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RESUMO

Neoplasias primarias do sistema nervoso sdo raras nos animais domesticos, sendo mais
frequentemente relatadas em cées com idade superior a cinco anos. Elas sdo classificadas de
acordo com a origem celular, a forma de crescimento e o grau de diferenciacdo celular.
Entretanto, a origem celular e a histogénese de algumas neoplasias ainda sdo pobremente
entendidas. O padrdo ouro para diagnostico e caracterizacdo de malignidade, com poucas
excecdes, continua sendo o exame histopatologico, porém, nas neoplasias pobremente
diferenciadas faz-se necessaria a utilizacdo da técnica de imuno-histoquimica como auxilio ao
diagnostico e prognoéstico. Desta forma, o objetivo deste estudo é classificar pela
histopatologia e pela imuno-histoquimica as neoplasias de sistema nervoso central
diagnosticadas no Setor de Patologia Veterindria da UFLA num periodo de 21 anos (2000-
2021), correlacionando com os aspectos epidemioldgicos. Como anticorpos primarios foram
utilizados os anticorpos anti-pIII tubulina, -NeuN, -enolase neurdnio especifica, -Oligo2, -
GFAP (proteina fibrilar glial acida), -Neurofilamento, -S-100, -cromogranina, -sinaptofisina, -
pancitoqueratina, -vimentina e —PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular). Treze
neoplasias de SNC foram encontradas. Baseado nas caracteristicas microscopicas e imuno-
histoquimicas, essas foram classificadas como meningioma transicional de grau | (2/13),
meningioma transicional de grau Il (1/13), meningioma psamomatoso de grau Il (1/13),
meningioma papilar, grau 11l (1/13), oligodendroglioma grau Il (3/13), astrocitoma grau 1V
(1/13), sendo estes de ocorréncia em caninos (9/13), teratoma bem diferenciado em ovino
(1/13) e ependimoma em bovino (1/13). Em duas neoplasias (2/13) néo foi possivel chegar ao
diagnostico definitivo, sendo uma em medula espinhal de bovino e a outra no cérebro de um
equino. Os resultados demonstraram uma maior ocorréncia de neoplasias de SNC em caninos,
sendo 0 meningioma o mais frequentemente encontrado. Desta forma este estudo contribuiu
para uma melhor compreensao dos aspectos morfologicos e IHQ das neoplasias de SNC nos
animais domésticos.

Palavras-chave: astrocitoma, oligodendroglioma, meningioma, tumores embrionérios



ABSTRACT

Primary neoplasms of the nervous system are rare in domestic animals, being more frequently
reported in dogs older than five years. They are classified according to the cellular origin,
form of growth and the degree of cell differentiation. However, the cellular origin and the
histogenesis of some neoplasms are still poorly understood. The gold standard for diagnosis
and characterization of malignancy, with few exceptions, remains the histopathological
examination, however, in poorly differentiated neoplasms, it is necessary to use the
immunohistochemistry technique for diagnosis and prognosis. Thus, the objective of this
study is to classify by histopathology and immunohistochemistry the neoplasms of the central
nervous system referred for diagnosis at the Veterinary Pathology Sector of UFLA in a period
of 21 years (2000-2021), correlating with epidemiological aspects. as primary antibodies,
anti-BIIl tubulin, -NeuN, -neuron specific enolase, -Olig2, -Glial fibrilary acid protein
(GFAP), -neurofilament, -S-100, -chromogranin, -synaptophysin, -pancitokeratin, -vimentin
and —proliferating cell nuclear antigen (PCNA) were used. Thirteen CNS neoplasms were
found. Based on microscopic and immunohistochemical characteristics, these were classified
as transitional meningioma, grade | (2/13), transitional meningioma, grade Il (1/13),
psammomatous meningioma, grade Il (1/13), papillary meningioma, grade Il (1/13),
oligodendroglioma, grade Il (3/13), astrocytoma, grade IV (1/13), occurring in canines
(9/13), well differentiated teratoma in sheep (1/13) and ependymoma in bovine (1/13). In two
neoplasms (2/13) it was not possible to reach the definitive diagnosis, one in the bovine spinal
cord and the other in the brain of an equine. The results showed a greater occurrence of CNS
neoplasms in canines, with meningioma being the most frequently found. Thus this study
contributed to a better understanding of morphological and immunohistochemical aspects of
CNS tumors in domestic animals.

Keywords: astrocytoma, oligodendroglioma, meningioma, embryonic tumors
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1. INTRODUCAO

Neoplasias sdo doencas do genoma, desenvolvendo-se a partir de alteraces no DNA que
desregulam a estrutura e a funcdo dos genes. Danos ao genoma celular ou a expressdo alterada
dos genes sdo achados aparentemente comuns para todas as neoplasias (Cullen & Breen,
2017).

As neoplasias do sistema nervoso central sdo relativamente raras na maioria das espécies
domeésticas e sdo classificadas de acordo com a origem celular, a forma de crescimento e o
grau de diferenciacdo celular (Stoica et al., 2004, Sisé et al., 2003). As neoplasias primarias
do sistema nervoso central incluem as que se originam no parénquima encefalico (células da
glia e neurénios), nas células da camada interna (epéndima e plexo coroide) e externa do
encéfalo (meninges) e em elementos vasculares (Chaves et al., 2018, Song et al., 2013).
Entretanto, a origem celular e a histogénese de algumas neoplasias, como por exemplo o
oligodendroglioma canino, ainda sdo pobremente entendidas, para o qual se sugere que pode
ser derivado de células multipotentes imaturas, que podem se diferenciar nas linhagens

oligodendroglial, astrocitica e neuronal (Kishimoto et al., 2018).

As manifestacfes clinicas estdo relacionadas com a localizacdo da neoplasia, podendo
ocorrer crises epilépticas generalizadas, alteracdo comportamental, sindrome vestibular
central, tetraparesia, ataxia cerebelar, dificuldade de degluticdo, hiperestesia e amaurose
(cegueira cortical) (Chaves et al., 2018).

Com poucas exce¢des, 0 padrdo ouro para diagnostico e caracterizacdo de malignidade
continua sendo a histopatologia, porém, dependendo do grau de diferenciacdo de uma
neoplasia, faz-se necessario o uso de imuno-histoquimica (IHQ) como auxilio no diagnéstico
e progndstico (Cullen & Breen, 2017) uma vez que as células podem expressar diferentes
marcadores, conforme o seu desenvolvimento na linhagem neural e glial (Kishimoto et al.,
2018).

No Brasil existem poucos dados sobre a frequéncia das neoplasias no SNC de animais e
alguns estudos ndo descrevem os aspectos microscopicos e de IHQ (Chaves et al., 2018,
Santos et al., 2012) ou, quando apresentam, € somente sobre uma neoplasia, como por
exemplo, 0 meningioma (Marcasso et al., 2015, Areco et al., 2018). Desta forma, este estudo
contribuird com dados epidemiolégicos e patoldgicos sobre as neoplasias do sistema nervoso

central em animais domésticos.



O objetivo deste estudo é classificar pela histopatologia e IHQ as neoplasias de sistema
nervoso central encaminhadas para diagndstico no Setor de Patologia Veterinaria da UFLA
num periodo de 21 anos, descrever os achados epidemioldgicos, clinicos e patologicos das

neoplasias diagnosticadas.

2. REFERENCIAL TEORICO

Neoplasias originarias do sistema nervoso central (SNC) sdo raramente encontradas
nas diferentes espécies de animais domésticos, sendo aproximadamente 50% das neoplasias
diagnosticadas primarias do sistema nervoso e 50% de origem metastatica (Song et al., 2013).
Os cédes sdo mais frequentemente acometidos, com aproximadamente 75% dos casos,
seguidos pelos gatos, com 15%, e 10% nas demais espécies animais. Sdo fatores importantes
para 0 maior numero de diagnosticos nessas espécies o fato de animais de companhia estarem
mais proximos dos seus proprietarios, permitindo que estes notem qualquer alteracdo de
comportamento ou clinica no animal; e o aumento da expectativa de vida dos animais
domeésticos (Meuten, 2016). No Brasil, a faixa etaria de cdes com neoplasia do sistema
nervoso é de 6 a 14 anos (Chaves et al., 2018), sendo que a média de idade para os animais
afetados é de sete (Song et al., 2013) a 10 anos (Chaves et al.,2018), portanto, uma afeccao de

animais adultos a idosos (Song et al., 2013).

A prevaléncia de neoplasias do SNC em cées € de 4,5%, sendo que as de origem
primaria equivalem a 2,3%, enquanto 2,2% sdo provenientes de metastases (Song et al.,
2013). O sinal clinico mais comumente observado nesses tipos de tumores é a convulsdo,
seguida por alteragdes no comportamento, sindrome vestibular, andar em circulos, alteraces
de locomogdo, apatia, paralisia e distdrbios visuais, como cegueira (Snyder et al., 2006;
Kishimoto et al., 2018). Tumores primarios do SNC dificilmente fazem metéstases para
outros Orgdos e ocorrem, mais frequentemente, em telencéfalo e diencéfalo (Snyder et al.,
2006). Em ordem decrescente, os mais frequentemente encontrados sdo meningioma,
oligodendroglioma, astrocitoma e tumores de plexo coroide (Snyder et al., 2006; Song et al.,
2013; Chaves et al., 2018). Porém, outras neoplasias podem ocorrer no sistema nervoso, como

linfomas, sarcomas histiociticos, hemangiossarcomas entre outras (Snyder et al., 2006). As



neoplasias primérias do SNC e sua principal imunorreatividade estdo demonstradas no

Quadro 1.

Quadro 1 — Origem e Imunofenotipagem das neoplasias primarias do SNC dos animais

domeésticos em tecidos fixados em formalina.

Neoplasia

Origem

Imunorreatividade

Astrocitoma (Grau | a IV)

Astrocito

VIM, GFAP, Olig2, EGFR,
nestina

Oligodendroglioma

Oligodendrdcito

Olig2, GFAP, PDGFRA

Glioma misto (oligoastrocitoma)

Oligodendrdcito/Astrdcito

Olig2, GFAP

Oligoependimoma

Oligodendracito / células
do epéndima

Olig2, GFAP

Gliomatosis cerebri (Astrocitoma
de células gigantes subependimal,

Astrocito

GFAP. Vimentina

pilocitico, gemistocitico e
xantoastrocitoma pleomorfico)
Tumores de plexo coroide Epitélio do plexo coroide CK (AEL,3), GFAP (variavel
55% das células marcadas),
VIM (s6 o tecido conjuntivo),
laminina (s6 membrana basal
abaixo das células tumorais)
Ependimoma Células do epéndima GFAP (forte marcacdo) e CK
(AE1,3), Vimentina e S100
(menor intensidade)
Ganglioglioma Neurdnios ganglionares e SYN, NeuN, TNF, SMI 31,
células da glia CGB, MAP-2 e GFAP
(astrdcitos)
Gangliocitoma Células ganglionares SYN, NeuN, TNF, SMI 31,
maduras (neurdnios) MAP-2
Neurocitoma central e Células uniformes SYN e NSE. Raramente para

extraventricular

derivadas de neurdnios

NeuN

Paraganglioma

Células paraganglionares
(origem células da crista
neural)

SYN, NSE, Cromogranina A,
SMI 31. As células de
sustentacdo para S-100 e
algumas GFAP




PNET (Tumores neuroectodermal
primitivos)

Meduloblastoma

Neuroblastoma Central

Ganglioneuroblastoma

Células  neuroepiteliais
germinativas pobremente
diferenciadas

Células tronco da camada
granular do cerebelo

Células  neuroepiteliais
que se diferenciam na
linhagem neuronal

Células  neuroepiteliais
exibindo algumas células
bem diferenciadas
semelhantes a neurdnios
ganglionares

SYN, NeuN, MAP-2
(fortemente), NSE, SMI 31,
TNF (menos)

SYN, NeuN, MAP-2, NSE,
SMI 31, TNF, com
marcadores gliais (nestina,
GFAP, Olig 2) em alguns
tumores. Expressdo focal ou
difusa

SYN, NeuN, MAP-2, NSE,
SMI 31, TNF com
marcadores gliais (nestina,
GFAP, Olig 2) em alguns
tumores

Nefroblastoma ectdpico

Blastema metanéfrico
ectopico

WT-1, VIM, CK (Lu5,
AE1,3)

Meningioma

Células  meningoteliais
(camada superficial da
aracnoide) que recobrem
a vilosidade aracnoide

VIM (fortemente), E-cadherin
e DCX (boa marcacdo em
alguns tumores), CK (pouca
marcacéo e focal)

Meningioangiomatose Células meningoteliais ou VIM
fibroblasticas
Tumor de células granulares Indefinida Ubiquitina (fortemente),

varidvel para VIM e S100.
Negativo para marcadores de
leucdcitos

Linfoma

Linhagem de Linfocitos B
(80%), T (20%)

CD18, Ibal, CD45R, CD3,
CD20, CD79a, granzyme B,
PAX5

Linfoma intravascular

LinfécitosBou T

CD3, CD79a, PAX5, CD45R

Sarcoma histiocitico

Células dendriticas
perivasculares intersticiais

CD1a, CD11c, MHC class I,
CD18, Ibal

Germinoma Células germinativas AFP, c-KIT, OCT4
extragonadais
Teratoma Células tronco VIM, CK, PLAP

totipotentes

Fonte; Adaptado de Higgins et al., 2017. Siglas e nomenclatura em inglés: AFP, alpha fetoprotein; CK, cytokeratin; CRB,
chromogranin B; DCX, double corticotrophin; PR, progesterone receptor; EGFR, epidermal growth factor receptor; GFAP,
glial fibrillary acidic protein; MAP-2, microtubule-associated protein; PDGFRA, platelet-derived growth factor receptor
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alpha; PLAP, placental alkaline phosphatase; SMA, smooth muscle actin; SMI 31, phosphorylated neurofilaments; SYN,
synaptophysin; TNF, triple neurofilament; VIM, vimentin; S-100, proteina S100;

Na sequéncia apresentaremos uma reviséo dos tumores do SNC mais frequentemente
diagnosticados em animais. Outros tumores diagnosticados neste estudo, serdo descritos na
forma de trabalhos.

2.1.  Meningioma

O meningioma é uma neoplasia derivada de celulas meningoteliais que recobrem as
vilosidades da membrana aracnoide (Higgins et al., 2017). Os cédes sdo a espécie mais
acometida pelo meningioma, com prevaléncia de aproximadamente 1,2% da populacéo total,
representando 45% a 51,5% de todos os tumores primarios do SNC (Snyder et al., 2006; Song
et al., 2013). Acomete animais adultos a idosos, com média de idade de 9 a 14 anos (Areco et
al., 2018; Snyder et al., 2006; Song et al., 2013; Sturges et al., 2008), sendo dificilmente
observado em animais menores de trés anos (Song et al., 2013; Sturges et al., 2008). Ha uma
correlacdo positiva entre o aumento da idade e o aumento da prevaléncia de meningiomas,
sendo a frequéncia maior em animais de 12 a 14 anos, com prevaléncia de 3.1% (Snyder et
al., 2006; Song et al., 2013).

