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RESUMO

Resumo: A neoplasia mamaria atinge diretamente a parte parenquimatosa e funcional da
glandula maméria e indiretamente o estroma, parte de sustentacio e organizagdo mamaria. E a
neoplasia que mais acomete cadelas no Brasil, compondo um grupo heterogéneo dentro das
neoplasias em relacdo a seu comportamento bioldgico. O presente estudo apresenta dados
referentes a epidemiologia diagnostica de neoplasias mamarias diagnosticadas pelo
Laboratério de Anatomia Patolégica Veterindria da UFJ (LAPVET-UFJ), demostrando a
quantificacdo de tecido conjuntivo em neoplasias com o resultado diagndstico de doenca nestes
animais. Protocolos de amostras de neoplasias mamarias encaminhadas para o referido
laboratdrio entre 2016 e 2023 foram revisados e os dados epidemioldgicos foram tabulados.
Além disso, foram realizados novos cortes histolégicos em coloracdo especial de Tricrdmico
de Gomori para registro fotografico e analise de area do tecido colagenoso de acordo com 0s
respectivos diagnosticos, com auxilio do programa Image J. Todos os casos foram oriundos de
fémeas, com predominancia de animais sem raca definida (SRD); as glandulas mais afetadas
foram abdominais caudais e inguinais, e os carcinossarcomas foram predominantes. Sobre a
densidade colagenosa, observou-se diferenca entre os tipos tumorais, mas sem inferéncia sobre
0 progndstico. Neste contexto o presente estudo demonstrou a importancia da precisdo
diagnostica, unindo-a com as informagfes complementares que poderdo ser utilizadas em
novos estudos sobre esta doenga, colaborando com a compreensdo e desenvolvimento de
terapéuticas para cdes e humanos.

Palavras-chave: neoplasia, cdo, glandula mamaria, histopatoldgico



ABSTRACT

Breast neoplasia directly affects the parenchymal and functional part of the mammary gland
and indirectly the stroma, the support and organization part of the breast. It is the neoplasm that
most affects female dogs in Brazil, composing a heterogeneous group within neoplasms in
relation to their biological behavior. The present study presents data regarding the diagnostic
epidemiology of mammary neoplasms diagnosed by LAPVET-UFJ, demonstrating the
quantification of connective tissue in neoplasms with the diagnostic result of disease in these
animals. Protocols were collected from mammary samples from dogs in Jatai and the region,
from the period between 2016 to 2020, filed at LAPVET-UFJ, were reviewed and data
collection and histological processing of samples from 2022 to 2023 were also carried out,
slides were made in Gomori Trichrome for analysis of collagenous tissue area for prognostic
correlation together with evolutionary history. The images were captured digitally and
analyzed using the Image J program. The data was analyzed, where all animals were female,
with the majority of SRD, the caudal and inguinal abdominal glands being more affected in
relation to malignant evolution, with predominant carcinosarcoma. A difference was found
between neoplastic types, but there was no inference about the prognosis, as benign and
malignant tumors showed similar density. The importance of diagnostic accuracy is combined
with preventive information given to owners, popularizing causes and treatment in relation to
this serious pathology, bringing human and veterinary reality side by side.

Keywords: neoplasia, dog, mammary gland, histopathology
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CAPITULO 1: CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

1. Formacéo e estrutura da glandula maméaria

A estrutura das glandulas mamarias (Figura 1), € formada no desenvolvimento
embrionario, embora compartilne semelhancas com as glandulas sudoriparas, passa por
modificacBes para a producdo lactea (Klein, 2014). Composta por dois componentes
conhecidos como parénquima e o estroma, a glandula mamaria exibe uma arquitetura
anatdmica conservada, responsavel pela lactacdo neonatal. Exibe um desenvolvimento ciclico
e apresenta uma organizacdo anatdmica que é consistentemente observada em diversas espécies
de mamiferos (Davidson; Stabenfeld, 2014).

Em cadelas, o desenvolvimento das mamas comega nas fases iniciais da gestacéo, com
a distribuicdo de cristas mamarias bilateralmente. Esse desenvolvimento é mediado pela
exposicdo aos hormonios sexuais placentarios, contribuindo para a formacdo dos brotos
principais. O processo continua durante as fases posteriores da gestacdo, resultando na
formacdo de 6 a 12 ductos lactiferos em cada mama (Kardong, 2011).

Durante a fase embrionaria o0 mesénquima se diferencia em tecidos conjuntivos, tecido
adiposo e musculo liso, ou seja, organizacdo original do estroma. Enquanto isso, as células
epiteliais, percussoras das mioepiteliais, migram para a regido basal do epitélio de revestimento
(Getty, 1986). Ao final da gestacdo, os brotos primarios desenvolvem os ductos lactiferos que
findam em pequenas fissuras dando contato com o lado externo, controlado pelo esfincter
lactifero (Gomes, 2016).

A organizacao histoldgica do parénguima da glandula mamaria é constituida por células
mioepiteliais, que formam as unidades acinares, bem como as células alveolares, que
desempenham um papel crucial na secrecdo de substancias lactiferas, devido a sua
caracteristica apocrina (Gomes, 2016). Essas celulas sdo organizadas em uma configuragéo
circular que da origem a canais de ductos lactiferos e acinos (Figura 2) (Junqueira e Carneiro,
2021).

A unido desses acinos, um aderido ao outro, fornece uma caracteristica, e consisténcia,
glandular, formando o I6bulo mamario (Figura 3). A unido desses lobulos finaliza em ductos
lactiferos que se ligam a ductos principais, primeiramente secundarios, e depois primarios que,
por sua vez, se conectam a cisterna da glandula, se ligando a cisterna do teto, desembocando

no esfincter mamario (Moraes, 2016).
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Figura 1: Diagrama de representacdo da Glandula Maméria. (A): Ruminantes em geral (l6bulos e ductos
secundarios). (B) Egua e porca. (C) Cadela e gata. Adaptado de Cunningham - Tratado de Fisiologia Veterinaria.
Klein (2014).

Figura 2 - Representagdo anatdmica dos ductos e acinos. Adaptado de Wilson (2017).

Figura 3 - Representacdo (seta) de I6bulo mamario em HE. Lamina de mama abdominal caudal, apresentando
alteragdes hiperplasicas com diversas areas de rompimento de lamina basal no aumento de 4X.
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Essa intrincada organizacdo estrutural € de fundamental importancia no processo de
amamentacdo, permitindo a eficiente transferéncia de nutrientes e substancias lactiferas para a
prole neonatal. Esta estrutura é semelhante em praticamente todas as espécies de mamiferos
(Raharison, 2007).

O parénquima da glandula mamaria é estruturado e sustentado pelo estroma, que €
composto por diversos tipos celulares, como as células inflamatorias, células do tecido adiposo,
uma matriz extracelular significativa e as importantes fibras de colageno (Moraes, 2016). Essa
organizacdo lobular do parénquima é mantida por um tecido conjuntivo interlobular mais
rigido, rico em fibras colagenas e é apoiado pelo tecido conjuntivo intralobular, que é mais

frouxo e inclui depdsitos de tecido adiposo (Figura 4) (Raharison, 2007).

Figura 4 - Representacéo lobular na coloracédo tricomico de gomori. O tecido parenquimatoso apresenta-se em
azul intenso, enquanto os elementos estromais em verde esmeralda, tec. conjuntivo intralobular mais consistente
e organizado e o tec.interlobular apresenta-se mais espagado. Aumento de 10x.

1.2 Distribuicdo Anatémica

Em sua anatomia, a mama é um conjunto complexo de tecidos juntando a glandula
mamaéria com tecido adiposo e tecido conjuntivo denso e frouxo. Possui localizagdo ventral

com extensdo desde a regido toracica até a regido inguinal pubiana, em fileiras bilaterais com
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sutis diferencas entre as espécies: nas cadelas, estas fileiras sao mais simétricas e separadas por
um sulco intermamario (Cassali, 2022).

Este padrdo torna as mamas acessiveis para os filhotes no momento da amamentacéo.
Séo classificadas em: primeiro par, denominada torécica cranial, M1 ou T1; segundo par, como
toracica caudal, M2 ou T2; terceiro par, como abdominal cranial, M3 ou Al; quarto par, como
abdominal caudal, M4 ou A2 e quinto par, como inguinais, M5 ou | (Figura 5). Todos os pares

possuem lado direito e esquerdo (Koing, 2021; Cassali, 2022).

Figura 5 - T1= 12 Toracica (M1); T2 = 22 Toracica (M2); Al= 12 Abdominal (M3); A2 = 22 Abdominal (M4);
In = Inguinal (M5). Adaptado de Faria (2018).

Além de sua organizacdo tecidual, as mamas sdo interligadas por uma rede conectiva
de vascularizacdo sanguinea e linfatica, para as trocas entre os tecidos, carreamento de
nutrientes e drenagem de substancias. Por ser um 6rgéo extremamente irrigado, em cdes estima-
se uma quantidade de sangue mais equilibrada, sendo uma propor¢do de 80 ml a 160 ml para
ser produzido 1 litro de leite, variando a quantidade de litros de leite de acordo com a espécie
(Kumar, 2013).

Um extenso plexo venoso é formado, com semelhancas entre cadelas e gatas, sendo
responsaveis pela irrigacdo das mamas toracicas a artéria toracica interna e pudenda externa,
artéria axilar e seus ramos, e as artérias epigastricas craniais (Figura 6). As mamas abdominais
contam com a irrigacao realizada pelas artérias epigastricas superficial caudal e cranial, sendo

que a superficial cranial emite ramos para glandula abdominal cranial. Ja a artéria superficial
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se liga a artéria pudenda externa, que segue em sentido cranial para alimentar as mamas
abdominais. As mamas inguinais ou pubicas sdo irrigadas pelas artérias pudenda externa, que
se originam das artérias femorais profundas (Konig, 2011, Cassali, 2023).

