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SOUZA, A.B. Avaliacdo da morfologia, da proliferacdo e da densidade celular do
estroma ovariano de cadelas com e sem neoplasia mamaria. 2011. 64f. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncia Animal, 4rea de concentracdo em Sanidade Animal) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

O ovério ¢ um o6rgdo pluralista e dindmico, composto por diferentes linhagens de células. As
estruturas que o compdem sofrem mudangas sequenciais na morfologia e nas propriedades
bioquimicas durante o ciclo reprodutivo, em decorréncia da acdo de hormoénios hipofisérios e
ovarianos. Os receptores de estrogenos e de progesterona sao detectados nos ovarios de diversas
espécies, indicando que esses hormdnios exercem fungdes autdcrina e pardcrinas no 6rgao. Além
de regular a fung¢ao ovariana, os esterdides possuem um importante papel no desenvolvimento dos
tecidos uterino e mamario. Na oncologia, iniimeros estudos sdo realizados na busca do
esclarecimento da carcinogénese mamaria e ovariana, e ¢ forte a evidéncia que um dos fatores que
favorecem a progressdo da neoplasia ¢ a exposicao frequente dos tecidos a hormonios esterdides,
colaborando assim no desenvolvimento e progressao do tumor. A cadela ¢ utilizada em estudos de
carcinogé€nese mamaria devido as similaridades morfoldgicas e moleculares com as neoplasias em
mulheres e as caracteristicas da fase litea do ciclo ovariano da cadela, transformando-a assim, em
um modelo adequado aos estudos da a¢do dos hormonios ovarianos na fisiologia e carcinogénese
dos orgaos reprodutores e da glandula mamaria. S3o poucos e recentes os estudos sobre o ovario
canino,sendo que a maioria aborda aspectos funcionais e hormonais, principalmente sobrecélulas
da granulosa e odcitos, com €nfase na reproducdo. Pouco se conhece sobre o estroma ovariano de
cadelas e mulheres. Atualmente, observa-se um maior interesse a respeitodas células que
compdem o estroma de tecidos neoplésicos, principalmente mamario, para esclarecer a possivel
acdo autocrina e paracrina dessas células na tumorigénese. O presente estudo teve como objetivo
avaliar a morfologia, a proliferacao e a densidade celular do estroma ovariano de cadelas com e
sem neoplasia mamaria. Utilizaram-se blocos histologicos de ovarios de 40 cadelas com neoplasia
mamaria submetidas a ovariossalpingoisterectomia terapéutica e 18 blocos de ovarios de cadelas
higidas submetidas a cirurgia eletiva. As analises morfoldgicas do ovario e principalmente do
estroma ovariano foram realizadas utilizando as colorag¢des histoquimicas de Hematoxilina-eosina
e Tricromico de Masson e o método imunoistoquimico com o anticorpo anti-PCNA. A densidade
e proliferacdo celular foram analisadas no estroma

proximo aos foliculos terciarios. Nos ovarios examinados ndo foram observadas alteragdes
histologicas. Assim, concluiu-se que o método imunoistoquimico PCNA permitiu uma melhor
visualizagdo das caracteristicas histologicas, da composicao e disposi¢ao das células, do estroma
ovariano quando comparado com as coloragdes histoquimicas de hematoxilina-eosina e
Tricromico de Masson. O estroma ovariano das cadelas ¢ composto predominantemente por
células fusiformes e epitelidides em proporgdes semelhantes. Constatou-se que o indice de
proliferagdo e a densidade celular do estroma ovariano ndo sofrem alteragdes em cadelas com e
sem neoplasia mamadria ou em decorréncia ao porte fisico do animal. Verificou-se um aumento
significativo na densidade celular do estroma ovariano de cadelas com neoplasia entre a faixa
etaria de 4 a 12 anos em relagdo as cadelas com idade entre 13 a 15 anos. Neste estudo, observou-
se que nos ovarios histologicamente normais nao hé influéncia e alteracdo das células estromais
ovariana na carcinogénese mamaria.

Palavras-chaves: Ovario.Neoplasia mamaria.Proliferagdo cellular.Densidade stromal. PCNA.



SOUZA, A.B. Evaluation of the morphology, proliferation and cell density of ovarian
stroma of bitches with and without mammary neoplasia. 2011. 64p. Dissertation (Master
Degree in Animal Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

The ovary is a pluralistic and dynamic organ composed of different cell lines. The structures
that comprise suffer sequential changes in morphology and biochemical properties during the
reproductive cycle, due to the action of hipofisary and ovarian hormones. Estrogen receptors
and progesterone levels are detected in the ovaries of several species, indicating that these
hormones exert autocrine and paracrine functions in the organ. In addition to regular ovarian
function, steroids have an important role in the development of uterine and breast tissues. In
oncology, many studies are conducted in search of enlightenment of breast and ovarian
carcinogenesis, and is strong evidence that one of the factors that favor the progression of
cancer is the frequent exposure of tissues to steroid hormones, thus fostering the development
and progression of the tumor. The canine is used in studies of mammary carcinogenesis
because of morphological and molecular similarities with the cancers in women and the
characteristics of the luteal phase of the ovarian cycle of the bitch, thus transforming it in an
appropriate model to study the action of ovarian hormones on the physiology and
carcinogenesis of the reproductive organs and mammary gland. Are few and recent studies on
the canine ovary, most of which addresses functional and hormonal aspects, especially on
granulosa cells and oocytes, with emphasis on reproduction. Little is known about the ovarian
stroma of women and bitches. Currently, there is a greater concern as the cells that make up
the stroma of neoplastic tissues, especially breast, to clarify the possible autocrine and
paracrine action of these cells in tumorigenesis. The present study was to evaluate the
morphology, proliferation and cell density of ovarian stroma of bitches with and without
breast cancer. We used histological blocks from the ovaries of 40 bitches with breast cancer
undergoing treatment ovarioisterectomy and 18 blocks from the ovaries of healthy dogs
undergoing elective surgery. The morphological analysis of the ovary and the ovarian stroma
were mainly carried out immunohistochemical staining using hematoxylin-eosin and
Masson's trichrome and immunohistochemistry with anti-PCNA. The density and cell
proliferation were analyzed in the stroma close to tertiary follicles. In the ovaries were not
examined histological changes. Thus, it was concluded that PCNA immunohistochemistry
allowed a better visualization of the histological characteristics, composition and arrangement
of cells, the ovarian stroma when compared with the histochemical staining with hematoxylin-
eosin and Masson's trichrome. The ovarian stroma bitches is composed predominantly of
spindle cells and epithelioid cells in similar proportions. It was found that the rate of
proliferation and cell density of ovarian stroma remain unchanged in dogs with and without
breast cancer or due to the physical size of the animal. There was a significant increase in
stromal cell density of bitches with ovarian cancer between the ages of 4 to 12 years in
relation to dogs aged 13 to 15 years. In this study, we found that histologically normal ovary
no influence and alteration of the ovarian stromal cells in mammary carcinogenesis.

Keywords: Ovary.Breast cancer.Cell proliferation.Stromal density. PCNA.
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1 REVISAO DA LITERATURA:

RESUMO: O ovério dos mamiferos ¢ um o6rgdo complexo e dindmico, composto por
diferentes linhagens celulares. Abrange estruturas que sofrem mudangas sequenciais na
morfologia e nas propriedades bioquimicas durante o ciclo reprodutivo. Em cada fase do
ciclo, hormonios hipofisarios agem no tecido ovario fazendo com que diferentes tipos
celulares passem a sintetizar e secretar hormonios esteroides. Os receptores de estrogenos e de
progesterona sdo detectados nos ovarios de diversas espécies, indicando que os hormonios
esterdides tém fungdes autdcrina e paracrina no ovario. Contudo, além de regular a fungao
ovariana, os esterdides possuem um importante papel no desenvolvimento das glandulas
mamarias. Na oncologia, inimeros estudos sdo realizados na busca do esclarecimento da
carcinogénese mamaria ¢ ovariana, uma vez que a progressio do neoplasma estad
correlacionada com a frequente exposicdo dos tecidos a hormdnios esterdides. Devido as
similaridades morfologicas e moleculares com as neoplasias em mulheres e as caracteristicas
da fase lutea do ciclo ovariano, a cadela ¢ considerada um modelo adequado nos estudos da
acao dos hormonios ovarianos na fisiologia e carcinogénese mamaria e ovariana. Sao escassos
e recentes os trabalhos sobre o ovario canino e a maioria aborda aspectos funcionais,
concentrando-se em estudos com células da granulosa e odcitos. Pouco se conhece sobre o
estroma ovariano de cadelas e mulheres. Recentemente, ha um aumento das pesquisas sobre
as cé¢lulas que compdoem o estroma de tecidos neoplasicos, principalmente mamario, com a
finalidade de compreender a possivel agdo autocrina e pardcrina dessas células na
tumorigénese.