Cées de racas grandes, com mais de 20 quilos sdo significativamente mais acometidos,
como Golden Retriever, Labrador Retriever (Song et al., 2013; Sturges et al., 2008), Boxer
(Marcasso et al., 2015) e SRD, mas também pode acometer Schnauzer miniatura e Terrier
rateiro (Song et al., 2013). Em gatos, a frequéncia do meningioma pode chegar a 59% de
todos os tumores encontrados no SNC, com registro de 3,2 a 12,1 anos de idade (Troxel et al.,
2003). Néo foi encontrada predisposicdo sexual em cées e gatos (Troxel et al., 2003; Snyder
et al., 2006). Apesar dos meningiomas ocorrerem mais em pequenos animais, também séo
descritos em bovinos (Reis Jr et al., 2007), equinos (Naylor et al., 2010) e serpentes (Finnegan
et al., 2020).

Os sinais clinicos associados ao meningioma tém duracdo média de 24,5 a 30 dias (Troxel
et al., 2003; Snyder et al., 2006) e sdo semelhantes aos observados em outros tumores do
SNC. Podem ocorrer convulsfes, mudancas comportamentais, ataxia, andar em circulos,

perda de visdo, sindrome vestibular (Higgins et al., 2017; Troxel et al., 2003; Snyder et al.,
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2006; Marcasso et al., 2015; Areco et al., 2018) e hidrocefalia, caso ocorra compressao
ventricular (Wentz et al., 2019).

Os locais do encéfalo mais afetados em cdes sdo, em ordem decrescente; telencéfalo (60%
dos casos), mielencéfalo, cerebelo, bulbo olfatério, mesencéfalo e diencéfalo (Snyder et al.,
2006). No entanto, 0 meningioma pode ocorrer em qualquer local recoberto por meninge nas
diferentes espécies, incluindo locais menos frequentes, como a medula espinhal (Eravci Yalin
et al., 2015; Montoliu et al., 2006) e na regido retrobulbar (Montoliu et al., 2006; Naylor et al.,
2010; Reis Jr et al., 2007). Em gatos ocorrem mais frequentemente no terceiro ventriculo, nas
adjacéncias de lobo temporal, lobo frontal, lobo occipital, cerebelo e diencéfalo, sendo que
todas as regides do encéfalo sdo afetadas em menos de 3% dos casos de forma extra-axial
(Troxel et al., 2003).

Macroscopicamente, em cdes 0s meningiomas sdo bem delimitados, lobulados, firmes,
com superficie irregular (granular), de base ampla ou pedunculados, presos as meninges.
Menos comumente, podem formar placas acima das meninges. S&o avermelhados e, quando
fixados em formol, podem ficar bege-acinzentados, pode haver &reas duras ao corte,
correspondentes a mineralizacdo (Higgins et al., 2017; Areco et al.,, 2018). Com o
crescimento, 0s meningiomas podem comprimir o tecido nervoso, induzindo sinais clinicos, e
pode haver formas mais agressivas, que invadem o parénquima encefalico (Motta et al., 2012;
Higgins et al., 2017). Em gatos, essas massas podem ser nodulares, com superficie lisa a
granular (Troxel et al., 2003; Higgins et al., 2017), tamanho médio de 3,4 cm e pode ocorrer
herniacao cerebelar (Troxel et al., 2003). Metastases ndo sao frequentes, muito provavelmente
pela presenca de intercomunicacdes desmossomais e interdigitacdes das células da meninge,
que reduzem a esfoliacdo celular, contudo, podem acontecer principalmente para pulmdes e

rins (Marcasso et al., 2015).

A classificacdo histologica de neoplasias do SNC proposta pela World Health
Organization em 2007 divide os meningiomas em graus I, Il, e Il1, sendo que, quanto maior a
graduacdo, maior a malignidade do tumor (Louis et al., 2007; Higgins et al., 2017). Os
meningiomas de grau | sdo classificados em subtipos meningotelial, fibroso, transicional,
psamomatoso, angiomatoso, microcistico e secretdrio. Os subtipos histolégicos mais comuns

em cées sdo transicional e meningotelial, seguidos pelo microcistico e psamomatoso (Sturges
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et al., 2008). O desafio de classificar os meningiomas ocorre pelo fato de mais de um subtipo
poderem ocorrer no mesmo tumor (Higgins et al., 2017; Louis et al., 2007).

O meningioma tipo meningotelial possui formacdo de uma camada de células com
citoplasma abundante e bordos indistintos, nucleos alongados a ovalados, nucléolo
proeminente e heterocromatina delicada (Higgins et al., 2017; Montoliu et al., 2006; Sturges
et al., 2008; Louis et al., 2007). Estas células se arranjam em l6bulos de diferentes tamanhos
(padrdo sincicial) (Areco et al., 2018). Em cées, areas condroides, 0sseas, mixoides e até

xantomatosas podem ser encontradas nesses meningiomas (Montoliu et al.,2006).

O padréo fibroso € incomum em cées, sendo formado por células fusiformes com nucleos
alongados em padrdo de feixes, com tendéncia a formas em espiral e quantidade variavel de
fibras colagenas entremeadas (esse padrdo ocorre frequentemente associado ao microcistico)
(Higgins et al., 2017; Louis et al., 2007; Montoliu et al., 2006).

O subtipo transicional é uma mistura dos padrdes meningotelial e fibroso, observando-se
grupos de células sinciciais ou em espirais concéntricas, formando 16bulos bem demarcados,
intercalados por regiGes com células meningoteliais (Higgins et al., 2017; Marcasso et al.,
2015; Montoliu et al., 2006; Sturges et al., 2008). Pode haver ocasionais corpos
psamomatosos, necrose e mineralizacao (Areco et al., 2018; Higgins et al., 2017; Louis et al.,
2007; Montoliu et al., 2006). Em cées, areas condroides, 0sseas, mixoides e xantomatosas
podem ser encontradas nos meningiomas transicionais, assim como infiltrado

polimorfonuclear ao redor das areas de necrose (Montoliu et al., 2006).

O subtipo psamomatoso apresenta numerosas estruturas espirais com centro hialino
lamelar ou mineralizado, denominado corpo psamoma (Areco et al, 2018; Higgins et al.,
2017; Sturges et al., 2008). A presenca de raros corpos de psamoma no tumor néo o classifica
nesse subtipo (Higgins et al., 2017; Louis et al., 2007; Montoliu et al., 2006).

O subtipo angiomatoso possui grande quantidade de vasos sanguineos proeminentes e
dilatados, que constituem aproximadamente 50% do parénquima do tumor (Higgins et al.,
2017; Louis et al., 2007; Montoliu et al., 2006; Sturges et al., 2008).
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O subtipo microcistico é caracterizado por células fusiformes com nucleos alongados,
frouxamente arranjadas (Louis et al., 2007), entremeadas por vacuolos ou cistos (geralmente
pequenos) claros e vazios (Areco et al., 2018; Montoliu et al., 2006; Sturges et al., 2008),
podendo conter ou ndo mucina (Marcasso et al., 2015), tendo ao fundo um padrdo que varia

de fibroso a transicional (Montoliu et al., 2006; Louis et al., 2007).

O subtipo secretorio so foi observado em cées. Caracteriza-se por apresentar estruturas
semelhantes a epitéelio glandular contendo material eosinofilico, arredondado e PAS positivo
ao centro (Higgins et al., 2017; Louis et al., 2007; Montoliu et al., 2006), intercaladas com

areas de padrdo mais convencional ao meningioma (Higgins et al., 2017; Louis et al., 2007).

Todo meningioma morfologicamente graduado como grau | que apresente invasao nos
tecidos adjacentes é imediatamente graduado como meningioma atipico de grau Il (Ide et al.,
2011; Higgins et al., 2017). Evidéncias de invasdo tumoral podem ser observadas em
aproximadamente 25% dos casos, sendo que 80% apresentam invasdo do parénquima
encefalico e 20% invadem a pia-mater (Ide et al., 2011). Também ¢é considerada na
classificacdo do meningioma atipico de grau Il a presenca de no minimo quatro mitoses por
10 campos de maior aumento (400x) ou trés dos cinco critérios descritos a seguir: 1) perda da
arquitetura padrdo; 2) células pequenas com alta relacdo ndcleo/citoplasma; 3) atipia nuclear
ou macronucléolo; 4) hipercelularidade e 5) areas de necrose (Higgins et al., 2017; Louis et
al., 2007). O meningioma atipico grau Il apresenta os seguintes subtipos: atipico, corddide e
de células claras (Higgins et al., 2017).

O meningioma atipico deve conter os elementos descritos anteriormente (Higgins et al.,
2017). O meningioma cordodide possui ndcleos arredondados e abundante citoplasma
eosinofilico, que pode conter vactolos. Esse meningioma apresenta longos corddes ou
trabéculas separadas por matriz mucoide intersticial levemente azulada. Apesar de seu padrdo
celular ndo sugerir, € um subtipo de meningioma de comportamento bastante agressivo
(Higgins et al., 2017; Sturges et al., 2008). Ja o meningioma de células claras & um tumor
raro, caracterizado por camadas de células poligonais com citoplasma claro contendo

glicogénio PAS positivo (Higgins et al., 2017; Louis et al., 2007).

Os meningiomas classificados como grau Ill apresentam acentuada anaplasia e elevada

atividade mitdtica, com média de 20 figuras de mitoses por 10 campos de maior aumento,
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muitas delas bizarras, além de necrose e invasdo tecidual. Devido a marcada anaplasia, a IHQ
pode se fazer necessaria para fechar o diagnostico (Higgins et al., 2017; Montoliu et al.,
2006). Esse grau de tumor engloba mais dois subtipos de padrdes tumorais, que sao o papilar
e o0 rabddide, ambos de comportamento muito agressivo (Higgins et al., 2017; Louis et al.,
2007).

O meningioma grau Ill papilar forma camadas celulares ao longo de eixos conjuntivo-
vasculares (Areco et al., 2018). As células meningoteliais irradiam de um vaso central
formando papilas e pseudorrosetas, que devem ocupar mais de 50% da area do tumor para se
encaixar nesse padréo (Higgins et al., 2017; Montoliu et al., 2006). O padrdo rabdoide é muito
raro em cdes, com ceélulas de formato discoide alongado contendo nicleos grandes e
vesiculares, podendo haver estruturas intracitoplasmaticas paranucleares eosinofilicas

globulares semelhantes a corpusculos de inclusao (Higgins et al., 2017; Louis et al., 2007).

A coloragdo especial tricomico de Masson, que evidencia colageno, cora intensamente 0s
meningiomas, tornando-se uma ferramenta complementar de diagnéstico (Marcasso et al.,
2015). Em geral, os meningiomas sdo fortemente marcados na IHQ pela vimentina (Marcasso
et al., 2005; Montoliu et al., 2006), sendo que as células que formam espirais e as areas
perivasculares costumam marcar mais fortemente, ao contrario de areas com formacdes
microcisticas (Montoliu et al., 2006). A marcacdo IHQ por S-100 é intensa (Montoliu et al.,
2006) a moderada (Marcasso et al., 2015; Montoliu et al., 2006) na grande maioria dos
meningiomas, porém é menos intensa do que a marcacao por vimentina, visto que as células
com formas fibroblasticas sdo mais marcadas que as células que formam espirais (Montoliu et
al., 2006).

A expressdo de GFAP é normalmente ausente, podendo ocorrer marcacdo discreta a
intensa (Montoliu et al., 2006), porém, existem estudos em que essa marcagdo nao foi
observada em todos os tipos tumorais (Marcasso et al., 2015). A Enolase neurdnio especifica
(NSE) apresenta grande variabilidade na marcagdo, sendo que 30 a 60% das células s&o
marcadas e aproximadamente 10% dos tumores ndo apresentam marcagdo (Montoliu et al.,
2006).

A expressdo de citoqueratina é observada em poucos casos (aproximadamente 17%),

sendo que as marcagdes se restringem a pequenas areas (Montoliu et al., 2006). O tumor néo é
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marcado para Fator V111, fato que pode ser Gtil para a sua diferenciacdo de tumores de origem
vascular. O gene p53 nédo é expresso nas células do meningioma canino, ao contrario desse
mesmo tipo de tumor em humanos, em que se observam alteracfes na expressdo desse gene
(Pavelin et al., 2014; Marcasso et al., 2015).

A expressdo de B-caderina no nucleo ocorre em 62% dos meningiomas, principalmente
nos anaplasicos, assim como a expressio de DCX (doublecortin), detectada em
aproximadamente 47% dos casos, principalmente nos anaplasicos, em focos de invasdo do
parénquima encefalico. J& o nimero de células com nicleos marcados por Ki-67 varia de 0 a
18.1% (Ide et al., 2011). Desta forma, a B-caderina, a DCX e Ki-67 sdo moléculas adequadas
para a predicdo do grau histolégico dos meningiomas, com acurécia de 73.6, 71.7, e 77.4%,
respectivamente. A expressdo de N-caderina, DCX e a translocacdo nuclear de B-caderina

estdo intimamente associadas com a progressdo de meningiomas em cées (Ide et al., 2011).

Em humanos, a inativacdo de genes de supressdo tumoral como o Merlin, foram
relacionados com o meningioma, por ocasionarem falhas no controle do crescimento e
motilidade celular. Também foi demonstrado que a maior expressdo de Ki-67 e p53 estavam

associados a inativacdo do gene Merlin (Pavelin et al., 2014).

2.2.  Oligodendroglioma

O oligodendroglioma é uma neoplasia originaria de oligodendrdcitos, células da neurdglia
responsaveis pela mielinizacdo dos ax6nios neuronais no SNC. Essas células tém a
capacidade de mielinizar varios internodos de mielina ao mesmo tempo, ao contrario das
células de Schwann, que sdo suas correspondentes no SNP e mielinizam apenas um internodo
(Mescher, 2018). Essa neoplasia corresponde a aproximadamente 20% dos tumores primarios
do SNC em caninos (Snyder et al., 2006; Song et al., 2013). E uma neoplasia mais frequente
em cées, sem predisposicdo por sexo, com idade média de 8 anos, porém animais jovens
também sdo acometidos, e com peso médio de 26 quilos (Song et al., 2013; Kishimoto et al.,
2018). Ragas braquicefalicas como Boxer, Bulldog Francés e Boston Terrier s&o mais
propensas aos oligodendrogliomas e uma das teorias para sua ocorréncia sao as maiores
alteracbes de presséo intracraniana e a menor capacidade de compensar essa pressdo por
mecanismos fisioldgicos nos braquicefalicos (Hussein et al., 2012; Song et al., 2013; Koehler

et al., 2018). E uma neoplasia incomum em felinos, correspondendo a aproximadamente 2,4%
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dos tumores encefélicos nessa espécie (Dickinson et al., 2000; Troxel et al., 2003), rarissima
em ovinos (Derakhshanfar e Mozaffari, 2010) e ndo foram encontrados relatos de ocorréncia

em bovinos e equinos.

Oligodendroglioma pode ocorrer em qualquer local do encéfalo, sendo mais
frequentemente descrito, em ordem decrescente de ocorréncia, nos lobos frontais do
telencéfalo, lobo piriforme, regido periventricular e lobo temporal (Snyder et al., 2006;
Bentley et al., 2013; Kishimoto et al., 2018; Koehler et al., 2018) e raramente na regido ocular
de cées (Naranjo et al., 2008). Clinicamente os animais podem apresentar convulsdo, ataxia,
tremores, alteracbes de visdo, alteracbes de locomocdo e mudangas de comportamento
(Snyder et al., 2006; Kishimoto et al., 2018).