A drenagem venosa segue a mesma organizacao, onde veias epigéastricas superficiais
caudais e suas ramificacdes recolnem das mamas inguinais e abdominais e veias epigastricas
craniais drenam das mamas toracicas craniais e caudais. Em relacdo a rede linfatica, na cadela
tem-se simetria bilateral e cada glandula tem sua rede de vasos linfaticos que se interligam nas
papilas, no estroma, e na derme, drenando o que for preciso para o linfonodo mais proximo
(Konig, 2021).

Existe uma certa diferenca no padrdo de drenagem, mas as mamas toracicas craniais e
caudais, assim como grande parte (70%), das mamas abdominais craniais, séo drenadas pelo
linfonodo axilar. Ja as mamas inguinais e abdominais caudais (30%), sdo drenadas pelos
linfonodos inguinais superficiais (Raharison; Sautet, 2007; Kumar, 2013). A comunicacao
linfatica e sanguinea é muito importante para a partilha de trombos celulares, nutrientes e outras
substancias (Figura 6) (Cassali, 2020).

As inervacgdes se distribuem pelos vasos, musculos, pele e glandula. A divisdo da-se
através dos ramos cutaneos ventrais dos nervos intercostais, responsaveis pela inervagédo
sensitiva das mamas toracicas, enquanto mamas abdominais e inguinais sdo inervadas por
ramos que sdo provenientes de ilio-hipogastrico, ilioinguinal e genitofemoral. As inervacdes

simpaticas seguem o padrédo de vascularizacdo (Kumar, 2013).
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Figura 6 - Desenho esquematico da circulagdo sanguineo (azul e vermelho) e linfatico (verde)dos pares de
glandula mamaria em cadelas.1:Artéria e veia epigastrica cranial; 2:Artéria e veia epigastrica superficial caudal.
3:Anel inguinal superficial; 4:Linfonodo axilar; 5:Nervos intercostais; 6: Nervos lombares; 7:Nervos
genitofemorais; 8:Linfonodo superficial. Adaptado Kumar (2013). llustragdo Carla Marina G Morais, Cassali
(2023).
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2. Desenvolvimento Mamario

2.1 Puberdade

A glandula mamaria € uma estrutura diferenciada, anexa a pele, mas ligada ao sistema
reprodutor de forma que seu desenvolvimento ocorre de acordo com as oscilagdes de
hormonios produzidos no Utero e nos ovarios. Estes hormonios sdo liberados por via
hematdgena para todo organismo (Oliveira, 2020). Na puberdade, periodo reprodutivo e no
periodo gestacional, a glandula mamaria passa por evolucdes e involugcdes de acordo com a
taxa hormonal liberada. A progesterona atua nas glandulas mamarias, aumentando o tamanho
das células secretoras de substancias lactiferas, apresentando papel importante no periodo
gestacional, juntamente com a prolactina na producdo de leite. O estrégeno e a somatotrofina
atuam no desenvolvimento dos lI6bulos e ductos mamarios (Goldshimit, 2013).

Na puberdade, a acdo dos horménios transforma a glandula rudimentar, desenvolvendo
as ramificacOes ductais e formando os alvéolos. Neste momento o desenvolvimento tende a ser
maior que a proporcao corporal até chegar a fase adulta. Cada vez que uma fémea jovem passa
por um ciclo estral, a mama vai ganhando mais complexidade devido ao desenvolvimento dos
tecidos que a compde, tanto estroma quanto parénquima (Valle, 2012).

Em cadelas, a puberdade tende a chegar por volta de seis a 12 meses, podendo haver
cio silencioso, prolongado ou interrompido. Cadelas de grande porte tem o primeiro ciclo,
perceptivel, por volta dos 18 a 24 meses e as de menores raca de 6 a 10 meses (Kowalewski,
2018). Os ciclos séo inicialmente irregulares, podendo ser frequentes nos trés primeiros anos

(Crusco, 2022). A Tabela 1 demostra o comportamento das glandulas mamarias das cadelas.

Fase Horménio Glandula Mamaéria
Proestro E2_LH Alta permeabrl] Iils::::eo¥?:cular edema,
Estro P4 Alta proliferagéo celular, hiperplasia
Diestro P4 —E2 Hipertrofia, hiperplasia
Gestacéo P4 —PRL - E2 Hiperplasia, hipertrofia, producéo lactea
Anestro GnRH - E2 Involugdo mamaria

Tabela 1 - Fases do ciclo reprodutivo da cadela, correlacdo de horménios dominantes e caracteristica da glandula
mamaria; E2: Estrogeno; P4: Progesterona; PRL: Prolactina; GnRH: Hormonio liberador de gonadotrofina; LH:
Horménio luteinizante.

As cadelas tém ciclo monoestral, ndo estacional, de ovulacdo polifolicular, com o ciclo

dividido em quatro fases: proestro, estro, diestro e anestro, controlado pela acdo dos horménios
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apresentados na Tabela 1. A glandula mamaria de cadelas é palpavel e passa pelas mudancas
de acordo com as respostas hormonais (Crusco, 2022). Antes do ciclo reiniciar, a cadela passa
por um periodo chamado de interesto, que compreende o periodo do final de um ciclo para o
inicio de outro, durando de 5 a 12 meses, com mudancas dependendo da raca e porte da fémea
(Concannom, 2011)

O proestro dura de 5 a 20 dias, onde as primeiras caracteristicas de comportamento de
cio aparecem. Esta fase é conhecida como a fase que a fémea chama atencdo do macho, porém
ndo aceita a monta e a presenca de edema vulvovaginal com secre¢do serossanigonolenta
(\Valle, 2012). Nesta fase ha um aumento gradativo de estrogénio que possui papel
importantissimo para a producéo de feromonio atrativos, inibicao de mitose cutanea, dando aos
pelos a caracteristica mais aspera e seca. Também se destaca a atividade do GnRH, que
estimula os gonadotrofos da adeno-hipofise a produzirem mais LH, até chegar ao ponto de
pico, resultando em o04citos prontos para a competicao e futura liberacdo na fase inicial do estro
(Apparicio, 2015; Songsasen, 2020).

Em seguida, a fase do estro, conhecida como a fase que a fémea aceita a macho, dura
de 5 a 15 dias. O edema vulvovaginal, se apresenta mais semelhante ao sangue vivo,
escurecendo a cada dia. Nesta fase ocorre a ovulacdo. Os odcitos sdo liberados dentro de 48
horas de maturacdo pré-ovulatério, quando se tornam aptos para a fecundacéo (Apparicio,
2015; Songsasen, 2020). A concentracdo de estrogénio (E2) diminui a medida que a
concentragdo de progesterona (P4) aumenta (Figura 8). Nas cadelas ndo existe a fase de
metaestro, ndo utilizando esta terminologia para a identificacdo de fase lUtea desta espécie
(\Valle, 2012). Caso nédo ocorra o inicio da gestacdo, o organismo entra na fase do diestro. Nas
fémeas desta raca, o corpo liteo permanece funcionante como em um periodo de gestacdo, pois
a producdo de progesterona necessaria até o parto é garantida pela presenca do corpo liteo
(CL). Ao final deste periodo a queda de progesterona circulante € notavel, porém em periodo
gestacional esta queda é bem maior (Apparicio, 2015).

No periodo gestacional, os embrides ficam soltos dentro do interior uterino cerca de 14
a 16 dias, sendo mantidos pelas secrec¢des liberadas pelas glandulas endometriais estimuladas
pela agdo da prostaglandina, apos este periodo, o embrido se fixa no endométrio, iniciando a
formacédo da placenta (Gobello, 2001). LH e prostaglandina (PRL) atuam em sinergismo com
0 CL, inibindo a producéo de P4, paralisando o ciclo (Onclin, 1997).

Nesta fase a glandula mamaria passa por um periodo de hiperplasia e hipertrofia devido
a estimulacdo hormonal atuar no desenvolvimento das células do parénquima mamaério para

que seja possivel a producdo lactea para toda a prole. A acédo sinérgica dos horménios P4 e
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PRL provoca intensa atividade de crescimento lobulo-alveolar, devido a alta expressao de GH
(Fator de Crescimento) pela glandula mamaria, podendo resultar em hipersecre¢do mamaria e
resisténcia periférica de insulina (De Oliveira Gusmdo, 2021).

Toda esta orquestra hormonal, ocorre com o Unico intuito de manter a gestacéo.
Hormdnios, como a relaxina produzida pela placenta, que atua junto com a PRL na producéo
luteal de P4, participam junto com o LH e o E2 de um complexo luteotrépico, cujo o seu
controle na gestacao de cadelas ainda ndo esta completamente clara para muitos pesquisadores
(Valle, 2012; De Oliveira Gusméo, 2021; Cassali, 2022). Entretanto, esta cascata hormonal
contribui para o desenvolvimento e funcionabilidade da glandula mamaria. A figura 8
representa, de forma esquematica, as formacgdes mamarias de acordo com a fase do ciclo estral.

Ja afigura 9 apresenta o ciclo hormonal.

1° pré-estro

Final do anestro fase pré-pubere Proestro

' 4

Estro

Fase final <& : Inicio do
do diestro diestro

[__] Perda do estroma intralobular @» Caracteristicas de regressio
[[__] Stroma Interiobular denso & | obulo inativo
—— Ductos Alveolos

Y Ramos ductais - Broto final

Figura 8 - Representacdo do tecido glandular mamario em diferentes fases do ciclo estral. Adaptado de
Wilson, (2017).
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Figura 9 - Quadro representativo hormonal ciclo estral cadela, destacando os periodos de pico de LH, ovulacdo
e fertilizacdo. Hormonios LH (preto); Estrégeno (vermelho); FSH (azul); Progesterona (laranja). Adaptado de
Apparicio (2015).