Palavras chaves: Ovario. Proliferagdo celular. Densidade celular. Estroma ovariano. PCNA.

ABSTRACT: The mammalian ovary is a complex and dynamic organ composed of different
cell lines. It covers structures that undergo sequential changes in morphology and biochemical
properties during the reproductive cycle. At each stage of the cycle, the hipofisary hormones
act on the ovarian tissue causing different types of cells start to synthesize and secrete steroid
hormones. Estrogen receptors and progesterone levels are detected in the ovaries of several
species, indicating that steroid hormones have autocrine and paracrine functions in the ovary.
However, in addition to regulating ovarian function, steroids have an important role in the
development of mammary glands. In oncology, many studies are conducted in search of
enlightenment of breast and ovarian carcinogenesis, since the progression of the neoplasm is
correlated with the frequent exposure of tissues to steroid hormones. Due to the
morphological and molecular similarities with the cancers in women and the characteristics of
the luteal phase of the ovarian cycle, the canine is considered an appropriate model in studies
of hormone action in ovarian physiology and breast and ovarian carcinogenesis. Are scarce
and recent work on the canine ovary and most covers functional aspects, focusing on studies
of cells and oocytes. Little is known about the ovarian stroma of women and bitches.
Recently, there is a growing body of research on the cells that make up the stroma of
neoplastic tissues, especially breast, in order to understand the possible autocrine and
paracrine action of these cells in tumorigenesis.

Keywords: Ovary. Cell proliferation. Cell density. Ovarian stroma. PCNA.
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1.1 OVARIO — ORGAO DINAMICO

Nos mamiferos, os ovdarios sdo orgdos que exercem funcdo endocrina
sintetizando e secretando hormoénios e fatores de crescimento e, exdcrina com a produgdo de
gametas (McGEE; HSUEH, 2000; DI FIORE, 2001). A dupla fung¢do ¢ complementar,
interdependente e necessaria para o sucesso da reproducao da fémea (McDONALD, 1989;
HAFEZ; HAFEZ, 2000).

O ovério ¢ um dos 6rgdos mais dindmicos do organismo e submete-se a
remodelagdes intensas como parte do crescimento, da diferenciacdo, da ovulacdo e da
luteinizagdo dos foliculos ovarianos. A remodelacao no tecido ovariano exige alteragdes no
equilibrio entre os processos de proliferagdo e de apoptose das células ali presentes (JIANG et
al., 2003; BERISHA; SCHAMS 2005).

O ovario da espécie canina (Canis familiaris) ¢ considerado uma estrutura
complexa, com variagcdes morfologicas, macroscopica e microscopica (PRIEDKALNS;
LEISER, 1998). Estudos sdo realizados em diversas espécies animais para elucidar
mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares do o6rgdo. No entanto, os aspectos
morfoldgicos dos caninos sdo pouco abordados pelos pesquisadores (NISHIYAMA et al.,

1999; VERMEIRSCH et al., 2001a, b).

1.2 MORFOLOGIA DO OVARIO CANINO

Os ovarios nos caninos sao compostos por epitélio celémico origindrio da
mesoderme e de células germinativas da endoderme, semelhante ao 6rgdo nas mulheres
(AUGHEY; FREY, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Anatomicamente estdo situados na cavidade abdominal, regido sublombar,
proximo a 3% e 4* vértebras lombares, proximos aos pélos caudais dos rins; estando o ovario
direito dorsal ou dorsolateral ao codlon ascendente e o ovario esquerdo entre a extremidade
dorsal do bago e o coélon descendente. Tanto os ovarios, como os ovidutos e o utero estdo
fixados as paredes dorsolaterais da cavidade abdominal e a parede lateral da cavidade pélvica
por meio dos ligamentos largos do tutero (GETTY; GROSMANN, 1986; POPESKO, 1997;
KONIG; LIEBICH, 2004).

Cranialmente, o ligamento largo do utero prende-se pelo ligamento
suspensorio do ovario. O ligamento largo é constituido por por¢des do mesovario,

mesosalpinge e mesométrio. O ligamento proprio, que ¢ a continuagdo caudal do ligamento
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suspensor, prende-se a extremidade cranial do corno uterino. O ligamento redondo estende-se
caudal e ventralmente ao ligamento largo. O complexo arteriovenoso ovariano localiza-se
sobre o lado medial do ligamento largo e estende-se da aorta para o ovario pelas artérias e
veias ovaricas (GETTY; GROSMANN, 1986; POPESKO, 1997; KONIG; LIEBICH, 2004).

Macroscopicamente 0s ovarios apresentam-se como estruturas elipsoéides
achatadas, envoltas pela Bursa ovarica que ¢ composta pelo mesovario distal ¢ mesossalpinge
(DYCE, 2004; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; KONIG; LIEBICH, 2004). Apresentam
coloracdo brancacenta a pardo-clara em decorréncia do tecido conjuntivo denso que compdem
a tinica albuginea que recobre o 6rgdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O tamanho dos ovarios nos caninos varia com o porte, idade e com o ciclo
estral do animal, medindo em média 20 mm de comprimento, 15 mm de largura e 6 mm de
espessura (GEOFFREY, 1979; KONIG; LIEBICH, 2004).

A porcdo externa possui a superficie lisa, com saliéncias formadas pelos
foliculos ovarianos, destes tendo origem os odcitos, que na fase do estro sdo eliminados e
captados pelas franjas das tubas uterinas, sendo entdolevados por cilios para o interior do
Gtero (GETTY; GROSMANN,1986; DI FIORE, 2001; KONIG; LIEBICH, 2004). A
superficie de corte exibe coloragdo pardo-clara e cavidades cisticas de tamanhos variados.

O orgdo ¢ constituido por duas porgdes distintas: regido cortical rica em
foliculos ovarianos ou corpo luteo envoltos por células estromais e tecido conjuntivo; e a
regido medular ou interna que ¢ composta por nervos, vasos sanguineos e linfaticos e células
hilares (intersticiais) de permeio ao tecido conjuntivo frouxo (PRIEDKALNS; LEISER, 1998;
AUGHEY; FREY, 2001; DI FIORE, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A superficie do ovario ¢ revestida por epitélio germinativo (EG), originario
do mesotélio do peritonio visceral, e pode variar do tipo cubico simples a pavimentoso
(AUGHEY; FREY, 2001; DI FIORE, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004) e exibe um
discreto crescimento de aspecto papilar que se invagina para a camada cortical, formando os
tubulos corticais (TC) (Figura 1). Estes tibulos sdo compostos por células ctbicas (Figura 1)
sendo evidenciados apenas em ovarios de adultos, incluindo a cadela (PRIEDKALNS;

LEISER, 1998; AKIHARA et al., 2007).
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Figura 1 — Fotomicrografias da regido superficial do ovario canino. A) Superficie ovariana
revestida por células germinativas. Invaginagdo do epitélio superficial (asterisco)
com a formacdo dos tibulos corticais (setas). PCNA. Objetiva de 20x. B)
Superficie ovariana constituida por epitélio cibico simples a pavimentoso.
Invaginacdo do epitélio superficial com formagdo de aspecto papilar (asterisco).
PCNA. Objetiva de 20x. Londrina, 2011.

Fotos: Arlete Benta de Souza.

A tlnica albuginea (TA), localizada abaixo do epitélio superficial, ¢ uma
camada tecido conjuntivo denso composta por fibras coldgenas (Figura 2). A densidade
celular desta regido diminui nas por¢des seguintes da camada cortical e inumeros tubulos
corticais estdo presentes na tinica albuginea (AUGHEY; FREY, 2001; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004; AKIHARA et al., 2007).