Macroscopicamente, os oligodendrogliomas sdo bem demarcados, macios, escuros,
com matriz gelatinosa ou mucoide, podendo se expandir até os giros cerebrais. Também
podem ocorrer focos de hemorragia, principalmente nas formas mais agressivas da neoplasia
(Bentley et al., 2013; Higgins et al., 2017; Koehler et al., 2018).

Microscopicamente as células possuem nucleo hipercromatico, citoplasma fracamente
corado com bordas bem marcadas, halos perinucleares caracteristicos, descritos como padrao
de “favos de mel” ou “ovos fritos”, que correspondem a um artefato comum nesta neoplasia
devido a uma falha de fixacdo da amostra. Estes halos podem estar ausentes em secdes
congeladas e amostras rapidamente fixadas (Koehler et al., 2018; Wesseling et al., 2015). Os
oligodendrogliomas sdo muito celulares, porém nos bordos menos celulares é possivel
identificar um padréo infiltrativo difuso, além de formacdes secundarias de grupos celulares
ao redor de neurénios (satelitose), abaixo da pia-mater e ao redor de pequenos vasos na regido
cortical (Wesseling et al., 2015; Kishimoto et al., 2018; Koehler et al., 2018).

De uma forma geral, o grau histologico das neoplasias de SNC variam de | a IV, sendo
classificados como grau | as que apresentam um baixo potencial de proliferacéo e a
possibilidade de sucesso na ressecgdo cirargica (Higgins et al., 2017). As caracteristicas dos

graus encontrados nas diferentes neoplasias estdo descritas ao longo deste texto.

Os oligodendrogliomas sdo classificados como oligodendroglioma grau Il quando
apresentam figuras de mitose ocasionais, associadas a atipia celular marcada. Na classificagéo
dessa neoplasia em humanos, quando o tumor apresenta focos de necrose, proliferagdo

microvascular, ou mais de seis figuras de mitose por 10 campos de maior aumento é
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classificado como oligodendroglioma grau Ill (anaplasico), sendo essas caracteristicas
observadas em aproximadamente 90% desses tumores em cées (Higgins et al., 2017,
Kishimoto et al., 2018). Nos oligodendrogliomas grau Ill (anaplasicos), as células séo
grandes, com aspecto epitelioide, os nucleos geralmente séo grandes e pleomérficos, nucléolo
proeminente, apesar de ainda haver células com padrdo arredondado e nucleos basofilicos
(Bentley et al., 2013; Wesseling et al., 2015). A taxa de proliferacdo pode chegar a 5% nos
tumores de baixo grau e acima de 20% nos tumores de alto grau (Higgins et al., 2017). E
comum encontrar proliferacdo de capilares e areas de calcificacdo, porém ndo sdo achados
especificos para o oligodendroglioma (Wesseling et al., 2015; Kishimoto et al., 2018; Koehler
et al., 2018). Também pode ser encontrado material basofilico semelhante a mucina no
intersticio, ou na forma de lagos microcisticos (Higgins et al., 2017; Koehler et al., 2018).
Oligodendrogliomas multifocais sdo encontrados em gatos e também pode haver propagacao

intensa em ventriculos e sob a meninge (Louis et al., 2007; Bentley et al., 2013).

Na avaliacdo IHQ os oligodendrogliomas sdo marcados pelos anticorpos anti-Olig2
(marcacdo nuclear forte em 80-90% das células), anti-SOX10 (marcacdo nuclear fraca em
88,9% das células), anti-fator de crescimento a derivado de plaquetas (marcacéo forte e difusa
no citoplasma), anti-nestina (marcacdo difusa a focal no citoplasma de aproximadamente
48,1% dos tumores (Wesseling et al., 2015; Kishimoto et al., 2018; Koehler et al., 2018).
Também sdo descritas marcacdes citoplasmaticas fortes com o anticorpo anti-DCX em 81,5%
dos tumores e com anti-BIIT tubulina em aproximadamente metade dos tumores. Ndo ocorre
marcagdo com o anticorpo anti-neurofilamento (Kishimoto et al., 2018). Desta forma, o
estudo de Kishimoto et al. (2018) demonstra que os oligodendrogliomas, principalmente os
anaplasicos, podem ser originados tanto de células percursoras de oligodendrdcitos, como de
células multipotentes imaturas, capazes de se diferenciar em diferentes linhagens celulares,

como oligodendrdcitos, astrocitos e até neurdnios (Kishimoto et al., 2018).

2.3. Astrocitoma

Astrocitos sdo células componentes da neuroglia, responsaveis por diversas fungdes no
SNC, como a regulagdo da concentracdo de neurotransmissores, participam da composicéo da
barreira hematoencefalica, da homeostase encefélica, entre outras fungdes (Mescher, 2018). A
prevaléncia dos astrocitomas na populagéo total de cées gira em torno de 0,32%, sendo que

esses tumores representam aproximadamente 13,22% de todos 0s tumores intracranianos em
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caninos (Song et al., 2013). A média de idade dos cdes afetados € de 8 a 9 anos (Stoica et al.,
2004; Song et al., 2013) e peso médio de 28,9 quilos, sendo considerada uma neoplasia de
cdes de grande porte e velhos (Song et al., 2013). Racas braquicefalicas, como o Boxer € 0
Boston Terrier, apresentam maior predisposicdo para astrocitomas, porém ndo ha

predisposi¢cdo quanto a sexo (Song et al., 2013).

Em felinos, os astrocitomas correspondem a aproximadamente 2.8% de todos os tumores
encontrados no SNC e a idade dos animais acometidos é de 3,1 a 12,9 anos (Troxel et al.,
2003). Astrocitomas séo raros em bovinos (Oliveira et al., 2016), equinos (Cavasin et al.,
2020), cabras (De Las Mulas et al., 1996) e animais silvestres, como as camurcas (Rupicapra
rupicapra) (D'angelo et al., 2005).

As principais localizacBes dos astrocitomas sdo areas isoladas no telencéfalo e diencéfalo
(Stoica et al., 2004; Snyder et al., 2006). Raramente sdo descritos acometendo a medula
espinhal (Stoica et al., 2004) e regido ocular de caes (Siso et al., 2003; Meyerholz e Haynes,
2004; Naranjo et al., 2008). No gato é relatada ocorréncia em bulbo olfatério, lobo piriforme,
lobo parietal, nucleo basal, ventriculo lateral e diencéfalo (Troxel et al., 2003). Os sinais
clinicos observados em casos de astrocitomas séo inespecificos e variados, podendo ocorrer
mudangas de comportamento, perda da consciéncia, convulsdes, distdrbios vestibulares e
perda de viséo (Troxel et al., 2003; Snyder et al., 2006).

Os padrdes morfoldgicos e critérios de classificacdo encontrados em astrocitomas de
animais domésticos sdo semelhantes aos encontrados em humanos (Meuten, 2017; Stoica et

al., 2004) e alteracBes genéticas sdo associadas as formas mais malignas (Stoica et al., 2004).

Os astrocitomas sdo divididos em dois grandes subgrupos, sendo eles os astrocitomas
infiltrativos (em que estdo incluidos astrocitoma difuso, astrocitoma anaplasico, glioblastoma
e a gliomatose cerebral), que correspondem a aproximadamente 90% da casuistica; e 0s
astrocitomas bem circunscritos, que correspondem a um grupo mais raro e especifico
(astrocitoma subependimal de células gigantes, astrocitoma pilocitico, astrocitoma
gemistocitico e xantoastrocitoma pleomarfico) (Louis et al., 2007). Porém, a classificacdo dos
astrocitomas mais comumente empregada € a graduacdo de | a 1V, sendo que nesse tipo de
graduacdo sdo levados em conta a densidade e atipia celular e o numero de mitoses (Louis et
al., 2007; Higgens et al., 2017).
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Os astrocitomas grau | ndo foram ainda descritos em animais. Estes sdo bem
diferenciados, com baixa densidade celular e ndo causam sinais clinicos perceptiveis (Naranjo
et al., 2008; Higgens et al., 2017). Aproximadamente 30% dos astrocitomas sao descritos
como astrocitomas fibrilares, que sdao um subtipo do astrocitoma difuso grau Il (Bentley et al.,
2013; Koehler et al., 2018, Higgens et al., 2017). Este pode estar localizado nos lobos
encefélicos temporal, piriforme, frontal e na medula espinhal (Bentley et al., 2013; Koehler et
al., 2018). Macroscopicamente, em cortes transversais do encéfalo, ndo ha distincdo entre os
limites da substancia branca e cinzenta (Higgens et al., 2017). Microscopicamente apresentam
baixa densidade de células (Naranjo et al., 2008) alongadas a fusiformes, ocasionalmente
poligonais, que infiltram o parénquima adjacente (Louis et al., 2007; Koehler et al., 2018).

Astrocitomas anaplasicos grau 1l apresentam prevaléncia de 30%. Macroscopicamente
sdo semelhantes aos astrocitomas difusos (Higgens et al., 2017). Estes s&o infiltrativos e
apresentam alta densidade de células fusiformes, poligonais a arredondadas, com moderado
pleomorfismo, podendo ser encontradas células gigantes tumorais multinucleadas (Siso et al.,
2003; Stoica et al., 2004; Naranjo et al., 2008; Higgins et al., 2017). Os nucleos sdo grandes e
mais hipercromaticos do que 0s observados no astrocitoma difuso. H& quantidade moderada
de mitoses e as células tendem a se alinhar longitudinalmente ao longo da substancia branca
(Louis et al., 2007; Higgens et al., 2017).

O glioblastoma ou astrocitoma grau IV representa 30% dos tumores de astrocitos e é
considerado 0 mais maligno dentre esses tumores. Tem sua origem em células primitivas
(células tronco) localizadas na regido subependimal e que circundam os ventriculos laterais do
encéfalo, desta forma o glioblastoma localiza-se na substancia branca dos lobos temporal e
parietal, sendo muito raramente encontrado fora dessas regides (Lipsitz et al., 2003; Higgins
et al., 2017). Macroscopicamente sdo pobremente demarcados, com areas de necrose
amareladas a esbranquicadas, focos de hemorragia ou areas cisticas (Higgins et al., 2017).
Microscopicamente o glioblastoma tem natureza infiltrativa, alta densidade celular com
abundantes figuras de mitose, marcada atipia nuclear, podem ocorrer células gigantes,
algumas multinucleadas. Tem como caracteristicas proliferacdo microvascular e extensas
areas de necrose circundadas por células gliais enfileiradas (pseudopalicada), com trombose
(Lipsitz et al., 2003; Stoica et al., 2011; Higgins et al., 2017; Koehler et al., 2018).

A gliomatose cerebral € um glioma infiltrativo, que pode estar localizado em pelo menos

trés lobos do encéfalo ou na medula espinhal. As células neoplasicas sdo alongadas e
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delgadas, com ndcleos retorcidos e uniformemente hipercromaticos, quase helicoidais,

citoplasma escasso e poucas figuras de mitose (Plattner et al., 2012; Higgins et al., 2017).

O astrocitoma de células gigantes subependimais é um representante dos astrocitomas
bem circunscritos, caracterizado macroscopicamente como uma massa brancacenta
circunscrita na regido subependimal, que se projeta para dentro do ventriculo lateral. Esse tipo
de tumor é composto por células bifasicas pleomorficas, dentro de matriz fibrilar disposta de
forma entrelacada e como rosetas perivasculares. As células apresentam formato fusiforme a
poligonal, com citoplasma eosinofilico abundante, semelhante a gemistécitos (Duniho et al.,
2000; Higgins et al., 2017).

O astrocitoma pilocitico ocorre de forma circunscrita na regido de talamo, lobo temporal e
nervo éptico. Microscopicamente apresenta células bipolares compactas, que se assemelham a
fios de cabelo, formando feixes ou &reas microcisticas. Fibras de Rosenthal, goticulas
granulares hialinas, corpos eosinofilicos intracitoplasmaticos e capilares glomeruloides

também sdo observados nestes tumores (Stoica et al., 2004; Higgins et al., 2017).

Astrocitoma gemistocitico € encontrado mais frequentemente no cerebelo e menos
frequentemente na medula espinhal. Macroscopicamente se apresenta como area extensa bem
demarcada, amarronzada, intercalada por areas necroticas amareladas e areas cisticas.
Microscopicamente é composto por corddes de células arredondadas com citoplasma
eosinofilico e ndcleo excéntrico, semelhantes aos gemistdcitos (Higgins et al., 2017; Koehler
etal., 2018).

Xantoastrocitoma pleomérfico foi descrito somente uma vez em um cdo, como uma massa
bem delimitada, com bordas hemorragicas e centro amarronzado, com localizacdo intra-axial
na medula oblonga. Microscopicamente apresenta células pleomérficas, pode conter células
gigantes, vacuolizacOes citoplasmaticas pouco coradas, negativas na coloracdo de PAS. Ha
também pequenas células alongadas e fibras reticulares ao redor de grupos de células
neoplasicas. A neoplasia também contém vasos sanguineos pequenos e tortuosos, bem como

vasos maiores (Hostnik et al., 2015; Higgins et al., 2017).

O astroblastoma é um tumor raramente relatado em cédes (Cowart et al., 2005),
caracterizado pela formagdo de rosetas constituidas por células alongadas de citoplasma
eosinofilico em palicada, dispostas ao redor de um vaso sanguineo central. Este tumor é
reativo na marcacgdo IHQ para S-100 e GFAP (Cowart et al., 2005; Stoica et al., 2011).
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O astrocitoma angiocéntrico foi relatado em felino. Macroscopicamente caracteriza-se
por leptomeninges do bulbo olfatério, cortex olfatorio, giros cerebrais e nucleo septal
espessados, coloracdo cinza a marrom, € firme, com pequenas areas de hemorragia.
Microscopicamente apresenta densos agregados de células neopléasicas poligonais a alongadas
arranjadas ao longo dos espagos  perivasculares, ocasionalmente  orientadas
perpendicularmente nos vasos sanguineos, formando pali¢adas. Na IHQ ha forte marcagéo das

células neopléasicas para GFAP, S-100 e vimentina (Rissi et al., 2019).

O marcador imuno-histoquimico para astrocitoma é o0 GFAP, com aproximadamente 84%
das células marcadas, sendo mais acentuada nos tumores bem diferenciados (Stoica et al.,
2004), apesar de ser descrita marcacdo constante dos glioblastomas (Lipsitz et al., 2003; Louis
et al., 2007). Por outro lado, anti-Nestina produz boa marcacdo, tanto em tumores bem
diferenciados quanto nos indiferenciados (Ide et al., 2010). O marcador S-100 (Stoica et al.,
2011) e o DCX geram marcagdo mais discreta nos astrocitomas (Duniho et al., 2000; Ide et
al., 2010). O marcador MAPs (do inglés microtubule-associated proteins, sdo grupos de
proteinas do citoesqueleto, sendo MAP2 regulador da homeostase dos microtubulos, com
importante fungdo em astrocitos) € um marcador rotineiramente utilizado em gliomas
humanos e com algum grau de marcagdo nos astrocitomas caninos (Demeter et al., 2019).
Neurofilamento, Bl Tubulina, e citoqueratina ndo apresentam marca¢do em astrocitomas
(Ide et al., 2010).

A proteina p53 é responsavel por induzir a apoptose ap6s dano ao DNA celular. Cerca
de 35% dos astrocitomas tém superexpressdo da p53, sendo que as areas mais fortemente
marcadas para essa proteina sdo aquelas com células menos diferenciadas, evidenciando a

relacdo direta entre a mutagcdo em p53 e 0s astrocitomas (Stoica et al., 2004).