2.2 Relacdo entre parénquima e estroma no ciclo mamario

Na fase de repouso a glandula mamaria apresenta maior quantidade visivel de tecido
conjuntivo sobre o parénquima epitelial. O estroma € homogéneo e denso ao redor das
projecdes acinares, diminuindo a possibilidade de avaliacdo dos septos interlobulares nesta
fase. A caracteristica marcante é o conjunto de ductos lactiferos pequenos, com limen regular
e epitélio biestratificado, de formato cubico (Cassali, 2023). Nesta fase é associada a fase do
anestro e ou interestro, e 0 parénquima esta sobre o efeito dos hormoénios GnRH e E2 (Valle,
2012).

Na fase de lactacdo ha dominio maior do parénquima glandular sobre o estroma, com
extensdo do estroma limitada no interior da glandula. Este esta dividido em diversos septos,
formado por tecido conjuntivo frouxo, repleto por fibras reticulares como o colageno tipo Il11.
Ha formacdo de uma rede de sustentagcdo para o parénquima glandular desenvolvido. Nesta
combinacéo tecidual também estdo vasos sanguineos, nervos e vasos linfaticos em meio aos
adendmios (tubulo-acinos e ductos intralobulares), contendo secrecdes acidofilicas (Junqueira
e Carneiro, 2021). Os tabulos possuem o epitélio cubico. Os tipos celulares em abundancia sdo
as células secretoras e as células mioepiteliais, sendo as células secretoras pequenas e cubicas
e em seu interior observam-se goticulas de gordura (Cassali, 2023). Esta fase associa-se com

as fases de estro e gestagdo, cujo o parénquima esta sobre a acdo P4, PRL e E2 (Valle, 2012).
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Apobs o desmame, grande parte das estruturas acinares sdo reduzidas por apoptose, e
grande volume de células inteiras sdo liberadas no limen dos &cinos, sendo em seguida
fagocitadas por macréfagos. A reducdo de hormdnios sexuais produzidos pelo ovario leva a
glandula mamaéria ao processo de involucdo e atrofia de seu parénquima. As modificagdes senis
abrangem a regressdo e atrofia das papilas e também no tecido conjuntivo, diminuindo
fibroblastos e fibras colagenas (Cassali, 2023). Esta fase corresponde ao retorno para a fase de
anestro no ciclo estral. Estas alteracGes se dao devido a queda consideravel de P4 e PRL (Valle,
2012)

3. Estroma e Matriz Extracelular (MEC)

A matriz extracelular que compde o estroma mamario € rica em fibras de colageno do
tipo I, 111, IV e V, sendo também responsavel por manter a integridade do tecido glandular e
organizar o parénquima em lobos. Além de outros elementos, a matriz extracelular faz parte do
microambiente tumoral, tido como afuncional, porém carreador de uma série de variedades
celulares e moléculas presente no sitio em torno do parénquima, quando neoplasico
(Damasceno, 2012).

Neste ambiente, a presenca de tecido conjuntivo intralobular, com composicéo frouxa
e tecido conjuntivo interlobular, de formagao mais densa, formando os septos que delimitam
os lébulos. Também é composta pelas demais proteinas fibrosas como a elastinas,
glicoproteinas e proteoglicanos (Lipton et al., 2018). Muitas células pertencem a conhecida
matriz extracelular, como as células inflamatdrias, adipdcitos, dentre outras, mas tratando de
estroma, o destaque vai para o tecido conjuntivo e suas importantes fibras (Junqueira e
Carneiro, 2021).

O tecido conjuntivo do estroma mamario sofre diversas agdes de enzimas proteoliticas
e hormonais, resultando em constantes remodelagdes e adequagdes, interagindo com os
processos inflamatorios causados pela hiperplasia e hipertrofia do parénquima, atuando
perfeitamente no mecanismo de transigédo epitélio-mesenquimal. Também como em qualquer
MEC, atua constantemente na morfogénese e em processos regenerativos, criando um ambiente
confortavel para proliferacdo celular (Koening et al., 2006; Ferreira, 2017).

Com um ambiente altamente permeavel, as fibras de coldgeno do tipo | sdo mais
abundantes. Kakkad et al. (2012), afirmam que a densidade destas fibras pode auxiliar na
propagacdo de células tumorais, sendo também utilizada como biomarcador de neoplasias

mamarias. Assim como a funcdo do colageno I tem fungédo de adesdo das células com a MEC,
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0 colageno do tipo Il é responsavel por preencher espacos injuriados regulando o estroma e
alinhando com outras fibras (Brisson et al., 2015).

Neste ambiente, destaca-se a também a fun¢&o dos fibroblastos, capazes de sintetizar o
colageno no tecido conjuntivo. Em outros tecidos, sdo as células mesenquimais em repouso na
MEC fibrilar intersticial, sendo ativados quando ocorre processos de injdria e inflamacgéo para
a cicatrizacao de lesdes (Damasceno, 2012). Na MEC as células e outras macromoléculas se
atraem por ligagOes ndo covalentes, servindo ndo somente como reservatorio para fatores de
crescimento, citocinas entre outros mediadores como também agrega os tipos celulares
encontrados no estroma juntamente com o colageno, proteoglicanos, glicoproteinas, elastina e
acido hialurénico (Carvalho et al., 2016)

Assim, o estroma, ndo é somente importante em relacdo a organizacao e prote¢do do
parénguima, mas também representa o cenario importante para o carreamento de nutrientes,
estimulos e @mbolos, onde ocorrem eventos importantes em resposta as evolugdes e involucdes
mamarias (Damasceno, 2012). Devido a forte capacidade de adaptacéo do tecido conjuntivo e
a resposta expressada pelo estroma, a presenca das fibras de colageno e a neoformacéo
conjuntiva, é possivel direcionar o diagnostico e prognéstico apenas com analise
histopatoldgica tradicional, classificando graus de malignidade em relacdo as caracteristicas
dos tipos celulares e comportamento dos demais componentes da matriz extracelular (Carvalho
et al., 2016; Campanelli, 2023)

4. Neoplasia Mamaria em Cées

4.1 Neoplasia

Neoplasia é uma palavra de origem grega, onde neo significa novo e plasia significa
formacdo. Essa nova formacdo se d& devido a alteragcbes no processo de divisdo celular
exacerbado, até provocar a diferenciacdo em células defeituosas, que se proliferam e competem
com as células normais por condi¢Bes necessarias de crescimento e dominio (Aman, 2021).

Os fatores para o desenvolvimento cancerigeno sdo: proto oncogenes, responsaveis pela
multiplicacdo e crescimento celular, os genes supressores tumorais, responsaveis pelo controle
da proliferacéo de células neoplasicas, 0s genes reguladores de apoptose, que programam esta
acdo a células defeituosas ou células em idade celular avangada e os genes reparadores de DNA,
gue mantem o material genético inalterado (Aman, 2021). Para que estes fatores contribuam
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resultando na ocorréncia neoplasica € necessaria que exista o estimulo canceroso, sendo fisico,
quimico ou bioldgico, danificando o DNA, alterando a regularidade da divisdo celular e
também a capacidade do organismo a controlar ou destruir células defeituosas (Hoolf, 2013).

Os tumores mamarios compdem um grupo heterogéneo dentro das neoplasias em
relacdo a seu comportamento biolégico (Cassali et al., 2020). Sendo assim, a diferenciacao
morfoldgica se torna o direcionamento principal de diagnostico (Gama et al., 2003). No Brasil,
0s tumores mamarios tém grande representatividade, correspondendo a 70% do total das
neoplasias que ocorrem em cées. Infelizmente, a maioria destes tumores sdo de origem maligna
(Campanelli, 2023).

Estudos retrospectivos, observaram que 70% a 80% dos tumores em cadelas e gatas sao
de origem maligna (Cassali, 2023). Em um estudo realizado em Minas Gerais, o0 Laboratdrio
de Patologia Comparada da Universidade Federal de Minas Gerais analisou por um periodo de
15 anos, 1.539 tumores mamarios caninos, dos quais 85% dos eram malignos e apenas 13%
eram benignos (Cassali, 2020). Em outros levantamentos na regido sudeste e nordeste, cerca
de 90% dos tumores diagnosticados foram malignos, enquanto na regido sul ha uma variagdo
entre 68% e 73% (Toribio et al., 2012; Nunes et al., 2018; Cassali, 2023). Assim, é perceptivel
que a neoplasia mamaria € uma das doencas que mais acometem fémeas, levando-as a

diminuicdo de sua expectativa de vida (Costa, 2021).

4.2 Tumores Benignos e Tumores Malignos

A diferenca entre estes dois tipos neoplasicos é clara, mas a principal é em relacdo a
mortalidade. Os tumores malignos sdo mais agressivos devido ao comportamento mais
expressivo e ligeiro em relagdo a proliferacdo celular e insergdo da massa tumoral em tecidos
sadios, criando mecanismos de mantenga que auxiliam no processo evolutivo neoplasico,
acarretando também, mais rapidamente na necrose dos tecidos (Tan et al., 2020).

Ter tipos celulares distintos predominantes e com alteracGes neoplésicas é comum e
demonstram a complexidade dos tumores malignos. E possivel que no mesmo nédulo encontre
alteracOes benignas e malignas, predominando sempre as malignas devido a natureza mais letal
gue se encontra nos tumores malignos, com caracteristicas de microinvasao e angiogénese,
devido ao crescimento infiltrativo, propiciando maiores condi¢Ges para a ocorréncia de
metéstase (Rios; Aguilera, 2014).

Os tumores benignos se comportam de forma mais discreta no organismo, sendo bem

limitados e envoltos por um tipo de “capsula” em sua maioria. Apresentam o crescimento lento,
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e ndo sofrem metéastase (Cardi, 2007). Rios e Aguilera (2014), relatam a possibilidade rara de
necrose e quando ocorre metastase para outros 6rgdos, estas comunidades celulares nao

conseguem implantar uma neoformagéo.

4.3 Carcinogénese

Carcinogénese é o processo inicial da formagéo de neoplasias, onde na divisao celular,
a célula sofre alguma alteracdo de DNA pela acdo do agente iniciador de origem fisica, quimica
e bioldgica. A exposicdo celular a esses agentes é importante para promover o inicio do
processo cancerigeno (Cardi et al., 2007; Aman, 2021).

