tissue processor
TP1020, Leica Microsystems AG, Wetzlar, Alemanha) e seccionamento (Microtome
SM2000R, Leica Microsystems AG, Wetzlar, Alemanha) de 3 um, para a sua classificacdo
histopatoldgica. Esta foi realizada segundo os critérios recomendados pela OMS para a
classificagdo dos tumores intracranianos nos Animais Domésticos, tendo sido utilizada a
seguinte referéncia: Koestner et al. (1999).

Para a classificacao histopatologica foi utilizada a coloracdo de rotina hematoxilina-eosina.
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2.7. IMUNOHISTOQUIMICA

2.7.1. Imunohistoquimica de Ki-67, p53 e EGFR

Dos 26 casos em que foi possivel obter o respectivo resultado histopatolégico foram
processadas 24 amostras (um dos resultados foi obtido em Espanha e outro dizia respeito a
uma metastase cerebral) para cada um dos anticorpos — Ki-67, p53 e EGFR. Foram
submetidos para estudo imunohistoquimico 16 gliomas (8 oligodendrogliomas e 8
astrocitomas que incluuiu 2 gliomas mistos), 6 meningiomas, 1 neuroblastoma cerebral e, 1
adenoma da pars distalis da hipéfise. Assim, analisaram-se casos em que o periodo de
fixacdo ndo excedeu as 48 horas de forma a prevenir a sobrefixacdo do material.

As imunomarcac¢fdes foram realizadas em cortes histoléogicos com 4 um de espessura
colocados em laminas adesivadas SuperFrost Plus® (Ref. JI800AMNZ, Menzel-Glaser,
Braunschweig, Alemanha).

Os anticorpos disponiveis no mercado sdo, normalmente, os utilizados nos exames de rotina
da espécie humana, podendo apresentar reactividade cruzada com a espécie canina. Para a
imunohistoquimica foram testados inicialmente 5 anticorpos primarios (um para Ki-67, dois

para p53 e dois para EGFR), cujas especificacdes estdo apresentadas na tabela 5.

Tabela 5: Especificacfes dos anticorpos testados em imunohistoquimica.

Anticorpo primério Origem Clone Referéncia Espécie produtora
Ki-67 Novocastra Policlonal NCL-Ki67p Coelho anti-humano
p53 (CM-1) Novocastra Policlonal NCL-p53-CM1 Coelho anti-humano
p53 (DO-7) Dako Monoclonal 1S616 Rato anti-humano
EGFR (2-18C9) Dako Monoclonal K1492 Rato anti-humano
EGFR (E30) Dako Monoclonal M7239 Rato anti-humano

A determinacao da diluicao 6ptima de trabalho para cada anticorpo primario fez-se mediante
ensaio inicial da técnica, testando varias diluicdes (incluindo aquela recomendada pelo
fabricante), seguindo-se a avaliacdo dos resultados e a seleccéo da diluicao ideal.

Considera-se marcacao positiva quando as zonas alvo das células (nucleo, citoplasma ou
membrana citoplasmatica) surgem bem coradas de castanho-escuro, devido a accdo da
peroxidase sobre o revelador, a diaminobenzidina, a qual forma polimeros na presenca do
substrato, o perdxido de hidrogénio. Os nucleos, membranas celulares e/ou citoplasma
mostram-se bem evidentes pelo contraste marcado que ocorre com 0S restantes

componentes celulares corados pela hematoxilina de Mayer.
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Em cada técnica de imunohistoquimica realizada foi sempre incluido um corte extra usado
como controlo negativo e no qual o anticorpo primario foi substituido por igual volume de
PBS.

Seguidamente descreve-se de forma detalhada o protocolo da técnica de coloracdo
imunohistoquimica utilizado para Ki-67 e p53, para material incluido em parafina, pelo

método da estreptavidina-biotina-peroxidase (EBP):

A — Executaram-se cortes de 4 um de espessura que foram colhidos em laminas adesivadas
SuperFrost Plus® (Ref. JI800AMNZ, Menzel-Glaser, Braunschweig, Alemanha)
B — Os cortes foram desparafinados em xilol durante 10 minutos.
C — Rehidratacéo: alcool etilico absoluto (duas vezes, durante 5 minutos).

alcool etilico 95° (durante 5 minutos).

alcool etilico 70° (durante 5 minutos).
D — Realizou-se a inibicdo da peroxidase enddégena através de incubacao na solucéo de
blogueio da peroxidase endégena (97ml de agua bidestilada adicionados a 3 ml de H,0, a
33% p/v), em agitacdo constante e durante 10 minutos.
E — Lavagem em PBS (por trés vezes durante 5 minutos).
F — Recuperacao antigénica foi realizada pela técnica de microondas (750 watts) com
imersdo em tampao citrato de sodio (pH=6,2), durante 3 ciclos de 5 minutos.
G — Lavagem em PBS (por trés vezes durante 5 minutos).
H — Bloqueio das reaccfes inespecificas recorrendo a Blocking Solution (solucao A) do kit
Histostain Plus® (DAB, Broad spectrum) (Cat. No. 85-9643, Zymed Laboratories Inc.®,
Invitrogen, Carlsbad, California, EUA), durante 40 minutos.
| — Incubacdo com os anticorpos primarios, em concentracbes e tempos de incubacao
variaveis (de acordo com as especificacdes constantes na Tabela 6). A incubacéao foi feita a
temperatura ambiente e em camara humida.
J - Lavagem em PBS (por trés vezes durante 5 minutos).
K — Incubacao com o anticorpo secundario biotinilado recorrendo a Broad Spectrum Second
Antibody (solucdo B) do kit Histostain Plus® (DAB, Broad spectrum) (Cat. No. 85-9643,
Zymed Laboratories Inc.®, Invitrogen, Carlsbad, California, EUA), durante 30 minutos.
M — Lavagem em PBS (por trés vezes durante 5 minutos).
N — Incubacdo com o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase recorrendo a HRP
Streptavidin (solugéo C) do kit Histostain Plus® (DAB, Broad spectrum) (Cat. No. 85-9643,
Zymed Laboratories Inc.®, Invitrogen, Carlsbad, California, EUA), durante 30 minutos.

O — Lavagem em PBS (trés vezes durante 5 minutos).
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P — Revelag&o com diaminobenzidina, durante 3 minutos, recorrendo ao kit Histostain Plus®
(DAB, Broad spectrum) (Cat. No. 85-9643, Zymed Laboratories Inc.®, Invitrogen, Carlsbad,
California, EUA).

Q — Lavagem em PBS seguida de lavagem em agua corrente durante 5 minutos.

R — Efectuou-se coloracédo de fundo pela Hematoxilina de Mayer, durante 10 segundos.

S — Lavagem em agua corrente (azular).

T — Desidratacdo dos cortes por passagens em alcool etilico com graduacdo crescente
(inversa do ponto C).

U — Passagem por xilol.

V — Montagem em resina sintética (Entellan®).

No caso da imunohistoquimica de EGFR foi seguido o protocolo recomendado pela folha
técnica do kit Dako EGFR pharmaDx® (K1492, DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca), com

uma unica alteracdo, que disse respeito ao tempo de incubacao, e que foi “overnight”.

A contagem diferencial propriamente dita foi efectuada a partir de fotografias digitais obtidas
com ampliacdo de 400 X e em resolucdo standard, através de camara fotografica
OLYMPUS DP 11 incorporada no microscépio OLYMPUS BX 51. Para todas as amostras
foram tiradas varias fotografias de campos diferentes abrangendo a regido tumoral, tendo o
cuidado de evitar a sobreposicdo de campos e consequente a contagem das mesmas
células em fotos distintas.

A contagem de células foi realizada através do registo em fotografias digitais, recorrendo ao
programa informatico Image J - Image Processing and Analysis in Java®

(http://rsb.info.nih.goV/ij/) e de acordo com 0s seguintes critérios:

a) A contagem para cada uma das fotografias foi realizada em area pré-definida de 36159
um? (212,7 um x 170,0 um).

b) As células cuja totalidade ndo se apresentava no interior do limite da fotografia foram
rejeitadas.

c) As células cuja morfologia ndo se enquadrasse nas caracteristicas descritas
anteriormente ndo foram contabilizadas.

d) A autora foi o responsavel por todas as contagens, de forma a uniformizar a técnica e os
critérios de contagem, evitando assim diferencas entre operadores.

O registo das contagens foi efectuado em folha de célculo com recurso ao programa Excel
2003 do Microsoft Office®.
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Tabela 6: Diluicbes e tempos de incubacao utilizados para os diferentes anticorpos testados.

Anticorpo primario . Incubagéo
Diluicdo / Tempo
Ki-67 1:1000 / “overnight”
p53 (CM-1) 1:300 / “overnight”
p53 (DO-7) 1:300 / “overnight”
EGFR (E30) 1:25/ 2 horas
1:50 / “overnight”
EGFR (2-18C9) Pré-diluido/ “overnight”

A contagem de células da imunohistoquimica de Ki-67 seguiu o seguinte critério, adaptado
de Lee et al. (2004). Seleccionaram-se, aleatoriamente, trés a cinco campos de grande
ampliacdo (x 400), onde se contaram pelo menos 500 nucleos (marcados e ndo marcados).
O indice de proliferacdo celular, em percentagem, foi calculado como a razdo entre o
namero de ndcleos marcados e o numero total de nudcleos num determinado campo,
multiplicado por 100.

A contagem de células da imunohistoquimica de p53 seguiu o critério usado por Murakami
et al. (2000). O sistema de classificacdo usado foi 0 seguinte: 0, sem marcac¢ao nuclear; 1+,
< 10% células tumorais com marcac¢ao nuclear; 2+, 10%-50% células tumorais com
marcacao nuclear; e 3+, >50% células tumorais com marcacao nuclear. As classificacfes 0
e 1+ foram consideradas como negativas e as classificacbes 2+ e 3+ consideradas
positivas.

Para a contagem da marcacdo da imunohistoquimica de EGFR foram seguidas as
recomendacdes do manual de interpretacdo do proprio kit Dako EGFR pharmaDx — EGFR
PharmDx Interpretation Manual. Segundo o referido manual as amostras foram classificadas
da seguinte maneira: 0, auséncia de marcacdo da membrana citoplasmética (mesmo
guando existe marcacao citoplasmatica); 1+, fraca marcacdo da membrana citoplasmatica;
2+, moderada marcacdo da membrana citoplasmatica; e 3+, forte marcacdo da membrana
citoplasmatica. A classificacdo 0 é considerada como negativa e as classificacdes 1+, 2+, e

3+ sdo consideradas como positivas.

2.8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram exportados para o programa de estatistica SPSS v.17 e, em virtude do
reduzido niamero de amostras, foram realizados testes ndo paramétricos: Fisher's Exact
Test para analise dos resultados da Imagiologia, Mann-Whitney Test para a
Imunohistoquimica, e Wilcoxon 2-Group Test para o PCR em tempo real de EGFR,

admitindo um nivel de significancia de 95% (p<0,05; 2-tailed).
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3. RESULTADOS
3.1. RACA, IDADE E SEXO
Na tabela 7 estdo apresentadas as racas dos 105 canideos incluidos neste estudo e que
foram submetidos a uma TAC cranio-encefalica, cujo exame revelou a presenca de uma

les&o intracraniana que ocupa espago.

Tabela 7: NUmero de cées por raca e sua percentagem relativa.

Raca Nimero N=105 %

Boxer 54 51,4
Indeterminada 17 16,2
Labrador 5 4.8
Pastor Aleméao 4 3,8
Epagneul Breton 3 29
X Boxer 2 1,9
Cao d’Agua 2 1,9
Cocker Spaniel 2 1,9
Shar-pei 2 1,9
Yorkshire Terrier 2 1,9
Bulldog Francés 1 0,9
Caniche 1 0,9
x Caniche 1 0,9
Collie 1 0,9
Fox Terrier 1 0,9
Husky Siberiano 1 0,9
x Pastor Alemao 1 0,9
Pinscher 1 0,9
Rottweiler 1 0,9
Séao Bernardo 1 0,9
Serra d'Aires 1 0,9
Viszla Hungaro 1 0,9

De entre os 105 animais, foram observados os seguintes exemplares: 54 Boxer (51,4%), 17
Raca indeterminada (16,2%), 5 Retriever do Labrador (4,8%), 4 Pastor Aleméo (3,8%), 3
Epagneul Breton (2,9%), 2 exemplares cruzados com Boxer (1,9%), 2 Céo d’Agua (1,9%), 2
Cocker Spaniel (1,9%), 2 Shar-pei (1,9%), 2 Yorkshire Terrier (1,9%), 1 Bulldog Francés
(0,9%), 1 Caniche (0,9%%), 1 exemplar cruzado com Caniche (0,9%), 1 Collie (0,9%%), 1
Fox Terrier (0,9%), 1 Husky Siberiano (0,9%), 1 exemplar cruzado com Pastor Aleméao
(0,9%), 1 Pinscher (0,9%), 1 Rottweiler (0,9%), 1 Sdo Bernardo (0,9%), 1 Serra d'Aires
(0,9%), e 1 Viszla Hungaro (1,1%).

A percentagem relativa de animais do sexo masculino e feminino € de 57,1% (60/105) e
42,9% (45/105), respectivamente (grafico 1).
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Gréfico 1: Percentagens relativas de fémeas e machos incluidos no estudo.

G0

a0

40

Percentagem
3

(5]
o
1

104

-

Feminino Masculing

No gréafico 2 estdo apresentadas as percentagens relativas das idades dos animais incluidos
no nosso estudo. A média de idades é de 9,44 anos e a mediana 9 anos.

Gréfico 2: Percentagens relativas das idades dos caes incluidos no estudo.
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Na tabela 8 esta apresentado o numero de caes por grupo etario considerado. O grupo até

aos 5 anos é constituido por 3 animais, o0 grupo dos 6 aos 8 anos por 35 animais, 0 grupo

dos 9 aos 12 anos por 55 animais e o grupo acima dos 13 anos por 12 animais.

Tabela 8: NUmero de cées por grupo etario.