Figura 2 — Fotomicrografias da regido cortical do ovario canino. A) Tlnica albuginea (barra
preta). HE. Objetiva de 20x. B) Tunica albuginea (barra branca) composta por
tecido conjuntivo denso. Tricromico de Masson. Objetiva de 40x. Londrina, 2011.
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Na regido cortical observa-se o predominio de foliculos ovarianos em
diferentes fases de desenvolvimento, compostos por um o6cito envolto por uma ou mais
camadas de células foliculares ou células da granulosa (CG) (AUGHEY; FREY, 2001;
GARTNER; HIATT, 2007).

O estroma ovariano estd constituido por fibras colagenas e reticulares,
células fusiformes, principalmente fibroblastos, células intersticiais e células enddcrinas (CE).
As células intersticiais sdo pequenas, epiteliddes, com ntcleo redondo (Figura 3A). As CE sdo
poliédricas e formam arranjos em corddes e palicadas (Figura 3B), sendo também observadas
em roedores (PRIEDKALNS; LEISER, 1998; AUGHEY; FREY, 2001; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004; GARTNER; HIATT, 2007).

Figura 3 — Fotomicrografias do estroma ovariano de cadela. A) C¢lulas intersticiais
epitelidides — pequenas, com citoplasma indistinto e nucleo redondo. PCNA.
Objetiva de 20x. B) Células intersticiais endocrinas (CE) (seta) formando arranjos
em corddes e palicadas. PCNA. Objetiva de 20x. Londrina, 2011.

Fotos: Arlete Benta de Souza.

Na regido medular, no hilo ovariano, observa-se a rete ovari (RO) composta
por células cuboides e colunares, entremeada ao estroma composto por tecido fibroeldstico e
muscular liso. As células cuboides arranjam-se formando estruturas reticulares, enquanto as
células colunares formam estruturas tubulares, as quais sdo mais frequentes nesta regido

(Figura 4) (AUGHEY; FREY, 2001; AKIHARA et al., 2007).
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Figura 4 — Fotomicrografias da regido medular do ovario canino. A) Rete ovari formada por
estruturas reticulares e tubulares. Objetiva de 20x. B) Predominio de células
colunares formando estruturas tubulares. PCNA. Objetiva de 40x. Londrina, 2011.

Fotos: Arlete Benta de Souza.

1.3 FOLICULOGENESE

A foliculogénese ¢ caracterizada pela proliferacdo acentuada e diferenciagao
das células somaticas dos foliculos (ARMSTRONG; WEBB, 1997). Nos caninos, a
foliculogénese inicia-se com a formacdo dos foliculos primordiais ap6s o nascimento,
ocorrendo entre o 17° e 54° dia de vida (ANDERSEN; SIMPSON, 1973). Os foliculos
primordiais desenvolvem-se, a partir da puberdade da cadela, sob a influéncia de hormonios
esteroides, liberacdo de gonadotrofinas, peptideos e fatores de crescimento, sofrendo
modificacdes e tornando-se estruturas no meio do estroma ovariano (ARMSTRONG; WEBB,
1997, HAFEZ; HAFEZ, 2000).

Em funcao da fase de desenvolvimento folicular observam-se caracteristicas
histologicas peculiares, classificando-os em primordial, primario, secundario (pré-antral),
antral precoce e antral avangado ou de Graff (Figura 5) (AUGHEY; FREY, 2001; BARBER
et al., 2001; SONGSASEN; WILDT, 2005).
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Figura 5 — Figura ilustrativa da estrutura do ovario de mamiferos. Camada cortical e medular
e foliculos ovarianos em diversas fases de desenvolvimento.

Fonte: blogdebiologia.wordpress.com

O foliculo primordial caracteriza-se pela presenga do odcito primario
cercado por uma uUnica camada de células da granulosa (CG) achatadas, medindo
aproximadamente 25 a 40 pm de diametro (DURRANT et al., 1998; DOLEZEL et al., 2003).
Tais células foliculares transformando-se cubdides, dando origem ao foliculo primario. Com a
continuidade da proliferagdo das CG o epitélio torna-se estratificado (2 a 5 camadas), surge
uma camada espessa de material amorfo entre o odcito e a camada interna da CG, a zona
pelicida (BARBER et al., 2001). O foliculo passa a ser denominado secundario, com
diametro de 30 a 100 pm (Figura 6A e 6B). Com o desenvolvimento das CG ocorre a
formagdo de uma cavidade no foliculo, o antrum folicullare (AF), caracterizando o foliculo
terciario, que atinge um tamanho entre 102 a 148,9 um de didmetro (Figura 6C) (DURRANT
et al., 1998; BARBER et al., 2001; DOLEZEL et al., 2003). Ao redor de quatro meses 0s
foliculos pré-antral e antral sdo observados no cortex ovariano de cadelas (ANDERSEN;
SIMPSON, 1973; DURRANT et al., 1998).

Concomitantemente, a fase secundaria da foliculogénse ocorre o
desenvolvimento das células do estroma ao redor do foliculo, dando origem as camadas da

teca interna (TI) e externa (TE) (Figura 6D). As células da TI quando totalmente diferenciadas
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passam a sintetizar hormonios esterdides, principalmente androgenos (DURRANT et al.,
1998; BARBER, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; GARTNER; HIATT, 2007).
Pequenas células estromais redondas podem acumular-se principalmente ao redor de foliculos
ovarianos (AUGHEY; FREY, 2001; AKIHARA et al., 2007).

Apds o desenvolvimento completo das camadas das tecas (TI e TE), da
presenca do antro folicular e a reorganizagdo das CG, ha o surgimento de um pequeno
espessamento na parede do foliculo, o cumulus oophorus (CO), e algumas células foliculares
passam a envolver o oocito constituindo a coroa radiata (CR) (Figura 6D).

Quando o foliculo atinge seu desenvolvimento maximo, medindo entre 200
a 350 um de diametro, passa a ser denominado de foliculo maduro, antral avancado ou de
Graff (DURRANT et al., 1998; BARBER et al., 2001; DOLEZEL et al., 2003; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004; GARTNER; HIATT, 2007).

Na fase de atresia folicular, a morte celular ndo ¢ confinada a apenas um
tipo especifico de célula, mas todo o foliculo sofre degradacao. O processo de degradacao ¢
constituido por um dos mecanismos: apoptose, autofagia ou necrose (van WEZEL;
RODGERS, 1996, van WEZEL et al., 1999; D'HAESELEER et al., 2006). Nessa fase as
células da camada da TI frequentemente persistem isoladas ou em pequenos grupos no
estroma cortical, sendo denominadas de células intersticiais ou de Leydig (AUGHEY; FREY,
2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).



21

Figura 6 — Fotomicrografias de foliculos ovarianos de cadela. A) Foliculos primordiais (seta
vermelha) com o6cito e uma camada de células foliculares achatadas e foliculo
primario (seta amarela) com células foliculares cuboidais. PCNA. Objetiva de
40x. B) Foliculo primordial (seta vermelha) e foliculos secundarios (setas
amarelas). PCNA. Objetiva de 40x. C) Foliculo terciario caracterizados por varias
camadas de célula da granulosa, presenca da zona pelucida (ZP) (seta branca) e do
antrum folicullare (AF) (seta preta). PCNA. Objetiva de 20x. D) Foliculo antral
avancado ou de Graff. Presenga do cumulus oophorus (CO) (seta branca), da
coroa radiata (CR) (seta amarecla). Externamente observa-se a disposi¢do de
células fusiformes ao redor do foliculo, camada da teca interna (CT) (barra).
PCNA. Objetiva de 10x. Londrina, 2011.
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Fotos: Arlete Benta de Souza.

14 CONTROLE HORMONAL OVARIANO

O ovario tem sua funcao controlada pela acdo de hormodnios hipofisarios e

ovarianos (HSUEH et al,, 2000). Os hormdnios esterdides (androgenos, estrogenos e
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progesteronas) produzidos pelo 6rgdo atuam por mecanismos autdcrinos € paracrinos
modulando o crescimento e a diferenciagdo folicular, e regulando a esteroidogénese
(AINSWORTH et al., 1990).

Os esterdides ovarianos interagem com os hormonios gonadotroficos,
horménio foliculo estimulante (FSH) e hormdnio luteinizante (LH) secretados pela hipofise
anterior, por meio de mecanismos de feedback negativo no controle da foliculogénese (IWAI
et al., 1990; ERICKSON; DANFORTH, 1995).