O processo da carcinogénese é feito em trés etapas: iniciacdo, promogao e progressao.
Na iniciacdo, o excesso de estimulo resulta em uma Unica mutacdo permanente, responsavel
pela alteracdo do DNA, que tem crescimento maior do que as outras. Na promogdo, uma série
de mutages alteram todo o comportamento das células mutantes, estimulando a aceleracdo da
divisdo celular e intensificacdo de competicdo entre as células. Na ultima etapa, conhecida
como progressdo, além de todos 0s processos anteriores, tem-se a invasdo de tecidos e possivel
metéstase. Esta terceira etapa permanece crucial para a determinacdo de benignidade e

malignidade de tumores, assim como demonstrado na figura 10 (Fathy, 2020; Aman, 2021).
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Figura 10 - Processo da carcinogénese. Adaptado de Benevenuto (2022).

Sobre o0s agentes promotores, a classificacdo se da de acordo a sua origem:

- Agentes Quimicos: para se tornar ativo, € preciso uma cascata metabolica e\ou um
risco quimico que, em contato com a célula, € capaz de injuriar a estrutura celular a ponto de
causar alteracdo no material genético. A exposicao desprotegida e em excesso contribui como

agente ativador, com isso 0 tempo de exposicdo é importante para a ocorréncia do evento
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neoplasico (MOURA et al., 2020). Sdo exemplos de agentes quimicos, medicacdes, pesticidas
e hormonios.

- Agentes Fisicos: os raios UV, outros tipos de radiacao, tabagismo passivo, ambientes
de ar poluidos, como proximidades de industrias, entre outros sdo alguns exemplos de agentes
fisicos. Estes ndo dependem de uma cascata metabdlica, sendo prejudiciais devido a exposi¢cdo
a agentes, gerando processos inflamatorios continuos. Esta agressdo e inflamagdo continua
altera 0 DNA, diretamente, iniciando o processo de carcinogénese. Neste caso até mais
deletério devido a presenca quase sempre constante de células inflamatérias (Cohn, 2014;
Aman, 2021). Sdo exemplos de agentes fisicos, radiacdo solar, fumaca de escapamento de
carros, fumaca de cigarro.

- Agentes Biologicos: promovem a carcinogénese devido a sua acdo infecciosa,
podendo causar alteracdo no DNA. Assim, a acdo do agente promove uma recombinacao
genica no material para acelerar a propagacdo viral, resultando na proliferacdo de células
cancerigenas. Este tipo de agente possui ligagdo com as células do sistema imune, tornando
mais dificil ainda o tratamento, devido a circulacdo das células pelo organismo (Silva, 2020).
Sdo exemplos de agentes biol6gicos, o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV), Virus da
Papilomatose e Tumor Venéreo Transmissivel (TVT).

Fatores como idade, situacdo imune, espécie e raca sdo importantes para 0
desencadeamento das neoplasias, assim como a falha de controle das células defeituosas pelo
organismo (Cassali 2017; Nakagaki, 2017; Aman, 2021;).

5. Patogenia

Sobre o desenvolvimento fisiopatoldgico de tumores de mama, o fator inicial se da
através da alteragdo entre os protooncogéneses, impedindo a agdo da ferramenta apoptose como
controle de células mutantes (Aman, 2021). O p53, é um dos genes responsaveis por regular a
proliferacdo, regulacdo e morte celular, também sendo responsavel pela identificagdo de
iniciacdo tumoral. Quando um agente induz a mutacéo genética de alguma célula, alterando
consequentemente a expressao do p53, a celula pode sofrer reparacdo pela acdo do gene WAF-
1, que através da proteina p21, faz com que a célula entre em apoptose. Falhas nesse sistema
permitem o surgimento e evolucdo de neoplasias (Goldshimitd, 2011).

Devido a exposicéao constante e ciclica aos hormonios reguladores de estro, em conjunto
com outros agentes carcinogénicos, ocorre atuacdo destes como ativadores de formacao

neoplasica celular. Em toda existéncia da fémea, progesterona e estrogeno, juntamente com
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toda a sua cascata hormonal, promovem o crescimento do tecido mamario, diferenciacédo e
producdo lactea (Candido et al., 2016; Cassali, 2017). Cadelas e gatas com historico recorrente
de pseudociese, ocorréncia de acumulo lacteo, provoca distensdo acinar, possivel hipoxia,
liberacdo de radicais livres e possivel desenvolvimento de células cancerigenas (Goldshimtd,
2011). Em resumo, fatores naturais, como a propria exposi¢cdo hormonal e diversas outras
condicdes ja citadas, corroboram para a implantacdo de neoplasias, sendo elas malignas ou

benignas.

6. Epidemiologia

A neoplasia mamaria € a neoplasia mais comuns em cadelas de idade avancada, tendo
como base a estatistica de 50% a 90% dos totais de neoplasias diagnosticadas no Brasil. E
considerada o primeiro tumor mais frequente em cadelas e o terceiro em gatas. E importante
citar que dentre as mais comuns neoplasias estdo as neoplasias com contexto maligno, ou seja,
mais invasivas e agressivas (Candido et al., 2016; Cassali et al., 2023).

A importancia de estudar os modelos mamarios de cadelas e 0 comportamento das
neoplasias nesta espécie se da pela similaridade com os modelos de mama humana, tanto em
glandula, quanto em estroma, apresentando uma importancia a mais nas pesquisas que
envolvem o tratamento desta doenca (Botelho, 2009). Cassali et al. (2023), fizeram um estudo
com pesquisadores do Brasil inteiro, afim de conhecer quais os tipos tumorais mais comuns em
cadelas e gatas em algumas localidades do Brasil.

Em uma coletanea de estudos retrospectivos no Espirito Santo, os tipos tumorais mais
encontrados foram carcinoma mamario e suas variagdes como forma maligna, e em forma
benigna os tumores mistos e adenomas (Silva, 2023). A predominancia dos carcinomas e suas
consequentes evolucdes, de acordo com a gravidade e comprometimento dos casos clinicos, €
notada em diversas regides (Andrade et al., 2017). De acordo com Greghi et al. (2021), cerca
de 80% dos tumores mamarios em caninos sdo malignos e destes, 90% sao carcinomas.

Em Fortaleza, em estudos retrospectivos, 0s carcinomas em tumor misto benigno
foram os maiores diagndsticos em cées (Viana, 2014). Este tipo de tumor tem evolucdo e
comprometimento de tecido progressivo, iniciando em sua fase “in situ”, ou seja, com as
alteragOes delimitadas dentro do limen ductal, tendo caracteristica ndo invasora (Nakagaki;
Cassali, 2023).

Em Minas Gerais, 0s tipos tumorais mais encontrados foram carcinomas em geral,
principalmente em tumor misto, seguindo o padrdo de outros estudos em cidades brasileiras,

sendo cerca de 91% dos diagnosticos (Cassali, 2020). Este padréo se repete, sinalizando a
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semelhanca entre os tipos tumorais que acometem mulheres, onde, segundo os dados do
Instituto Nacional de Cancer, os tumores mamarios mais diagnosticados em mulheres sdo os
carcinomas mamarios em suas diferentes formas como o “in Situ”, o carcinoma lobular invasivo

e o ductal invasivo (INCA, 2023).

7 Estudos sobre microambiente tumoral

A epidemiologia demonstra numericamente, importancia do tema tratando de
neoplasias mamarias, mas, o estudo que envolve entender o comportamento desta neoplasia,
passa por entender o papel dos componentes do estroma situado nos arredores da parte
parenquimatosa afetada (Campenelli, 2023). A MEC e 0s seus componentes que pertencem ao
estroma, compreende 0 microambiente tumoral, possuindo papeis importantes para a evolugédo
do quadro clinico da neoplasia, visto que processos como isolamento através de capsulas,
insercdo tumoral, angiogénese e seus componentes, dependem desse ambiente para se alocarem
(Ros e Aguilera, 2014; Tan et al., 2020).

Compreendendo a importancia do microambiente tumoral e sua dindmica em relacdo a
interrupgdo ou progressao das neoplasias em resposta as lesdes provocadas pela prépria massa
tumoral, estudos sobre o tema tem descoberto fun¢des das fibras de colageno (tipo I e tipo 111)
e de fibroblastos especificos (CAFs - Fibroblastos Associados ao Cancer). Em acéo natural as
lesGes podem carrear émbolos tumorais ou contribuem para que células cancerigenas possam
adquirir um fenotipico pré-tumoral (Wu, 2020).

Estudos claramente apontam que o microambiente tumoral é um sistema de dindmica
complexa envolvendo a massa tumoral do parénquima com o estroma. Através do
comportamento das fibras de colageno encontradas no estroma, avaliado com coloracdes
especificas como o Tricbmico de Gomori (TG), é possivel observar o comportamento destas
fibras no microambiente, entendendo as les6es desmoplasicas causadas pelo remodelamento
da MEC. Isso permite compreender um pouco mais o0 prognéstico de algumas neoplasias e
também sobre a densidade colagenosa daquele local lesionado (Chen, 2015).