Grupo etério Nimero de cées

<5 anos 3
6-8 anos 35
9-12 anos 55
= 13 anos 12

Os 7 casos de meningioma ocorreram em 4 ragas diferentes (4 em Raga Indeterminada, 1
em Boxer, 1 em Pastor Alemao e 1 num animal cruzado com Caniche), enquanto que os 16
casos de gliomas ocorreram em 4 racas diferentes (12 em Boxer, 1 em Raca Indeterminada,
1 num animal cruzado com Boxer, 1 em S&o Bernardo e 1 em Labrador). O tumor hipofisario
ocorreu num Boxer, o neuroblastoma num Boxer, e a metastase cerebral num animal de

raca indeterminada.

3.2. IMAGIOLOGIA

Na tabela 9 estdo apresentadas as caracteristicas imagiolégicas das TAC cranio-enceféalicas
gue confirmaram a presenca de uma leséo que ocupa espaco intracraniana.

No que respeita a localizacdo anatémica mais frequente das lesdes intra-cranianas, 44,8%
(47/105) dos casos envolviam o lobo frontal, 25,7% (27/105) o lobo temporal, 13,3%
(14/105) o lobo piriforme, 11,4% (12/105) o bulbo olfactivo, 8,6% (9/105) o cerebelo, 8,6%
(9/105) a hipofise, 8,6% (9/105) o tronco cerebral, 5,7% (6/105) o tadlamo, 3,8% (4/105) o
lobo parietal, e 1% (1/105) o lobo occipital. E importante frisar que a soma das percentagens
€ maior que 100, pois em 28 casos mais do que um lobo estava afectado.

Quanto aos hemisférios envolvidos, 46,7% (49/105) das lesdes localizaram-se no hemisfério
direito, 37,1% (39/105) no hemisfério esquerdo e 20% (21/105) em estruturas impares e
medianas. Em 4 casos existia mais do que uma leséo intracraniana, dai resultando que a

soma das percentagens relativa seja superior a 100.
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Tabela 9: Caracteristicas imagiolégicas das TAC que revelaram a presenca de lesdo intracraniana, e
suas percentagens relativas. A soma das percentagens relativas € superior a 100 pois em 28 casos
mais do que um lobo estava afectado.

Imagiologia n=105 N° %
Lobo
Frontal 47 44,8
Temporal 27 25,7
Piriforme 14 13,3
Bulbo olfactivo 12 11,4
Cerebelo 9 8,6
Hipofise 9 8,6
Tronco cerebral 9 8,6
Talamo 6 5,7
Parietal 4 3,8
Occipital 1 1
Lado
Direito 49 46,7
Esquerdo 39 37,1
Mediana 21 20
Posicéo
Intra-axial 86 81,9
Extra-axial 19 18,1
Densidade
Isodenso 62 59
Hipodenso 43 41
Hiperdenso 17 16,2
Captacdo contraste
Sim 85 81
N&o 20 19
Padréo retencao
Uniforme 42 49,4
Anel 34 40
Nao uniforme 19 22,4
Ventriculos
Simétricos 57 54,3
Assimétricos 48 457
Nao dilatados 80 76,2
Dilatados 25 23,8
Foice cérebro
Sem desvio 53 50,5
Desvio 52 49,5

Relativamente a posicéo axial das lesbes, 81,9% (86/105) apresentavam uma posi¢ao intra-
axial e 18,1% (19/105) uma posicéo extra-axial.

Em 17/105 (16,2%) casos as lesdes intra-cranianas apresentaram densidades mistas, sendo
gue, 59% (62/105) das lesdes eram isodensas, 41% (43/105) eram hipodensas e 16,2%
(17/105) eram hiperdensas.

No que diz respeito a captacdo de contraste das lesbes, 81% (85/105) captavam contraste,
enquanto que, 19% (20/105) ndo captavam contraste. Dos 85 casos que captavam

contraste, 10 (9,5%) casos apresentavam mais do que um padrdo, tendo-se verificado que
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dos primeiros 49,4% (42/105) evidenciavam um padréo uniforme, 40% (34/105) um padrdo
em anel e 22,4% (19/105) um padrao nao uniforme.

Quanto a dimensdo e simetria do sistema ventricular cerebral, verificou-se que 23,8%
(25/105) dos casos apresentavam dilatacdo ventricular, de grau variavel, e 45,7% (48/105)
apresentavam assimetria ventricular, igualmente de grau variavel.

Finalmente, 49,5% (52/105) dos casos evidenciavam desvio, mais ou menos acentuado, da
foice do cérebro.

Seguidamente, na tabela 10 apresentam-se as caracteristicas imagiolégicas segundo a
classificagdo histopatolégica em gliomas, meningiomas, tumores da hipofise, neuroblastoma

e metastase.

Tabela 10: Caracteristicas imagiologicas por categoria histopatolégica, e entre paréntesis as suas
percentagens relativas.

Gliomas Meningiomas  T. hipéfise Neuroblastoma Metéastase
n= 16 n=7 n=1 n=1 n=1
Densidade
Hiperdenso
Hipodenso 7 (43,8) 1(14,3)
Isodenso 8 (50) 6 (85,7) 1 (100)
Hipo e hiperdenso
Iso e hiperdenso 1 (100) 1 (100)
Iso e hipodenso 1(6,3)
Captacédo de contraste
Com captacao 10 (62,5) 7 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Sem captacao 6 (37,5)
Padrédo de captacdo
Uniforme 3(42,9) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
N&o uniforme 1(10) 1(14,3)
Anel 6 (60) 2 (28,6)
Uniforme+anel 1(10) 1(14,3)
N&o uniforme+anel 2 (20)
Ventriculos
Dilatados 10 (62,5) 1(14,3) 1 (100)
Assimétricos 9 (56,3) 1(14,3) 1 (100) 1 (100)
Foice do cérebro
Desvio 13 (81,3) 2 (28,6) 1 (100)

Quanto a densidade, dos 16 gliomas, 7/16 (43,8%) eram hipodensos, 8/16 (50%) eram
isodensos, e 1/16 (6,3%) apresentava uma densidade mista (isodenso e hipodenso) (Figura
2). No que diz respeito a captacdo de contraste e respectivo padréo de captacdo, 10/16
(62,5%) gliomas captaram contraste, enquanto que 6/16 (37,5%) casos ndo captaram
contraste. Daqueles gliomas que captaram contraste, os padrdes de captacdo foram os
seguintes: 1/10 (10%) caso n&o-uniforme, 6/10 (60%) casos em anel (Figura 3), 1/10 (10%)

caso uniforme e em anel, e 2/10 (20%) casos nao-uniforme e em anel. Quanto a dimenséo e
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simetria do sistema ventricular cerebral dos gliomas, 10/16 (62,5%) casos apresentavam

dilatacdo ventricular e 9/16 (56,3%) casos apresentavam assimetria. Treze de dezasseis

(81,3%) gliomas apresentavam desvio da foice do cérebro.

Figura 2: Astrocitoma de elevado grau.
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A) Cérebro apos fixacdo em formol tamponado a 10% - lesdo de consisténcia branda e aspecto
marcadamente hemorragico envolvendo os lobos frontal e bulbo olfactivo direitos. B) TAC (estudo
pré-contraste) - € visivel uma lesdo que ocupa espacgo no lobo frontal direito iso e hipodensa (seta
amarela). C) TAC (estudo pés-contraste) — é notorio o efeito de massa com acentuado desvio da

foice cerebral (seta azul) assim como captacdo de contraste em anel (seta vermelha).
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Figura 3: Oligodendroglioma.

A) TAC (estudo pré-contraste) - € visivel uma lesdo que ocupa espaco no lobo temporal esquerdo
hipodensa (seta amarela). B) TAC (estudo pos-contraste) — € notorio o efeito de massa com desvio
da foice cerebral (seta azul) e captacdo de contraste em anel (seta vermelha). C) Cérebro apds
fixacdo em formol tamponado a 10% - lesdo de consisténcia gelatinosa e limites mal definidos

envolvendo os lobos temporal e frontal esquerdos.

Quanto a densidade, dos 7 meningiomas, 1/7 (14,3%) era hipodenso, 6/7 (85,7%) eram
isodensos. No que diz respeito a captacdo de contraste e respectivo padrdo de captacdo
todos os 7/7 (100%) meningiomas captaram contraste. Daqueles meningiomas que
captaram contraste, os padrbes de captacdo foram os seguintes: 3/7 (42,9%) casos
uniforme (Figura 4), 1/7 (14,3%) caso nado-uniforme, 2/7 (28,6%) casos em anel, e 1/7
(14,3%) caso uniforme e em anel (Figura 5). Quanto a dimensado e simetria do sistema
ventricular cerebral dos meningiomas, 1/7 (14,3%) caso apresentavam dilatacdo ventricular
e 1/7 (14,3%) caso apresentavam assimetria. Dois em sete (28,6%) meningiomas

apresentavam desvio da foice do cérebro.

47



Resultados

Figura 4: Meningioma fibroso.

w125 w125
L350 L350

A) TAC (estudo pré-contraste) — a lesdo isodensa localizada no lobo parietal esquerdo. B) TAC

(estudo poOs-contraste) — € visivel a forte e uniforme captacdo de contraste (seta vermelha).

O Unico caso de tumor da hipdfise apresentava as seguintes caracteristicas imagiologicas:
isodenso, captava contraste num padrao uniforme e assimetria ventricular.

O Unico caso de neuroblstoma cerebral apresentava as seguintes caracteristicas
imagiolégicas: isodenso e hiperdenso, captava contraste num padrdo uniforme e dilatacdo
ventricular.

O unico caso de metastase cerebral apresentava as seguintes caracteristicas imagiologicas:
isodenso e hiperdenso, captava contraste num padrdo uniforme, assimetria ventricular e
desvio da foice do cérebro.

Quanto a localizacédo das lesbes por tipo histopatolégico os meningiomas evidenciaram uma
distribuicdo cerebral diversa, tendo num caso afectado mais do que um lobo. Assim, foram
encontradas lesdes nos seguintes regibes anatomicas: frontal (3), parietal (2), tronco
cerebral (2), bulbo olfactivo (1). Por outro lado, os gliomas envolveram mais do que um lobo
em seis casos, tendo sido encontradas lesdes nos lobos frontal (11), temporal (8), piriforme
(2), bulbo olfactivo (1), e tadlamo (1).
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Figura 5: Meningioma maligno.
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A e C) TAC (estudo pré-contraste em cortes consecutivos) — a lesdo embora localizada na superficie
ventral do tronco cerebral ndo é visivel devido ao artefacto caracteristico desta zona cerebral,
provocado pela grande espessura dos 0ssos do cranio do céo a nivel das bolhas timpanicas. B e D)
TAC (estudo pés-contraste em cortes consecutivos) — € visivel uma lesdo no tronco cerebral com
captacéo de contraste em anel (seta vermelha) (B) e uniforme (seta azul) (D). E apreciavel também

um aumento simétrico do volume do sistema ventricular atribuida a idade do animal.
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3.2.1. Estatistica de Imagiologia

Os dados referentes a imagiologia foram analisados comparando 2 tipos de tumores:
gliomas e meningiomas, recorrendo ao teste estatistico Fisher's Exact Test e considerando
como significativo p<0,05. As diferengas entre gliomas e meningiomas foram significativas
no que diz respeito as racas afectadas (p=0,004), e ao desvio da foice do cérebro (p=0,026);
e mostraram ser nao significativas relativamente ao sexo (p=0,657), ao lobo afectado
(p=0,099), a densidade das lesdes (p=0,324), a captacdo de contraste (p=0,124), ao padrao
de captacdo de contraste (p=0,139), a dilatacdo do sistema ventricular cerebral (p=0,069), e

a simetria do sistema ventricular cerebral (p=0,089).

3.3. SINTOMATOLOGIA

Na tabela 11 estao apresentados os resultados da sintomatologia de 75 canideos com lesao

intracraniana.

Tabela 11: Sinais e sintomas apresentados por 75 cdes com lesdo intracraniana, e suas
percentagens relativas. A soma das percentagens relativas é superior a 100, pois muitos animais
apresentavam mais do que um sinal/sintoma.

Sinais clinicos Numero N=75 %
Epilepsia 47 62,7
Alteracdo da locomocéo (ataxia) 31 41,3
Alteracdo do estado mental (depresséo, stupor, coma) 22 29,3
Alteracdes da visdo (cegueira) 20 26,7
Andamento em circulo 19 25,3
Presséo da cabeca contra objectos 19 25,3
Alteracdo de outros nervos cranianos 16 21,3
Deficits proprioceptivos 16 21,3
Alteracdo comportamento (ex: vocalizacdo, agressividade, 14 18,7

andar errante, urinar, defecar em casa)

Inclinacdo da cabeca 8 10,7
Tetraparésia 7 9,3
Outras observacdes

Poliuria/polidipsia 6 8
Atrofia muscular cabeca 4 53
Polifagia 2 2,7
Tremores em repouso 2 2,7
Dor manipulacéo cabeca 1 1,3
Hipertermia 1 1,3
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Dos 75 animais em que foi possivel registar os sinais clinicos apresentados, obtiveram-se 0s
seguintes resultados: 47/105 (62,7%) epilepsia (inclui 4 casos de status epilepticus), 31/105
(41,3%) alteracbes da locomocdo (ataxia), 22/105 (29,3%) alteracbes do estado mental,
20/105 (26,7%) alteracdes do par Il dos nervos cranianos, 19 /105 (25,3%) andamento em
circulos, 19 /105 (25,3%) presséo da cabeca contra objectos, 16/105 (21,3%) alteracéo de
outros nervos cranianos, 16/105 (21,3%) deficits proprioceptivos, 14/105 (18,7%) alteracéo
de comportamento, 8/105 (10,7%) inclinacdo da cabeca, 7/105 (9,3%) tetraparésia, 6/105
(8%) polidipsia/poliaria, 4/105 (5,3%) atrofia muscular na cabeca, 2/105 (2,7%) polifagia,
2/105 (2,7%) tremores em repouso, 1/105 (1,3%) dor a manipulacdo cabeca, e 1/105 (1,3%)
hipertermia.

Quarenta e sete animais apresentavam epilepsia como Unico sintoma ou associado a outros
sintomas. Na tabela 12 estdo apresentadas as localizacbes, por lobo/regido anatomica
cerebral, das les@es intracranianas dos animais que apresentavam epilepsia. Mais uma vez,
a soma das percentagens relativas € superior a cem, dado que algumas les6es abrangiam

mais do que um lobo/regiéo cerebral.