Os foliculos ovarianos encontram-se quiescentes até o inicio da vida
reprodutiva da cadela, que ocorre entre 6° ¢ 24 ° més de idade (FELDMANN; NELSON,
1997; van den HURK; ZHAO, 2005;). Uma vez o animal alcancando a puberdade, os
foliculos sdo recrutados por a¢do de hormonios, e assim, iniciam um curso pré-programado de
desenvolvimento, maturagdo e¢ ovulagdo ou sofrem atresia (FAIR, 2003). O mecanismo de
acdo dos hormonios nas células ovarianas ocorre com a ligagdo e ativagdo de receptores
(BROSENS et al., 2004).

O FSH age nos foliculos estimulando a proliferacdo e diferenciagdo das
células da granulosa, induz a formacgao do antro, além de influencié-las na sintese de estradiol.
O LH tem como principal fungdo estimular e controlar a sintese de androgenos
(androstenediona e testosterona) pelas células da teca, além de promover a ovulacdo e
estimular a luteinizacdo das células da granulosa e da teca em foliculos pré-ovulatérios
(RICHARDS, 1994; McCRACKEN; CUSTER; LAMSA, 1999; McGEE; HSUEH, 2000; van
den HURK; ZHAO, 2005).

Os androgenos sintetizados pelas células da teca sao produtos intermediarios
importantes para a sintese de estrégenos, a qual ocorre pelo processo de aromatizacdo do
andrégeno pela acdo da enzima p450 aromatase nas células da granulosa (FORTUNE;
QUIRK, 1988; FELDMANN; NELSON, 1997). A progesterona ¢ produzida pelas células da
granulosa dos foliculos maduros e no corpo luteo, pela secrecio de LH (McCRACKEN;
CUSTER; LAMSA, 1999), sendo também produzida em menor quantidade por células
intersticiais ovarianas (FELDMANN; NELSON, 1997; van den HURK; ZHAO, 2005).

Diversos estudos relatam a presenga de receptores de estrogenos (ER) e
progesteronas (PR) em ovarios (KIM; GREENWALD, 1987 a,b; VESANEN et al., 1991;
VESANEN, 1993; ODORE et al., 1999) e esses receptores sdo expressos nos ovarios de
cadelas em diferentes fases do ciclo estral (VERSMEIRSCH et al., 2001 a,b). Os receptores
de estrogenos sdo subdivididos em ERa e ERB (MARTIN DE LAS MULAS et al., 2004). Nas

fémeas de mamiferos observa-se uma quantidade abundante de ERa na glandula mamaria, e



23

uma alta expressao de ERP no ovario (WEIHUA et al., 2003). Nos caninos a expressao de ER
foi identificada também no hipotalamo e na hipofise (HATOYA et al., 2003). As células que
compdem o estroma respondem aos estimulos de gonadotrofinas e sdo responsaveis pela
produgdo de hormonios androgénicos (AUGHEY; FREY, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004; GARTNER; HIATT, 2007).

1.5 OVARIO CANINO NO MODELO DA CARCINOGENESE MAMARIA

A glandula mamaria, assim como o ovario, ¢ um oOrgdo complexo,
constituida por varios tipos de tecido e de células que se submetem a estagios multiplos de
crescimento, de diferenciacdo, de atividade secretoria e de degenerescéncia durante a vida da
fémea. O desenvolvimento e atividade funcional das glandulas s3o dependentes de hormonios
ovarianos, como o estrogeno e a progesterona, ¢ da acdo coordenada de muitos outros
hormonios, incluindo a prolactina, o hormoénio de crescimento, os hormdnios da tirdide, os
glucocorticoides e a oxitocina (COWIE; FORSYTH; HART, 1980; FORSYTH, 1986; MOL
et al., 1999; TUCKER, 2000; HELDRING et al., 2007).

A importancia dos estudos sobre tumores de mama em cadelas tem
aumentado devido a frequéncia com que os casos surgem na clinica dos animais de
companhia e devido as semelhangas que tem com tumores de mama na mulher (FONSECA;
DALECK, 2000).

Os tumores mamarios s3o as neoplasias mais frequentes em cadelas, sendo
que cerca de 50% deles sao malignos (DALECK et al.,, 1998; MORRISSON, 1998;
MISDORP, 2002). A maior incidéncia ocorre na faixa de 8 a 10 anos, podendo animais com
menos de 5 anos apresentar tumores malignos (BURINI, 2002). Nao existe predisposicao
racial e as mamas mais acometidas pelos tumores sdo a 1%, 2* e 5* (DALECK et al., 1998;
MORRISSON, 1998).

A transformac¢do neoplasica da glandula mamaria é multifatorial, e entre
esses estdo fatores como: hereditario, obesidade, alimentacdo com baixo valor nutritivo ou
composta por agentes cancerigenos (DALECK et al., 1998; MORRIS; ROGERS, 2000). No
entanto, grande parte do desenvolvimento neoplasico ¢ dependente do fator hormonal
(JOHNSTON, 1993; MORRIS et al., 1998).

Para a promocdo e o desenvolvimento dos tumores mamarios faz-se

necessaria a acdo de hormonios ovarianos (estrégeno, progesterona, andrégeno), hipofisarios
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e hormoénios de crescimento, assim como a prolactina (SCHNEIDER; DORN; TAYLOR,
1969; SCHNEIDER, 1970).

Com inumeros estudos realizados na busca do esclarecimento da
carcinogénese mamadria, ha forte evidéncia que um dos fatores que favorecem a progressao
dos tumores mamadrios seja a exposi¢do consecutiva do tecido a hormonios esterdides
ovarianos, colaborando assim na promocgao e progressao da neoplasia (GUSTAFSSON, 1998;
HELDRING et al., 2007; JERRY; DUNPHY; HAGEN, 2010).

Pesquisas sdo realizadas para identificar fatores de risco e fatores de
protegdo a ag¢do dos hormonios que agem como promotores da neoplasia mamaria
(MISDORP; HART, 1976; HELMEN et al., 1993; PEREZ-ALENZA et al., 2000; RUSSO;
RUSSO, 2007, DUNPHY; HAGEN, 2010; BRENNAN, 2010).

Estudos demonstraram que os PR e ER estdo presentes tanto no tecido
mamario normal como no neopldsico de mulheres e cadelas (RUTTEMAN et al., 1988;
RUTTEMAN, 1990; DONNAY et al., 1993, 1995 a), atingindo uma proporcao de 95% no
tecido normal (DONNAY et al., 1995b), 50% no tecido neoplasico de cadelas (MACEWEN,
et al., 1982) e 65-70% no de mulheres (van ZWIWTEN, 1984).

As neoplasias que sdo induzidas por hormoénios esterdides, no entanto,
tornam-se geralmente dependentes de altos niveis desses hormodnios para sua multiplicacao,
sendo essa a fase de dependéncia do tumor. Contudo, toda neoplasia cuja indugdo tenha
ocorrido por suporte hormonal, tende a se tornar auténoma (SCHNEIDER; DORN;
TAYLOR, 1969; SCHNEIDER, 1970).

Devido a similaridade da carcinogénese entre a mulher e a cadela (EVANS;
PIERREPOINT, 1975; MONSON; MALBICA; HUBBEN, 1977, HAMILTON; ELSE;
FORSHAW, 1977; OWEN, 1979; RUTTEMAN et al., 1988; RUTTEMAN, 1990;
RUTTEMAN; MISDORP, 1993; DONNAY et al.,1996; CASSALI, 2000) e as caracteristicas
da fase lutea do ciclo ovariano na cadela, a espécie canina tem se tornado um modelo
adequado nos estudos da agdo dos hormodnios ovarianos na fisiologia e carcinogénese dos
orgdos reprodutores e da glandula mamaria (GARDEREN; SCHALKEN, 2002; TSAI;
CLARK; MURPHY, 2007).

O uso do método de imunoistoquimica tornou-se uma importante ferramenta
nos estudos morfoldgicos e patoldgicos em humanos e animais (AKIHARA et al., 2007). A
maioria dos estudos de imunoistoquimica no ovario abrange o aspecto morfoldgico do 6rgao,
caracterizando filamentos (CZERNOBILSKY et al., 1984; CZERNOBILSKY, et al., 1985;
KHAN-DAWOOD; YUSOFF DAWOOD; TABIBZADEH, 1996; PEREZ MARTINEZ et
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al.,, 2001) e também o aspecto funcional, por meio da marcagdo de receptores hormonais
(VERMEIRSCH et al., 2001a, b; AKAHIRA et al., 2002).