N&do somente sobre as fibras e os fibroblastos, mas, com a histopatologia € possivel
observar e compreender 0s processos de angiogénese implantado naquele local (Schaaf et al.,
2018). Estudos sobre a problematica da densidade em relacéo as fibras colagenas estdo sendo
realizadas para compreender o seu real papel em relagéo a malignidade ou benignidade dos
tumores, assim como para idealizar tratamentos e entender os mecanismos de proliferagéo
neopléasica (Wu, 2020).
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CAPITULO 2: EPIDEMIOLOGIA E ANALISE HISTOPATOLOGICA
BIDIMENSIONAL DA AREA COLAGENOSA DE TUMORES MAMARIOS
CANINOS
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Resumo: A glandula mamaria, responsavel pela lactagdo neonatal, é constituida por uma
variedade de células, incluindo as mioepiteliais, que contribuem para a formacao das unidades
acinares, bem como as células epiteliais glandulares, que desempenham um papel crucial na
secrecao de substancias lactiferas. A neoplasia mamaria é uma das neoplasias que mais acomete
cadelas no Brasil, compondo um grupo heterogéneo dentro das neoplasias, em relacdo a seu
comportamento biolégico. Protocolos de amostras mamarias de cdes de Jatai e regido, do
periodo entre setembro de 2022 a novembro de 2023, arquivados no LAPVET-UFJ, foram
revisados, e laminas em Tricrébmico de Gomori foram confeccionadas para quantificacdo
colagenosa e correlacdo progndstica. Imagens foram capturadas digitalmente e analisadas pelo
programa Image J. Os dados foram analisados, com todos sendo fémeas, predominantemente
SRD, as glandulas abdominais caudais e inguinais sendo as mais afetadas, predominéancia de
tumores malignos, com maior ocorréncia de carcinossarcomas. Observou-se diferenga entre
tipos neoplasicos, mas sem inferéncia sobre o prognostico, pois tumores benignos e malignos
apresentaram semelhanca quanto a densidade colagenosa. O presente estudo oferece
informacdes complementares no estudo destas neoplasia, onde a precisdo diagndstica se une
com as informagdes preventivas, popularizando causas e tratamento em relagéo a esta grave
doenca, trazendo realidade humana e veterinaria lado a lado.

Palavras-chave: neoplasia, cdo, glandula mamaria, histopatoldgico

Introducgéo

A glandula maméria, responsavel pela lactagdo neonatal, exibe um desenvolvimento ciclico e
apresenta uma organizacao anatdmica que é consistentemente observada em diversas espécies
de mamiferos (Konig 2011). Composta por dois componentes distintos, 0 parénquima e o
estroma, a glandula mamaria exibe uma arquitetura anatdmica funcional, que depende de seu
comportamento fisiolégico, reagindo simultaneamente de acordo com as condi¢des hormonais

e estimulos organicos (Davidson e Stabenfeldt 2014).
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Parénquima e estroma interagem, como parte funcional e parte afuncional, respectivamente.
Esta parte afuncional ndo possui somente a importante funcéo de abracar a glandula mamaria
propriamente dita, organizando e delimitando os lI6bulos do parénquima mamario, mas também
é o sitio onde ocorre as remodelaces necessarias para corresponder as mudancgas provocadas
pelas ondas hormonais que estimulam o parénquima (Crusco et al. 2022). Os tumores
mamarios, em sua maioria, atingem diretamente o parénquima, que, por consequéncia provoca
alteracBes no estroma, envolvendo fibras colagenas, fibroblastos e células inflamatoérias
(Campanelli 2023).

Greghi et al. (2021), afirmam que cerca de 80% dos tumores mamarios em caninos Sao
malignos e destes, 90% sdo carcinomas. Em um compilado de pesquisas epidemioldgicas sobre
o0 tema, unindo pesquisas de varios estados brasileiros, Cassali et al. (2023) apontam a neoplasia
mamaria sendo mais comum em cadelas de idade avancada, tendo como base a estatistica de
50% a 90% dos totais de neoplasias diagnosticadas no Brasil. Esta variancia é explicada, devido
a presente variagdo entre os dados das diversas regides brasileiras.

Os tumores mamarios compdem um grupo heterogéneo dentro das neoplasias em relacdo a seu
comportamento biol6gico (Cassali et al. 2020). No Brasil, 0s tumores mamarios tém grande
representatividade, correspondendo a 70% do total das neoplasias que ocorrem em céaes.
Infelizmente, os tumores tém classificacdo maligna na maior parte dos casos (Campanelli
2023). Esta estatistica tem feito os estudos em relacdo a estas doengas crescer em apoio ao
combate de neoplasias mamarias em mulheres, visto que os padrdes de mamas entre as espéecies
sdo muito semelhantes (Zuccari et al. 2001; Botelho 2009).

Os dados apanhados, mostram a importancia da tematica, pois com a maior porcentagem dos
tumores malignos, devido as suas alteracdes, 0s progndsticos tendem a serem mais reservados
e os tratamentos mais complexos, devido as caracteristicas de malignidade ja estabelecidas
(Rios e Aguilera 2014). A exposicao constante e ciclica aos hormonios reguladores de estro,
em conjunto com outros agentes carcinogénicos, atua como ativadores de formag&o neoplasica
celular (Crusco 2022). Hormodnios como progesterona e estrégeno, atuam como 0s principais
indutores para desencadear um processo cancerigeno. Porem, falhas no sistema de controle
celular s&o importantes para o surgimento do evento (Aman 2021).

O estroma é composto por uma matriz extracelular que é composta por fibras de colagenos,
que tem por caracteristica cobrir a regido lesionada como uma forma de “enxerto”. Fibras estas,
que durante estudos como o de Brisson et al. (2015), apontam a possibilidade de serem ligantes
de tecido neoplasico e tecido ndo neoplasico, e com possibilidade de carrear ou contaminar

com células alteradas, auxiliando na evolucéo da doenga.
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Elementos da matriz extracelular (MEC), como fibroblastos e fibras de colageno, células,
inflamatorias, adipdcitos, vasos sanguineos e linfaticos, dentre outros, habitam o
microambiente tumoral, possuindo um importante papel na ocorréncia ou ndo de metéastases
primarias e no processo de invasdo tumoral (Damasceno 2012). O comportamento dos
elementos do estroma € reativo. Sua acdo depende da natureza maligna ou benigna do tumor,
por isso, a0 mesmo tempo que podem isolar a massa tumoral com uma rede de fibras colagenas,
também pode contribuir para um ambiente propicio em relacéo a infiltracdo e partilha de células
tumorais (Chen et al. 2019).

As fibras colagenas, principalmente as do tipo | e tipo 111, tém lugar de destaque na ambientacédo
do microambiente tumoral, podendo ser observadas, mas ndo diferenciadas na microscopia
Optica. Elas podem ser destacadas em diferentes colora¢des, dando uma visdo mais panoramica
do comportamento tumoral (Chen et al. 2021). Estas fibras formam um tecido fibroso ao
entorno da massa tumoral, exercendo a funcdo de regulador de crescimento tumoral e primeiro
carreador de células cancerosas, aumentando a densidade mamaria (Damasceno 2012; Xu et
al. 2019; Cassali e Nakagaki 2023).

Neste contexto, o objetivo do presente estudo é apresentar dados referentes a epidemiologia
diagnostica de neoplasias mamarias diagnosticadas pelo Laboratério de Anatomia Patoldgica
Veterinaria da Universidade Federal de Jatai, no periodo de 2016 a 2023, assim como, conhecer
a quantificacdo de tecido conjuntivo nestas neoplasias com o resultado diagnéstico da doenca

nestes animais, inferindo quanto ao progndstico.

Material e Métodos

Resultados de amostras mamarias do periodo entre setembro de 2016 a novembro de 2023,
arquivados no LAPEVT-UFJ, foram levantados epidemiologicamente, correspondendo a cées
do municipio de Jatai-GO e regido. A partir destes resultados, foram extraidas as informacoes
como sexo, idade, racga, glandula mamaria afetada e diagnéstico morfologico de cada paciente.
Os dados foram entdo tabulados para a realizacéo de analises epidemioldgicas quantitativas.

Os blocos e 1daminas em HE dos respectivos casos foram entdo recuperados para a realizacdo
de novos cortes histologicos para coloracdo Tricromico de Gomori, o qual tem por base
destacar o tecido colagenoso em coloragdo esverdeada, diferente dos demais tecidos (Fig. 1)
(Gomori 1950). Os tumores foram classificados de acordo com o0s principais materiais

cientificos sobre neoplasias mamarias (Cassali et al. 2014; Cassali 2017), e oncologia (Meuten
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2017). Apos essa classificacdo, foi calculada a prevaléncia de cada condicdo em relacdo ao
total de tumores diagnosticados.

Também foram registradas as frequéncias dos tumores quanto a faixa etéria, sexo, raga e a
glandula maméria afetada, destacando-se que no caso de multiplos tumores, estes foram
contabilizados separadamente, justificando a existéncia de mais glandulas afetadas que
pacientes. A idade foi registrada com base nas faixas etarias em filhotes (<1) ano, adultos (1-8
anos), e idosos (>8 anos). Quanto ao sexo, os caes foram classificados apenas como macho ou
fémea (Souza et al. 2006).

Para cada amostra, foram capturadas 10 imagens (n=10), das areas correspondentes ao sitio
tumoral (Fig. 1A), por uma camera fotografica (Moticam 3.0%), através de microscopia de
campo claro (Olympus®, CX41), na magnitude de 200x (1024x760 pixels). Cada imagem foi
analisada quanto a densidade colagenosa utilizando-se o software ImageJ, versao 1.46, um
programa processador de imagens tipo JAVA, que pode ser gratuitamente baixado da internet
(Rangan e Tesch 2007). Para tal, no programa foi instalada a ferramenta “Treshould colour”,
permitindo selecionar automaticamente as areas contendo pixels de coloracdo esverdeada, em
modo invertido. Na sequéncia, foi possivel converter aimagem em oito bits (Fig. 1B) e, através
da ferramenta “Analyse particles”, obter a porcentagem correspondente & area de tecido
colagenoso que compde o tumor de cada imagem, possibilitando a obtencao de médias do caso
analisado. A partir dos dados compilados, foi realizada analise sisteméatica dos mesmos,
identificando as principais classificagdes morfoldgicas tumorais, sua ocorréncia e a média de
concentracdo colagenosa encontrada para cada tumor. Com esses dados, foi possivel
correlacionar a presenca de tecido conjuntivo tumoral com a gravidade da doenca, oferecendo
informagdes que poderdo melhor subsidiar futuros estudos quanto ao papel do tecido
colagenoso na evolugdo neoplasica mamaria em animais de companhia.