Tabela 12: Localizacdo anatdmica da lesdo intracraniana dos animais que apresentavam epilepsia, e
suas percentagens relativas. A soma das percentagens € superior a 100, pois em alguns casos as
lesBes abrangiam mais do que um lobo.

Epilepsia n=47 Nimero %
Lobo afectado

Frontal 26 55,3
Temporal 14 29,8
Piriforme 9 19,1
Bulbo olfactivo 6 12,8
Parietal 2 4,3
Talamo 2 4,3
Hipdfise 1 2,1

Nos casos em gque 0s animais apresentavam epilepsia, a lesdo estava localizada no lobo
frontal em 26/47 (55,3%) casos, no lobo temporal 14/47 (29,8%) casos, no lobo piriforme
9/47 (19,1%) casos, no bulbo olfactivo 6/47 (12,8%) casos, no lobo parietal 2/47 (4,3%)

casos, no talamo 2/47 (4,3%) casos, e na hipofise 1/47 (2,1%) casos.
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3.4. HISTOPATOLOGIA

Na tabela 13 estdo apresentados os resultados histopatolégicos das neoplasias

intracranianas.

Tabela 13: Classificacdo histopatolégica de 26 les6es intracranianas.

Histopatologia (n=26) N° % % dentro do tipo
Meningiomas 7 26,9

Meningioma fibroso 2 7,7 28,6
Meningioma meningoteliomatoso 2 7,7 28,6
Meningioma anaplasico (maligno) 2 7,7 28,6
Meningioma 1 3,8 14,3
Gliomas 16 61,5
Oligodendroglioma 7 26,9 43,8
Oligodendroglioma anaplésico (maligno) 1 3,8 6,3
Astrocitoma de elevado grau 2 7,7 12,5
Astrocitoma fibrilhar 2 7,7 12,5
Astrocitoma de grau médio 1 3,8 6,3
Astrocitoma gemistocitico 1 3,8 6,3
A. fibrilhar e elevado grau (glioma misto) 1 3,8 6,3
A. fibrilhar e oligodendroglioma grau médio (glioma misto) 1 3,8 6,3
Adenoma acidofilico pars distalis (hipofise) 1 3,8 100
Neuroblastoma cerebral 1 3,8 100
Metastase de tumor ndo identificado 1 3,8 100

Dos 26 casos em que foi possivel obter a classificacdo histopatolégica das lesdes
intracranianas observadas na TAC cranio-encefélica, todos revelaram a existéncia de uma
neoplasia intra-craniana: 7/26 (26,9%) meningiomas, 16/26 (61,5%) gliomas, 1/26 (3,8%)
adenomas da hipdfise, 1/26 (3,8%) neuroblastoma cerebral, e 1/26 (3,85%) metastase
intracraniana de tumor né&o identificado. Dentro dos meningiomas obtivemos 2/7 (28,6%)
meningiomas fibrosos (Figura 6), 2/7 (28,6%) meningiomas meningoteliomatosos (Figura 7),

2/7 (28,6%) meningiomas anaplasicos, e 1/7 (14,3%) meningioma.
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Figura 6: Meningioma fibroso (HE).

A) Nesta microfotografia € visivel o tipico arranjo das células em feixes orientados em mudltiplas
direccdes (HE; x100). B) Nesta microfotografia, maior ampliagdo da imagem anterior, pode-se
observar as células de perfil fusiforme que comp8em os feixes (HE; x400).

Figura 7. Meningioma meningoteliomatoso (HE).

A) Nesta microfotografia € evidente o esbogco de formacgéo de estruturas lobulares (HE; x100). B)
Nesta microfotografia, maior ampliacdo da imagem anterior, € visivel em pormenor uma estrutura
lobular (HE; x400).
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Dentro dos gliomas os resultados foram os seguintes: 7/16 (43,8%) oligodendrogliomas
(Figura 8), 1/16 (6,3%) oligodendroglioma anaplasico, 2/16 (12,5%) astrocitomas de elevado
grau (Figura 9), 2/16 (12,5%) astrocitomas fibrilhares (Figura 10), 1/16 (6,3%) astrocitoma de
grau médio, 1/16 (6,3%) astrocitoma gemistocitico, 1/16 (6,3%) astrocitoma fibrilhar e de
elevado grau (glioma misto), e 1/16 (6,3%) astrocitoma fibrilhar e oligodendroglioma de grau

médio (glioma misto).

Figura 8: Oligodendroglioma (HE).

A) Nesta microfotografia é visivel a celularidade elevada desta neoplasia (HE; x100). B) Nesta
microfotografia, maior ampliagcdo da imagem anterior, é evidente a uniformidade do tamanho e forma
celular e nuclear dos oligodendrdcitos, assim como a tipica vacuolizacéo peri-nuclear criando um halo
(HE; x400)
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Figura 9: Astrocitoma de elevado grau (HE).

A) Nesta microfotografia € visivel a elevada celularidade, assim como areas necrose (HE; x40). B)
Nesta microfotografia, maior ampliagdo da imagem anterior, é visivel em pormenor a abundancia de
vasos (V) e também necrose (N) (HE; x100). C) Nesta microfotografia de outro campo do mesmo
tumor, é apreciavel uma area caracterizada por elevada celularidade (HE; x100). D) Nesta

microfotografia, maior ampliacdo da imagem anterior, € visivel no centro uma célula com atipia
nuclear (seta preta), consideravelmente maior que as células circundantes (HE; x400).
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Figura 10: Astrocitoma fibrilhar (HE).

A) Nesta microfotografia, € observavel a moderada celularidade deste tumor (HE; x100). B) Nesta
microfotografia, maior ampliacdo da imagem anterior, € apreciavel o espacamento entre as células,
bem como o aspecto fibrilhar inter-celular (HE; x400).

3.5. MUTACOES DO GENE p53
Das 19 amostras [12 gliomas (6 oligodendrogliomas, 6 astrocitomas), 6 meningiomas e 1
metastase de tumor nao identificado] onde foi feita a amplificacdo de p53 e sequenciacdo

directa ndo foram encontradas quaisquer mutacdes (Tabela 14).

Tabela 14: Mutacdes de p53 (de exdo 5 a exdo 10), por tipo histopatoldgico.

Amostra n® Histopatologia Mutacdes p53
03/04T Astrocitoma elevado grau N&o
04/04T Oligodendroglioma N&o
07/04T Meningioma anaplasico N&o
08/04T Meningioma anaplasico N&o
12/04T Astrocitoma fibrilhar N&o
13/04T Oligodendroglioma N&o
14/04T Oligodendroglioma N&o
15/04T Astrocitoma alto grau N&o
16/04T Oligodendroglioma N&o
17/04T Astrocitoma fibrilhar N&o
18/04T Astrocitoma gemistocitico N&o
22/05T Meningioma menigoteliomatoso N&o
23/05T Oligodendroglioma N&o
24/06T Astrocitoma grau médio N&o
25/07T Meningioma fibroso N&o
26/07T Oligodendroglioma N&o
27/07T Meningioma menigoteliomatoso N&o
Im 28T Meningioma fibroso N&o
Im 53T Metastase de tumor néo identificado N&o
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3.6. PCR EM TEMPO REAL DO GENE EGFR

O PCR em tempo-real para gquantificacdo relativa da expressdo de mRNA de EGFR foi
realizada em 11 gliomas (5 astrocitomas e 6 oligodendrogliomas) e 5 meningiomas, estando
0s resultados apresentados na tabela 15 sob a forma de N-fold (ou seja, sob a forma de
multiplos de vezes em relacdo a expressao no tecido cerebral sem patologia), e em negrito
as médias para o respectivo tipo histopatolégico. Os meningiomas apresentaram uma
expressao relativa do gene EGFR de 9,27-fold, enquanto os gliomas uma expressao relativa
de 7,87-fold, comparada com a expressao em tecido cerebral normal. Dentro dos gliomas,
0s astrocitomas apresentaram uma expressao relativa de 10,46-fold, enquanto os
oligodendrogliomas uma expressao relativa de 5,72-fold, também quando comparada com a

expressao no tecido cerebral normal.

Tabela 15: Quantificacéo relativa da expressdo de EGFR em N-fold. Em negrito estdo apresentados

os valores médios.

Caso Tipo Tumor EGFR N-Fold
Gliomas (n=11) 7,87
Oligodendrogliomas (n=6) 5,72
04/04T Oligodendroglioma 10,67
13/04T Oligodendroglioma 1,28
14/04T Oligodendroglioma 4,44
16/04T Oligodendroglioma 1,61
23/05T Oligodendroglioma 10,48
26/07T Oligodendroglioma 5,82

Astrocitomas (n=5) 10,46
12/04T Astrocitoma fibrilhar 11,18
15/04T Astrocitoma alto grau 5,24
17/04T Astrocitoma fibrilhar 23,71
18/04T Astrocitoma gemistocitico 10,51
24/06T Astrocitoma grau médio 1,65

Meningiomas (n=5) 9,27
07/04T Meningioma anaplasico 5,33
08/04T Meningioma maligno 1,93
22/05T Meningioma meningoteliomatoso 9,00
25/07T Meningioma fibroso 8,06
27/07T Meningioma meningoteliomatoso 22,01

No grafico 3 estdo apresentadas as médias e desvios padrdo de expressao relativa de
EGFR sob a forma de N-fold dos meningiomas e gliomas e no grafico 4 os mesmos dados

relativos aos astrocitomas e oligodendrogliomas.
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Gréfico 3: Média e desvio padrdo em N-fold da expressdo relativa de EGFR de meningiomas e

gliomas.
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Gréfico 4: Média e desvio padrao em N-fold da expresséo relativa de EGFR dos gliomas.
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Os dados obtidos por PCR em tempo-real (Act) foram analisados usando o teste estatistico

nao-paramétrico “Wilcoxon two-group test” e as diferencas de expresséao entre tecido normal

versus tecido tumoral foram significativas nos meningiomas (p<0,05), gliomas (p<0,01),

oligodendrogliomas (p<0,05), e astrocitomas (p<0,05).
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3.7. IMUNOHISTOQUIMICA

Dos cinco anticorpos utilizados para a imunomarcagéo [Ki-67, p53(DO-7), p53(CM-1), EGFR
(E30) e EGFR(2-18C9)], apenas foram obtidos resultados satisfatérios com Ki-67, e EGFR
(2-18C9). No caso do anticorpo p53 (CM-1) s6 foi conseguida marcacdo num Unico caso de
meningioma fibroso. Nos restantes casos a marcacao inespecifica de fundo era muito

intensa ndo permitindo uma diferenciagdo entre nicleos marcados e ndo marcados.
3.7.1. Imunohistoquimica de Ki-67
Na tabela 16 estdo apresentados os indices de proliferacdo celular correspondentes a

marcacao imunohistoquimica de Ki-67, e em negrito os IP médios para os respectivos tipos

histopatoldgicos.

Tabela 16: indices de proliferagéo celular (em percentagem) da imunohistoquimica para Ki-67. Em
negrito estdo apresentados os valores médios por tipo histopatoldgico.

Indice
Caso Tipo Tumor proliferacéo
Ki-67 (%)
Gliomas (n=16) 23,26
Oligodendrogliomas (n=8) 30,80
1/03T Oligodendroglioma 1,40
4/04T Oligodendroglioma 30,86
13/04T  Oligodendroglioma 23,03
14/04T  Oligodendroglioma 84,00
16/04T  Oligodendroglioma 31,22
23/05T  Oligodendroglioma 22,64
Im39T  Oligodendroglioma anaplasico 26,14
26/07T  Oligodendroglioma 27,09
Astrocitomas (n=8) 15,73
3/04T  Astrocitoma elevada celularidade 1,15
12/04T  Astrocitoma fibrilhar 7,37
15/04T  Astrocitoma alto grau 26,40
17/04T  Astrocitoma fibrilhar 17,02
18/04T  Astrocitoma gemistocitico 13,46
24/06T  Astrocitoma grau médio 10,44
28/07T  Astrocitoma fibrilhar e alto grau (glioma misto) 45,65
29/08T  Oligodendroglioma grau médio e 4,31
astrocitoma fibrilhar (glioma misto)
Meningiomas (n=6) 27,57
7/04T Meningioma anaplasico 44,03
8/04T Meningioma maligno 30,19
Im28T  Meningioma fibroso 3,96
22/05T  Meningioma meningoteliomatoso 54,12
25/07T  Meningioma fibroso 5,39
27/07T  Meningioma meningoteliomatoso 27,75
Im40T  Neuroblastoma cerebral (n=1) 4,86
2/03T  Adenoma acidofilico da pars distalis (hipéfise) (n=1) 0,00
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Os indices de proliferacdo médios foram os seguintes: 27,57% nos meningiomas, 23,26%
nos gliomas, 4,86% no neuroblastoma cerebral e 0% no adenoma da hipéfise. Dentro dos
gliomas obtivemos 30,80% nos oligodendrogliomas e 15,73% nos astrocitomas. Nas figuras
11 e 12 é possivel observar a imunomarcacéo nuclear positiva de cor castanho dourada
num meningioma fibroso e neuroblastoma cerebral, respectivamente.

Os dados (indice de proliferacéo) relativos a imunohistoquimica de Ki-67 foram analisados
comparando os 2 tipos de tumores mais frequentes no nosso estudo - gliomas e
meningiomas - e também comparando os tipos de gliomas - astrocitomas e
oligodendrogliomas - recorrendo em ambos 0s casos ao teste estatistico ndo paramétrico
“Mann-Whitney test”. As diferencas entre gliomas e meningiomas maostraram ndo ser
significativas (p=0,461), assim como a aquelas entre astrocitomas e oligodendrogliomas
(p=0,093).

Figura 11: Meningioma fibroso (IHC).

Imunomarcacéo positiva para Ki-67. E apreciavel a marcacg&o nuclear de cor castanho dourado. EBP,
hematoxilina de Meyer, x400.
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Figura 12: Neuroblastoma cerebral (IHC).

Imunomarcagéo positiva para Ki-67. E apreciavel a marcacgio nuclear de cor castanho dourado. EBP,
hematoxilina de Meyer, x400.

3.7.2. Imunohistoquimica de p53

Como se disse no ponto 3.7., na imunohistoquimica de p53 s6 foi obtido um caso positivo,
apresentando o0s restantes casos uma forte marcacdo inespecifica de fundo que néo
permitia a contagem diferencial celular. Na figura 13 esta apresentado o Unico caso que,
embora de qualidade ndo aceitavel, permitia a distincdo de nucleos azuis e castanho
dourado num meningioma fibroso.
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Figura 13: Meningioma fibroso (IHC).