Recentemente, Akihara et al. (2007) com auxilio de um amplo painel
imunoistoquimico estabeleceu padrdes morfologicos e imunoistoquimicos do ovario canino.
As células do epitélio superficial sdo imunorreagentes, com positividade forte, para
citoqueratina (AE1/AE3), citoqueratina 13 (CK 13), desmina e enolase neuronio especifica
(NSE) e moderada para citoqueratina 7 (CK 7), vimentina, calponina e fosfatase alcalina
placentaria (PLAP). As células que compdem os tubos corticais exibem forte imunomarcacao
para AE1/AE3, CK 13, vimentina, desmina e NSE e discreta para CK 7, CK 20, calponina e
PLAP. A tinica albuginea discreta positividade para a desmina, alfa-actina de musculo liso
(aSMA), calponina, proteina S100 (S100) e moderada para a vimentina ¢ NSE. O estroma
exibe forte imunomarcacdo para vimentina, SI00 e NSE e moderada para calponina, sendo
que as células endocrinas que compdem o mesmo exibem forte positividade para vimentina e
a-inibina, moderada para NSE e discreta para calponina e S100.

Vermeirsch e colaboradores (2001a, b), em dois estudos realizados,
constataram que em todas as fases do ciclo ovariano da cadela ocorre uma expressao
significativa dos receptores de androgenos e progesterona nas células estromais e a existéncia
da diferenca entre a expressao dos receptores no ovario e concentracdo sé€rica de hormonios
esteroides. Nos mesmos estudos foi demonstrada a correlacdo positiva entre a concentragao
sérica de estradiol e a intensidade da expressdo de receptores de andrégenos das células do
estroma e da teca interna, sendo negativa na correlagdo com a progesterona.

A avaliagdo do potencial proliferativo de células ¢ extremamente importante
no conhecimento dos fendmenos relacionados a carcinogénese. A proliferacdao celular pode
ser estimada por meio de métodos imunoistoquimicos, por deteccdo de proteinas nucleares
relacionadas com a replicagdo do DNA. Alguns marcadores de proliferagdo como o antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e Ki-67 sdao utilizados para essa finalidade
(ZUCCARI, 2004), sendo o PCNA utilizado na maioria das pesquisas de ovarios (FERANIL;
ISOBE; NAKAO, 2004; YOSHIDA et al., 2009; KELSEY et al., 2010).

O PCNA ¢ uma proteina nuclear acida com peso molecular de 36 kDa, que
funciona como co-fator da DNA-polimerase delta e esta associada tanto a replicagdo como ao
reparo do DNA (BRAVO; McDONALD-BRAVO, 1987; OYAMA et al., 1995). A proteina
estd presente em todas as fases do ciclo celular, comecando a acumular-se na fase Gl1,

alcangando o nivel mais elevado durante a fase S e diminui durante a fase de G2/M do ciclo
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celular e possuindo uma meia vida de aproximadamente 20 horas (BRAVO; McDONALD-
BRAVO, 1987; McCORMICK; HALL, 1992).

Avancgos consideraveis, em estudos realizados em mulheres, sobre a acao
dos hormonios esteroidais na regulagdo da funcdo mamaria ja foram feitos através da andlise
morfoldgica da glandula mamaria de pacientes submetidas a ablagdo dos ovarios (NEVILLE;
McFADDEN; FORSYT, 2002). No entanto, os estudos que abordam os aspectos
morfologicos e funcionais do ovario em mulheres e cadelas ainda sdo escassos (NISHIYAMA
et al., 1999; VERMEIRSCH et al., 2001a, b). Assim, pesquisas sobre a morfohistologia dos
ovarios sdo fundamentais para fornecer informagdes para a compreensao da fisiologia e sua

associacao na carcinogénese mamaria.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a morfologia, o indice de proliferacdo e a densidade celular do estroma ovariano

de cadelas com e sem neoplasia mamaria.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a morfologia do tecido ovariano com as coloragdes histoquimicas de
Hematoxilina-eosina e Tricromico de Masson e pelo método de imunoistoquimico com
anticorpo anti-PCNA;

Analisar a morfologia das células que compdem o estroma ovariano de cadela com e sem
neoplasia mamaria;

Comparar o indice de proliferagdo das células do estroma ovariano de cadelas com e sem
neoplasia mamaria, utilizando método imunoistoquimico com anticorpo anti-PCNA;

Avaliar a densidade celular do estroma ovariano de cadelas com e sem neoplasia mamaria.
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3 ARTIGO PARA PUBLICACAO

3.1 AVALIACAO DA MORFOLOGIA, DA PROLIFERACAO E DA DENSIDADE CELULAR DO

ESTROMA OVARIANO DE CADELAS COM E SEM NEOPLASIA MAMARIA.

RESUMO: A espécie canina ¢ considerada um excelente modelo experimental para estudos na
area da genética e fisiologia de mamiferos. A similaridade morfolégica e molecular entre as
neoplasias mamadrias de cadelas e mulheres possibilita estudos da acdo dos hormonios ovarianos
na carcinogénese mamaria e ovariana. O objetivo deste estudo foi avaliar a morfologia, a
proliferacdo e a densidade celular do estroma ovariano de cadelas com e sem neoplasia mamaria.
Foram utilizados blocos histologicos de 40 ovarios de cadelas com neoplasia mamaria e 18 blocos
de ovarios de cadelas higidas. A morfologia foi analisada nas colora¢des histoquimicas de
Hematoxilina-eosina e Tricromico de Masson, e pelo método imunoistoquimico PCNA. A
proliferacdo e a densidade das células estromais foi avaliada pelo método imunoistoquimico anti-
PCNA. As cadelas com neoplasia mamaria foram divididas em grupos por idade e por porte
fisico. Observou-se que o método imunoistoquimico PCNA permitiu uma melhor analise das
caracteristicas histologicas do estroma ovariano quando comparado com as coloracdes
histoquimicas de rotina. O estroma ovariano ¢ composto principalmente por células fusiformes e
epitelidides em proporgdes semelhantes. Constatou-se que a proliferacdo e a densidade celular do
estroma ovariano ndo sofrem alteracdes em cadelas com e sem neoplasia mamaria ou em
decorréncia ao porte fisico do animal. Verificou-se aumento significativo na densidade celular do
estroma das cadelas com tumor mamario com idade entre 4 a 12 anos em relagdo as cadelas com
13 a 15 anos. Neste estudo, observou-se que nos ovarios dentro dos limites de normalidade ndo ha
influéncia e alterag@o das células estromais ovariana na carcinogénese mamaria.

Palavras Chaves: Ovario. PCNA.Estroma ovariano.Células intersticiais.Densidade estromal.

ABSTRACT: The canine species is considered an excellent experimental model for studies in
genetics and physiology of mammals. The morphological and molecular similarities between the
mammary neoplasms in bitches and women permit studies of the action of ovarian hormones on
breast and ovarian carcinogenesis. The objective of this study was to evaluate the morphology,
proliferation and cell density of ovarian stroma of dogs with and without breast cancer. Ovarian
histological blocks of 40 bitches with breast cancer and 18 blocks from the ovaries of healthy
dogs were used. The morphology was analyzed in histochemical staining of hematoxylin-eosin
and Masson's trichrome, and immunohistochemistry with anti-PCNA. The proliferation and
density of stromal cells was assessed by anti-PCNA immunohistochemistry. Bitches with
mammary neoplasm were divided into groups by age and physique. It was observed that PCNA
immunohistochemistry allowed a better analysis of the histological characteristics of the ovarian
stroma when compared with routine histochemical stains. The ovarian stroma is mainly composed
of spindle cells and epithelioid cells in similar proportions. It was found that the proliferation and
cell density of ovarian stroma remain unchanged in bitch with and without mammary neoplasm or
due to the physical size of the animal. There was significant increase in stromal cell density of
bitches with mammary tumor with aged of 4-12 years compared to bitches with 13 to 15 years. In
this study, we observed that the ovaries within normal limits and there is no influence change in
ovarian stromal cells in mammary carcinogenesis.