O conjunto de todos os dados finais coletados foi submetido a analise de critica e consisténcia
utilizando-se o procedimento Univariate (SAS 2000). Como as variaveis ndo apresentaram
distribuicdo normal de probabilidade, ndo atendendo, portanto, a premissa basica da analise de
variancia paramétrica, optou-se entdo pela analise ndo paramétrica utilizando-se o teste H de
Kruskal-Wallis, através do procedimento NPARIWAY (SAS 2000).

A frequéncia dos tumores, por resultado diagndstico, foi submetida ao estudo de dispersao de
frequéncia, com uso do teste exato de Fisher, por meio do procedimento FREQ (SAS 2000). O
coeficiente de correlacdo de Pearson foi aplicado para calcular a intensidade obtida na

associacao de duas variaveis através do procedimento CORR (SAS 2000). A licenga submetida
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para os trabalhos foi aprovada no conselho de ética animal, sendo identificada por CEUA UFJ,
n°011/2021.

L

Fig. 1 Metodologia de mensuracdo da densidade colagenosa de tumor mamario canino. (A)
Imagem microscépica corada em Tricrémico de Gomori, evidenciando o estroma em verde dgua
e 0 parénquima em roxo. E possivel observar diferenga entre os acinos e o estroma colagenoso.
Sem barra de escala para ndo comprometer a anélise. Aumento 20x. (B) Mesma imagem apds
aplicagdo da ferramenta “Treshould colour”, e convertida em oito bits, em modo invertido,
permitindo a selecdo exclusiva de pixels antes esverdeados, para posterior analise da densidade
colagenosa pela ferramenta “Analyse particles” do Imagel.

Resultados

Dos 100 casos obtidos, foram 144 tumores analisados, com 100% das alteracGes neoplasicas
mamarias em cées, sendo todos os individuos do sexo feminino. Os tumores localizados nas
glandulas mamarias tiveram maior prevaléncia em fémeas entre 9 e 18 anos de idade, ou seja,
idosos (58/100), seguido dos animais com idade entre 2 e 8 anos (40/100), ou seja, adultos.
Destaca-se que dentre os animais considerados adultos, 21 deles estavam na faixa etaria entre
7 e 8 anos, ou seja, proximos da idade idosa. Dois animais (2%) ndo tiveram suas idades
relatadas nas fichas de solicitacdo de exame e de atendimento (Fig. 2).

Em relagdo as racas caninas acometidas, foram registradas a ocorréncia de neoplasias mamarias
em 18 diferentes racas (Fig. 3), com predominio de cdes sem raca definida (49/100), Shih Tzu
(11/100), Poodle (7/100), Pinscher (6/100), Dachshund (5/100), Pitt Bull e Yorkshire (4/100
cada), Boxer (3/100), Cocker (2/100) e as racas Border Collie, Chow Chow, Golden, Husk
Siberiano, Labrador, Lhasa Apso, Maltés, Pastor Alemao e Pastor Belga com um caso cada
como representado no grafico da figura 6. Predominantemente, 0s animais apresentaram mais
de um nodulo (60/100), contra 39 animais com um unico nédulo. Apenas em um dos casos ndo

foi possivel identificar se o paciente apresentava ndédulo unico ou multiplos nédulos.
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Fig. 2 Gréafico representativo que aborda o fator idade como fator de prevaléncia. Os quadrados

em verde e roxo representam, respectivamente, 0s animais entre sete e oito anos (21), dentro do
grupo de adultos (40).
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Fig. 3 Gréfico representativo que correlaciona o nimero de pacientes com ragas acometidas. Notar
significativo acometimento de animais sem raga definida.

No que tange ao acometimento glandular mamario obteve-se os resultados de mama
toréacica cranial (12/144), seguida da glandula mamaria toracica caudal (20/144), abdominal
cranial (21/144), abdominal caudal (41/144) e inguinal (45/144) (Fig. 4). Cinco dos casos
analisados ndo tiveram registro de qual glandula mamaria houve acometimento. O tamanho
dos tumores mamarios analisados variou de 2,5 cm a 13 cm de didmetro em seus maiores eixos,
com ou sem a pele ulcerada, macigos ou cisticos, mas predominantemente com aspecto tecidual
heterogéneo. Entretanto, dos 144 nodulos avaliados, em 75 deles ndo foi possivel identificar as

medidas de diametro.
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Fig. 4 Gréfico demonstrando a distribuicdo das glandulas mamarias acometidas. Notar o maior
acometimento das mamas caudais.

Ainda em relacdo aos resultados diagnosticos (Fig. 5), no presente estudo, 0s carcinossarcomas
foram os tumores mais observados, com 25 casos em 144 amostras. Em ordem decrescente,
foram observados o carcinoma em tumor misto (22/144), carcinoma papilar (18/144),
carcinoma solido (15/144), carcinoma tubular (14/144), carcinoma micropapilar (13/144),
carcinoma lobular pleomérfico, adenomioepitelioma e adenomioepitelioma maligno (7/144,
cada), carcinoma inflamatorio (4/144), carcinoma “in situ” (3/144), hiperplasia sem atipia e
tumor misto benigno (2/144, cada). Por fim, adenoma, adenose, carcinoma acinar, carcinoma
cribiforme e hiperplasia tubular apresentaram um caso cada. Assim, como demonstrado, em
132 dos tumores analisados, ou seja, 91,67%, correspondeu a neoplasias malignas.

Quanto a localizacdo das massas tumorais nas glandulas mamarias, de 144 nodulos, nédo foi
observada diferenca de ocorréncia entre as lateralidades anatémicas direita (64/144) e esquerda
(65/144), mas em 15 dos nddulos ndo houve identificacdo de qual lado a amostra foi colhida,
de acordo com as solicitacOes realizadas. No que tange sobre a densidade de éarea de tecido

colagenoso nos respectivos tumores, estas estdo representadas na Tabela 1.
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Fig. 5. Grafico representativo dos diagndsticos das amostras. 1: Carcinossarcoma (25); 2: Carcinoma em tumor
misto (22); 3:Carcinoma papilar (18); 4:Carcinoma s6lido (15); 5: Carcinoma tubular (14); 6: Carcinoma
micropapilar (13); 7: Carcinoma lobular pleomorfico (7); 8: Adenomioepitelioma (7); 9:Adenomioepitelioma
maligno (7); 10: Carcinoma inflamatorio (4); 11:Carcinoma “in situ” (3);12:Hiperplasia sem atipia (2); 13:Tumor
misto benigno (2); 14: Adenoma (1); 15: Adenose (1); 16: Carcinoma acinar (1); 17:VCarcinoma Cribiforme (1);
18: Hiperplasia tubular (1).

Tabela 1 Média da densidade de area colagenosa + erro padrao dos respectivos tipos
tumorais diagnosticados pelo LAPVET-UFJ, no periodo de junho de 2016 a setembro
de 2023, com as respectivas diferengas significativas (P<0,05) entre os mesmos.
Tipo tumoral % de tecido conjuntivo + EP

Adenoma 31.98 +0.524
Adenomioepitelioma 41.62 £ 0.665
Adenomioepitelioma maligno 53.87 £ 1.07°
Adenose 30.60 = 0.414
Carcinoma acinar 29.92 +0.364
Carcinoma cribiforme 16.06 + 0.20°
Carcinoma em tumor misto 3582+ 1.114
Carcinoma in situ 34.47 +1.354
Carcinoma inflamatoério 55.89 £1.15¢
Carcinoma lobular pleomorficos 37.37 £ 1.068
Carcinoma micropapilar 36.11 + 1.318
Carcinoma papilar 39.53 £ 0.928
Carcinoma s6lido 41.02 +0.948
Carcinoma tubular 53.66 = 0.96¢
Carcinossarcoma 41.34+0.968
Hiperplasia sem atipia 39.89 +0.65"
Hiperplasia tubular 81.50 + 0.40F
Tumor misto benigno 39.71 + 0.568

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre os tratamentos

(p <0,05).
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Discussao

A neoplasia mamaria representa hoje grande importancia no mundo veterindrio, pois expressa
grande porcentagem de diagnosticos em cadelas no Brasil, chegando a 90% dos diagnésticos
neoplasicos em algumas regides (Cassali, 2023). Este estudo, ndo apresentou este tipo de
neoplasia em machos, assim como a maioria dos estudos sobre este tema (Nunes et al. 2018).
Tumores mamarios em machos, geralmente sdo associados a disturbios hormonais raros.
Portanto, estimasse que machos possuem 62 vezes menos riscos de desenvolver esta doenca
(Misdorp 2002; Machado et al. 2020; Cassali 2023).

Além disso, as cadelas sdo consideradas um excelente modelo comparativo ao entendimento
da carcinogénese dessa neoplasia, em virtude dos aspectos epidemioldgicos, clinicos,
comportamento bioldgico e molecular serem semelhantes aos apresentados nas mulheres,
contribuindo para estudos diagnosticos e terapéuticos (Cassali 2017). A prevaléncia de
aparecimento do cancer em pequenos animais estd aumentando consideravelmente por varias
razdes, entre elas, e a principal, a maior longevidade observada nestes animais (Tedardi et al.
2016; Nunes et al. 2018), como demonstrado no presente estudo.

Os cuidados veterinarios e a importancia afetiva que os “pets” representam na vida das pessoas
tém levado a utilizacdo de nutricdo com dietas balanceadas, vacinagdes mais rigorosas,
avancados métodos de diagndstico e também os protocolos terapéuticos cada vez mais
especificos e eficazes. Esses fatores tém contribuido para a maior longevidade dos caes,
melhorando a qualidade de vida e longevidade, elevando a probabilidade de ocorréncia de
neoplasias mamérias (Pinto et al. 2019).