Imunomarcacgéo nuclear para p53 de qualidade ndo aceitavel, mas onde é possivel distinguir nicleos
azuis e castanho dourado. E apreciavel a intensa marcacdo de fundo inespecifica. EBP, hematoxilina
de Meyer, x400.

3.7.3. Imunhohistoquimica de EGFR

Na tabela 17 estdo apresentados os resultados da marcacdo da imunohistoquimica de
EGFR, e em negrito os IP médios para os respectivos tipos histopatoldgicos.
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Tabela 17: Imunomarcacao para EGFR. Em negrito estdo apresentados os valores médios por tipo
histopatolégico, em percentagem.

Caso

Tipo Tumor

IHC EGFR

Gliomas (n=16)

8/16 (50%)

Oligodendrogliomas (n=8)

4/8 (50%)

1/03T Oligodendroglioma 0
4/04T Oligodendroglioma 1+
13/04T Oligodendroglioma 0
14/04T Oligodendroglioma 0
16/04T Oligodendroglioma 0
23/05T Oligodendroglioma 2+
Im39T Oligodendroglioma anaplasico 3+
26/07T Oligodendroglioma 2+

Astrocitomas (n=8) 418 (50%)
3/04T Astrocitoma elevada celularidade 2+
12/04T Astrocitoma fibrilhar 0
15/04T Astrocitoma alto grau 1+
17/04T Astrocitoma fibrilhar 1+
18/04T Astrocitoma gemistocitico 0
24/06T Astrocitoma grau médio 0
28/07T Astrocitoma fibrilhar e alto grau (glioma misto) 0
29/08T Oligodendroglioma grau médio e 14+

astrocitoma fibrilhar (glioma misto)

Meningioma (n=6) 4/6 (66,7%)
7/04T Meningioma anaplasico 3+
8/04T Meningioma maligno 1+
Im28T Meningioma fibroso 1+
22/05T Meningioma meningoteliomatoso 0
25/07T Meningioma fibroso 2+
27/07T Meningioma meningoteliomatoso 0

Neuroblastoma cerebral (n=1) 0/1 (0%)
Im40T Neuroblastoma cerebral 0

Adenoma acidofilico da pars distalis (hip6fise) (n=1) 1/1 (100%)
2/03T Adenoma acidofilico da pars distalis (hip6fise) 3+

Das 24 amostras em que foram realizadas a imunohistoquimica de EGFR, obtivemos
imunomarcacdes positivas em 4/6 (66,7%) meningiomas, 8/16 (50%) gliomas e, 1/1 (100%)
adenoma da hipdfise (pars distalis). Dentro dos gliomas obtivemos imunomarcacoes
positivas em 4/8 (50%) oligodendrogliomas e 4/8 (50%) astrocitomas. Nas figuras 14 e 15 é
possivel observar imunomarcacao positiva de EGFR num adenoma da hipdéfise e num
meningioma anaplasico, respectivamente. Os dados relativos a imunohistoquimica de EGFR
foram analisados comparando os 2 tipos de tumores mais frequentes no nosso estudo -
gliomas e meningiomas - e também comparando os tipos de gliomas — astrocitomas e
oligodendrogliomas, recorrendo em ambos 0s casos ao teste estatistico ndo paramétrico
“Mann-Whitney test”. As diferengas entre gliomas e meningiomas mostraram nao ser
significativas (p=0,480), assim como a aquelas entre astrocitomas e oligodendrogliomas
(p=0,609).
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Figura 14: Adenoma acidofilico da hipéfise (IHC).

E visivel a forte imunomarcacdo da membrana citoplasmatica e citoplasma para EGFR. EBP,
hematoxilina de Meyer, x400.

Figura 15: Meningioma anaplasico (IHC).

E visivel a forte imunomarcacdo da membrana citoplasmatica e citoplasma para EGFR. EBP,
hematoxilina de Meyer, x400.
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4. DISCUSSAO

4.1. IMAGIOLOGIA

4.1.1. Raga, sexo, idade

Neste estudo, a raca de cdes mais representada foi o Boxer (51,4%), uma raca
braquicefalica, reforcando a sua, amplamente, descrita e conhecida predisposicdo para o
desenvolvimento de neoplasias intra-cranianas (March, 2000 e Stoica et al., 2004). No
entanto, 0os nossos dados ndo concordam com um estudo de Bagley et al. (1999) em que,
entre 97 cdes com tumores cerebrais, a raca mais representada foi o Golden Retriever
(16%); nem com um outro de Snyder et al. (2006) em que, entre 173 cdes com tumores
intracranianos primarios, a raca mais representada foi a indeterminada (32,4%), seguida do
Golden Retriever (12,1%) e em 3° o Boxer (10,4%). Contrariamente, LeCouteur (2002)
afirma que as ragas mais predispostas a desenvolver tumores intracranianos sao o Boxer,
Golden Retriever, Dobermann Pinscher, Scottish Terrier e Bobtail. J& um estudo de 114
meningiomas realizado por Sturges et al. (2008) verificou que a raca mais representada era
0 Golden Retriever (22,8%), seguida do Labrador Retriever e Boxer (12,3%). O facto do
Boxer surgir em 3° lugar no estudo de Sturge et al. (2008) ndo serd estranho pois 0s
meningiomas aparecem mais frequentemente em racas dolicocefalicas, enquanto os
gliomas ocorrem mais frequentemente em racas braquicefalicas (LeCouteur, 2002; March,
2000; O'Brien & Axlund, 2005 e Stacy et al., 2003), particularmente no Boxer (Long, 2006 e
Stoica et al., 2004), e Boston Terrier (Koestner & Higgins, 2002). Assim, parece que a
diferenca entre 0 nosso estudo e o de Bagley et al. (1999) podera ser devida apenas a uma
diferenca de popularidade das diferentes racas em regides distintas como os Estados
Unidos da América e, no nosso caso, Portugal; ndo podendo excluir-se a hipotese de existir
nas linhagens europeias de cides da raca Boxer alguma alteracédo genética predisponente ao
desenvolvimento de tumores cerebrais, ainda ndo completamente esclarecida. Thomas et al.
(2009) refere acerca da populagdo canina nos EUA que esta esta sobre-representada por
cdes de morfologia cranio-facial alongada (da qual ndo faz parte o Boxer), o que reforca a
hip6tese por nés proposta.

Foram detectadas, por TAC, lesBes intra-cranianas em 57,1% de cées do sexo masculino e
em 42,9% do sexo feminino. Estes resultados diferiram ligeiramente dos resultados obtidos
num estudo semelhante realizado por Stoica et al. (2004) em que este encontrou lesdes
intra-cranianas em 40% de cdes machos e 60% de fémeas. Curiosamente 0S NOSSOS
resultados foram iguais aos de Sturges et al. (2008) que nos 112 casos de meningiomas

obteve as mesmas percentagens por nés observadas. Assim, a diferenca encontrada no
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nosso estudo, podera ser explicada pelo facto de, na area da grande Lisboa (e muito
provavelmente no nosso pais), haver uma sobre-representacdo de caes machos, pois a
maioria das pessoas ainda prefere um macho a uma fémea pelos inconvenientes dos
periodos de cio destas e, frequentemente, pela relutincia demonstrada em realizar a
esterilizacao electiva das mesmas. Apesar desta diferenca, quando comparadmos o sexo dos
animais com meningiomas e gliomas as diferencas néo foram significativas (p=0,657).

No nosso estudo, as lesdes intra-cranianas foram mais prevalentes no grupo etario dos 9
aos 12 anos, notando-se nitidamente uma tendéncia acima dos 5 anos. Assim, estes
resultados condizem com a literatura veterinaria que relata que o risco de desenvolvimento
de tumores cerebrais € maior acima dos 5 anos de idade (Greene et al., 1989; LeCouteur,
2002; Bagley, 2005a; e Long, 2006). Os nossos resultados concordam, igualmente, com um
estudo de Bagley et al. (1999) no qual 95% dos cées tinham mais de 5 anos a data em que
Ihes foi diagnosticado um tumor cerebral.

A média de idades no nosso estudo foi de 9,44 anos, enquanto a mediana foi de 9 anos,
confirmando a tendéncia destas neoplasias de ocorrerem em animais de meia-idade (March,
2000) acima dos 6 anos (Kostner & Higgins, 2002). A média de idades de 9,44 anos foi
ligeiramente superior a média de 8 anos de um estudo de Stoica et al. (2004), e a média de
8,1 anos encontrada por Platt et al. (2002), idéntica a de Snyder et al. (2006) que foi de 9,4
anos, e inferior aquela observada por Sturges et al. (2008) que foi de 10 anos; tendo a
mediana sido igual aquela documentada por Bagley et al. (1999). Estas pequenas
diferencas entre os varios autores sao provavelmente devidas a variacdo natural entre
amostras diferentes estando todas as médias acima dos 5-6 anos.

Os sete casos de meningioma foram encontrados em 4 racas diferentes (57,1% em raca
indeterminada, 14,3% em Boxer, 14,3% em Pastor Aleméo e 14,3% em cruzamento de
Caniche); enquanto que os dezasseis casos de glioma foram encontrados em 5 racas
diferentes (75% em Boxer, 6,3% em raca indeterminada, 6,3% em cruzamento de Boxer,
6,3% em Sao Bernardo, e 6,3% em Labrador). A analise estatistica entre meningiomas e
gliomas no que respeita as racas envolvidas revelou ser significativa (p=0,004). Estes
achados confirmam que a maioria dos gliomas tendem a ocorrer em ragas braquicefalicas,
como o Boxer (March, 2000; Koestner & Higgins, 2002; e Stoica et al., 2004). Stoica et al.
(2004), num estudo de 31 astrocitomas no cao constatou que 21% de casos ocorriam na
raca Boxer, sendo esta a raca mais representada, corroborando assim 0S Nn0SSO0S
resultados. Também Snyder et al. (2006) verificou que dos 26 astrocitomas e 25
oligodendrogliomas, 21% e 36%, respectivamente ocorriam em Boxers, e Thomas et al.
(2009) constataram que 64% dos gliomas ocorriam em racas braquicefalica, e que apenas
23% dos meningiomas ocorriam em Boxers, o que é muito semelhante aos resultados por

noés obtidos.
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4.1.2. Sinais e sintomas

Os sintomas mais frequentemente apresentados pelos animais submetidos a TAC e com
lesBes intra-cranianas foram epilepsia (62,7%), ataxia (41,3%), alteracdes do estado mental
(29,3%), alteracdes do par craniano Il (26,7%), andamento em circulos (25,3%) e pressao
da cabeca contra objectos (25,3%). Estes resultados sdo concordantes com Bagley et al.
(1999), March (2000), Porter et al. (2003), Stacy et al. (2003), Kuwamura et al., (2004),
Dickinson (2005) e Snyder et al. (2006) que afirmam ser a epilepsia o0 sintoma mais
frequente em animais com neoplasia intracranianas e muitas vezes o Unico sintoma
presente. Também Platt et al. (2002) em 10 bidpsias de tumores cerebrais verificou que 40%
dos caes apresentavam epilepsia, sendo este o sintoma mais frequente. De acordo com
Wilne et al. (2007) num artigo de revisédo dos sinais e sintomas indicadores da presenga de
lesbes do SNC em criancas, relata como sintomas mais frequentes os seguintes: dor de
cabeca (33%), nausea e vomito (32%), alterac6es do andamento e coordenacéo (27%), e
edema do disco 6ptico (13%) no caso de tumores intracranianos; nausea e vomito (75%),
cefaleias (67%), alteracdes do andamento e coordenacao (60%), e edema do disco 6ptico
(34%) no caso de tumores infratentoriais; sintomas inespecificos e sinais de aumento da
pressédo intracraniana (47%), convulsdes (38%) e papiloedema (21%) no caso de tumores
supratentoriais; e cefaleias (49%), movimentos oculares andémalos (21%), estrabismo (21%),
e nausea e vomito (19%) no caso de tumores cerebrais. E importante notar que alguns
sintomas descritos na Medicina Humana, como associados a presenca de uma leséo
intracraniana, sdo comuns a Medicina Veterinaria. Aqueles que nao sdo comuns, como as
cefaleias e nauseas estardo provavelmente presentes nos caes com neoplasias
intracranianas, tratando-se apenas de uma questdo relacionada com o facto de, em
Medicina Veterinaria, ndo serem facilmente apreciaveis e quantificaveis.

Oitenta e sete (82,9%) dos 105 casos, em que foi realizado o estudo imagioldgico, as lesdes
afectavam a fossa anterior (supratentoriais), enquanto que apenas 18 (17,1%) envolviam a
fossa posterior (infratentoriais). Estes achados mostram a mesma tendéncia de um estudo
realizado por Bagley et al. (1999), no qual 76% dos tumores cerebrais apresentavam
localizacdo supratentorial, e 24% localizagéo infratentorial.

Quarenta e sete (62,7%) dos 75 cdes em que foi possivel o registo exaustivo dos sintomas,
apresentavam epilepsia, como sintoma Unico ou em associacao a outros sinais e sintomas.
Dentro destes casos, 55,3% das lesbes envolviam o lobo frontal, 29,8% o lobo temporal,
19,1% o lobo piriforme, 12,8% o bulbo olfactivo, 4,3% o lobo parietal, 4,3% o talamo, e 2,1%
a regido supra-selar (hipofise). Estes resultados sdo semelhantes aqueles de Bagley et al.
(1999) no qual o lobo mais frequentemente afectado, em animais que apresentavam

epilepsia, era o lobo frontal (44%). De acordo com um estudo realizado por McGrath (1960),
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80% dos tumores relacionados com convulsGes epileptiformes estavam localizados nos
lobos frontal e temporal. Koestner & Higgins (2002), também afirmam que, em pacientes
com tumores cerebrais localizados nas areas temporal e piriforme, a epilepsia pode ser o
Gnico sintoma neuroldgico presente. Long (2006) acrescenta que muitas vezes 0s Unicos
sintomas de alteracdes dos lobos frontais e bulbo olfactivo limitam-se a convulsdes e

alteracbes comportamentais.