Alguns marcadores sdo utilizados para auxiliar no prognostico dos astrocitomas, como a
proteina transmembrana EGFR (do inglés Epidermal growth fator receptor), expressa em
aproximadamente 52% dos gliomas, sendo que os menos diferenciados apresentam maiores
marcagoes, assim como o Ki-67, marcador de proliferagdo celular, com maior marcacédo em

tumores menos diferenciadas (Fraser et al., 2016).

2.4 Neoplasias de Plexo Coroide
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Os tumores de plexo coroide (TPC) sdo neoplasias mais comuns em cées (Higgins et al.
2017), raros em felinos (Troxel et al., 2003), caprinos (Klopfleisch et al., 2006; Lohr, 2013),
bovinos (Ortloff et al., 2017) e equinos (Sardon et al., 2008; Rocha et al., 2014). Nos caninos
a prevaléncia é de 0,1% e de 4 a 5.7% quando comparada aos tumores primarios do SNC
(Snyder et al., 2006; Westworth et al., 2008; Song et al., 2013). A média da idade dos caninos
afetados é de 6 anos, porém, ndo foi observada correlacéo entre idade do animal e ocorréncia
do tumor (Song et al., 2013) e nem predilecéo por sexo (Westworth et al., 2008). A média de
peso dos caninos € de 23 quilos sendo, entdo, uma neoplasia de cdes de médio a grande porte
(Song et al., 2013), com as ragas Golden Retriever, Dalmata e Setter Inglés mais predispostas
a ocorréncia dos TPC (Westworth et al., 2008; Song et al., 2013).

Os TPC sdo relatados em telencéfalo, diencéfalo, mielencéfalo, mesencéfalo e cerebelo
(Snyder et al., 2006). O quarto ventriculo é o local mais acometido, com 46% de todos os
tipos de neoplasia encefélica, seguido do terceiro ventriculo com 36% e ventriculos laterais
com 18% dos TPC, sendo os carcinomas mais frequentes que os papilomas (Westworth et al.,
2008).

O sinal clinico mais comumente observado ¢ mudanca de comportamento, seguido por
sindrome vestibular, alteracdo no posicionamento do pescoco, convulsbes e regurgitacdo
(Andrade et al., 2019; Snyder et al., 2006; Pastorello et al., 2010).

Macroscopicamente, os tumores de plexo coroide sdo bem delimitados, com coloragéo
acinzentada a brancacenta e avermelhada. Podem apresentar-se como massas de superficie
irregular ou crescimento papiliforme que se projeta para a luz dos ventriculos, podendo
ocasionar hidrocefalia por obstrucdo e perda da capacidade de absor¢do do liquor (Westworth
et al., 2008; Pastorello et al., 2010; Higgins et al., 2017), tanto nos tumores benignos como
malignos, com porcentagens de 90 e 82%, respectivamente (Muscatello et al., 2018).
Frequentemente, TPC classificados histologicamente como benignos apresentam
comportamento maligno, como invasdo do parénquima encefalico (Westworth et al., 2008;
Muscatello et al., 2018). Por outro lado, os locais mais frequentemente invadidos, em ordem
decrescente, sdo parénquima encefélico, regido intraventricular e espaco subaracnoide
(Muscatello et al., 2018). Reagdo subependiméria secundaria ao tumor pode ser observada
(Rocha et al., 2014).

Os tumores de plexo coroide sdo classificados em trés tipos: papilomas de plexo coroide

(PPC), papiloma atipico de plexo coroide (PAPC) e carcinoma de plexo coroide (CPC)
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(Westworth et al., 2008; Higgins et al., 2017), sendo 36 a 42% classificados como benignos e
58 a 64% como malignos (Westworth et al., 2008; Muscatello et al., 2018). Os PPC ou tumor
de plexo coroide grau | (TPC I) possuem arquitetura arboriforme, com camada de células
colunares a cuboides, estroma fibrovascular delicado, muito semelhante ao plexo coroide
normal, porém, a celularidade é maior, podendo haver estratificacdo e areas de mineralizacdo
(Westworth et al., 2008; Wolburg e Paulus, 2010; Higgins et al., 2017). As mitoses nesse
tumor sdo incomuns, com menos de uma figura a cada 10 campos de maior aumento (400X)
(Louis et al., 2007). Os PAPC ou tumores de plexo coroide grau Il (TPC II) sdo muito raros,
possuindo pelo menos duas das quatro caracteristicas a seguir: maior celularidade, atipia
nuclear, perda do padrdo papilar e necrose (Higgins et al., 2017; Muscatello et al., 2018). Os
CPC ou tumores de plexo coroide grau Il (TPC I1l) possuem pelo menos quatro das seis
caracteristicas a seguir: mais de cinco figuras de mitose por 10 campos de maior aumento;
atipia nuclear; multiplas camadas epiteliais; grande densidade celular; perda do padréo
papilar, com formacdo de camadas solidas; e &reas de necrose (Westworth et al., 2008;
Pastorello et al., 2010; Higgins et al., 2017). Também é comum encontrar nos TPC Ill invasao
local, propagacdo extraventricular no espaco subaracnoide do encéfalo e da medula espinhal,
muitas vezes impossibilitando a identificacdo do local de origem do tumor (Westworth et al.,
2008; Muscatello et al., 2018). Desmoplasia pode ser observada nos TPC Il (65%) e TPC I
(9%) (Muscatello et al., 2018).

Nos exames citoldgicos do liquor podem ser observados grupos coesos de células de
aparéncia epitelial, pode haver anisocitose e anisocariose variadas, conforme a diferenciacéo
do tumor (Pastorello et al., 2010). Aumento da densidade vascular é observada em
aproximadamente 61% dos casos de TPC e ndo estd associada ao grau de classificacdo dos
tumores, enquanto € observada proliferacdo glomeruloide microvascular em 27% dos
tumores, sendo 43% de CPC e apenas 4% de PPC (Muscatello et al., 2018). Na reacdo de
IHQ, o Fator de expressao de crescimento vascular sé ndo foi observado em 12% dos casos de

TPC, porém a marcacéo foi fraca, tanto nos PPC quanto nos CPC (Muscatello et al., 2018).

Na marcacdo IHQ, TPC com anaplasia marcada foram positivos para pancitoqueratina e
citoqueratina AE1, enquanto a citoqueratina AE3 marcou mais 0s tumores menos
diferenciados, além de células com diferenciacdo escamosa (Cantile et al., 2002; Higgins et
al., 2017). Alguns TPC podem apresentar marcacdo para GFAP e S-100 (Cantile et al., 2002;
Pastorello et al., 2010; Wolburg e Paulus, 2010). Marcacdo acentuada para vimentina pode
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ocorrer nas células neoplésicas, apesar de nao ocorrer marcagdo em células normais do plexo
coroide (Cantile et al., 2002; Pastorello et al., 2010).

Para o progndstico do tumor pode se fazer correlacdo com a diferenciacdo celular e com o
grau de proliferacdo celular e microvascular. No plexo coroide normal aproximadamente
0,15% das células epiteliais sdo marcadas com Ki67, enquanto que nos CPC 5,14% e nos PPC

0.94% de células sdo marcadas (Muscatello et al., 2018).

3. CONSIDERACOES FINAIS

O aumento na expectativa de vida dos animais de companhia, por meio do controle de
doencas infecciosas e pelos avangos na Medicina Veterinaria levou a um aumento de doengas
relacionadas com a idade, como as neoplasias. Ao mesmo tempo, técnicas outrora inacessiveis
como a imuno-histoquimica e exames de imagem avancados como ressonancia magnética se
tornaram cada vez mais utilizados e presentes na rotina diagnostica veterinaria. A utilizaco
de um sistema adequado e Unico de classificacdo e graduacdo de neoplasias primarias do
sistema nervoso central se faz necessario para que as areas de clinica, imagem, cirurgia e
patologia veterinaria possam interagir entre si para uma conduta cada vez mais adequada no
diagndstico e tratamento dessas neoplasias. Os caninos sdo a espécie mais frequentemente
acometida pelas neoplasias do SNC, sendo as caracteristicas desses tumores semelhantes as
encontradas em humanos, desta forma as informacgdes e avangos obtidos no estudo das

neoplasias em cées contribuem para o entendimento das neoplasias em humanos.
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Mature intracranial teratoma with meningocele in a lamb

Teratoma intracraniano benigno com meningocele em um cordeiro

ABSTRACT

This study describes the pathological aspects of a mature intracranial teratoma with
meningocele in a one-day-old lamb. The diagnosis of mature teratoma was based on
microscopic features, where well-differentiated tissues representative of the three germ layers
were observed. The tumor consisted of respiratory, gastrointestinal and urinary epithelium as
components of the endoderm; muscle and bone tissues as components of the mesoderm; and
keratinized stratified squamous epithelium and adnexa as components of the ectoderm. To the
best of our knowledge, this is the first report of intracranial teratoma with meningocele in
animals.

Keywords: intracranial teratoma; meningocele; lamb;

RESUMO

Descrevem-se 0s aspectos patologicos de um teratoma intracraniano benigno com
meningocele em um cordeiro de um dia de idade. O diagndstico de teratoma benigno foi
baseado nos achados histopatol6gicos, com tecidos representativos das trés camadas
germinativas. O tumor consistia de epitélio respiratorio, gastrintestinal e urinario como
componentes do endoderma; tecido muscular e 6sseo do mesoderma; e epitélio escamoso
estratificado queratinizado e anexos como componentes do ectoderma. Com base no
conhecimento dos autores, este é o primeiro relato de teratoma intracraniano com
meningocele em animais.

Palavras-chaves: teratoma intracranial; meningocele; cordeiro.

Teratomas are tumors that contain cellular components derived from at least two of the
three embryonic germ layers (Reindel et al., 1996). They probably arise from pluripotential
germ cells that have undergone differentiation (AGNEW & MACLACHLAN, 2017).
Teratomas in humans account for approximately 0.5-1% of primary adult intracranial tumors,
with a higher frequency in children (~7%) and are more common in the pineal region,
suprasellar cistern, basal ganglia, and thalamus (Zygourakis et al., 2015).

In non-human mammals, intracranial teratomas have been reported in alpaca (Hill e
Mirams, 2008), cat (Chénier et al., 1998), rat (Reindel et al., 1996), dog (Patnaik e Nafe,



34

1980), rabbit (Bishop, 1978), sheep (Damodaran et al., 1978) and deer (HEADLEY et al.,
2016), with younger animals being the most affected (Chénier et al., 1998).

Histologically, teratomas can be classified as mature or immature tumors. A mature
teratoma consists of the complete differentiation of the ectodermal, mesodermal and
endodermal elements (COLPAN et al., 2004). Immature teratoma have more undifferentiated
tissue consisting of embryonic mesodermal elements and neuroectodermal tissue and have a
high mitotic index (HIGGINS et al., 2017).

Meningocele is a congenital anomaly in domestic animals characterized by the
herniation of fluid-filled meninges through a defect in the cranium. The herniation is related
to the suture lines, usually in the frontal region. It occurs from a focal failure of dehiscence of
the neural tube from the embryonic ectoderm, accompanied by a focal failure of the
development of the axial skeletal encasement (Maxie, 2007). In animals, meningocele has
been reported in calves (Lapointe et al., 2000) lambs (Kohli, 1998), foals, pigs (CHO et al.,
2015) and cats (Maxie, 2007).

The association of tumors in the central nervous system with defects of the neural tube
is rare and has been reported in humans, such as in the association of an encephalocele and
spinal teratoma (Radmanesh et al., 2007) and in the Currarino triad, a congenital disease
characterized by sacral agenesis, anorectal malformations, and a presacral mass, which in
most cases is a teratoma in the spinal cord (Chakhalian et al., 2017; Bagrodia et al., 2018;
Emoto et al., 2018). This report aimed to describe the pathological aspects of a mature
intracranial teratoma with meningocele in a lamb.

A one-day-old male Santa Inés lamb was submitted to necropsy in the Veterinary
Pathology Laboratory at the Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais State, Brazil. At
necropsy, a two-centimeter osseous defect (cranium bifidum), not covered by skin, in the
dorsal region of the parietal bone with a 2.0x2.5x2.5 cm protrusion of fluid-filled meninges
(meningocele) (Fig. 1A) was found. A viscous fluid (Figure 1B) involving the leptomeninges
from the meningocele to the cerebellum and brainstem region was observed. The cerebellum
was laterally displaced, with flattening of the gyri and narrowing of the sulci, and on the right
side, there was a firm whitish mass with an area of 3,0x2.5 cm with hairs protruding on its
surface (Figure 1C). The mass involved the colliculi, was impossible to distinguish between
the caudal and rostral colliculi, and displaced the medulla oblongata laterally. The hairs were
deeper in the brainstem and terminated in a cystic cavity filled with viscous fluid. Discrete

bilateral enlargement of the lateral ventricles was also observed. Tissue samples were fixed in
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10% neutral buffered formalin and routinely processed for histopathologic examination.
Additional brain sections were submitted to alcian blue staining.

Microscopically, a pseudostratified columnar ciliated epithelium with goblet cells,
associated with serous glands in the submucosa (Figure 2A), characterizing a typical
respiratory epithelium, was observed. In other areas, osseous tissue forming trabecular bone
was observed (Figure 2B). Adjacent to the respiratory epithelium, there was a keratinized
stratified squamous epithelium (Figure 2C) associated with hair follicles and sweat and
sebaceous glands. As a continuation of this epithelium, there was a stratified and
nonkeratinized squamous epithelium, with mucous glands in the submucosa and two muscular
layers (internal circular and external longitudinal) immediately below it, structures that
resembled a segment of the esophagus. Additionally, there were areas with a transitional
urinary epithelium, characterized by basal nuclei and a greater amount of apical cytoplasm in
the outermost layer. In several regions, striated skeletal muscle and smooth muscle were
observed. Alcian blue staining (pH 2.5) demonstrated acidic mucin in the cytoplasm of the
serous glands, mucous glands, and goblet cells (Figure 2D).

The etiology and pathogenesis of extragonadal teratomas are still obscure. Some
theories affirm that some embryonic germ cells do not reach the gonadal ridge and migrate
aberrantly. These ectopic germ cells are generally incorporated into midline structures, which
can be associated with the head, mediastinum or sacrococcygeal region. Lacking the signs of
normal maturation, these ectopic germ cells conserve their pluripotential capacity and can
develop into teratomas or any other type of germ cell neoplasm (TAPPER & LACK, 1984).
The possibility of two different pathogeneses, one for teratoma and the other for meningocele,
cannot be excluded. However, teratomas associated with defects of the neural tube are
reported in humans (EMOTO et al., 2018, RADMANESH et al., 2007).