No presente estudo, uma importante parcela dos animais acometidos apresentava entre sete e
oito anis de vida. Estes animais, apesar de serem considerados adultos (Souza et al. 2006),
encontram-se no limite para entrarem na idade considerada idosa, ou seja, com mais tempo de
vida e possibilidade de desenvolvimento tumoral. Nesta mesma linha de raciocinio, outros
estudos tém observado tumores malignos em fémeas adultas a idosas (Kimura et al. 2012;
Nunes et al. 2018; Da Silva et al. 2021; De Paula et al. 2023), refor¢gando o fato de que o
envelhecimento mais avangado dos animais &€ um importante fator relacionado ao
desenvolvimento de neoplasias mamarias malignas em cadelas (Sleeckx et al. 2011; Basing et
al. 2023).

Estudos ainda relatam que a ovariosalpingohisterectomia em cadelas jovens tende a reduzir a

incidéncia de neoplasias, e quando essa cirurgia é realizada antes do primeiro ciclo estral, o
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risco de desenvolver neoplasia mamaria € de apenas 0,5%; de 8% quando realizada apds o
primeiro ciclo estral, e de 27% quando o procedimento é realizado posteriormente a dois ciclos
estrais (Beauvais et al. 2012; Cassali et al. 2019). As fémeas submetidas ao procedimento ap6s
os dois anos e seis meses de idade ndo sdo beneficiadas pelo efeito profilatico do procedimento
(Zuccari et al. 2001; Nicchio et al. 2020; Marchine et al. 2021). No presente estudo néo foi
possivel observar a correlacdo entre a ocorréncia de tumores mamarios e procedimentos de
castracdo, visto as solicitacbes dos exames diagndsticos ndo trazerem esta informagéo,
real¢cando a necessidade de registros mais completos para levantamentos epidemiol6gicos mais
precisos.

Sobre os aspectos epidemioldgicos relacionados as racas mais acometidas, existem muitos
estudos especificos que relatam uma grande variedade entre as mesmas, mas sempre levando
em consideracdo as particularidades de cada regido (Toribio et al. 2012; Nunes et al. 2018). No
presente estudo, os animais sem raca definida corresponderam a 49% dos casos, sendo 0s mais
acometidos, em concordancia com muitos estudos epidemioldgicos realizados no Brasil. Este
fato, tém como explicacdo o publico alvo atendido pelos Hospitais Veterinarios Escola das
universidades publicas, onde ocorre a maior parte das pesquisas brasileiras (Oliveira Filho et
al. 2010; Cassali 2023).

Entretanto, destaca-se que foram observados muitos casos em ragas de pequeno porte, como
Poodle (7%), Shih Tzu (11%), Pinscher (6%), entre outras, corroborando com observacgdes de
Itoh et al. (2005). Isso se deve, em parte, a maior proximidade de cdes de pequeno porte com
seus tutores, permitindo observacdo mais precoce de alteragdes mamarias, favorecendo seus
diagnosticos nestes animais em relacdo aos de maior porte (Sorenmo et al. 2009; De Nardi et
al. 2016; Nunes et al. 2018). Sobre o tamanho dos animais sem raca definida, também néo foi
possivel realizar correlacdo com os aspectos de tamanho dos animais, pois as solicitacdes de
exame ndo continham informacéao sobre porte ou peso dos animais.

Estudos relatam que multiplos tipos histol6gicos podem ocorrer em uma ou mais glandulas
mamarias simultaneamente, e 60% dos animais acometidos possuem neoplasias em mais de
uma mama (De Nardi et al. 2016; Nunes et al. 2018), corroborando com o0s dados encontrados
neste estudo. Por este motivo, todos os tumores mamarios devem ser analisados e
diagnosticados, pois normalmente, tratam-se de novos tumores primarios, sendo que 0s
tumores com pior prognostico devem servir de parametro para avaliacdo da evolucéo clinica
do paciente (Oliveira et al. 2020; Choi et al. 2022). Neste contexto, como 0s casos ndo passaram
por nova avaliacdo histopatologica laminar, levou-se em consideracdo apenas 0s resultados

ofertados no laudo técnico.
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As mamas abdominais caudais e as inguinais sdo mais frequentemente afetadas, por justamente
apresentarem tecido mamario mais desenvolvido, com maior quantidade de parénquima
(Cassali et al. 2018; Gedon et al., 2021). Nardi et al. (2016), afirmam que 66% das neoplasias
mamarias encontram-se nessas glandulas, predominancia essa também observado no presente
estudo. Neste contexto, estudos afirmam que alguns tumores mamarios s@&o hormonio
dependentes e o envolvimento hormonal na etiologia dessas neoplasias tem sido cada vez mais
aceita (Valle et al. 2012; Songsasen et al. 2020). Além disso, estudos relatam sobre a
possibilidade de haver maior abundancia de receptores hormonais nessas glandulas, em
comparagdo com as mais glandulas craniais, favorecendo a ocorréncia de neoplasias (Donnay
et al. 1995; Chang et al. 2005; Cassali et al. 2019).

Os tumores mamarios sdo estadiados de acordo com a classificacdo TNM da OMS, que avalia
0 tamanho do tumor (T), o envolvimento dos linfonodos (N) e as metéastases a distancia (M)
(Owen, 1980). Neste sentido, um dos fatores prognosticos mais importantes é o tamanho do
tumor. Estudos relatam que uma sobre vida mais baixa foi relatada para cdes com tumores
maiores (Ferreira et al. 2009; Marconato et al. 2019).

Cadelas portadoras de tumores maiores que cinco centimetros apresentam taxas de sobrevida
menores, principalmente quando inseridas em conjuntos mamarios mais craniais (Marconato
et al. 2019; Cassali et al. 2023). As chances de malignidade aumentam quando o0s tumores
atingem maior tamanho, pois quanto maiores, sdo observados invasdo de tecidos adjacentes
devido o crescimento da massa tumoral e processo de necrose causado pela evolucdo do caso
clinico (Abdallah et al. 2019). Neste contexto, o presente estudo revelou a importancia da
mensuracao clinica dos tumores mamarios, permitindo obter informacdes precoces acerca do
progndstico, pois em mais da metade dos casos, ndo foi obtido tal dado. J& nos casos com
mensuracao realizada, observou-se predominéncia de tumores maiores que trés centimetros,
que pode ser justificado pela demora no intervalo entre a primeira observacdo do tumor pelo
proprietario e o atendimento clinico do paciente (Caldas et al. 2016; Nunes et al. 2019).

Esse fato também infere na heterogeneidade tumoral encontrada no presente estudo, pois com
a progressdo tumoral, a instabilidade genética aumenta, permitindo que grupos celulares
presentes no mesmo tumor, ou em locais adjacentes, adquiram alteragdes genéticas e
epigenéticas, propiciando neoformacBes diferentes umas das outras, macro e
microscopicamente (Cullen e Breen 2016).

Dos 144 nédulos analisados, apenas em 12 deles foram diagnosticadas formas benignas de
neoplasia. Apesar do presente estudo ter levado em consideragdo apenas os resultados

diagnosticos finais dos casos avaliados, existem casos em que a mesma fémea apresentou mais
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de um tipo tumoral, com graduacéo histoldgica benigna e maligna, simultaneamente (Miranda
et al. 2022). Infelizmente, assim como em outros estudos (Toribio et al. 2012; Nunes et al.
2018; Cassali, 2023), houve significativa superioridade de diagnosticos de tumores mamarios
malignos nos casos analisados. O cenério adjacente ao ndédulo tumoral, onde também ocorrem
mudancas que podem resultar a evolugdo ou ndo do quadro é o estroma, também objeto deste
estudo. O seu comportamento varia de acordo com a natureza da neoplasia (Damasceno 2012;
Campanelli 2023).

O estroma e seus elementos, incluindo células imunes, células endoteliais e fibroblastos, fibras
de colageno, entre outros, compde o microambiente tumoral de forma ativa, interagindo entre
si, podendo promover a proliferacédo e invasao de células cancerigenas (Theocharis et al. 2016;
Xu et al. 2017; Xido et al. 2021). O presente estudo deu um primeiro passo na busca da
compreensdo da relagdo entre a porcentagem de tecido colagenoso em neoplasias mamarias em
cadelas.

Os primeiros resultados demonstraram que existe diferenca entre os diagnosticos tumorais, mas
que esta diferenca ndo evidenciou o papel da quantidade de tecido colagenoso sobre o
prognostico da respectiva doenca, visto tanto neoplasias malignas, quanto benignas,
apresentarem densidades colagenosas semelhantes. O papel das fibras, em relacdo ao sucesso
de evolucdo neoplasica, ndo deve ser descartado, pois seu papel fundamental para a
biomecanica, orientacdes fisicas e até bioquimicas, podem isolar as células neoplésicas ou
carreé-las, permitindo a disseminacdo para outros sitios ndo neoplasicos (Damasceno 2012;
Who et al. 2020; Garcia et al. 2021).

A densidade, em relacdo as fibras colagenosas, ocorrem em uma organizacao prépria de acordo
com a presenca das lesOes, justamente para o reparo tecidual, servindo para inferir o
progndstico dos quadros neoplasicos (Lopez et al. 2018). A ndo relevancia entre os modelos
benignos e malignos, aponta um alerta para as condi¢cdes de mudangas entre 0s tipos
neoplasicos, dificultando o tratamento e tornando o prognostico desfavoravel (Cullen e Breen
2016; Frias et al. 2023)

Além das fibras colagenosas, um importante elemento é o fibroblasto. Estudos recentes
apontam um destaque para um tipo especializado de fibroblastos, denominados fibroblastos
associados ao cancer (FACs), considerados importantes componentes do tecido estromal
tumoral (Garcia 2016; Figueredo 2019). Seus predecessores incluem fibroblastos do proprio
tecido conjuntivo onde se localiza o tumor, células endoteliais, células epiteliais, células-tronco
mesenquimais derivadas da medula éssea e células-tronco hematopoiéticas (Darby et al. 2014;
Shiga et al. 2015).
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Essas células FACs sdo consideradas semelhantes & miofibroblastos normalmente ativos em
processos inflamatdrios convencionais, e, a alta expressdo de a-actina de muasculo liso (a-SMA)
é considerada uma caracteristica dos FACs (Tomasek et al. 2002; Figueredo, 2019). Neste
contexto, muitos estudos tém sido realizados com camundongos e humanos, e seus resultados
tém indicado que a ativacdo de FACs podem estar direta e indiretamente associados a promog¢éo
de malignidade dos tumores (Xiping, 2017), pois no processo de desenvolvimento tumoral,
estas células tém sido associadas a angiogénese, resisténcia a varios tratamentos, invasdo e
metastase, pois liberam variadas citocinas e fatores tumorais (Ohlund et al. 2014; De Palma et
al. 2017; Li T et al. 2018).