4.1.3. NUmero e localizacdo das les@es intracranianas

Em cento e um (96,2%) casos as les6es intracranianas eram Unicas, 0 que esta de acordo
com varios autores que testemunham que a maioria dos tumores cerebrais ocorre sob a
forma de uma lesdo isolada (Berry, 1998; Kraft & Gavin, 1999 e LeCouteur, 2002). Snyder et
al. (2006) e Sturges et al. (2008) de entre 112 e 172 casos de neoplasia cerebral,
respectivamente encontraram, cada um deles, apenas 2 casos em que existia mais do que
uma leséo.

No nosso estudo, constatdmos que os lobos mais frequentemente afectados eram o lobo
frontal (44,8%) e temporal (25,7%), isto é, os hemisférios cerebrais, que sdo reconhecidos
como o local preferencial para a ocorréncia dos tumores cerebrais (Bagley et al., 1999 e
Stoica et al., 2004). Sturges et al. (2008) verificou igualmente que 50,9% dos 112
meningiomas envolviam os hemisférios cerebrais.

Os meningiomas apresentaram uma distribuicdo anatémica variada, e num anico caso foram
atingidos mais do que um lobo (frontal e bulbo olfactivo). Assim, no caso dos meningiomas,
as lesdes localizaram-se nos seguintes lobos/regides anatémicas: frontal (3), parietal (2),
tronco cerebral (2) e bulbo olfactivo (1). Por outro lado, os gliomas apresentaram
frequentemente lesdes extensas e, em seis casos, mais do que um lobo estava afectado.
Nos gliomas a distribuicdo por lobo/regido anatomica foi a seguinte: frontal (11), temporal
(8), piriforme (2), bulbo olfactivo (1), e tdlamo (1). Ainda que a andlise estatistica entre
meningiomas e gliomas no que respeita aos lobos envolvidos se tenha revelado ndo ser
significativa (p=0,099), muito em virtude das diferentes combinacdes de lobos apresentadas
pelos gliomas, estas localizacdes sdo semelhantes aquelas reportadas por Braund (1986) e
Koestner et al. (1999). Bagley (2005a) e O’Brien & Axlund (2005) corroboram que os
meningiomas tendem a surgir como lesbes bem delimitadas e localizadas, enquanto os
gliomas s&o frequentemente infiltrativos, mal delimitados e abrangendo extensdes
consideraveis.

Duas das les6es avaliadas na TAC como tendo localizacdo intra-axial revelaram, apés
exame histopatoldgico, tratar-se de meningiomas; um dos quais localizado no tronco

cerebral, e o outro no bulbo olfactivo e lobo pré-frontal. Embora o nosso niumero de casos
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seja reduzido, este achado parece concordar com a opinido de Kraft et al. (1997), que
considera que a localizagcdo anatémica e a origem axial podem ser enganadoras e nédo
completamente diagnésticas, pois tumores como 0s meningiomas podem ocorrer em
localizagbes muito diversas, incluindo localizagbes paranasais, supra-selares, e
intraventriculares podendo, desta forma, ser confundidos com outros tipos de tumores mais
tipicos e especificos dessas localizacdes. Polizopoulos et al. (2004) constatou que a TAC
idenfificou correctamente o tipo histopatol6gico em 86% dos casos. Também Rodenas,
Pumarola, Gaitero, Zamora & Anor (2009) identificou erroneamente, em RM, 2 meningiomas
como tendo origem intra-axial. Tendo em atencado estes dados, é possivel e provavel que a
avaliagdo da origem axial, baseada exclusivamente na imagem da TAC, esteja, N0 Nosso
estudo, incorrecta em mais casos, ja que ndo obtivemos a classificacdo histopatologica

(considerada como sendo o diagndstico definitivo) na totalidade dos 105 casos.

4.1.4. Densidade e Padrbes de captacdo de contraste

Dos 16 gliomas avaliados por TAC, 7 (43,8%) eram hipo-densos, 8 (50%) iso-densos e 1
(6,3%) apresentava densidade mista (iso e hipo-denso). Estes dados sdo similares aqueles
de diversos autores compilados por Kraft & Gavin (1999). Apdés a administracdo de
contraste, por via endovenosa, 10 (62,5%) gliomas evidenciaram captacdo do mesmo,
apresentando os seguintes padrbes: 6 (60%) em anel, 2 (20%) em anel e nao uniforme, 1
(10%) nao uniforme e 1 (10%) em anel e uniforme. Estes resultados substanciam aqueles
de Berry (1998), Kraft & Gavin (1999) e Long (2006) que referem que entre 0s varios
padrbes de captacdo de contraste associado aos gliomas se encontra uma grande
diversidade que pode ir desde nenhuma a forte captacdo e esta pode apresentar padrdo em
anel, uniforme, ndo uniforme ou misto. Rodenas et al. (2009) ainda que tenha utilizado como
método imagioldgico a RM, também verificou que 5 dos 15 gliomas nédo captavam contraste.
Acerca desta Ultima referéncia, podemos acrescentar que a técnica de diagnostico
imagiolégico utilizada pelo autor ndo é relevante ja que tanto em TAC como em RM a
captacdo de contraste resulta do mesmo fenbmeno e que corresponde a uma alteracdo da
permeabilidade da barreira hemato-encefalica (Atlas et al., 2002, citado por Rodenas et al.,
2009). No entanto, deveremos ter em mente que, embora a captacdo de contraste
evidenciada por uma leséo cerebral possa ser indicativa do tipo de doenca implicada, alguns
trabalhos ja validaram que certos padrdes de captacao em anel ndo sdo patognomonicos de
tumores cerebrais (Plummer et al. 1992 e Berry, 1998), podendo estar presentes em
meningiomas, astrocitomas, oligodendrogliomas, metastase de tumor mamario,
malformacdes arterio-venosas, MEG encefalite viral (esgana canina), e encefalite fungica
(Plummer et al., 1992 e Wolf et al., 1995). Kraft & Gavin (1999) também corroboram que
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existe uma importante variacdo no padrdo de captacdo de contraste entre os diversos tipos
de tumores cerebrais, particularmente naqueles com origem intra-axial como é o caso dos
gliomas. Wolf et al. (1995) num estudo de correlacdo de lesBes intracranianas que
apresentavam um padrdo de captacdo em anel, verificou que este tipo de padrdao de
captacdo de contraste em TAC ndo era um fendmeno especifico, e que pode ocorrer numa
variedade grande de les6es intracranianas no céo, sejam elas de origem neoplasica ou nao
neoplasica. Rodenas et al. (2009) num estudo das caracteristicas imagiolégica em RM de 40
tumores intracranianos no cao, verificou que dos 15 gliomas, 11 foram identificados
correctamente pelos imagiologistas, reforcando a ideia de que, mesmo sendo a RM
considerada como o melhor método para deteccdo de massas intracranianas, a
diferenciacdo entre os diferentes tipos de tumores ainda carece da classificacdo
histopatoldgica. Mais ainda, Cherubini, Mantis, Martinez, Lamb & Cappello (2005) apenas
encontraram associacdo significativa entre alguns parametros imagioldgicos em RM e
lesGes cerebrais de natureza neoplasica, ndo tendo sido observada qualquer associacdo
para lesdes de natureza nao-neoplasica, em caes e gatos.

Seis em 7 (85,7%) meningiomas eram iso-opacos, e 1 (14,3%) era hipo-opaco. Estes
resultados sdo similares aqueles de diversos autores compilados por Kraft & Gavin (1999).
Todos os 7 casos de meningiomas evidenciaram captacao de contraste apds administracéo
por via endovenosa. Destes, 3 (42,9%) apresentavam um padrédo uniforme, 2 (28,6%) em
anel, 1 (14,3%) nao uniforme, e 1 (14,3%) uniforme e em anel. Estes dados s&o
concordantes com aqueles de Hathcock (1996) e Long (2006) que afirmam serem 0s
meningiomas tipicamente massas superficiais que apresentam padrdes de captacdo de
fortes e uniformes a discretamente ndo uniforme. Rodenas et al. (2009) ainda que tenha
utilizado como método imagiolégico a RM, também verificou que todos 0os 9 meningiomas
captavam contraste. Esta tendéncia, evidenciada pelos meningiomas, em captar contraste
num padrao forte e uniforme deve-se ao facto deste tipo de tumores ter origem num tipo de
tecido que carece de uma barreira hemato-encefélica restritiva (Kraft & Gavin, 1999).
Rodenas et al. (2009) num estudo das caracteristicas imagiolégica em RM de 40 tumores
intracranianos, verificou que dos 9 meningiomas, 6 foram identificados correctamente pelos
imagiologistas.

Concordando com a discussao dos dois paragrafos anteriores, a analise estatistica entre
meningiomas e gliomas no que respeita a opacidade das lesbes e captacdo de contraste
nao foram significativas com valores de p=0,324 e p=0,124, respectivamente. Também a
diferenca estatistica, no que respeita ao padréo de captacao de contraste, entre gliomas e
meningiomas mostrou ndo ser significativa (p=0,139), o que esta de acordo com literatura
gue consistentemente ndo atribui um padréo de captacdo de contraste para meningiomas e

gliomas.
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O Unico caso de tumor hipofisario era iso-denso e apresentava captacdo de contraste
uniforme. Este achado é concordante com Berry (1998) e Kraft & Gavin (1999) que afirmam
gue certos tipos de tumores cerebrais, como os tumores da glandula pituitaria, tendem a ter
uma localizagéo especifica e captar contraste num padrao forte e uniforme. Ja Pollard et al.
(2010) num estudo de 33 tumores da hipdfise (adenomas, adenomas invasivos e
adenocarcinomas) em cées, constatou que 93,9% eram visiveis na TAC ou RM e 93,9%
captavam contraste (30,3% ndo uniforme, 63,6% uniforme). Embora no nosso trabalho
apenas tenhamos um caso de tumor da hipoéfise, parece haver consenso entre a bibliografia
acima citada que os tumores da hipofise apresentam uma tendéncia a captar contraste e de
maneira uniforme, como no nosso caso. Isto ndo é estranho ja que a hipéfise € uma
estrutura com origem extra-axial que nao possui uma barreira hemato-encefalica restritiva
(Kraft & Gavin, 1999).

O Unico caso de neuroblastoma cerebral apresentava densidade mista (iso e hiper-denso)
tendo um padrdo de captacéo de contraste uniforme.

O Unico caso de metastase cerebral apresentava densidade mista (iso e hiper-denso) tendo
um padréo de captacdo de contraste uniforme. Este achado ndo é concordante com o
descrito por Kraft & Gavin (1999) que afirmam que as metastases apresentam
frequentemente um padrdo de captacdo em anel com um centro hipo ou iso-denso. No
entanto, Rodenas et al. (2009) ainda que tenha utilizado como método imagiolégico a RM,
também verificou que 4 das 5 metastases captavam contraste. Esta discrepancia pode ser
apenas devido ao facto de nosso estudo ter um nimero muito reduzido de lesdes

metastaticas.

4.1.5. Sistema ventricular cerebral e foice do cérebro

Dos 105 casos submetidos a TAC, e que revelaram a presenca de uma lesdo com efeito de
massa intracraniana, 45,7% e 23,8% casos apresentavam assimetria e dilatacdo do sistema
ventricular cerebral, respectivamente. Quarenta e nove e meio por cento dos casos
revelaram desvio mais ou menos acentuado da foice do cérebro. De acordo com Kraft &
Gavin (1999), os diferentes tipos de patologias associadas a alteracbes das margens e
limites anatémicos cerebrais em TAC, sdo geralmente ndo especificas mas podem indiciar
acerca da natureza benigna ou agressiva da lesdo intracraniana em evolugéo. Além disso, a
presenca de edema ou desvio, compressdo, ou destruicdo das margens anatémicas
normais sao exemplos de alterac6es imagioldgicas que sugerem a existéncia de efeito de
massa (Kraft & Gavin, 1999).

E importante salientar aqui que a avaliagdo da dimens&o do sistema ventricular cerebral em

TAC pbe alguns problemas pois sdo poucas as publicacées que fazem referéncia aquela.
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Borras, Ferrer & Pumarola (1999) num estudo das alteracfes associadas ao envelhecimento
no cérebro de caes verificou que 60% dos animais velhos (>8 anos) evidenciavam um
aumento ligeiro a moderado dos ventriculos laterais, e que este achado era constante nos
animais com mais de 14 anos, e ausente no grupo controlo de animais jovens (<5 anos). Em
humanos este aumento dos ventriculos estd associado a uma atrofia da populacdo de
neuronios corticais assim como o aumento do proprio limen dos ventriculos (Borras et
al.1999). A tarefa de avaliar a dimenséo do sistema ventricular cerebral é ainda dificultada
pela aparente e fisiologica assimetria de numerosas estruturas anatomicas pares (De Hann,
Kraft, Gavin, Wendling & Griebenow, 1994 e Vullo et al., 1997). Num estudo realizado por
De Haan et al. (1994) numa amostra de 62 Labradores Retrievers (sem patologia cerebral
rastreada por RM) e em que a apreciacao do volume e simetria ventriculares foi realizada de
maneira subjectiva, assim como no nosso estudo, verificaram que: 61% dos animais
possuiam um sistema ventricular de dimenséo e simetria normais, 8% ventriculos dilatados
e simétricos, e 31% ventriculos dilatados e assimétricos. Um estudo realizado por Vullo et al.
(1997) em 17 Caes da Raca Beagle, sem patologia intracraniana, encontrou uma grande
variagdo no volume ventricular (entre 77mm?® e 11726mm?%), assim como assimetria, tendo
estas diferencas sido consideradas como estando dentro da normalidade. Ainda um outro
estudo de Vite, Insko, Schotland, Panckeri & Hendricks (1997) constatou que, em Bulldogs,
0 volume ventricular era substancialmente maior do que na raca Beagle afirmando,
inclusivamente, que se nos abstraissemos da raca do animal todos os Bulldogs seriam
classificados como tendo hidrocefalia.