Keywords:  Ovary. PCNA.Ovarian stroma.Interstitial cells.Stromal density.
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3.1.1 Introdugao

A espécie canina ¢ considerada um excelente modelo para o estudo de
doencas genéticas e da carcinogénese em humanos(TSAI; CLARK; MURPHY, 2007;
PAOLONI; KHANNA, 2008). Estudos em cadelas sdo utilizados para esclarecer a
carcinogénese mamaria devido as similaridades morfologicas e moleculares dos neoplasmas
entre as duas espécies (PELETEIRO, 1994; CASSALI, 2000; LEE et al., 2004).

As mudancas morfologicas dindmicas da glandula maméria da cadela
ocorrem simultaneamente ao estagio do ciclo ovariano (GARDEREN; SCHALKEN, 2002),
sendo que essas alteracdes sao semelhantes em mulheres e cadelas (NELSON; KELLY, 1974;
VOGEL et al., 1981;). Os horménios ovarianos como progesterona e estrogeno possuem
fun¢do primordial na fisiologia mamaria, sendo essenciaispara o desenvolvimento e
crescimento do tecido mamario, assim como na carcinogénese do mesmo (NICHOLSON et
al., 1991; MOL et al., 1999).

Estudos ja demonstraram a expressdo dos hormonios esterdides no tecido
mamario normal e neoplasico de cadelas (DONNAY et. al., 1993, 1995; MARTIN DE LAS
MULAS et al., 2004), assim como no ovario de diversas espécies (KIM; GREENWALD,
1987a,b; VESANEN et al., 1991; VESANEN, 1993; ODORE et al., 1999).

Segundo Harris et al. (1992), nas mulheres o inicio adiantado da menarca e
o retardo da menopausa sdo associados ao aumento do risco do desenvolvimento de cancer de
mama. Acredita-se que este aumento resulta da exposi¢do consecutiva do tecido mamario aos
hormonios estrogénicos produzidos pelos ovarios, devido ao periodo longo de viabilidade
reprodutiva.

E recente o interesse de pesquisadores da éarea da carcinogénese,
principalmente mamaria, pela interacao estroma-epitélio dos tecidos neoplasicos. Sabe-se que
as c¢lulas estromais agem de forma paracrina contribuindo sinergicamente com a progressao e
invasdo da neoplasia (QUIROS et al., 2008; HUANG et al., 2010; MALLER et al., 2010;
OLSEN et al., 2010; RASANEN; VAHERI, 2010). Essa interagdo estroma-epitélio ji ocorre
fisiologicamente no tecido ovariano, podendo assim contribuir nos estudos.

Os mecanismos da agdo dos hormonios estrogénicos na contribuicdo do
desenvolvimento de cancer mamario em cadelas ja sdo definidos (MISDORP, 1988,
RUTTEMAN, 1990; RUTTEMAN; MISDORP, 1993). Devido as caracteristicas da fase

lutea do ciclo ovariano na cadela possuir um periodo prolongado, esta espécie tem se tornado
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um modelo adequado nos estudos da acdo dos hormoénios ovarianos na fisiologia e
carcinogénese mamaria (GARDEREN; SCHALKEN, 2002).

A maior parte das pesquisas envolvendo o tecido mamadrio e ovariano
utiliza-se de biomarcadores de proliferacdo celular e hormonal. No entanto, o estudo da
morfologia mamadria e ovariana, como medida descritiva para analise, também ¢ de grande
valia no controle de alteragdes pré-neoplésicas (TING et al., 2007).

Estudos que abordam as interacdes entre esterdides e as células do estroma
ovariano sdo de suma importancia para o esclarecimento da carcinogénese mamaria (HORIE
et al., 1992), uma vez que as células estromais sdo responsaveis pela sintese de androgenos, os
quais serdo biotransformados em estrogenos (RICHARDS, 1994; FELDMANN e NELSON,
1997; van den HURK; ZHAO, 2005).

Pouco se conhece sobre o estroma ovariano, principalmente de mulheres,
devido a falta de sistemas experimentais (QUIROS et al., 2008). A despeito do conhecimento
de que as células estromais do ovario possuem fungdes essenciais na regulacdo e/ou
facilitacdo do processo de ovulagao (KHAN-DAWOOD; DAWOOD; TABIBZADEH, 1996),
na acdo sobre as células do estroma mamério (WOODWARD et al., 2001) e na carcinogénese
mamaria e ovariana (TING et al., 2007). Deste modo, o objetivo do presente estudo foi
analisar a morfologia ovariana, a proliferacao e a densidade celular do estroma ovariano de

cadelas com e sem neoplasia mamaria.

3.1.2 Material e Métodos

3.1.2.1 Amostras

Foram utilizados neste estudo blocos histologicos de ovarios, de 40 cadelas
com neoplasia mamaria submetidas ao procedimento cirargico terap€utico (mastectomia e
ovariosalpingohisterectomia) e de 18 cadelas higidas submetidas a
ovariosalpingohisterectomia eletiva. Foi analisado um ovario de cada animal, sendo a escolha
do ovario aleatoria.

As pacientes oncoldgicas sao provenientes do setor de Teriogenologia de
Animais de Companhia, do Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina (HV —
UEL), Londrina-PR, Brasil. As cadelas sem neoplasia eram do Biotério da Universidade

Regional de Blumenau, Blumenau-SC, Brasil.
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Os dados clinicos das pacientes oncoldgicas foram coletados do prontuario
do Hospital Veterinario e da ficha de solicitagcdo do exame histopatoldgico encaminhada ao
Laboratdrio de Patologia Animal da Universidade Estadual de Londrina, Londrina-PR, Brasil

As pacientes oncoldgicas foram divididas em grupos distintos baseados em:

e Idade do animal: de 4 a 7 anos (G1), de 8 a 12 anos (G2), de 13 a 15
anos (G3);

e Porte fisico: O porte foi estabelecido pelo peso corporeo, sendo
considerados de porte pequeno cdes com peso < 10 kg (GP), porte
médio > 10 e <20 kg(GM), porte grande/gigante > 20 kg (GG).

e Tipo de neoplasia: conforme a classificagdo histologica da neoplasia
mamaria pelo sistema Histological Classification of Mammary Tumors
of the Dog and Cat (MISDORP et al., 1999).

Todas as cadelas sem neoplasia eram de porte médio, possuia peso > 10 e <

20 kg, sendo todas submetidas a0 mesmo manejo sanitario e alimentar.

3.1.2.2 Processamento histopatoldgico e imunoistoquimico

Os ovarios foram fixados em solugdo de formalina a 10% tamponada. Apods
a fixa¢do, as amostras foram submetidas ao processamento histologico que consistiu na
desidratacdo em série crescente de alcoois, diafanizagdo em xilol e inclusdo em parafina.
Cortes de 5 um de espessura foram corados pelo método de Hematoxilina-eosina (HE) e
Tricromico de Masson (Masson) para avaliagao das alteragdes histologicas.

Para avaliagdo da proliferacao e da densidade das cé€lulas estromais utilizou-
se o exame imunoistoquimico com anticorpo anti-PCNA (PC10, Zymed®). Os cortes
histologicos em laminas previamente silanizadas foram desparafinizados e submetidos a
recuperagdo antigénica por meio de calor (panela de pressdo) por 15 min. em solugdo de
citrato de sodio 10 mM/pH 6,0. Em seguida realizou-seo bloqueio da peroxidase endogena,
com imersao das laminas em solucdo de metanol e peroxido de hidrogénio (H202) a 5% por
30 min. e ao abrigo da luz. Seguiu-se a incubag¢do dos cortes, em camara Umida em
temperatura de 4° C por 18 horas, com o anticorpo primario anti-PCNA (PC10, Zymed®), na
diluicao de 1:800, diluidos em solugdao de PBS. As laminas foram entdo imersas em uma
solucdo com PBS e leite em pd (Molico®) por 10 min. e em seguida feita a incubag¢do com o
amplificador (HiDef Detection® HRP System, Cell Marque) por 15 min., em temperatura

ambiente. Posteriormente as laminas foram incubadas com anticorpo secundario
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(HiDefDetection® HRP System, Cell Marque) por 15 min. a temperatura ambiente, seguida
de revelagao por solu¢ao de cromégeno DAB (HiDef Detection® HRP System, Cell Marque)
por 4 min. em camara escura. Concluida a imunocoloragao, as 1dminas foram imersas em agua
destilada e submetidas a contra- coloragdo com hematoxilina de Gill por 10 min., seguida de
imersdo em solugdo de Scott por 1 min., desidratados em concentragdes crescentes de alcodis,
variando de 50% a 90%, sendo, finalmente, imersos em xilol (10 min., 2x) e montados com
laminula e resina comercial. Controles positivos e negativos foram utilizados em todas as

reacdes segundo a recomendagdo do fabricante.