Concluséao

Sendo assim, com base nas informacGes obtidas no presente estudo, conclui-se que o tecido
colagenoso possui um importante papel no desenvolvimento tumoral, mas existe a necessidade
da realizacdo de pesquisas complementares para confirmar sua real participacdo no
desenvolvimento e evolugdo dos tumores. Pesquisas na area da genética sdo necessérias,
compreendo a capacidade de neoplasias benignas se transformarem em malignas.

Entender a funcéo e toda dindmica do microambiente tumoral, seus elementos e, especialmente
no que tange a quantificacdo e caracterizacdo desses CAFs no tecido colagenoso, e sua
interacdo com as células neoplasicas permitindo compreender de melhor forma a biologia
tumoral, e permitir o desenvolvimento de terapéuticas mais eficazes, sdo os direcionamentos

futuros.
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#3553 rotina, assim como dimlgar resultades oo medo centifice, disseminando informag@e. Para tal, estario
emvolvidos docentes & discentes do Curso de Medicira Veteriremia da Universidsde Federal de Goias,
Fegional Tatal alem da possibilidade de agresagio de almes de oumras IES, desde que comprovadamente
vinowlados a alzom curse de Medicma Veterireria pe Brazil, devidamenie reconhecido pela MEC. Esta
inferacio proparcionard a0s académicos seu enriqueciments imtelectual na area, além da possibilidade de
realizacdo de atividades em squipe, educagdo contimmada e meerdisciplinaridade.
IV - Sumario do projeto:
o Discussio sobre a possibiidade de metodos alternatives & necestidade do numers de animais: Nao
b possibilidade ds métodos alemativa,
= Freve Projeto Plloto: Mao
o Espécie animal wfilizada’ mamers tofal de animai’ Namers de animais por trataments on gropoe

experimental: Amimaiz de companhis e de produgde. A quantdsde de amdmais serd conforme a
demanda.

o Descricio do animal wiilizade (Explicitar: especie’ Eehasem/ sexo {informar mamers por sexo)’
peso e'on idwde efc): Animais de comparkia @ de producio de gualkquer linhazem, idads peso a sexo,
conforme 3 demarnda.

o Fomte de obtencio do amimal- oc apimmis serdo procedentes de bioterio, fazenda, aviario, hospital
vetericerio da UFT & de clmicas veterinarias particolarss, propriedades nmads, hemas particolamss,
suinoculruras, aviculnmas, pisciculruras @ demais propriedades de criagio de animaic de produgd. Nao
sera uilizado arimais sitvestres.

o Descricio das imstalagdes uwiilizadas ¢ pumers de animaisrea’qualidade do ambiente (ar,
temperatora, uwmidade), alimentaciohidratacic: 30 se aplica pois serdo recebidos apenas

Camirato de Edica na Lo die Animabe T EL - LA T4
Bikace: § — als 25, Campuas Jeika. Br 364 Km 192, 2*. 3800

Parue kndusiral, Tuiai (5500 — 75R001-4615
Tekfone- 4 3606 B35

Erracl: goppimsegulphe

56



SEFVE; D PUBLICD FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDEFRATL DF TATAL

coMIssAD DE ETICA EM PESQUISA

caddverss ou amostras teciduais, sem a realivacdo de ewfarssia pelos memhros do projeto ou comfatn
COIM AMiTads VIS,

Utilizacdo de agente infeccoso/gravidade da infeccio a ser observada e amalise dos riscos aos
pesquisadores/alumes: Nao ha. Aparentemente sem riscos, mas o5 manipuladorss utilizarde bmvas,
mAsCAn & jakecd.

Procedimentos experimentais do projeto de pesgoisa:

- Becepcdo de amwosiras: os medicos veterinarios respomsaveis pelos casos eoviados ap LPPV
preencherdo ficha de requisicdo dos exames, & encaminharao 20 laboratorio conforme autorizagdo dos
tutores. Desta forma, as analises serdo realizadas de acordo com a dememda de amostras que chepam ao
LPPV da UFT.

- Serdo recebitdos cadavers: mediante autorizacio dos respectivos propristarios, assiil COMNO ATOSITAS
teciduais em formol das diferentes especiss para avaliago histopainlogica:

- A5 colheftas de amostras para Citopatnlosia seran realizadas pelos medices vetermarios respansaveis
por cada caso, 30 havende envolvimente nestes procedimentos da equipe do LPPV;

- Cada exemplar gue chepar ag LPPV sem devidamente identificada e registrada com metodologia
aplicada o laboraiorio par controle & of pAnizag 3o estrarral;

- 0k cadaverss epcaminkedes ao LPPV serdp de amimaic mortos por decomencia da ewebigdo de
enfermidades, assim como de animais sutnasiades por indicacae medico veterinaria, par apressnfarem
progmostics, reconhecidamente pelo profissioml. desfavoravel e se encontrarem em situagdo extrema de
pravidade; estando em estado de soffimente, mesmo apes adofdo de protocolos medicamentosos
temapeaticas (LUNA; TEIXEIRA 2007, CFMV, 2013). Estes poderdn ser encanvinhados resfriados,
pongelades ou in namma (PECOOTO; BARROS, 1908 ORSINT et al . 2019).

- As sutanasias serao realizadas sempre pelo medico veterinatio requisitante, nao havendo participacao
dos envalvides oo pre:&nt&;m_]m

- As térpicas mecroscopicas serdo realizadss de acordo tecnicas ja emprezadas ma rotina patologica e
embazadas na literatnm existents (BARFOS of al, 2006, PELETEIR.O, 200 6; OBSINT et al , 2018);

- Amosiras de tecido serdo fradas em formaldeido 10%: tampenada, desidratados em alcool crescente,
diafanizades em wilol inchudes em parafing, cortades a 5 um & corados pelas termicas de hematoxiling 2
ensina (HE) (WAT et al., 20047, assim como per temicas especiais de colorcdo (rioomico de GomoT,
PAS, aznl de toliding, eec) quando pecessamio, & sbseradas em mioscopio de campo clam (Mikkon
Eclipze E20<J). Serdo geradas imagens microscopicas com aralio de c2mera fotografica Moticam 300
acoplads 20 microscopio, gue serac arguivadas para postedor redagdo ciembifica, ou em maferiaiz
cientifices publicades, quando cabivel
Metodos niifizades para minimizar o seffimento ¢ aumentar o bem-estar dos animais antes,
durante & apos a pesquiza. Ponfos Finak Homanitaroes: Nao se aplica, pois o LPPV irabalhara
apenas com cadaveres e amosiras teciduaiz. Os cadaveres s30 provenientes do HV-UFT ou de chimicas
particulares, Eﬂ:ﬂﬂmﬁmdxﬂ:&m'edemhx;m&ema. com morte. As amasiTas
tecidiuais serdo provenientes de procedimentos cinrgices realizados pelos Medicos Veterinarios
solicitantes dios exames e ndo pelo LPPV. O LPPV apenas recebe estas amestras e cadaverss, realiza o
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exame arstomopainlogon e fomecs informacées acerca da doenca que lewou o animal 3 morte,
caracterizando o processo.

o Gran de imvasividade: Nao s aplica

o Material wtilizado em owiras projetos: 30

o Meétodo de entanasia: Nao se aplica

o Destine do amimal: A: carcagas serdo encaminhadss para a sala de mecropsia do Laboratorio da
Patologia & Parasitologia Veterireris, onde se encontram freezers de acondicioraments de cadaveres da
UFT. Os mesms sda recolhidos por empresa prestadara de servipo que diesting materiais inlogicos para
descarte adequado. As amostas teciduais sdo armazenadas por 5 amos, caso seja DECESSATIA mova
avaliagdo, aplicacso da pova tecnica diagnostca ou levantamento epidemdologion.

V - Comentaries do relator frente s orientacoes da CEUA:

o Cmante a0: docomentor emigidos pela CEUATET: constam todeos os documentos exizides e
devidamente assiradaes pelos respansaveis pelo projeto.

o Quante aos cuidados ¢ manejo dos animais & riscos 305 pesquisadores: Wi s= aplica, o projete
trabalhara aperss com cadsverss & amostras tecidnais dos animais. Os manipuladores utilizardo hovas,
mascara e jalaca.

VI- Parecer da CETA:
De acordo com a documentacdo apresentada 2 CEUA, comsideramos o projets APROVADO, smj desta

Informagio aos pesquisadores: _
Beiterameos a miportancia deste Parecer Consubstanciade, e lembmames goe a pesguisadora respensavel
devera encaminhar 3 CEUA-Jatal o Felatorio Final baseado na conclasd do estudo @ ma incidéncia de
publicagies decomentes deste, de acorde com o dispesto ma Lei £° 11.794 de 03102008, e Essobaio
Mommativa 5°. 01, de 09072010 do Comselho Wacional ds Conirole de Experimentacdo Animal-CONCEA
() prazo para enfreza do Faelatorio @ de até 20 dias apos o encerramento da pesquisa, 2 qual esia prevista
para Snalizar snas agoes até 19 de maio de 2025,

VII - Data da reamido: 28052021

Dra. Mirian Machado Mendes
Coordenadora da CEUA-Tatan
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