E interessante verificar que dos 16 gliomas, 10 (62,5%) apresentavam dilatacéo ventricular,
9 (56,3%) assimetria ventricular e 13 (81,3%) desvio da foice do cérebro. Enquanto que, no
caso dos 7 meningiomas, apenas 1 (14,3%) apresentava dilatacdo ventricular, 1 (14,3%)
assimetria ventricular e 2 (28,6%) desvio da foice do cérebro. A andlise estatistica
comparando meningiomas e gliomas no que respeita a dilatagdo ventricular e simetria do
sistema ventricular néo foi significativa com valores de p=0,069 e p=0,089, respectivamente;
tendo sido significativa para o desvio da foice do cérebro (p=0,026). Daqui €é facil deduzir
gue os gliomas exercem frequentemente efeito de massa comparado com 0s meningiomas,
0 que estd de acordo com Rodenas et al. (2009) que afirma que os gliomas estédo
frequentemente associados a edema e consequente efeito de massa, muito mais do que os

meningiomas.
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4.2. CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA

Nos 26 casos em que foi obtido um diagnéstico definitivo, recorrendo a sua classificacao
histopatoldgica, verificou-se que todas as lesfes intra-cranianas eram de natureza
neoplasica - 96,2% (25/26) tumores primarios e 3,8% (1/26) metastase cerebral - tornando
este tipo de lesdo a Unica, e mais frequente, encontrada neste estudo. Estes resultados sédo
concordantes com um estudo realizado por Platt et al. (2002), em que entre dez casos de
biopsias e citologias de lesbes intra-cranianas de caes todas elas foram classificadas como
neoplasicas. Mas diferem daqueles apresentados por Wolf et al. (1995), no qual, de entre 15
casos, encontrou 3 (20%) lesdes de origem nao-neoplasica, 8 (53,3%) de neoplasias
primarias cerebrais, e 4 (26,7%) de metastases cerebrais. Uma vez que o estudo de Wolf et
al. (1995) foi retrospectivo em animais cujas lesdes cerebrais evidenciaram um padréo de
captacdo de contraste em anel, e além disso, ndo faz referéncia as ragas dos caes incluidos
no estudo, poderemos sugerir que a discrepancia de resultados apresentada pelo nosso
estudo pode ser, apenas, devida aos diferentes critérios de inclusdo utilizados, como
também as diferentes proporcdes de racas representadas.

Dos 26 casos em que obtivemos a classificacao histopatologica das lesdes intra-cranianas,
16 (61,5%) eram gliomas, 7 (26,9%) meningiomas, 1 (3,8%) adenoma acidofilico da hipdfise,
1 (3,8%) neuroblastoma cerebral, e 1 (3,8%) metastase de tumor nao identificado. A
prevaléncia de gliomas (61,5%) no nosso estudo esta de acordo com a literatura, ja que os
gliomas constituem a maioria dos tumores cerebrais em varias espécies animais,
especialmente no cdo (Uchida et al., 1995; Koestner et al., 1999; e Rodenas et al., 2009), e
em humanos (Lipsitz et al., 2003). Segundo Stoica et al. (2004) o astrocitoma (um tipo de
glioma) é o tumor do SNC mais comum nos animais; sendo o0 cdo a espécie mais afectada
dentro dos animais domésticos. No entanto 0s nossos resultados estdo em desacordo com
Kraft et al. (1997) e Mandrioli et al., (2007) que afirmam que o0os meningiomas sao 0s
tumores primarios cerebrais mais frequentes nos animais domésticos. Também um estudo
realizado por Vernau et al. (2001) é contraditério pois, de entre 80 casos de citologias intra-
operatérias, encontraram 44 meningiomas e 16 gliomas. Bagley et al. (1999) também
verificou que 47% dos tumores supra-tentoriais eram meningiomas. De acordo com a
bibliografia constatamos que existe uma discrepancia no que diz respeito ao tipo de tumor
cerebral mais frequente no céo, o0 que sugere que estas diferencas terdo provavelmente a
ver com a variabilidade das amostras entre estudos, e com a popularidade das varias racas
de cées nos diferentes paises.

O facto de s6 termos obtido um Unico caso de neuroblastoma parece estar em concordancia
com Koestner et al. (1999), Koestner & Higgins (2002) e Kuwamura et al. (2004), que
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afirmam que as neoplasias neuronais, dentro das quais estdo incluidas os neuroblastomas,
sao extremamente raras.

De entre os 16 gliomas obtivemos os seguintes resultados: 50% de oligodendrogliomas,
43,8% de astrocitomas, e 6,3% oligo-astrocitoma. Kraft et al. (1997); Bagley et al. (1999), e
Snyder et al. (2006) em estudos semelhantes ao nosso obtiveram prevaléncia de
astrocitomas sobre oligodendrogliomas, enquanto Rodenas et al. (2009) encontraram o
inverso. Estas incongruéncias serdo, no nosso entender, devidas a variabilidade das
amostras entre estudos. No nosso caso, foram encontrados 2 (7,7%) casos de astrocitomas
de elevado grau (equivalentes a GBM na classificacdo usada em Humanos) entre os 26
tumores diagnosticados. Rodenas et al. (2009) num estudo de 40 tumores intracranianos
nao encontrou nenhum caso de GBM. Snyder et al. (2006) num estudo de 173 tumores
primarios intracranianos encontrou 5 casos (2,9%) de GBM. Este resultado é concordante
com Lipsitz et al. (2003) que afirma que o GBM representa apenas 5% dos astrocitomas e
gue estes representam apenas 10% dos tumores do SNC. O nosso resultado juntamente
com a bibliografia consultada parece indicar que existe uma baixa incidéncia de GBM no
cédo, ao contrario do que acontece nos humanos, onde é considerado como o tumor cerebral
primario mais comum nos adultos (Bigner, McLendon, Al-dosari, & Rasheed, 2002 e King et
al., 2005).

4.3. MUTACOES DO GENE p53

No caso do nosso estudo ndo foram encontradas mutacbes em nenhum dos 19 tumores
cerebrais estudados e nas regiées amplificadas (exdo 5 a exao 10) de p53. No Unico artigo
de medicina veterinaria (e que seja do nosso conhecimento) que estudou as mutacfes de
p53 em tumores cerebrais de cdo, nomeadamente astrocitomas; dos 12 casos estudados,
Stoica et al. (2004), apenas encontrou um caso de uma mutacdo com substituicdo de um
aminoacido (mutacao “missense”) num GBM. Dickinson (2009) afirma que mutacdes de p53
ndo sdao comuns (<10%) nos astrocitomas do cdo, acrescentando que este gene podera
estar alterado por outro mecanismo que ndo as mutacdes. Estes resultados sdo muito
semelhantes ao por nés obtido. Embora seja precipitado tirar qualquer conclusédo definitiva
desta Unica comparacao, ndo sera de descartar a hipétese de, efectivamente, no cédo as
mutacBes de p53 nos tumores cerebrais ndo ocorrerem com uma frequéncia semelhante
aquela verificada no Homem. A auséncia de deteccado de mutacdes de p53 no nosso caso
podera ser explicada pelo facto de nédo ter sido estudada toda a extensdo da sequéncia
codificante (ex&o 2 a exao 11). Kirpensteijn et al. (2008) num estudo de 59 osteossarcomas

em que toda a sequéncia de p53 foi analisada, encontraram 27 mutacfes em 24 tumores,
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localizadas maioritariamente nos exdes 4 e 5. No entanto, nos poucos casos em que 0S
exdes 4 a 11 foram estudados em Medicina Humana, apenas se encontraram uma mao-
cheia de mutac@es fora das regides altamente conservadas (exdo 5 a exdo10) (Sarkar et al.,
2002).

Outra hipétese para o facto de, no nosso estudo, ndo termos detectado mutacdes de p53,
pode-se prender com o facto de, efectivamente, ndo existirem mutacdes no gene p53, mas

outros genes que o regulam (pRb, p16™¢®

, p21), ou sdo regulados por ele (mdmz2)
poderem, esses sim apresentar mutagdes. Zuckermann et al. (2009) num artigo de revisédo
sobre o efeito supressor tumoral de p53, e You et al. (2004) um artigo experimental afirmam
que mutaces na via pRb, nomeadamente em p16™“? sdo suficientes para prevenir a
senescéncia celular e assim abrir caminho para a progressdo tumoral. Nassir et al.
(2001) afirmam que a funcdo de p53 como guardido do ciclo celular pode ficar
comprometida quando existe sobre-expressdo do oncogene mdm2. Momand et al. (1998)
citado por Nassir et al. (2001) afirmam que, em humanos, a maioria dos cancros que
apresentam amplificacdo do gene mdm2 estdo associados a alelos “wild-type” do gene
supressor tumoral p53, o que segundo Schiebe et al. (2000) e Nassir et al. (2001), sugere
gue o gene mdmz2 podera induzir a oncogénese por inactivacdo de p53 e assim representar
um mecanismo alternativo de inactivacao da funcao de p53. Ja Setoguchi et al. (2001b)
constataram que 8 em 9 tumores, de cdes, estudados e que apresentavam
hiperamplificagcdo de centrosomas, apresentavam também mutacdes de p53, sobre-
expressdo de mdm2 ou ambos. Segundo Setoguchi et al. (2001b) a analise desses
resultados indica que aberracfes de p53 ou sobre-expressdo de mdm2 poderdo induzir a
hiperamplificagdo de centrosomas e aneuplodia evidenciada pelos tumores objecto de
estudo. Segundo Setoguchi et al. (2001b) estes resultados poderdo clarificar o papel de
multiplas vias e mecanismos da tumorigénese nos caes.

Outra razao possivel para o facto de nao terem sido encontradas muta¢cées no nosso caso,
pode dever-se a técnica utilizada para a deteccado das mesmas e que foi a sequenciacéo
directa de produtos de PCR (de exdo 5 a exdo 10). Jenkins (2004) afirma que o método de
deteccdo de mutacBes conhecido como ‘“restriction site mutation”, no homem, constitui um
bom método de rastreio de mutacbes, sobretudo quando estas ocorrem com uma baixa
frequéncia. No entanto esta técnica s6 detecta mutacdes que coincidam com locais de
restricao.

Finalmente, outra hip6tese para a auséncia de mutacdes de p53 no nosso estudo pode
dever-se ao numero relativamente pequeno de amostras incluidas no estudo.

No Homem, de acordo com Sarkar et al. (2002) a presenca de mutacdes esta
correlacionada com o prognostico em tumores da mama, estdbmago, colorectais e de

pulmdo, mas esta relagdo nos astrocitomas ainda € controversa. Segundo Pollack et al.
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(1997) a presenca de mutacdes em gliomas malignos de criangas esta associado a um mau

prognostico.

4.4. EXPRESSAO DO GENE EGFR

No nosso estudo foram analisados 5 meningiomas e 11 gliomas (5 astrocitomas e 6
oligodendrogliomas), tendo os resultados sido apresentados sob a forma da média de N-
fold. Os meningiomas apresentaram uma expressao relativa de mRNA de EGFR de 9,27-
fold, enquanto os gliomas uma expressdo de transcriptos relativa de 7,87-fold, comparada
com a expressao em tecido cerebral normal. Este resultado é consistente com aquele obtido
por Dickinson et al. (2006) que demonstrou que a expressdo de mRNA de EGFR (avaliada
pelo mesmo método usado no presente estudo) estava consistentemente aumentada em
todos os tipos de tumores cerebrais (17 meningiomas e 39 gliomas). Estes 2 estudos
parecem sugerir que 0s meningiomas e gliomas cerebrais do cdo tendem a apresentar um
aumento da expressdo de mRNA de EGFR como acontece no Homem. No nosso trabalho
também constatimos que, dentro dos gliomas, os astrocitomas apresentaram uma
expressao relativa de mRNA de 10,46-fold, enquanto os oligodendrogliomas uma expressao
relativa de 5,72-fold, quando comparada com a expressao no tecido cerebral normal. Estes
resultados séo ligeiramente diferentes daqueles de Dickinson et al. (2006) que verificou que
a expressao de mARN de EGFR (avaliada por PCR em tempo-real) era maior naqueles
gliomas de elevado grau (GBM e oligodendrogliomas), e menor nos meningiomas de grau |.
O autor verificou, igualmente, que a expressdo nos oligodendrogliomas era
significativamente maior do que nos meningiomas de grau I. Uma das explicacdes possiveis
para esta diferenca pode dever-se ao facto de na nossa amostra termos uma percentagem
inferior (7,7%) de GBM do que Dickinson (12,1%). Temos também de lembrar que o sistema
de classificacdo histopatolégica por n6s adoptado ndo contempla a atribuicdo de graus de
malignidade, podendo aqui residir uma possivel explicacdo para as diferencas encontradas
em relacéo ao estudo de Dickinson et al. (2006).

Os resultados por nés obtidos sdo, como se disse anteriormente, semelhantes aqueles que
estdo documentados no Homem. Andersson et al. (2004) encontrou maior expressao de
MARN de EGFR em gliomas de grau elevado e na maioria dos meningiomas. Segundo
Collins (2004) a amplificacdo do gene EGFR é encontrada em cerca de 35% dos
glioblastomas, estando geralmente sobre-expresso. A sobre-expressdo de EGFR esta
presente em mais de 60% dos glioblastomas primarios, mas raramente (em menos de 10%)

nos glioblastomas secundarios (Ohgaki & Kleihues, 2007 e Pupultti et al., 2006).
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4.5. HISTOPATOLOGIA

A classificacao histopatoldgica foi realizada segundo os critérios recomendados pela OMS
para a classificacdo dos tumores do sistema nervoso nos Animais Domésticos, tendo sido
utilizada a seguinte referéncia: Koestner et al. (1999). Este esquema de classificacdo, ao
contrario daquele em vigor para os tumores cerebrais em Medicina Humana, € baseado nas
caracteristicas celulares e subtipos, sem atribuir graus de malignidade exceptuando a
designacéao de anaplasico (Sturges et al. 2008).

Ainda que no nosso caso 0 numero de tumores de cada tipo celular tenha sido pequeno
tendo, por si so, limitando o tipo de andlise estatistica, este esquema de classificacdo dos
tumores cerebrais nos animais domésticos pode, em caso de amostras numerosas, dificultar
uma analise de marcadores de proliferagéo celular, ou outros marcadores celulares, quanto
ao seu valor como factor de prognéstico, ja que para isso € necessario agrupar 0os tumores

por graus definidos de malignidade.

4.6. IMUNOHISTOQUIMICA

4.6.1. Imunohistoquimica de Ki-67

Os indices de proliferacdo médios foram os seguintes: 27,57% nos meningiomas, 23,26%
nos gliomas, 4,86% no neuroblastoma cerebral e 0% no adenoma da hipofise. Dentro dos
gliomas obtivemos 30,80% nos oligodendrogliomas e 15,73% nos astrocitomas.