3.1.2.3 Analise morfologica

A andlise da morfologia do ovério foi realizada em todo corte histologico,
nas coloragdes histoquimicas de Hematoxilina-eosina e Tricrdmicode Masson, e na reacdo de
imunoistoquimica com anticorpo anti-PCNA.

Para a avaliacdo da proliferacdo e da densidade celular do estroma ovariano
foi utilizado o método de imunoistoquimica PCNA, através da andlise de imagens
digitalizadas. A andlise foi realizada na regido do estroma ovariano adjacente aos foliculos
terciarios. A classificacdo do foliculo terciario foi baseada em SONGSASEN e WILDT
(2005).

Para a digitalizacdo das imagens utilizou-se um microscopio com camera
digital e sistema de captura de imagens Leica ICC 50® 3.1 Mpixel USB 2.0.

Em cada amostra foram selecionados cinco campos do estroma, proéximos
aos foliculos terciarios, utilizando a objetiva de 40x. Esses campos foram digitalizados. A
area estromal, selecionada e digitalizada, foi demarcada e mensurada com auxilio do
programa Imagem Pro Plus 4.0 Media Cybernetics (Figura 1).

Todas as células do estroma (reagentes e ndo reagentes ao anticorpo anti-
PCNA) da éarea demarcada foram selecionadas manualmente para contagem (Figura 1). A
densidade celular do estroma foi obtida através da contagem das células na 4rea demarcada.
Para a avaliac¢ao dos tipos de células que compdem o estroma foi estabelecida uma graduacao
semi-quantitativa. A imagem digitalizada foi dividida em quatro quadrantes e em cada
quadrante as células epitelioides e fusiformes foram quantificadas em percentual (25%, 50% e

75%).
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Figura 1 — Imagens digitalizadas para analise com auxilio do programa Imagem Pro6 Plus 4.0.
A imagem a esquerda demonstra a contagem manual das células. As células
reativas para o anticorpo anti-PCNA foram marcadas com circulo vermelho e
células ndo reativas com uma cruz verde. A imagem a direita demonstra a area
demarcada para analise (circulo amarelo) da imagem digitalizada na objetiva de
40x. Londrina, 2011.

3.1.2.4 Analise estatistica

Para comparar os indices de proliferagdo e a densidade celular do estroma
ovariano nos animais com neoplasia ¢ sem neoplasia mamaria foi utilizado o Teste t de
Student para amostras independentes. Na andlise dos indices de proliferacdo e de densidade
celular nos diferentes grupos foi utilizado o teste de analise de varidncia (ANOVA) One Way

seguido do post-hoc de Duncan. Considerou-se um nivel de significancia quando p < 0,05.

3.1.3 Resultados

Os animais utilizados neste estudo possuiam idade entre 4 a 15 anos, com
mediana de 9 £ 3 anos. As pacientes sem neoplasia mamaria eram adultas e foram submetidas
a0 mesmo manejo nutricional e sanitario por periodo nao inferior a 4 anos.

As pacientes oncologicas apresentavam um ou dois tipos de neoplasias
mamarias. Os dados referentes a classificagdo das neoplasias associadas a idade e porte fisico
estdo dispostos nas Tabela 1 e 2, respectivamente. As neoplasias malignas foram mais
freqlientes, apresentando a seguinte distribui¢do: carcinoma complexo (18/45%), carcinoma
simples (10/25%), carcinoma complexo e carcinoma simples (4/10%), carcinoma complexo e

adenoma complexo (2/5%), carcinoma in situ (2/5%), carcinoma simples e tumor misto
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benigno (1/2,5%), carcinoma simples e adenoma simples (1/2,5%), carcinossarcoma (1/2,5%),

sarcoma mamario (1/2,5%).

Tabela 1 — Distribuigdo das neoplasias, quanto ao tipo histoldgico, nos grupos por idade.
Londrina, 2011.

Grupos por idade

*

Tipo histologico Gl G2 G3
(4-7 anos) (8-12 anos) (13-15 anos)

Carcinoma complexo 6(33.33%) 11 (64.70%) 1(20 %)
Carcinoma simples 4(22.22%) 4(23.54 %) 2 (40 %)
Carcinoma in situ 2(11.11%) - -
Carcinoma complexo e adenoma complexo 1(5.56 %) 1(5.88 %) 1 (20 %)
Carcinoma complexo e carcinoma simples 4(22.22%) - -
Carcinoma simples e tumor misto benigno - 1 (5.88%) -
Carcinoma simples e adenoma simples - - -
Carcinossarcoma 1 (5.56%) - -
Sarcoma - - 1(20 %)
Total 18 (100 %) 17 (100 %) 5 (100 %)

* Sistema Histological Classification of Mammary Tumors of the Dog and Cat (MISDORP et al., 1999).
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Tabela 2 — Distribuig¢do das neoplasias, quanto ao tipo histoldgico, nos grupos por porte
fisico. Londrina, 2011.

Grupos por porte fisico

. GP GM GG

Tipo histolégico _ _

(€10kg) (>10a<20kg) (>20kg)
Carcinoma complexo 6 (40 %) 8 (50 %) 4(44.45 %)
Carcinoma simples 2(13.33 %) 5(31.25%) 3(33.33 %)
Carcinoma in situ - 1(6.25 %) 1(11.11 %)
Carcinoma complexo e adenoma complexo 2(13,33 %) - -
Carcinoma complexo e carcinoma simples 2(13,33 %) 2(12,50 %) -
Careinoma simples ¢ tumor misto benigno 1(6.67 %) - -
Carcinoma simples ¢ adenoma simples 1(6.67 %) - -
Carcinossarcoma - - 1(11.11 %)
Sarcoma 1(6.67 %) - -
Total 15 (100 %) 16 (100%) 9 (100%)

* Sistema Histological Classification of Mammary Tumors of the Dog and Cat (MISDORP et al., 1999).

Os cortes histologicos dos ovarios foram analisados nas coloragdes
histologicas de Hematoxilina-eosina e Tricromico de Masson e no método imunoistoquimico
com anticorpo anti-PCNA. Nao foram observadas alteracdes histologicas significativasnos
ovarios analisados dos grupos com neoplasias ¢ sem neoplasia.

A coloragao de HE ¢ utilizada na rotina na analise morfologia de ovario
(Figura 2A, 2B). Constatou-se no presente estudo, que o método imunoistoquimico PCNA
facilita a observagdo das células do estroma, sua disposicdo, principalmente nas areas de
estroma mais denso (Figura 3C). Na analise com a coloragdo de Tricrdmico de Masson nao
foi possivel observar com nitidez as células do estroma, principalmente os nucleos, uma vez

que eles parecem estar sobrepostos (Figura 2C, 2D).



43

Figura 2 — Fotomicrografias do ovario canino. Figuras A, C ¢ E) Andlise das estruturas
ovarianas (epitélio superficial, foliculos e estroma) pelas coloragdes histoquimicas
de HE (A) e Tricromico de Masson (C) e pelo método imunoistoquimico com
anticorpo anti-PCNA (E). Objetiva de 20x. Figuras B, D e F) Anadlise das células
fusiformes (nucleos alongados) e epitelidides (nucleos arredondados) que
compdem o estroma ovariano, pelas coloragdes de HE (B), Masson (D) e reagao
imunoistoquimica com anticorpo anti-PCNA (F). Objetiva de 40x. Londrina,
2011.
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Na andlise dos cortes histologicos, pela reacdo imunoistoquimica PCNA,
observou-se que o estroma ovariano ¢ composto predominantemente por células fusiformes e
epitelidides. Estas células estdo distribuidas na regido cortical do ovario de permeio aos
foliculos.