In the case described here, the diagnosis of mature intracranial teratoma was based on
the microscopic findings of well-differentiated tissue originating from the three germ layers.
Respiratory, esophageal and urinary epithelium represented the endoderm, bone and muscular
tissue represented the mesoderm and the keratinized stratified squamous epithelium,
associated with hair follicles and sweat and sebaceous glands, represented the ectoderm.
These histological characteristics are consistent with those described in the literature (Reindel
et al., 1996). To the best of our knowledge, this is the first report of intracranial teratoma with

meningocele in animals.
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Fig. 1. Intracranial teratoma with meningocele in a lamb. (A) Cranium bifidum and
meningocele. (B) Meningocele (arrow) and teratoma with a viscous fluid involving the

leptomeninges. (C) Meningocele (arrow) and teratoma with black hairs (arrowhead) in the
region of the cerebellum and brainstem.
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Fig. 2. Intracranial teratoma in a lamb. (A) Pseudostratified columnar ciliated epithelium
(arrow) associated with serous glands (asterisks) and nervous tissue (arrowhead), H&E
staining, bar 200 um. (B) Respiratory epithelium (arrow) and areas with osseous tissue and
trabecular bones (asterisks), H&E staining, bar 100 um. (C) Respiratory epithelium changing
to keratinized stratified squamous epithelium (arrow), H&E staining, bar 50 pm. (D)
Stratified keratinized squamous epithelium, associated with hair follicles and sweat and
sebaceous glands (arrowhead), which was continued with stratified nonkeratinized squamous
epithelium and mucous glands with acidic mucin (asterisks), alcian blue staining (pH 2.5), bar
200 pm.
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Aspectos histoldgicos e imuno-histoquimicos de tumores primarios do
sistema nervoso central de caninos (2000-2021)

ABSTRACT. - Histological and immunohistochemical aspects of primary tumors of the canine
central nervous system (2000-2021). Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):000-000. Setor de Patologia
Veterindria, Departamento de Medicina Veterinaria, Faculdade de Zootecnia e Medicina Veterindria,
Universidade Federal de Lavras, Campus Universitario. Cx Postal 3037, Lavras. MG 37200-900, Brazil. E-
mail:

Nine cases of primary tumors of the central nervous system (CNS) in dogs diagnosed over a 21-year
period were reviewed according to the criteria of the World Health Organization (WHO 2007) and Higgins
et al. (2017), and subjected to IHQ labeling using the primary antibodies anti-NeuN, -specific neuron
enolase, -Olig2, -GFAP, -neurofilament, -S-100, -chromogranin, -synaptophysin, -pan-cytokeratin, -
vimentin and -PCNA. Information regarding sex, age, breed, clinical signs, anatomical location, and
macroscopic lesions were also documented. The frequency of primary CNS neoplasms, when compared
with neoplasms in different systems, was 2.62%. The most frequently diagnosed neoplasms were
meningioma (55.5%), oligodendroglioma (33.3%) and astrocytoma (=glioblastoma; 11.1%), respectively.
Meningiomas showed immunolabeling to vimentin, PCNA, and pan-cytokeratin, with more intense anti-
pan-cytokeratin labeling in psammomatous meningioma. Oligodendrogliomas showed marked
immunolabeling for Olig2, moderate for vimentin and moderate to accentuated for PCNA. The
glioblastoma was markedly labeled for GFAP and moderate for vimentin. Based on microscopic
characteristics and reinforced by IHC, tumors were classified as transitional meningioma grade I,
transitional grade II, psammomatous grade II, papillary grade III, oligodendroglioma grade III, and
astrocytoma grade IV. There are little data on the frequency and characteristics of primary neoplasms of
the CNS of animals in Brazil. Thus, this study contributes to pathological and epidemiological data on CNS
tumors in dogs.

INDEX TERMS: astrocytoma, glioblastoma, meningioma, oligodendroglioma.

RESUMO.- [Aspectos histolégicos e imuno-histoquimicos de tumores primarios do sistema nervoso
central de caninos (2000-2021).] Nove casos de tumor primario do sistema nervoso central
diagnosticados em um periodo de 21 anos foram revisados, de acordo com os critérios da Organizacao
Mundial da Saude (OMS 2007) e Higgins et al. (2017) e submetidos a imuno-histoquimica (IHQ) utilizando
os anticorpos primarios anti-Neul, -enolase neur6dnio especifica, -Olig2, -GFAP, -neurofilamento, -S-100, -
cromogranina, -sinaptofisina, -pancitoqueratina, -vimentina e -PCNA. Informacdes referentes a sexo,
idade, raca, sinais clinicos, localizacdo anatomica e lesdes macroscépicas também foram documentadas. A
frequéncia das neoplasias primarias do SNC, quando comparadas com neoplasias em diferentes sistemas,
foi de 2,62%. As neoplasias mais frequentemente diagnosticadas foram o meningioma (55,5%),
oligodendroglioma (33,3%) e astrocitoma (=glioblastoma; 11,1%). Na marca¢do IHQ os meningiomas
foram fortemente marcados para vimentina, pancitoqueratina e PCNA, com imunomarcagdo para
pancitoqueratina mais acentuada no meningioma psamomatoso. Os oligodendrogliomas mostraram
imunomarcag¢io acentuada para Olig2, moderada para vimentina e moderada a acentuada para PCNA. O
glioblastoma teve marcagdo acentuada para GFAP e moderada para vimentina. Com base nas
caracteristicas microscopicas, refor¢adas pela IHQ, os tumores foram classificados como: meningioma
transicional de grau [, transicional grau II, meningioma psamomatoso grau II, meningioma papilar grau III,
oligodendroglioma grau III e astrocitoma grau IV. No Brasil existem poucos dados sobre frequéncia e
caracteristicas das neoplasias primdarias do SNC de animais. Desta forma, este estudo contribuird com
dados epidemiolégicos e patolégicos sobre as neoplasias do SNC em cies.

TERMOS DE INDEXACAOQ: astrocitoma, glioblastoma, meningioma, oligodendroglioma

INTRODUGAO

As neoplasias do sistema nervoso central (SNC) sdo relativamente raras na maioria das espécies
domésticas e sdo classificadas de acordo com a origem celular, a forma de crescimento e o grau de
diferenciacdo celular (Sisé et al. 2003, Stoica et al. 2004). Os cdes sdo mais frequentemente acometidos,
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com aproximadamente 75% dos casos, seguidos pelos gatos, com 15%, e 10% nas demais espécies
animais (Higgins et al. 2017).

A prevaléncia de neoplasias do SNC em cdes é de 4,5%, as de origem primaria equivalem a 2,3%,
enquanto 2,2% sdo provenientes de metastases (Song et al, 2013). O sinal clinico mais comumente
observado nesses tipos de tumores é a convulsdo, seguida por alteracdes no comportamento, sindrome
vestibular, andar em circulos, altera¢des de locomocdo, apatia, paralisia e distirbios visuais, como
cegueira (Snyder et al, 2006; Kishimoto et al, 2018). Tumores primarios do SNC dificilmente fazem
metastase para outros 6rgaos e ocorrem, mais frequentemente, em telencéfalo e diencéfalo (Snyder et al,
2006). Em ordem decrescente, os mais frequentemente encontrados sdo meningioma, oligodendroglioma,
astrocitoma e tumores de plexo coroide (Snyder et al. 2006, Song et al. 2013, Chaves et al. 2018),

O grau histoldgico das neoplasias de SNC varia de I a IV, sendo classificados como grau [ as que
apresentam baixo potencial de proliferacdo e possibilidade de sucesso na ressecgao cirurgica (Higgins et
al. 2017) com descrigao das caracteristicas da graduagao para cada neoplasia primaria do SNC.

0 meningioma é uma neoplasia derivada das células meningoteliais que recobrem as vilosidades da
membrana aracnoide (Higgins et al. 2017). A classificacdo histolégica de neoplasias do SNC proposta pela
World Health Organization em 2016 divide os meningiomas em grau I ou benigno (subtipos meningotelial,
fibroso, transicional, psamomatoso, angiomatoso, microcistico e secretério), grau Il ou atipico (subtipos
atipico, cordoide e de células claras), e grau III ou anaplasico (subtipo papilar e rabdoide) (Louis et al.
2007, Higgins et al. 2017). Em geral, os meningiomas sdo fortemente marcados na IHQ para vimentina
(Marcasso et al. 2005, Montoliu et al. 2006). As células que formam espirais e as areas perivasculares
costumam marcar mais fortemente, ao contrario de areas com formagdes microcisticas (Montoliu et al.
2006). A imunomarcacgdo para S-100 é intensa (Montoliu et al. 2006) a moderada (Montoliu et al. 2006,
Marcasso et al. 2015) na grande maioria dos meningiomas, em que células com formas fibroblasticas sao
mais marcadas que células que formam espirais (Montoliu et al. 2006). A expressdo de citoqueratina é
observada em poucos casos (aproximadamente 17%), com marcacgao restrita a pequenas areas (Montoliu
etal. 2006).

0 oligodendroglioma, neoplasia originaria de oligodendrdcitos, é classificado como oligodendroglioma
grau Il quando apresenta figuras de mitose ocasionais associadas a atipia celular marcada, e grau III
(anaplasico) quando o tumor apresenta focos de necrose, proliferacdo microvascular, ou mais de seis
figuras de mitose por 10 campos de maior aumento (400x), caracteristicas essas observadas em
aproximadamente 90% desses tumores em cdes (Higgins et al. 2017, Kishimoto et al. 2018). Na avalia¢do
[HQ os oligodendrogliomas sdo marcados pelos anticorpos anti-Olig2 (marcag¢io nuclear forte em 80-90%
das células (Wesseling et al. 2015, Higgins et al. 2017, Kishimoto et al. 2018, Koehler et al. 2018).

Os astrocitomas, que sdo tumores de astrocitos, representam aproximadamente 13,22% de todos os
tumores intracranianos em caninos (Song et al. 2013). Eles sao classificados em dois grandes subgrupos;
os astrocitomas infiltrativos (em que estdo incluidos astrocitoma difuso, astrocitoma anaplasico,
glioblastoma e gliomatose cerebral), que correspondem a aproximadamente 90% da casuistica; e os
astrocitomas bem circunscritos, que correspondem a um grupo mais raro e especifico (neste grupo estdo
astrocitoma subependimal de células gigantes, astrocitoma pilocitico, astrocitoma gemistocitico e
xantoastrocitoma pleomorfico) (Louis et al. 2007). Porém, a classificagio dos astrocitomas mais
comumente empregada é a graduacdo de I a IV. Nessa graduagdo sdo levados em conta a densidade e
atipia celular e o nimero de mitoses (Louis et al. 2007, Higgens et al. 2017). O marcador imuno-
histoquimico para astrocitoma é o GFAP, com marcacdo de aproximadamente 84% das células, mais
acentuada nos tumores bem diferenciados (Stoica et al. 2004), apesar de ser descrita marca¢do constante
nos glioblastomas (Lipsitz et al. 2003, Louis et al. 2007). Desta forma, o objetivo deste estudo é classificar
pela histopatologia e pela IHQ as neoplasias de SNC em caninos, além de descrever os achados
epidemioldgicos, clinicos e patolégicos das neoplasias.
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MATERIAIS E METODOS

Analise histopatolégica e histoquimica. As amostras avaliadas neste estudo sdo provenientes de
neoplasias do SNC de caninos encaminhados para necropsia no Setor de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal de Lavras de 2000 a 2021. Fragmentos das neoplasias foram coletados em formalina
tamponada a 10%. As amostras foram processadas rotineiramente para histopatologia e incluidas em
parafina, cortadas em se¢des de 5pm coradas em Hematoxilina e Eosina. Os meningiomas também foram
submetidos a coloragdo histoquimica de Tricromico de Masson e os oligodendrogliomas ao Alcian Blue. Ao
exame histopatoldgico as neoplasias foram classificadas conforme Higgins et al. (2017).

Imuno-histoquimica. Cortes adicionais foram realizados e dispostos em ldminas silanizadas para
realizacdo de IHQ. Foram empregados os anticorpos primarios anti-NeuN, -enolase neurdnio especifica, -
Olig2, -GFAP, -neurofilamento (clone 2F11) (NF), -S-100, -cromogranina, -sinaptofisina, -pancitoqueratina,
-vimentina e PCNA, conforme protocolo adaptado de Kishimoto et al. (2018). As especificagcdes e a diluigcdo
dos anticorpos empregados estdo descritas no Quadro 1. A reativagio antigénica foi realizada pelo calor,
em tampdo Tris EDTA (pH 9,0), em micro-ondas doméstico, poténcia total, por 10 minutos. Para
completar a marcacdo foi utilizado um kit comercial (Polimero Histofine Simple Stain) contendo anticorpo
secundario conjugado com biotina e estreptavidina conjugada com peroxidase. A reacio foi revelada com
DAB (3,3-diaminobenzidina, DAKO). Como controle negativo o anticorpo primario foi substituido por soro
fetal bovino e como controle positivo foram utilizadas amostras de SNC, pele (pancitoqueratina e
vimentina) e adrenal (enolase, sinaptofisina e cromogranina) de c3es.

Quadro 1. Anticorpos utilizados em marcac¢iao imuno-histoquimica de neoplasias primarias do
sistema nervoso central de cies

Anticorpo Hospedeiro Tipo Diluicao Fabricante

Antigeno Nuclear de Camundongo Monoclonal 1:1000 Dako Cytomation

Proliferacao Celular

(PCNA)

PanCitoqueratina Camundongo Coquetel 1:200 Invitrogen

AE1/AE3

Cromogranina A Coelho Policlonal 1:200 Dako Cytomation

EnolaseNeuronio Camundongo Monoclonal Anticorpo pronto Dako

Especifica

NeuN Coelho Monoclonal 1:1000 Sigma Aldrich

Neurofilamento Camundongo Monoclonal 1:1000 Dako Cytomation

Olig2 Coelho Policlonal 1:1000 Sigma Life Science

Proteina Acida Fibrilar Coelho Policlonal 1:500 Dako Cytomation

Glial

Sinaptofisina Camundongo Monoclonal 1:20 Dako Cytomation

S100 Camundongo Monoclonal 1:100 Invitrogen

Vimentina Camundongo Monoclonal 1:200 SigmaAldrich
RESULTADOS

No periodo de 2000 a mar¢co de 2021 foram necropsiados 2.672 caes. Destes, 343 (12,83%) foram
diagnosticados com neoplasia em diferentes sistemas e, dentre essas neoplasias, nove (2,62%) eram
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primarias do SNC, classificadas como meningioma (5/9), oligodendroglioma (3/9) e astrocitoma
(glioblastoma) (1/9). Dados sobre os cies, o diagnoéstico e sinais clinicos estdo demonstrados na Tabela 1.
Somente os Caninos 7, 8 e 9 tiveram morte espontinea, os demais foram submetidos a eutanasia, pela
gravidade dos sinais clinicos.

Lesdes Macroscépicas. Os meningiomas (Fig. 1) variaram de 1,5 a 3,0 cm, eram compressivos (Caninos 1-
5), infiltrativos (Caninos 3-5) e firmes (Caninos 1-5). A superficie tumoral era irregular (multinodular)
(Caninos 1,3,5) a nodular (Caninos 2,4), ao corte os tumores eram branco-acinzentados (Caninos 1-4) a
branco-amarelados (Canino 5) com areas avermelhadas intercaladas (Canino 4). Abrangiam a regido da
base encefdlica e mediolateral direita da ponte e regido ventral direita do cerebelo (Canino 1), fossa
hipofisaria (Canino 2), bulbo olfatério e adjacéncias da lamina crivosa (Canino 3), base do lobo frontal
(Caninos 3,4) e lobo piriforme esquerdo (Canino 5). A superficie de corte havia areas fridveis no
parénquima adjacente, indicativas de perda de parénquima encefalico por compressdo (Canino 5; Fig. 1).