Como, de acordo com 0 nosso conhecimento, sé existe uma referéncia ao IP por marcagéo
imunohistoquimica de Ki-67 em tumores cerebrais do cdo, s6 podemos fazer uma Unica
comparacao directa. No nosso estudo o IP médio em astrocitomas foi de 15,73% (variando
entre 1,15% e 45,65%) enquanto que Lipsitz et al. (2003) obtiveram um IP médio em GBM
de 16,2% (variando entre 6% e 26%). Embora estes valores sejam muito semelhantes, na
auséncia de valores de IP médios para oligodendrogliomas, meningiomas e gliomas, néo
podemos ainda sugerir valores médios de IP caracteristicos e diagndsticos para cada tipo
celular.

Em oligodendrogliomas de 2 gatos Dickinson et al. (2000) obteve 4% e 15% (média 9,5%)
de IP de Ki-67 (MIB-1). Comparando com o IP médio por nés obtido em oligodendrogliomas
de cdo e que foi de 30,80%, verificamos que 0 nosso valor é muito superior aquele de
Dickinson et al. (2000). Esta comparacao apresenta as limitacGes de ser feita entre espécies
diferentes, e carece de mais estudos até se poder estabelecer ou sugerir um padréo

consistente da imunomarcacéao de Ki-67 em oligodendrogliomas de céao.
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Se no tecido cerebral de cao as referéncias a imunomarcacao de Ki-67 sdo rarissimas, ja
noutros tecidos de origem canina existem numerosos estudos. Pefa et al. (1998) afirma que
a imunomarcacao de Ki-67 em tumores mamarios benignos e malignos de céo séo similares
aquelas documentadas em tumores da mama em Humanos. Os mesmos autores
concluiram ainda que a imunomarcacao de Ki-67 era um parametro de prognéstico objectivo
no que diz respeito ao comportamento pés-cirlrgico dos carcinomas mamarios, incluindo a
probabilidade de metastizacdo. Costa et al. (2007) obteve boa correlacdo entre a
imunomarca¢cdo em mastocitomas de céo e o grau histolégico, indice mitético, presenca de
necrose e ulceracdo. Labelle et al. (2004) em neoplasias adrenocorticais verificaram que o
indice de proliferagdo em carcinomas era significativamente mais elevado do que em
adenomas, sendo util como indicador de malignidade. Sanchez et al. (2007) afirmam que o
marcador de proliferacdo celular Ki-67 podera ser usado como ferramenta para prever o
comportamento biolégico de melanomas orais no cdo. Num outro estudo de Al-Dissi,
Haines, Singh & Kidney (2007) que envolveu a imunomarcacéo de carcinomas de células
escamosas e tricoepiteliomas caninos, os autores testemunharam uma correlacéo entre o IP
celular (Ki-67) e a expressdo de VEGF e VEGF-2, duas moléculas envolvidas na
angiogénese (fendmeno crucial para o crescimento e metastizagdo dos tumores). De acordo
com a bibliografia consultada parece consensual a ideia de que o IP de Ki-67 € um bom
indicador da malignidade e progndstico da maioria dos tumores no cédo; no entanto, existem
exemplos contraditérios como o de Rijn et al. (2010) que, num estudo de 17 tumores
corticotrépicos da hipéfise ndo consideraram os marcadores de proliferacdo celular Ki-67 e
PCNA como sendo Uteis para o estudo da patobiologia deste tipo de tumores. Também da
mesma opinido é Lohr, Teifke, Failing & Weiss (1997) que num estudo de tumores mamarios
no cdo concluiram que a imunomarcacdo de Ki-67 ndo apresentava vantagem sobre a
histéria clinica, aspecto macroscopico e histopatologia como factor de prognaéstico.

Em Medicina Humana, Collins (2004) advoga que apesar do marcador de proliferacédo
celular Ki-67, entre outros, ser considerado como bom indicador de progndstico em varios
tipos de tumores, o mesmo ainda nao foi reconhecido como tal no caso dos tumores
cerebrais. Segundo Mandrioli et al. (2007) varios autores ja tentaram estabelecer uma
associagdo entre o IP de Ki-67 e as recidivas de meningiomas, em humanos; no entanto, a
relevancia prognostica destes parametros ainda permanece controversa. Esta opinido é
reforcada por Rodriguez, Scheithauer, Giannini, Bryant & Jenkins (2008) num estudo com
varios marcadores epiteliais, e regulacéo do ciclo celular em glioblastomas e gliossarcomas
humanos, e onde ndo encontraram uma associacdo significativa entre o IP celular por
imunomarcagéo de Ki-67 (MIB-1) e a sobrevivéncia sem recidiva, a idade do paciente, a
dimensdo do tumor, a sua localizacdo e a actividade mitética. Collins (2004) acrescenta

ainda que, numa mesma amostra de tumor cerebral existem &reas individuais com uma
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grande variacdo de IPs, o que dificulta a definicdo de IPs relevantes. Lebelt et al. (2008)
num estudo IP de Ki-67, mas em células de endotélio vascular, de gliomas humanos
encontrou uma correlacdo positiva entre o IP e a dimensdo do tumor no caso dos
astrocitomas (ndo anaplasicos) e glioblastomas, sugerindo que o IP em células do endotélio
vascular podera ser um bom indicador da angiogénese nestes dois tipos de gliomas. Na
verdade, a indefinicdo do valor diagndstico e prognéstico deste marcador celular nos
astrocitomas humanos é tdo grande que Johannessen & Torp (2006), convenientemente,
analisaram e compararam 16 artigos publicados e verificaram que todos os artigos
relatavam um aumento da imunomarcacao de Ki-67 em funcdo do grau de malignidade; no
entanto, a maioria dos artigos acrescentava que o IP de Ki-67 distinguia entre astrocitomas
difusos (grau Il) e astrocitomas anaplasicos (grau Ill), e entre astrocitomas difusos (grau Il) e
GBM (grau 1V), sem conseguir distinguir entre aqueles de grau Ill e IV. Outra conclusdo
desta comparacao realizada por Johannessen & Torp (2006) foi a de que existia uma grande
variagdo nos valores de IP considerados como diferenciadores entre os varios graus de
astrocitomas. Ja no que respeita ao valor prognéstico deste marcador celular, a maioria dos
artigos mostravam que o IP era um indicador significativo de sobrevivéncia e recidivas,
apresentando, no entanto, valores de referéncia tdo dispares como 1,5% e 15,3%. Assim,
Johannessen & Torp (2006) concluiram que o IP celular de Ki-67 ndo podera ser usado por
si s6 como factor de diagndstico ou prognéstico no caso dos astrocitomas humanos, sendo
necessario ter em consideracao dados clinicos, radiograficos e histopatoldgicos.

Embora no nosso estudo ndo tenhamos classificado histologicamente as amostras por graus
de malignidade, estatisticamente, as diferencas dos IP celular de Ki-67 entre gliomas e
meningiomas e entre astrocitomas e oligodendrogliomas mostraram ndo ser significativas
com valores de p=0,461 e p=0,093, respectivamente, o que traduz que este marcador de
proliferacdo celular ndo distingue entre estes tipos histologicos. Este facto é, alias,
concordante com a literatura humana onde existe uma muito maior profusdo de estudos em
tumores cerebrais e como foi discutido nos paragrafos anteriores.

No que concerne ao valor prognostico, se, em virtude da Unica comparacédo possivel em
tecido cerebral de cédo, considerarmos que a imunomarcacdo de ki-67 segue a mesma
tendéncia daquela verificada nos tumores de outros tecidos de cdo e de tecidos ndo cerebral
humano, entdo, poderemos inferir que possivelmente a imunomarcacdo de Ki-67 em
tumores cerebrais do cé@o sera tanto maior consoante a malignidade do tumor, e que podera
constituir um bom parametro de progndéstico. Se pelo contrario admitirmos que o IP de Ki-67
nos tumores cerebrais do cdo segue a tendéncia verificada no mesmo tecido do Homem,
entdo, aquele podera ndo ser considerado um bom parédmetro de progndstico. Seréo

necessarios mais trabalhos de imunohistoquimica de Ki-67 em tumores cerebrais de cao
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para se poder estabelecer um padrdo consistente e eventualmente um valor de diagnéstico

e prognostico deste marcador da proliferacdo celular.

4.6.2. Imunohistoquimica de p53

Neste trabalho, das 24 amostras que foram objecto de estudo imunohistoquimico, apenas
um caso de meningioma fibroso se revelou positivo, tendo nos restantes casos se obtido um
resultado ndo satisfatério em qualidade, caracterizado por uma forte marcacao inespecifica
de fundo que impossibilitou a diferenciacao entre nacleos com e sem imunomarcacao.

Uma hipétese para a ndo obtencdo de imunomarcacdo de p53 no nosso estudo pode
prender-se com a escolha do anticorpo, ja que Stoica et al. (2004), ainda que tenha sido o
Unico e estudar o tecido cerebral de cao, conseguiu resultados positivos (11 em 31 casos -
35%) com um anticorpo (p53-coelho policlonal, Santa Cruz Biotechnology) diferente do
nosso. A escolha do anticorpo primario parece ser, de facto, um factor determinante no
resultado final das imunomarcagdes de p53 nos tecidos de origem canina. Lee et al. (2004),
experimentaram dois anticorpos primario de p53 - Pab240 e Pab421- tendo obtido 25% de
resultados positivos com o 1° e 0% com o 2°. Albaric et al. (2001) testaram 4 anticorpos
primarios anti-humanos diferentes (2 monoclonais — DO-7 e Pab240; e 2 policlonais Ab-7 e
CM-1) em vérias espécies animais domésticas, incluindo o c&o, e concluiram que o
anticorpo Ab-7 ndo produzia resultados positivos de todo; o anticorpo DO-7 n&o reagia no
cdo e no gato; e que a deteccao da proteina p53 era possivel em todas as espécies animais
testadas com os anticorpos CM-1 e Pab240. Também Keller et al. (2007) testaram 5
anticorpos primarios anti-humanos diferentes em tecido da espécie canina (2 policlonais —
CM-1 de dois laboratorios distinto; e 5 monoclonais — DO-7, DO-12, DO-13, Pab122 e
Pab240), tendo constatado que os anticorpos DO-12 e DO-13 s6 produziam marcacao
citoplasmatica inespecifica; enquanto os anticorpos CM-1, Pab122 e Pab240 marcavam 2
dos 3 osteossarcomas. Esta variagdo de resultados positivos em fungdo do anticorpo
primario utilizado parece sugerir, segundo Lee et al. (2004) e Keller et al. (2007), que havera
diferencas locais na natureza e organizacao dos aminoacidos da superficie da molécula de
p53 canina comparada com aquela do humano.

Outra hipotese colocada por nés para os resultados negativos da imunomarcacgéo de p53
em tumores cerebrais poderd ser devida a uma inespecificidade do anticorpo primario
utilizado (p53-CM1), ja que estes sao para utilizacdo em tecidos da espécie Humana. No
entanto, diversos autores utilizaram o mesmo anticorpo que nos, tendo obtido resultados
positivos em diversos tecidos, mas nunca no tecido cerebral. Assim, Morris et al. (2009) e
Rungsipipat et al. (1999) obtiveram imunomarca¢cdes em tumores mamarios de cao.

Também Wolf et al. (1997) num estudo de 80 tumores colorectais (benignos e malignos)
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obteve 44% de imunomarcacao. Sargartz et al. (1996), num estudo de 106 tumores 6sseos
(96 osteossarcomas e 10 tumores Gseeos multilobulares) obtiveram 72% de imunomarcacéo
considerada positiva, utilizando o mesmo anticorpo que nés. Murakami et al. (2000),
obtiveram imunomarcacdes positivas de p53 em tumores mamarios, carcinomas de células
escamosas e tumores de células basais em cdo e gato. Loukolpoulos et al. (2003) obtiveram
64,8% de marcacles positivas de p53 em osteossarcomas. Verifica-se, assim, que dentro
da bibliografia consultada, de todos aqueles estudos em que foi utilizado o anticorpo
primario igual ao nosso, nenhum o utilizou em tecido cerebral de cdo. Assim, a nédo
obtencdo de imunomarcacdo do nosso estudo poderd ter a ver com particularidades
intrinsecas do tecido cerebral e da expressao da proteina p53 neste tecido; ou,
eventualmente, ainda a uma técnica de imunohistoquimica que ainda precisara de melhor
optimizacdo. Ainda acerca da especificidade e reaccdes cruzadas dos anticorpos
desenhados para uso em tecidos humanos e sua utilizacdo em tecidos de outras espécies,
pode-se acrescentar que Veldhoen & Milner (1998) testaram por imunoprecipitacdo 8
anticorpos diferentes anti-p53, ndo tendo sido a maioria daqueles anti-humano e anti-rato
reconhecidos pelos tecidos da espécie canina.

Outras explicacdes possiveis (e que merecem alguma consideracdo), uma vez que as
nossas imunomarcacdes foram apenas positivas num U0Onico caso, € mesmo este
caracterizava-se por apresentar uma marcacao de fundo muito consideravel, sédo dadas por
Rungsipipat et al. (1999) e Loukopoulos et al. (2003) que afirmam que uma falta de
sensibilidade pode ser responsavel por uma marcacdao de fundo muito marcada sendo
aquela atribuivel a: i) diferentes fixacdes entre as amostras; ii) tempo de mediou entre a
excisdo do tecido e a sua fixacao; iii) tempo de fixacdo; ou iv) ao sistema de deteccédo de
imunohistoquimica utilizado. Destas hipoteses a que se pode aplicar ao nosso caso € o
tempo que mediou entre a morte do animal e a colheita da amostra (e apenas em poucos
casos).