Tabela 1 - Neoplasias primarias do SNC em caninos, resenha do animal, diagndstico e sinais

clinicos

Canino  Sexo Idade Raga Diagnoéstico Sinais clinicos

1 F 11a Boxer Meningioma Nao informados

2 M 13a SRD Meningioma Convulsdo (2 anos); nistagmo, andar em
circulos (5 dias).

3 F 11a Boxer Meningioma Tetraparesia, tremores, trismo mandibular,
perda de propriocep¢do

4 M 12a  Yorkshire Meningioma Sinais neurolégicos nio especificados

5 F 10a SRD Meningioma Convulsdo, midriase, ataxia, hiperestesia,
perda de propriocepgao, cegueira bilateral

6 F 8a SRD Oligodendroglioma  Convulsao (meses), oligtiria (1 més)

7 F 5a Yorkshire  Oligodendroglioma Convulsdo, hiperestesia, andar compulsivo em
circulos; perda de propriocepgdo e visdo, ptose
facial direita.

8 F 10a Bulldog Oligodendroglioma Perda de visdo, andar em circulos e convulsdes

Francés (1 ano)
9 M 6m  Rottweiler Glioblastoma Convulsio (3 meses); inquietacdo, ptose

palpebral, dispneia e membros rigidos (1 dia)

a: anos; m: meses; SRD: sem raca definida

Os oligodendrogliomas (Fig. 1 E, F) apresentaram-se como proliferacdes de 1,5 a 3,0 cm de diametro,
macias, acinzentadas (Caninos 6-8), com areas avermelhadas (Caninos 7,8) e superficie gelatinosa ao
corte. Localizaram-se em lobo piriforme (Caninos 6,8) ou telencéfalo esquerdo (Canino 7), com
compressao do parénquima cerebral adjacente.

No caso do glioblastoma havia achatamento das circunvolugdes do hemisfério cerebral esquerdo. Ao
corte observou-se massa acinzentada e macia, bem delimitada, medindo 7 x 5 x 5 cm, com areas centrais
amareladas, fridveis ou hemorragicas. Essa massa estendia-se do bulbo olfatério ao tdlamo, projetando-se
na direcdo do ventriculo lateral esquerdo. Havia ainda dilatacdo dos ventriculos laterais, atrofia por
compressao da substancia branca periventricular e hipocampo esquerdos e distor¢cdo do hemisfério
cerebral direito e mesencéfalo, com obstrugdo parcial do ducto mesencefalico e terceiro ventriculo.

Lesdes histopatologicas e achados histoquimicos. O meningioma dos Caninos 1, 2 e 4 foi
histologicamente semelhante. Havia proliferacao de células alongadas formando feixes e corddes celulares
em meio a grupos de células sinciciais que formavam espirais concéntricas bem demarcadas (Fig. 2). O
padrdo de ninhos e espirais celulares foi mais evidente no Canino 4. As células possuiam nucleos
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arredondados a ovalados, predominantemente tumefeitos, citoplasma de tamanho moderado, poligonal a
alongado. Havia anisocitose e anisocariose discretas a moderadas e, em média, uma figura de mitose por
campo de maior aumento. Nos Caninos 2 e 4 foi observado infiltrado de neutréfilos e macréfagos
multifocal moderado em meio as células tumorais. No canino 4 havia infiltragio tumoral no parénquima
adjacente (Fig. 2), além de necrose multifocal. Na coloracdo de tricromico de Masson houve marcagio
discreta em paredes de vasos em todos os meningiomas.

0 meningioma do Canino 3 apresentou padrdo celular predominantemente sélido, formando ninhos
com anisocitose e anisocariose acentuadas e ao centro havia grande quantidade de estruturas lamelares
concéntricas, muitas delas calcificadas (corpos psamomatosos) (Fig. 3). Circundando esses ninhos
celulares havia células fusiformes formando feixes. As células desses ninhos tinham ntcleo oval, alguns
eram vesiculares, com cromatina granular e citoplasma com bordas pouco definidas. Havia infiltracdo das
células neoplasicas no parénquima adjacente e no tecido 6sseo nasal. Em meio ao tumor havia
proliferacao discreta de estroma de sustentacao, evidenciado pela coloracdo de Tricrémico de Masson. No
Canino 5 o meningioma tinha celularidade elevada, com células neoplasicas dispostas predominantemente
em camadas ao longo de eixos conjuntivo-vasculares (Fig. 3), lembrando pseudorosetas perivasculares
(pseudopapilares). As células eram fusiformes, com citoplasma pouco definido, nicleos arredondados a
ovalados, alguns vesiculares e cromatina distribuida em grumos. Em outros focos as células fusiformes
formavam grupos, com crescimento desorganizado (Fig. 3E). Havia anisocitose e anisocariose moderada a
acentuada e infiltracdo no parénquima adjacente. Na coloragdo de Tricromico de Masson houve marcagdo
discreta das regioes fibrovasculares das pseudorosetas. Baseado nas caracteristicas histopatolégicas, os
meningiomas dos Caninos 1 e 2 foram classificados como transicionais de grau I; do Canino 3 como
psamomatoso de grau II; do Canino 4 como transicional de grau Il e do Canino 5 como papilar grau III.

Os Oligodendrogliomas (Caninos 6, 7 e 8) apresentaram células com nucleo arredondado, denso e
fortemente basofilico; citoplasma escasso com um halo claro em sua volta, lembrando o padrio de favos
de mel (Fig. 4). Havia anisocitose e anisocariose moderada (Canino 6) a acentuada (Caninos 7 e 8). Em
meio ao tumor havia proliferacio microvascular acentuada e extensas areas de hemorragia e necrose,
mais acentuadas nos caninos 7 e 8 (Fig. 4B). As células neoplasicas infiltravam o parénquima adjacente
(Fig. 4B), sendo classificados como oligodendrogliomas grau IIl. Na coloragdo de Alcian Blue foram
visualizados lagos de mucina (Fig. 4C) nos trés casos, mais acentuados no Canino 8.

0 astrocitoma do canino 9 apresentou células tumorais esparsas, dispostas em fileiras e corddes, com
extensas areas de necrose (Fig. 5A), algumas com calcificacdo central e hemorragia (Fig. 5B), circundadas
por células neoplasicas alongadas alinhadas em forma de pseudopalicada (Fig 5A-B). As células tumorais
possuiam nucleo arredondado a ovalado, basofilico e vacuolizado, citoplasma alongado e eosinofilico, com
anisocitose e anisocariose acentuadas. Em meio ao tumor havia intensa prolifera¢do de vasos sanguineos e
discreta de tecido conjuntivo fibroso. Com base nas caracteristicas histologicas foi classificado como
astrocitoma grau IV (glioblastoma).

Imuno-histoquimica. Os cinco meningiomas marcaram para vimentina na IHQ, com marcacio difusa
do citoplasma das células neoplasicas, porém a quantidade de células marcadas foi moderada (Caninos
1,4,5) a acentuada (Canino 2,3). A marcagdo ocorreu tanto em células fusiformes (Caninos 3,5) (Fig. 2E,
Fig. 3C e 3E) como em células dispostas ou tentando formar grupos (Fig. 2F) e/ou redemoinhos (Caninos
1, 2,5). No meningioma psamomatoso a marcag¢ao ocorreu entre os ninhos celulares/espirais concéntricos
(Fig. 3C). Trés meningiomas foram positivos para pancitoqueratina. Esta ocorreu em focos/grumos
(Canino 2) no citoplasma de grande quantidade de células tumorais (Fig. 2F), ou difusa no citoplasma das
células em ninhos/espirais (Canino 3) de uma grande quantidade de células (Fig. 3D), ou havia raras
células aleatérias marcadas (Canino 5).

A marcagdo dos meningiomas para PCNA foi forte nos nicleos de pequena (Caninos 1,5), moderada
(Caninos 2,4) a grande (Canino 3) quantidade de células neoplasicas (meningoteliais) com distribui¢ao
multifocal, sendo mais acentuada nas células que invadiam o parénquima encefalico adjacente (Canino 2),
nas células periféricas as espirais concéntricas tipicas do meningioma psamomatoso (Canino 3) (Fig. 3F).
Foi observada média de quatro (Canino 1), sete (Canino 2,4,5) e 30 (Canino 3) células marcadas por
campo de maior aumento. Estes casos foram negativos para GFAP, Olig2, S100, cromogranina, enolase
neurdnio especifica, sinaptofisina e neurofilamento.

Os trés oligodendrogliomas (Caninos 6, 7, 8) apresentaram forte marca¢do nuclear e moderada
marcagdo citoplasmatica de grande quantidade de células neoplasicas (multifocal) para o anticorpo Olig2
(Fig. 4D). Para pancitoqueratina ocorreu forte marcagdo do citoplasma de raras de células neoplasicas,
com distribuicdo aleatéria (Caninos 6-7). No Canino 7 ocorreu forte marcagdo para vimentina no
citoplasma de poucas células tumorais (Fig. 4E), no citoplasma de quantidade moderada de células que
circundavam areas de necrose (astrocitos) (Fig. 4F) e acentuada na parede de vasos intratumorais
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neoformados (Fig. 4G). Na marcagdo para GFAP ocorreu forte marcacdo no citoplasma de astrdcitos
multifocais no tumor (Fig. 4H) ou circundando as areas de necrose (Canino 7). Para o PCNA ocorreu forte
marcacgdo dos nucleos de grande a pequena quantidade de oligodendrocitos neoplasicos, com distribuicdo
multifocal. Houve média de 10 a 20 marcag¢ées por campo de maior aumento. Ndo houve marcagio para
S100, cromogranina, enolase, sinaptofisina e neurofilamento.

0 astrocitoma grau IV (Canino 9) apresentou forte marca¢do multifocal com GFAP no citoplasma de
mais de 60% das células neoplasicas (Fig. 5C). Para vimentina houve forte marcagdo no citoplasma de
quantidade moderada de células neoplasicas, multifocal, sendo mais intensa nas 4areas de
pseudopalicadas. Para os demais anticorpos ndo ocorreu marcagao.

DISCUSSAO

A frequéncia das neoplasias primarias do SNC de caninos deste estudo foi de 2,62%, semelhante ao
relatado por Song et al. (2013). O meningioma foi o tumor mais frequente, com 55,55% dos casos, indice
maior que os 45 a 51,5% reportados na literatura (Snyder et al. 2006, Song et al. 2013). Os animais
acometidos com meningioma eram idosos, com 10 a 13 anos, semelhante aos relatos de cdes acometidos;
de 9 a 14 anos (Snyder et al. 2006, Sturges et al. 2008, Song et al. 2013, Areco et al. 2018). Caes de racas
grandes, com mais de 20 quilos, sdo significativamente mais acometidos, como Golden Retriever, Labrador
Retriever (Sturges et al. 2008, Song et al. 2013), Boxer (Marcasso et al. 2015) e SRD, mas também pode
acometer Schnauzer miniatura e Terrier rateiro (Song et al. 2013), semelhante aos achados neste estudo,
em que foram acometidos dois cdes da raca Boxer, dois sem raca definida de grande porte e um de
pequeno porte, da raca Yorkshire.

Dois meningiomas foram classificados como transicional de grau I, um como transicional de grau I, um
como psamomatoso de grau Il e um como papilar grau III. O subtipo transicional grau I tinha uma mistura
dos padrdes meningotelial e fibroso, com células fusiformes, em algumas &areas formando espirais
concéntricas, em outros grupos celulares os nucleos eram arredondados e as células formavam lébulos
bem demarcados semelhante aos achados em outros estudos (Montoliu et al. 2006, Sturges et al. 2008,
Marcasso et al. 2015, Higgins et al. 2017). Um dos tumores, que apresentou invasdo do tecido adjacente,
anisocitose e anisocariose moderadas, hipercelularidade, infiltrado inflamatério multifocal e necrose
multifocal foi classificado como transicional de grau II, uma vez que todo meningioma grau I com invasio
de tecido adjacente é imediatamente graduado como meningioma de grau II (Ide et al. 2011, Higgins et al.
2017). Somado a isso é considerada na classificagdo do meningioma de grau II a presenca de, no minimo,
quatro mitoses por 10 campos de maior aumento, ou trés dos cinco critérios a seguir: 1) perda da
arquitetura padrdo; 2) células pequenas com alta relacdo nucleo/citoplasma; 3) atipia nuclear ou
macronucléolo; 4) hipercelularidade e 5) areas de necrose (Louis et al. 2007, Higgins et al. 2017).

O subtipo psamomatoso apresentou numerosas estruturas espirais com centro hialino lamelar ou
mineralizado, denominado corpo de psamoma (Sturges et al. 2008, Areco et al. 2018, Higgins et al. 2017).
Ele foi classificado como grau II, por apresentar anisocitose e anisocariose acentuadas, infiltracdao no
parénquima adjacente e, na imunomarcagdo por PCNA, média de 30 células marcadas por campo de maior
aumento. J4 no meningioma papilar grau Il predominava a formagdo de camadas celulares ao longo de
eixos conjuntivo-vasculares (Areco et al. 2018). As células meningoteliais irradiam de um vaso central
formando papilas e pseudorosetas, que ocupam mais de 50% da area do tumor (Montoliu et al. 2006,
Higgins et al. 2017), conforme visualizado neste estudo.

Todos os meningiomas foram positivos na IHQ para vimentina (Marcasso et al. 2005, Montoliu et al.
2006) e trés (60%) para citoqueratina, o que diferiu dos achados de Montoliu et al. (2006), em que a
expressao de citoqueratina foi observada em 17 % dos casos, além de ser restrita a pequenas areas. O
meningioma psamomatoso foi o mais fortemente marcado para citoqueratina, com marcagio
principalmente no grupo de células que se assemelhavam a um padrio epitelial e circundavam os corpos
psamomatosos.

Os oligodendrogliomas do estudo corresponderam a 33,33% dos tumores diagnosticados no SNC, taxa
essa maior que os 20% relatados em cdes por Snyder et al. (2006) e Song et al. (2013). Ndo ha
predisposi¢do por sexo, a idade média é de 8 anos, porém animais jovens também podem ser acometidos
(Song et al. 2013, Kishimoto et al. 2018). Ragas braquicefalicas, como Boxer, Bulldog Francés e Boston
Terrier, sdo propensas ao oligodendroglioma e uma das teorias para a sua ocorréncia é a de maiores
altera¢des na pressdo intracraniana e menor capacidade de compensar essa pressio por mecanismos
fisiol6gicos nos braquicefalicos (Hussein et al. 2012, Song et al. 2013, Koehler et al. 2018). Estes achados
em cdes braquicefalicos divergiram deste estudo, no qual os cdes acometidos foram da raga Yorkshire,
sem raca definida e apenas um (Canino C8) era braquicefalico, da raga Bulldog Francés. A idade dos
animais acometidos foi semelhante a relatada; 6 a 10 anos.
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0 diagnéstico de oligodendroglioma grau III foi baseado nas caracteristicas histologicas, histoquimicas
e na IHQ (Higgins et al. 2017, Kishimoto et al. 2018). As células tinham nucleo hipercromatico, citoplasma
fracamente corado com bordas bem marcadas, halos perinucleares caracteristicos, porém anisocitose e
anisocariose moderadas a acentuadas, proliferacdo microvascular, areas de necrose e infiltragio no
parénquima adjacente. Também foram positivas na coloragdo de Alcian Blue. Na avaliagio IHQ os
oligodendrogliomas marcaram para Olig2 (marcacdo nuclear forte em 80-90% das células), também
observado por Wesseling et al. (2015), Higgins et al. (2017), Kishimoto et al. (2018) e Koehler et al.
(2018).

Os astrocitomas representaram 11,11% dos tumores intracranianos, semelhante aos achados de Song
et al. (2013), que descreveram aproximadamente 13,22%. Foi afetado um cao Rottweiler, ja Song et al.
(2013) descreveram maior predisposicdo em racgas braquicefalicas, como Boxer e Boston Terrier, porém
descrevem nao haver predisposicdo quanto a sexo.

O astrocitoma deste estudo foi classificado como grau IV ou glioblastoma. Foram observadas
caracteristicas macroscépicas e microscopicas semelhantes as descritas para glioblastoma. Tem sua
origem em células primitivas (células tronco) localizadas na regido subependimal e que circundam os
ventriculos laterais. Desta forma, o glioblastoma localiza-se na substancia branca dos lobos temporal e
parietal, sendo muito raramente encontrado fora dessas regides (Lipsitz et al. 2003, Higgins et al. 2017).
Macroscopicamente sio pobremente demarcados, com areas de necrose amareladas a esbranquicadas,
focos de hemorragia ou areas cisticas (Higgins et al. 2017). Uma caracteristica microscopicamente
marcante do glioblastoma, além da atipia celular, é a proliferacdo microvascular e extensas areas de
necrose circundadas por células gliais enfileiradas, conhecidas como pseudopalicada (Frenier et al. 1990,
Uchida et al. 1995, Lipsitz et al. 2003, Stoica et al. 2011, Higgins et al. 2017, Koehler et al. 2018). O canino
deste estudo apresentou algumas particularidades, como sinais clinicos relacionados a neoplasia desde os
trés meses de idade e deformacdo macroscoépica da calota craniana, préxima ao bulbo olfatério, com 6bito
aos seis meses de idade devido a neoplasia. Esses achados permitem especular a origem congénita dessa
neoplasia. A média de idade dos caes afetados por astrocitoma é de 8 a 9 anos (Stoica et al. 2004, Song et
al. 2013) e peso médio de 28,9 quilos, sendo considerada uma neoplasia de caes de grande porte e velhos
(Song et al. 2013), apesar de serem esporadicamente relatados em cdes mais jovens (Nelson et al. 1981,
Keller & Madewell 1992, Kube et al. 2003). As mineraliza¢des encontradas neste caso, embora ndo sejam
descritas nos glioblastomas de animais, tém sido relatadas em astrocitomas de humanos (Kubota et al.
1986, Okuchi et al. 1992, Pupin et al. 2019).

O glioblastoma foi fortemente marcado para GFAP, considerado o marcador imuno-histoquimico para
esses tumores, com aproximadamente 84% das células marcadas, sendo mais acentuada nos tumores bem
diferenciados (Stoica et al. 2004), apesar de ser descrita marcagdo constante dos glioblastomas (Lipsitz et
al. 2003, Louis et al. 2007).

Os resultados deste estudo demonstraram que o meningioma é a neoplasia mais frequentemente
diagnosticada, que tumores de SNC podem ocorrer em animais jovens (com provavel origem congénita) e
que as caracteristicas histolégicas dos tumores em caninos sao semelhantes aos achados em humanos,
conforme a classificagdo da OMS (2007), reforgando que o cdo é um modelo experimental mais adequado
que o camundongo para o estudo de neoplasias primarias do SNC de humanos.
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LISTA DE FIGURAS:

Fig. 1 - Aspecto macroscépico das neoplasias de SNC em caninos. (A) - Canino 1- meningioma transicional
Grau I, localizado na base encefalica médio-lateral direita da ponte, comprimindo o tecido cerebral. (B)
Canino 3 - meningioma psomomatoso na regido ventral do encéfalo no bulbo olfatério. (C) Canino 4 -
meningioma transicional Grau Il na base do lobo frontal, com bordos pouco demarcados. (D) Canino 5 -
meningioma papilar, grau III, massa compressiva no lobo piriforme esquerdo, com perda de parénquima
cerebral. (E-F) Canino 6 e 8 com oligodendroglioma grau III, em telencefalo e lobo piriforme esquerdo
respectivamente.

Fig. 2 - Aspecto microscépico e imuno-histoquimico dos meningiomas de SNC em caninos. (A e B) -
Canino 2, Meningioma transicional grau I, H.E. 20x. (C ) Canino 4, transicional Grau II com infiltracdo para
o neuroépilo. H.E. obj. 10x. (D) Canino 1, imunomarca¢do com vimentina de células fusiformes, obj. 20x. (E)
Canino 2, imunomarca¢do com vimentina em ninhos celulares, obj. 20x. (F) canino 2, imunomarcacgao
multifocal (grumos) com pancitoqueratina, obj. 20x.

Fig. 3 - Aspecto microscdpico e imuno-histoquimico dos meningiomas de SNC em caninos. (A) Canino 3,
meningioma psomomatoso, grau I, com acentuada quantidade de corpos psomomatosos. H.E. obj 10x. (B)
canino 5, meningioma papilar, grau IIl, formando camadas celulares ao longo de eixos conjuntivo-
vasculares, H.E. obj. 40x. (C-D) Canino 3, meningioma psomomatoso, imunomarca¢do para vimentina e
pancitoqueratina, obj. 20x, respectivamente. (E) canino 5, anti-vimentina obj. 20x. (F) canino 3,
meningioma psomomatoso, imunomarcagdo anti-PCNA, obj. 20x.

Fig. 4 - Aspecto microscopico e imuno-histoquimico dos oligodendrogliomas grau IIl do SNC de caninos.
(A) Canino 6, padrao favo de mel. H.E. obj. 10x. (B), Canino 7, células tumorais infiltrando o parenquima
adjacente e com areas de necrose e hemorragia H.E. obj. 10x. (C) Canino 8, lagos de mucina em meio as
células tumorais. Alcian Blue, obj. 10x. (D) Canino 6, imunomarcac¢do anti-Olig 2, obj. 20x. (E) canino 7
focos com imunomarcacgio anti-vimentina. Obj. 40x. (F-G) marcagdo antivimentina de células circundando
as areas de necrose (astrocitos) Obj. 40x. e vasos sanguineos. Obj. 20x. (H) Canino 6 - marcacgdo anti-GFAP
de astrocitos em meio ao oligodendroglioma. Obj. 20x.

Fig. 5 - Aspecto microscopico e imuno-histoquimico do astrocitoma Grau IV no SNC do canino 9. (A)
células em paligada circundando as areas de necrose H.E. Obj. 10x (B) e com focos de mineralizacdo. H.E.
Obj. 10x. (C) marcag¢do imuno-histoquimica anti- GFAP. Obj. 10x.
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ARTIGO 3 - CARACTERIZAGCAO HISTOLOGICA E IMUNO-HISTOQUIMICA DE
UM EPENDIMOMA CEREBRAL EM BOVINO

Trabalho escrito conforme as normas do periodico Ciéncia Rural — Qualis B1
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CARACTERIZACAO HISTOLOGICA E IMUNO-HISTOQUIMICA DE UM
EPENDIMOMA CEREBRAL EM BOVINO

HISTOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF
AN CEREBRAL EPENDYMOMA IN CATTLE

RESUMO

Neoplasias primarias do sistema nervoso central sdo raras, sendo mais comumente
diagnosticadas em caninos e felinos. Os ependimomas sdo tumores originados das celulas do
epitélio ependimal que revestem o sistema ventricular cerebral e o canal central da medula
espinhal. O objetivo desse trabalho € descrever as caracteristicas histologicas e imuno-
histoquimicas de um ependimoma cerebral em uma vaca Holandesa de 4 anos de idade.
Macroscopicamente havia uma massa firme, de 3x2 c¢cm, bem demarcada e de coloracdo
branco amarelada no ventriculo lateral direito. Microscopicamente, as células apresentavam
nacleos arredondados basofilicos, citoplasma eosinofilico com bordos indistintos que
formavam rosetas e pseudorosetas. Tambem havia &reas multifocais de proliferagdo celular
que ndo estavam associadas a vasos. Na imuno-histoquimica seus processos fibrilares foram
acentuadamente marcados pelos anticorpos anti-GFAP, -vimentina e moderadamente pelo
anticorpo anti-S100. Raros nucleos das células tumorais foram marcados pelo anticorpo anti-
PCNA.

Palavras-chaves: bovino, ependimoma, neoplasias do sistema nervoso central.

ABSTRACT

Primary neoplasms of the central nervous system are rare, being more commonly diagnosed
in canines and felines. Ependymomas are tumors originating from ependymal cells that line
the ventricular system of the brain and spinal cord. The objective of this study is to describe
the histological and immunohistochemical characteristics of a cerebral ependymoma in a 4-
year-old Holstein cow. Macroscopically, there was a firm mass, 3x2 cm, well demarcated and
yellowish-white in the right lateral ventricle. Microscopically, cells with round basophilic
nuclei, eosinophilic cytoplasm with indistinct edges that formed rosettes and pseudorossetes
around vessels, were seen. Their fibrillar processes were strongly immunostaining by anti-
GFAP and vimentin antibodies and moderate to anti-S100 antibody. Rare nuclear cells were
immunoreactivity to anti-PCNA antibody.

Key words: bovine, ependymoma, primary neoplasms of the central nervous system

Os ependimomas sdo tumores raros provavelmente originados das células ependimais
(células tronco radiais gliais) da zona subventricular (DORFER et al., 2016). Estes séo
esporadicamente relatados em cdes (SONG et al., 2013, TRASLAVINA et al., 2013,
MILLER et al., 2019), gatos (TROXEL et al., 2003, WOOLFORD et al., 2013), muares
(MENDES de CORDOVA et al., 2015), caprinos (KUHL et al., 2020), bovinos (McGILL et
al., 1993) e equinos (HUXTABLE, et al., 2000). Equivale a aproximadamente 3% dos
tumores primérios de SNC em caninos, ndo havendo correlagdo entre género, mas ha



57

correlagéo positiva entre 0 aumento da idade e 0 aumento da incidéncia do tumor (HIGGINS
et al., 2017). Em felinos, os ependimomas equivalem a aproximadamente 2.8% dos tumores
do SNC, sendo a média de idade dos animais acometidos de 8,1 anos (TROXEL et al., 2003,
WOOLFORD et al., 2013).

Macroscopicamente, 0s ependimomas tendem a ser grandes, bem demarcados,
amarronzados, acinzentados a avermelhado (HUXTABLE, et al., 2000, McGILL et al., 1993,
MICHIMAE et al., 2004), macios e com localizacao intraventricular. Na superficie de corte
podem ser lisos ou granulares, podendo haver areas cisticas com necrose e hemorragia focal
(CARRIGAN et al., 1996, MICHIMAE et al., 2004, MILLER et al., 2019). Possui um
crescimento lento, como uma massa sub ou supra tentorial, acometendo principalmente os
ventriculos laterais, seguido do terceiro e quarto ventriculo, aqueduto mesencefalico e mais
raramente o canal central da medula espinhal (HIGGINS et al., 2017, WOOLFORD et al.,
2013, MICHIMAE et al., 2004). Os tumores extraventriculares se localizam mais comumente
no espaco subaracnoide e adjacentes ao cerebelo (WOOLFORD et al., 2013).

Histologicamente os ependimomas em cées, apresentam o padrdo papilar e celular
(HIGGINS et al.,, 2017). JA& o padrdo de células claras (células tumorais lembram
oligodendrocitos) e tanicitico sdo mais raros em caninos e mais frequentes em felinos
(HIGGINS et al., 2017, TRASLAVINA et al., 2013, WOOLFORD et al., 2013). Em felinos
também sdo relatados os padrbes subependimoma e ependimoma extraventricular primario
(WOOLFORD et al., 2013). Em humanos a variante celular, foi retirada da classificacdo, por
sobrepor os ependimomas padrdes (LOUIS et al., 2016).

Rosetas e pseudorosetas sdo um achado importante para o diagndstico microscopico
dos ependimomas, mas essas ndo sdo restritas a essas neoplasias (MILLER et al., 2019,
WIPPOLD et al., 2006). Nas pseudorosetas os processos fibrilares das células neoplasicas
irradiam centripitamente, enquanto o nucleo localiza-se na periferia, criando uma
caracteristica de zona livre de nucleo ao redor de um vaso sanguineo (CARRIGAN et
al.,1996, HIGGINS et al., 2017, MILLER et al., 2019, WOOLFORD et al., 2013). Por outro
lado, as rosetas ependimais verdadeiras apresentam um lumen vazio (MILLER et al., 2019).
Somado a essas caracteristicas, o ependimoma celular possui celularidade moderada a
acentuada e pode apresentar grupos celulares dispostos aleatoriamente sem uma orientacdo
associada aos vasos sanguineos. Os nucleos sdo ovais a arredondados, citoplasma alongado
com bordos pouco definidos e com raras figuras de mitose (HIGGINS et al., 2017,
MICHIMAE et al., 2004). J& os ependimomas papilares sdo caracterizados por células
ependimais neoplasicas com nucleo oval a arredondado, moderada quantidade de citoplasma,
com cromatina densa e que apresentam um crescimento na forma de corddes, fitas e projecoes
papiliformes (MILLER et al., 2019).

Na marcacdo IHQ as células neoplésicas do ependimoma bem diferenciado
apresentam marcacdo citoplasmatica expressiva para GFAP, moderada para vimentina e S-
100, poucas células marcadas para pancitoqueratina e raras células para olig2 (HIGGINS et
al., 2017). O objetivo deste trabalho é descrever os aspectos histopatolégicos e imuno-
histoquimico de um ependimoma cerebral em bovino.

Uma vaca Holandesa de 4 anos de idade, com sinais neurologicos de andar em
circulos para 0 mesmo lado, batida de cabeca contra obstaculos, cegueira e sialorreia, foi
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encaminhada para necropsia no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de
Lavras. Na necropsia foram observadas assimetria dos hemisférios cerebrais, achatamento dos
giros no hemisfério direito e conificacdo do cerebelo. Ao corte foi observado no ventriculo
lateral direito uma massa firme, de 3x2 cm, bem demarcada e de colora¢do branco amarelada
(Figura 1). Amostras de tecidos foram coletados, fixados em formalina tamponada neutra a
10% e processadas rotineiramente para histopatologia.

Microscopicamente o ependimoma apresentou células alongadas com ndcleos
arredondados basofilicos ou vacuolizados, nucléolos evidentes e citoplasma eosinofilico com
bordos indistintos. Estas células se distribuiam ao longo do parénquima tumoral formando
pseudorosetas ao redor de um vaso sanguineo, onde os processos fibrilares das células
neoplasicas irradiavam em direcdo ao centro, enquanto o nucleo localizava-se na periferia,
criando uma caracteristica de zona livre de ndcleo ao redor do vaso sanguineo (Figura 2B-C).
Havia também em menor quantidade rosetas verdadeira com os processos fibrilares
terminando em um espago vazio (Figura 2B e D). Em algumas &reas foi observado corddes de
celulas neoplésicos, recobrindo espagos abertos consistentes com canais ependimarios (Figura
2E) e em outras areas, células neoplasicas que nao estavam associadas a proliferacdo de vasos
sanguineos (Figura 2F). Também havia malacia no parénquima encefélico periférico ao
ventriculo ocupado pela neoplasia.