Além das hip6teses anteriormente sugeridas, existe uma outra que, na minha opinido sera a
gue faz mais sentido e, prende-se com o facto de no nosso estudo nao terem sido
encontradas mutac6es nas 19 amostras estudadas. Ora, apesar do anticorpo por nés
utilizado detectar as proteinas p53 “wild-type” e “mutante”, a proteina “wild-type” tem uma
semi-vida tdo reduzida (15-30 minutos) (Sarkar et al., 2002) que a sua acumulagdo nos
tecidos € reduzida tornando dificil a sua detecg&o por imunohistoquimica (Sarkar et al., 2002
e Ziyaie et al. 2000). Este facto aliado a auséncia de mutacfes de p53 (responsaveis pelo
aumento da semi-vida da proteina p53 nos tecidos) nas nossas amostras, reforca a hipétese
da auséncia de imunomarcacao no nosso estudo se dever a auséncia de mutacdes nas
nossas amostras e consequente baixa acumulacdo da proteina p53. Esta justificacdo nao é

inédita e segundo Wolf et al. (1997) ainda que controversa, € defendida, por alguns autores,
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incluindo Sargartz et al. (1996). Liang et al., (1999) e Sun et al. (1993), citados por
Loukopoulos et al. (2003) afirmam que a deteccdo de p53 por imunohistoquimica indica
alteracBes no gene p53 e seu produto proteico, demonstrando uma progressao no sentido
de um fendtipo tumoral. Segundo Zachetti, Garderen & Rutteman (2007) num estudo da
avaliacao da expressao de p53 por imunohistoquimica em tumores malignos de cdo com e
sem mutacdes de p53, concluiram que, de entre os varios anticorpos testados, o anticorpo
policlonal CM-1 seria a melhor escolha para a identificacdo de mutacdes de p53, 0 que
reforca a nossa hipétese de que a auséncia de imunomarcacao de p53 nas amostras de
tecido cerebral por nés estudadas podera ser devida a auséncia de mutacoes.

Outras referéncias consultadas reforcam esta nossa Ultima hipétese pois, na verdade,
muitos casos de imunoreactividade de p53 ndo sdo resultantes da acumulacdo da proteina
“mutante” mas sim a uma acumulacao/sobreexpresséo de proteina p53 “wild-type” (Sarkar
et al., 2002), por ligacdo desta a proteinas celulares (mdm2, hsc70) ou virais ou
simplesmente por acumulacdo da proteina p53 “wild-type” em células tumorais em divisdo
rapida independentemente da existéncia de mutacéo de p53 (Murakami et al., 2000; Sagartz
et al., 1996; Sarkar et al., 2002 e Wolf et al., 1997).

A proposito da imunomarcacdo de p53 como factor de prognéstico, no Homem Faria,
Patrocinio, Filho & Rabenhorst (2007) obtiveram 54,98% de imunomarcacfes positivas de
p53 em tumores astrociticos, tendo verificado que esta era tanto maior a medida de
aumentava a malignidade do tumor, confirmando que este é um potencial indicador de
malignidade nos astrocitomas. Pollack et al. (1997) observaram que a imunomarcacdo de
p53 em gliomas malignos em criancas estava associada significativamente com
sobrevivéncia sem recidiva e sobrevivéncia total. Rodriguez et al. (2008) num estudo com
varios marcadores epiteliais, de proliferacdo celular e regulacdo do ciclo celular em
glioblastomas e gliossarcomas humanos, ndo encontraram uma associacao significativa
entre a imunomarcacdo de p53 e a sobrevivéncia sem recidiva, a idade do paciente, a
dimensao do tumor, a sua localizacdo e a actividade mitdtica. No nosso caso, na auséncia
de deteccdo de mutacGes nos tumores cerebrais do cdo, e considerando que esta é real,
estas nao poderdo ser utilizadas como factor de progndstico, 0 que € como vimos ainda

controverso em Humanos.

4.6.3 Imunohistoquimica de EGFR

Das 24 amostras em que foram realizadas a imunohistoquimica de EGFR, obtivemos
imunomarcacdes positivas em 4/6 (66,7%) meningiomas, 8/16 (50%) gliomas e, 1/1 (100%)
adenoma da hipdfise (pars distalis). Dentro dos gliomas obtivemos imunomarcacoes

positivas em 4/8 (50%) oligodendrogliomas e 4/8 (50%) astrocitomas.
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Stoica et al. (2004) num estudo de 31 astrocitomas de cées verificou que 7 (23%) tumores
apresentavam sobre-expressdo (marcacdo da membrana citoplasmatica) de EGFR que
coincidia com as formas mais malignas de astrocitomas; e em 3 casos verificou que existiam
simultaneamente sobre-expressdo de p53 e de EGFR. Lipsitz et al. (2003) obtiveram
imunomarcacao positiva de EGFR em 3 (60%) do 5 GBM estudados, e Higgins et al. (2010)
obteve 57% de imunomarcagdo em GBM, 40% em astrocitomas de grau Ill e 28% em
astrocitomas de grau |l. Estas sdo as Unicas referéncias bibliograficas (do nosso
conhecimento) de imunomarcacdo de EGFR em tecido cerebral, proveniente de tumores
espontaneos, de cao. No nosso estudo encontramos uma percentagem de 50% de
imunomarcacdao positiva de EGFR em astrocitomas que € superior a de Stoica et al. (2004)
e de Higgins et al. (2010), e inferior a de Lipsitz et al. (2003). Estas diferencas podem ter a
ver com o tipo de anticorpo usado (diferentes do nosso) ou com o sistema de graduacao da
imunomarcacao (a que os artigos de Lipsitz et al. (2003) e de Stoica et al. (2004) ndo fazem
gualquer referéncia). No entanto, apesar das diferencas entre o nosso trabalho e estes 3
autores, todos eles séo coincidentes no sentido dos tumores cerebrais do cdo apresentarem
tendencialmente uma sobre-expressao de EGFR quando detectada por imunohistoquimica.
No nosso estudo, apesar de ndo termos classificado histologicamente as amostras por
graus de malignidade, estatisticamente, as diferencas das imunomarcacdes de EGFR entre
gliomas e meningiomas e entre astrocitomas e oligodendrogliomas mostraram nao ser
significativas com valores de p=0,480 e p=0,609, respectivamente, sugerindo que este
marcador ndo distinga entre meningiomas e gliomas nem entre astrocitomas e
oligodendrogliomas. E possivel que este marcador consiga distinguir entre graus de
malignidade mas, como ja foi explicado, no nosso estudo isso néo foi possivel avaliar.
Infelizmente, o estudo da sobre-expressao de EGFR, por imunohistoquimica, noutro tipo de
tumores do cao também é reduzido. Gama et al. (2009) verificou que a imunomarcacédo de
EGFR em tecido mamario de cdo era tanto maior quanto maior a malignidade.

Liang et al. (2008) em astrocitomas pediatricos encontrou 58% de imunomarcagédo positiva.
Em humanos, Stark et al. (2003) verificaram, hum estudo, que 24 entre 27 GBM coravam
positivamente para imunohistoquimica de EGFR. Umesh et al. (2009) obtiveram 35,2% de
imunomarcagao positiva em GBM. Smith, Lal, Harmon-Smith, Bollen & McDermott (2007)
obtiveram imunomarcacdo positiva em 46% dos meningiomas. Shien et al. (2005)
encontraram 70% de imunomarcagfes positivas em carcinomas mamarios ductais de
elevado grau com diferenciacdo mioepitelial. Fazer comparacdes dos nossos resultados
com o0s obtidos em tecido ndo cerebral de cdo ou com a literatura humana é dificil, mas
todos eles relatam imunomarcagdes de EGFR positivas em variadas percentagens,

sugerindo que este gene esta na génese de diversos tipos de tumores.
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No que respeita a imunomarcacao de EGFR como factor de prognostico, em Medicina
Humana, Stark et al. (2003) verificaram, num estudo, que 24 entre 27 (88,9%) GBM
coravam positivamente para imunohistoquimica de EGFR. Rodriguez et al. (2008) num
estudo com varios marcadores epiteliais, de proliferacdo celular e regulacao do ciclo celular
em glioblastomas e gliossarcomas humanos, ndo encontraram uma associagdo significativa
entre a imunomarcagédo de EGFR e a sobrevivéncia sem recidiva, a idade do paciente, a
dimensao do tumor, a sua localizacdo e a actividade mitotica.

Com tao poucos dados disponiveis no cdo é prematuro especular sobre o valor de
prognostico deste marcador celular, sendo necessarios mais trabalhos quer em tecido
cerebral como noutros tipos de tecidos de origem canina.

Para finalizar, o resultado por nos obtido na imunomarcagdo de EGFR (50% de gliomas
positivos, e 66,7% de meningiomas positivos) parece sugerir que efectivamente este gene
estara envolvido no desenvolvimento dos tumores cerebrais no cdo. Se analisarmos 0s
resultados da IHC de EGFR com aqueles da quantificacdo relativa da expressdo de mRNA
de EGFR por PCR em tempo-real, entdo verificamos que das 16 amostras processadas por
PCR em tempo real, 8 apresentavam imunomarcacado positiva de EGFR, e que destas, 7
apresentavam a uma expressao relativa de EGFR superior a 5-fold (a restante apresentava
N-fold=1,93). Se considerarmos o0s resultados de EGFR (PCR em tempo-real e
imunohistoquimica) em conjunto com os de p53 (mutacBes e imunohistoquimica), e
admitindo que, a auséncia de mutacdes de p53 e de imunomarcacdo de p53 por nés
encontrada, é efectivamente real, estes dados sugerem que as vias de p53 e EGFR
provavelmente constituem duas vias independentes da tumorigénese nos tumores cerebrais
do céo; e sobretudo que a via de p53 estard comprometida ndo ao nivel do proprio p53, mas
ao nivel de qualquer um dos varios genes que p53 controla e/ou que controlam p53. Assim,
serdo necessarios mais estudos de outros genes, e sobretudo aqueles envolvidos na via de

p53, para esclarecer com precisao a citogenética dos tumores cerebrais em caes.

4.7. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo imagioldgico por nds realizado veio de modo muito assertivo confirmar o descrito
na literatura veterinaria, embora ainda haja a necessidade de continuar o estudo sobretudo
naqueles tipos de tumores do SNC que séo raros e de que ainda existe uma pequena
casuistica em Medicina Veterinaria, no sentido de tentar estabelecer as suas caracteristicas
imagioldgicas.

O estudo molecular (deteccBes de mutacdes do gene p53 e expressao do gene EGFR) dos

tumores cerebrais no céo ainda é uma novidade e os dados por nés obtidos e sobretudo por
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Stoica et al. (2004) e Dickinson (2009) nos EUA apontam para que as mutacdes do gene
p53 nos tumores cerebrais do cdo sejam mais raras do que aquilo que acontece nos
humanos, o que sugere que tera de ser continuado o estudo das mutacdes de p53 em
amostras mais numerosas para consolidar os resultados até agora obtidos e avancar para o
estudo eventual de outros genes implicados na via de p53, como seja 0s casos dos genes
mdmz2, pRb, p21. O estudo da expressdo de mRNA do gene EGFR, ainda que muito no seu
inicio nos tumores cerebrais no cdo, demonstrou que 0s tumores cerebrais apresentam uma
expressao relativa de EGFR significativa, 0 que acompanha o que acontece nos humanos.
No entanto, em medicina veterinaria sdo necessarios mais estudos para consolidar estes
resultados ja que o numero de trabalhos das vias moleculares dos tumores cerebrais do cao
€ muito pequeno.

No nosso trabalho foi evidente a predisposicdo da raca Boxer para desenvolver gliomas
(75% dos gliomas no nosso estudo ocorreram nesta raca). Este resultado sugere que esta
raca apresente algum defeito genético nas suas células da glia, além da sobre-expresséo de
EGFR ja demonstrada, que o torne ao longo da sua vida, e por acumulagdo com possiveis
mutacbes em genes ainda ndo identificados, predisposto ao desenvolvimento de gliomas.
Seria interessante realizar um rastreio por meio de “microarrays” para identificar as
tendéncias de multiplos genes no sentido de melhor orientar o estudo das vias moleculares
conducentes ao desenvolvimento deste tipo de tumores nesta ragca em concreto, e no cao
em geral.

No que respeita a IHC de Ki-67, p53 e EGFR em tumores cerebrais de cdo ainda ha muito
trabalho a realizar para tentar encontrar marcadores de proliferacdo ou outros marcadores
celulares que sejam verdadeiramente Uteis por si s6 como factores de diagndstico e
prognostico. Talvez uma solucdo passe por desenvolver anticorpos especificos para os
tecidos caninos. Outro aspecto que eu penso que sera fundamental para se poder comparar
literatura veterinaria, no que respeita aos estudos histopatolégico e de imunohistoquimica,
prende-se com o facto de ter de existir uma uniformizacéo dos critérios de classificacao dos
tumores cerebrais ja que as classificacbes veterinarias e humanas sdo, como vimos na
discusséo deste trabalho, diferentes, e a literatura veterinaria ndo é de todo consistente na
utilizacdo exclusiva da classificacdo veterinaria. Esta problematica € crucial quando se
pretende estudar os marcadores celulares como factores de progndstico.

Infelizmente, em Medicina Veterinaria os fundos para investigacdo estdo profundamente
ligados ao interesse dos temas para a Medicina Humana e o trabalho da equipa de que
Dickinson faz parte é um exemplo disso (Dickinson et al., 2006; Thomas et al., 2009; e
Higgins et al. 2010). O pouco que se conhece sobre terapia génica em tumores cerebrais de
cao tem como base servir a investigacdo da Medicina Humana o que € perfeitamente

legitimo, e sem a qual provavelmente ndo haveria a maior parte dos estudos até agora
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realizados. Mas apdés consultar a bibliografia para este trabalho, encontrei um trabalho de
Candolfi et al. (2007) e que fez a comparacédo entre glioblastoma humano, canino e de rato,
por avaliacdo das caracteristicas histologicas e de alguns marcadores celulares, chegando a
conclusédo de que o modelo canino de glioblastoma era aquele que mais se assemelhava ao
humano, partilhando mesmo muitas caracteristicas comuns. E, no entanto, na minha
opinido, prematuro e ainda sob o ponto de vista ético muito controverso, generalizar o
modelo canino vivo pois existem vias moleculares importantes na tumorigénese que ainda
nao foram definidas nesta espécie, podendo muito bem, quando devidamente conhecidas e
validadas por um namero consideravel de publicacdes, ndo ser semelhantes aquelas dos
tumores cerebrais na espécie humana.

Em stumula, embora na ultima década tenha havido grande progresso no conhecimento das
vias moleculares da tumorigénese no cdo e outros animais domésticos, existe a sensacao
gue ainda muito falta conhecer. Talvez um dia toda esta informacao molecular podera servir
de base ao desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que, ndo sé destruam as
células tumorais cerebrais ou outras, como deixem o resto dos tecidos normais dos nossos

pacientes intactos.
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