Amostras da neoplasia foram submetidos a marcacdo imuno-histoquimica utilizando
0s anticorpos primario anti-enolase neurénio especifica, -Olig2, -GFAP, -Neurofilamento
(clone 2F11) (NF), -S100, -cromogranina, -sinaptofisina, -pancitoqueratina, -vimentina e -
PCNA conforme protocolo adaptado de Kishimoto et al., (2018). A diluicdo utilizada e
caracteristicas do anticorpo estdo descritas no Quadro 1. A reativacdo antigénica pelo calor foi
realizada em tampdéo citrato (pH 6,0) com irradiacdo das amostras por 10 minutos, com
poténcia maxima, em micro-ondas doméstico. Para completar a marcacao foi utilizado um kit
comercial (Polimero Histofine Simple Stain) contendo anticorpo secundario conjugado com
biotina e estreptavidina conjugada com peroxidase. A reacdo foi revelada com o cromégeno
DAB (3,3 —diaminobenzidina, DAKO). Como controle negativo o anticorpo primario foi
substituido por soro fetal bovino e como controle positivo foram utilizadas amostras de SNC,
pele (pancitoqueratina e vimentina) e adrenal (sinaptofisina e cromogranina) de bovino.

Na marcacdo imuno-histoquimica, os processos fibrilares de uma grande quantidade
de células neoplésicas ependimarias marcaram para GFAP (Figura 2 A-B), S-100 (Fig.2C) e
todas para vimentina (Figura 2D). Raras células tiveram marcacdo nuclear nas pseudorosetas
e de forma aleatdria para o PCNA. Este foi negativo para citoqueratina, Olig-2, cromogranina,
enolase neurdnio especifica, neurofilamento e Sinaptofisina.

Pelas caracteristicas macroscopicas, microscopicas e IHQ o tumor foi classificado
como ependimoma benigno, com predominio do padrdo papilar. Porém associado ao padrdo
papilar havia areas mais celulares e de crescimento ndo associado a vasos sanguineos, que sao
descritos no padrao celular (HIGGINS et al., 2017). Tumores com prevaléncia de determinado
padrdo podem apresentar areas focais com outros padrbes histoldgicos, podendo até haver
variagdo de grau, com focos de células tumorais com caracteristicas mais malignas dentro de
um tumor (WOOLFORD et al., 2013).
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Quadro 1. Anticorpos utilizados em marcacdo imuno-histoquimica em um ependimoma
cerebral de bovino

ANTICORPO HOSPEDEIRO | TIPO DILUIC;AO FABRICANTE

Antigeno Nuclear | Camundongo | Monoclonal | 1:1000 Dako

de Proliferacéo Cytomation

Celular (PCNA)

PanCitoqueratina Camundongo | Coquetel 1:200 Invitrogen

AE1/AE3

Cromogranina A Coelho Policlonal 1:200 Dako
Cytomation

Enolase Neur6nio | Camundongo | Monoclonal | Anticorpo | Dako

Especifica pronto para
uso
Neurofilamento Camundongo | Monoclonal | 1:1000 Dako
Cytomation
Olig2 Coelho Policlonal 1:1000 Sigma Life
Science
Proteina Acida | Coelho Policlonal 1:500 Dako
Fibrilar Glial Cytomation
Sinaptofisina Camundongo | Monoclonal | 1:20 Dako
Cytomation
S100 Camundongo | Monoclonal | 1:100 Invitrogen
Vimentina Camundongo | Monoclonal | 1:200 Sigma Aldrich

O bovino deste estudo apresentou sinais neurolégicos como andar em circulos, batida
da cabeca contra obstaculos e cegueira, que se encaixam nos sinais clinicos associados a
ependimomas, podendo ocorrer perda de propriocepc¢ado e consciéncia, deficiéncias no reflexo
de dor, altera¢bes na posicdo do pescoco, convulsdes, cegueira e outros sinais neurolégicos
inespecificos (MENDES de CORDOVA et al, 2015 MICHIMAE et al., 2004,
TRASLAVINA et al., 2013, WOOLFORD et al., 2013).

A presenca da massa tumoral, levou a hidrocefalia no ventriculo lateral adjacente e
edema do neurdpilo que circunda o ventriculo lateral afetado. Hidrocefalia pela obstrucdo dos
aquedutos (McGILL et al., 1993; MICHIMAE et al., 2004), edema do tecido proximo a
neoplasia (MICHIMAE et al., 2004) e focos de malacia podem ser vistas no parénquima
encefalico (MENDES de CORDOVA et al., 2015).

Microscopicamente o ependimoma do bovino estudado apresentou pseudo-rosetas em
maior quantidade e rosetas verdadeiras em menor quantidade, além dos canais ependimarios
formados pelas células tumorais, caracteristicos dos ependimomas, conforme descrito na
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literatura (MILLER et al., 2019). Além disso, o epéndimoma apresentou um comportamento
relativamente benigno, com discreta anisocitose e anisocariose, com poucas células marcadas
com o anticorpo anti-PCNA, semelhante aos ependimomas descrito em caninos, 0s quais,
apresentam atipia moderada e menos de uma figura de mitose por campo de maior aumento
(HIGGINS et al., 2017, MILLER et al., 2019). Tumores classificados como ependimomas
anaplasicos, exibem pleomorfismo, com atipia nuclear e mais de 4 figuras de mitose a cada 10
campos de maior aumento, multiplos nucléolos, necrose, &reas de pseudopalissada e
proliferacdo microvascular (HIGGINS et al., 2017; MICHIMAE et al., 2004). Areas com
hemorragias, hemossiderose e calcificacbes podem ser vistas (HUXTABLE, et al., 2000;
McGILL et al., 1993; MICHIMAE et al., 2004; WOOLFORD et al., 2013).

O ependimoma deste estudo foi fortemente marcado para o anticorpo anti-GFAP e
vimentina e um nimero moderado de células para S-100. Ependimomas sao bem marcados na
IHQ para GFAP, apresentando intensidades e distribuicbes varidveis (HUXTABLE, et al.,
2000; WOOLFORD et al., 2013, MILLER et al., 2019), com 64% de marcacdo em tumores
de felinos (MICHIMAE et al., 2004; WOOLFORD et al., 2013). Em cdes, o0 GFAP marca
fortemente as rosetas e pseudorosetas e mais de 60% das células neoplésicas que entremeiam
essas estruturas (CARRIGAN et al., 1996; MILLER et al., 2019), semelhante ao observado no
bovino deste estudo, uma vez que ndo achamos trabalhos em bovinos para comparar.

O ependimoma do bovino estudado foi negativo para a pancitoqueratina, diferente do
observado em alguns tumores de felinos (MICHIMAE et al., 2004; WOOLFORD et al., 2013)
e caninos (MILLER et al., 2019). J& a marcacédo para vimentina foi acentuada e difusa, sendo
descrito a expressao desse marcador em tumores de humanos (ELLISON et al., 2016, VEGE
et al., 2000) e equinos (CARRIGAN et al.,1996).

O diagnostico de ependimoma foi baseado nos achados macroscopicos, microscopicos
e imuno-histoquimicos, semelhantes aos relatados em outras especies. Ependimomas em
bovinos séo rarissimos, sendo que ndo achamos trabalhos referentes a classificacdo ou
aspectos imuno-histoquimicos desses tumores na espécie em estudo.
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Figura 1. Ependimoma em bovino. (A). Massa neoplasica, bem demarcada, no ventriculo
lateral direito, com hidrocefalia secundaria. (B) Pseudo-rosetas com processos fibrilares em
direcdo ao vaso central e rosetas verdadeiras com espaco vazio ao centro, H.E Obj. 10x. (C)
Pseudo-roseta, H.E. Obj. 20x. (D) Rosetas verdadeiras, H.E. Obj 40x. (E) Células neoplasicas

formando canais ependimarios H.E. Obj 10x. (F) células ependimarias tumorais sem
associacdo com vasos, H.E. Obj. 20x.
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Figura 2 — Ependimoma em bovino. (A) Marcacdo imuno-histoquimica anti-GFAP em
pseudo-rosetas e em celulas tumorais aleatorias, Obj. 20x., e (B) nos processos celulares
fibrilares circundando vaso sanguineo (pseudo-roseta), Obj 40x. (C) marcagdo citoplasmatica
difusa anti-S100, Obj. 40x. e (D) marcacdo difusa acentuada anti-vimentina nos processos
celulares fibrilares. Obj 20x.
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TERCEIRA PARTE — Neoplasias sem diagnostico definitivo

Apesar das marcacdes IHQs utilizadas, em dois casos de neoplasias do SNC néo foi
possivel chegar ao diagnostico definitivo. Estes serdo posteriormente submetidos a novas

marcagoes.

Caso 1: Equino, fémea, 5 anos de idade, Sem Raca Definida.
Neoplasia de SNC encaminhada para diagnostico no Setor de Patologia Veterindria da UFLA.

Histdrico e sinais clinicos: O animal apresentou dificuldade de locomocgéo progressiva,
paralisia de membros posteriores, dificuldade em permanecer em estacdo. Duas vezes ao dia,
0 animal era colocado em pé, porém ndo conseguia se locomover e somente permanecia em
estacdo mediante auxilio. Em um destes momentos, o animal sofreu uma queda que levou ao
agravamento do quadro clinico. Mediante evolugdo do quadro, com o equino apatico, alheio
ao ambiente e ndo responsivo a estimulos externo foi recomendada a eutanasia do animal. A
evolucédo do quadro clinico foi de aproximadamente dois meses.

Necropsia: Na necropsia foi observado mucosas congestas, escaras de decubito em membros
e flanco, estbmago com ulceragdo na mucosa, coragdo com petéquias multifocais discretas no
epicardio, pulmao vermelho escuro e com liquido espumoso na traqueia e grandes brénquios.
Cranio com fratura em regido temporo-occipital bilateral que se estendia dorsal e
ventralmente. O encéfalo apresentava massa friavel de aproximadamente 7 cm de didmetro
com coloragdo acinzentada em com hemorragia envolvendo a regido de tronco cerebral,
peddnculo cerebelar e hipotdlamo (Fig.1).

Figura 1. Encéfalo de um equino com massa tumoral acinzentada envolvendo regido de tronco
cerebral, pedinculo cerebelar e hipotalamo.
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Microscopia: Presenga de células neoplésicas com nucleos arredondados e basofilicos,
citoplasma escasso eosinofilico, com crescimento em corddes (Fig 2A) e circundando vasos
sanguineos, lembrando pseudo-rosetas (Fig.2B). H& focos de invasdo do parénquima e
dissociacdo das células do plexo coroide (Fig. 2C). Em outras areas da neoplasia ha
anisocitose e anisocariose moderada, onde os nucleos tendendo ao arredondado, com
cromatina em grumos e citoplasma eosinofilico escasso, porém em maior quantidade do que
em outras areas do tumor (Fig. 2D). Ha focos de necrose e calcificacdo na neoplasia (Fig. 2E).

Imuno-histoquimica:

A marcacdo anti-vimentina (Fig. 3A) ocorreu de forma acentuada no citoplasma de moderada
quantidade de células neoplésicas distribuida de forma multifocal. Discreta quantidade de
células foram marcadas pelo GFAP (Fig. 3B), provavelmente astrocitos associados a
neoplasia, assim como raras células marcadas com o anticorpo anti-S100 (Fig.3C). Na
marcacdo anti-PCNA, houve marcacdo nuclear em moderada quantidade de células
neoplésicas (Fig.4D).

O diagndstico sugerido pela localizacdo e aspecto microscopico, foi de pinealoma ou
de oligodendroglioma, porém as células ndo marcaram na IHQ com os anticorpos anti-
sinaptofisina e anti-Olig2.
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F_igra 2 — AspectJ microscépico de neoplaia no SNC de um quino. ()“érescimeto das
células neoplasicas na forma de corddes (Obj. 20x) e (B) ao redor de vasos sanguineos (Obj.
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20x). (C) Invaséo do parénquima cerebral (Obj. 10x). (D) Area com anisocitose e anisocariose
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Figura 3. Neoplasia sistema nervoso central de um equino. (A) Marcacdo anti-vimentina no
citoplasma de moderada quantidade de células neoplasicas (Obj.40x). (B) Marcacdo anti-
GFAP (Obj 40x), (C) marcacdo citoplasmética anti-S100 em pouca quantidade de células
(Obj 40x). (D) Marcacao anti-PCNA no nucleo de moderada quantidade de células (Obj 20x).
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Caso 2: Bovino, Fémea, 6-8 meses de idade, Raca Gir.
Neoplasia de SNC encaminhada para diagndstico no Setor de Patologia Veterinaria da UFLA.

Histdrico e sinais clinicos: O animal foi colocado em um piquete, com muitas pedras e um
touro. Quinze dias apds, apresentou letargia, fraqueza, ataxia posterior, dectbito por 10 dias.
O bovino estava se alimentando e bebendo agua normalmente, responsivo aos estimulos do
ambiente (consciéncia normal). O proprietario achava que o touro tinha subido nela,
acompanhado de provavel queda e devido ao quadro desfavoravel o animal foi eutanasiado.

Necropsia: presenca de lesbes musculares por decubito caracterizados por feixes musculares
amarelados com focos de hemorragia, sendo mais acentuado no membro posterior direito.
Articulacdo tarso metatarso do membro posterior direito com deposi¢cdo de fibrina. Cordéo
medular na regido da tuberosidade iliaca, vermelho —amarelado e aumentado de volume. Ao
corte massa difusamente amarelada firme de aproximadamente 1,5 cm associado a
espessamento das meninges.

Microscopia: proliferacdo de células com nicleos tendendo a arredondados, cromatina em
grumos, nucléolos evidentes e citoplasma eosinofilico com bordos indistintos. Em algumas
areas essas células formam estruturas semelhantes a glomérulos (Fig.1) ou tubulos (Fig.2),
presas a um delgado estroma fibrovascular. Ha anisocariose moderada a acentuada (Fig. 3) e
trés a quatro figuras de mitose por campo de maior aumento.

Imuno-histoquimica: As células tumorais foram negativas na marcagdo IHQ para todos os
anticorpos utilizados. Sendo a marcacdo positiva para 0s controles interno, como
pancitoqueratina em células do plexo coroide; -GFAP em nervos espinhais, -neurofilamento e
-S100 em neurénios e células do parénquima encefalico normal; para B-111 tubulina em fibras
nervosas; -vimentina nas células do epéndima e nas paredes de vasos e feixes dos nervos
espinhais. Na marcacdo anti-PCNA, apesar das figuras de mitose, as células tumorais nédo
foram marcadas.

O diagnostico suspeito pela morfologia celular seria de um nefroblastoma em medula
espinhal.
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Figura 1. Neopla3|a em cordao medular de uma bezerra, com crescimento celular neoplasico
semelhante a glomérulos. H.E. Obj. 40x.

Figura 2. Neoplasia em corddo medular de uma bezerra, com crescimento celular neoplasico
formando estruturas tubuliformes. H.E. Obj. 20x.
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Figura 3 - Neoplasia em corddo medular de uma bezerra. Anisocitose e anisocariose
acentuadas. H.E., Obj. 40x.



ANEXO 1
Canino 1 — N96-12
Canino 2 — N175-19
Canino 3 - N154-20
Canino 4 — N305-20
Canino 5 — N85-09
Canino 6 — N79-15
Canino 7 — N13-18
Canino 8 — N81-21
Canino 9 — N321-00
Ovino - N117-05
Bovino adulto — N455-17
Bezerra - A

Equino - D
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