As células fusiformes possuem nucleo alongado e compdem um estroma
mais denso ao redor de foliculos primordiais e primarios, predominando nestas areas. Esse
tipo celular também ¢ observado ao redor e proximo aos foliculos secundarios e tercirios
(Figura 2F, 2E), compondo as camadas da teca (teca interna e externa) ou estando intercaladas
as células intersticiais (epitelioides).

As células intersticiais sdo pequenas, epitelidides, com citoplasma indistinto
e com nucleo redondo (Figura 3A). Outro tipo celular que foi observado no estroma de
cadelas sdo as células endocrinas; Tais células sdo poliédricas e formam arranjos em corddes
ou palicadas. Esses arranjos distribuem-se irregularmente pela regido cortical dos ovarios

(Figura 3B).

Figura 3— Fotomicrografias do estroma ovariano canino. A) Estroma com predominio de
células epitelidides, com nucleo redondo. B) Células enddcrinas (CE) formando

Na analise semi-quantitativa realizada nas imagens do estroma adjacente aos
foliculos terciarios, observou-se a distribuicdo de forma semelhante das células fusiformes e

epitelidides na maioria dos grupos analisados. Os resultados estdo dispostos na Figura 4.
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Figura 4 — Porcentagem das células fusiformes e epitelidides que compdem o estroma
ovariano das cadelas sem e com neoplasia mamaria e nas cadelas distribuidas nos
grupos por idade e por porte fisico. Londrina, 2011.
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Nos ovarios das cadelas com neoplasia mamaria com os tipos histoldgicos
de carcinoma complexo, carcinoma simples e carcinoma complexo/carcinoma simples (dois
tipos histologicos na mesma paciente), ndo se observou o predominio de um dos tipos

celulares do estroma (Figura 5).

Figura 5 — Porcentagem das células fusiformes e epitelidides que compdem o estroma
ovariano das cadelas distribuidas aos tipos histologicos de carcinoma complexo,
carcinoma simples e carcinoma complexo/carcinoma simples. Londrina, 2011.
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Para avaliar a proliferagdo e a densidade celular do estroma ovariano
utilizou-se a marcagdo pelo método imunoistoquimico com o anticorpo anti-PCNA.
Foramavaliados cincos campos na objetiva de 40x, sendo demarcada em cada campo uma
area média de 9.442,78 £ 717,65 um? (Figura 1 e 2), representando aproximadamente 12% do
campo de 40x, com a area total analisada por ovario de 47.213,91 + 2.433,61 um?, para
obtencao da densidade celular.

Nas areas demarcadas foram contadas as células reativas e ndo reativas para
o anticorpo anti-PCNA (Figura 1 e 2), sendo que a soma delas resulta na densidade celular do
campo. Nao foi observada diferenca estatistica significante no indice de proliferacao celular
(c€lulas imunorreativas) e na densidade celular do estroma ovariano entre os grupos com €
sem neoplasia mamaria, e nos grupos divididos por porte fisico. Constatou-se que a densidade
celular do estroma ovariano, proximo aos foliculos tercidrios, nos grupos de cadelas com
idade entre 4-7 anos (G1) e de 8-12 anos (G2) ¢ significativamente maior em relagdo ao grupo
de cadelas com idade entre 13-15 anos (G3). Essa diferenga significativa ¢ decorrente do
aumento observado no nimero de células ndo reagentes para a reacdo imunoistoquimica
PCNA, nos grupos G1 e G2 quando comparados ao G3. Os resultados estdo dispostos nas

Tabela 3,4, 5¢6.

Tabela 3 — Quantificacdo da proliferagdo ¢ da densidade celular na area total analisada do
estroma ovariano do grupo com e sem neoplasia mamaria, utilizando método
imunoistoquimico PCNA (valores de média + erro padrdo). Londrina, 2011.

Valores de média + erro padrio

Com neoplasia Sem neoplasia
Células PCNA + 357,98 +41.48 462,39+ 70,93
Células PCNA - * 651,03 =49.29 560.89 = 64,14
Densidade celular 1009,00 = 31.26 1023,28 = 52,06

* = células reativas para a rea¢@o imunoistoquimica com anticorpo anti-PCNA;
# = células ndo reativas para a reacao imunoistoquimica com anticorpo anti-PCNA.
Distribuigao t de Student, nivel de significancia quando p < 0,05.
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Tabela 4 — Quantificagao da proliferagdo e da densidade celular do estroma ovariano dos
grupos por idade com neoplasia e do grupo sem mamaria, utilizando método
imunoistoquimico PCNA (valores de média =+ erro padrdo). Londrina, 2011.

Valores de média = erro padriio

Gl G2 G3 . Grupo sem
(4-7 anos}JE (8-12 anm)I (13-15 anos)”~ neoplasia

*
Células PCNA + 295.33+64.25  381.71=64,33  502.80=7439 462.39=70.93

Células PCNA - © 71444=7646" 680.82=7221%  32140+6039° 560,89 =64.14

Densidade celular T 100977+ 65,50 1062.53=56.05° 24203395 4 1023.28=52.06

£ = grupo com neoplasia mamaria;

* = células reativas para a rea¢do imunoistoquimica com anticorpo anti-PCNA;

# = células ndo reativas para a rea¢do imunoistoquimica com anticorpo anti-PCNA;

Teste de analise de varidncia (ANOVA) One Way seguido do post-hoc de Duncan: letras diferentes na mesma
linha, significancia estatistica com p < 0,05, sendo G1xG3(#) p= 0,007697; G2xG3(#) p = 0,010856; G1xG3(7)
p=0,037523; G2xG3(x) p= 0,011629.

Tabela 5 — Quantificagao da proliferagao e densidade celular do estroma ovariano dos grupos
por porte fisico com neoplasia mamaria e do grupo sem neoplasia mamaria,
utilizando método imunoistoquimico PCNA (valores de média + erro padrio).
Londrina, 2011.

Valores de média = erro padrio

Gp £ M £ GG £ Grupo sem
neoplasia

Células PONA + * 343.73 + 60.01 368.63 = 73.22 362.78 94,05 462.39+70.93

Células PONA - & 61507£03.73  68431+71.88  651.78=96,30 560.89 + 64,14

Densidade celular 058.80+ 5573 1052.90=45.12 1014.60=66.08 1023.28=52.06

£ = grupo com neoplasia mamaria;

* = células reativas para a reacdo imunoistoquimica com anticorpo anti-PCNA;

# = células ndo reativas para a reacdo imunoistoquimica com anticorpo anti-PCNA.

Teste de analise de varidancia (ANOVA) One Way seguido do post-hoc de Duncan, nivel de significancia quando
p<0,05.
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Tabela 6 — Quantifica¢ao da proliferagao e densidade celular do estroma ovariano dos tipos
histolégicos mais frequentes nas pacientes oncoldgicas, utilizando método
imunoistoquimico de anti-PCNA (valores de média + erro padrao). Londrina,

2011.
Valores de média = erro padriio
Carcinoma complexo  Carcinoma simples Carcinoma
(n=18) (0= 10) comple:-m carcinoma
sumples (n=4)
Células PCNA + 377,72 £ 69,17 452,50 = 82,10 290,00 = 72,75
Células PCNA - ¥ 610,50 = 65.79 534,10 = 87.90 773,25 = 86,39
Densidade celular 088.22 =43.10 986.60 = 75,98 1063.25 = 35.12

* = células reativas para a rea¢do imunoistoquimica com anticorpo anti-PCNA;

# = células ndo reativas para a rea¢dao imunoistoquimica com anticorpo anti-PCNA.

Teste de analise de variancia (ANOVA) One Way seguido do post-hoc de Duncan, nivel de significancia quando
p <0,05.

3.1.4 Discussdo

As células do estroma ovariano s3o vitais no processo da foliculogénese
(QUIROSet al., 2008), fornecendo células especializadas, como fibroblastos, que irdo
circundar o foliculo ativado e contribuindo com a sustentacdo, e posteriormente formacgao das
camadas da teca (ERICKSON et al.; 1985; ORISAKA et al., 2006; HONDA et al., 2007) e na
sintese de produtos intermediarios para a producao de estrogenos (FORTUNE; QUIRK, 1988;
FELDMANN; NELSON, 1997).

A andlise da morfologica dos ovarios ¢ realizada com o uso das coloragdes
histoquimicas Hematoxilina-eosina e Tricromico de Masson (KHAN-DAWOOD;
DAWOOD; TABIBZADEH, 1996). As células da granulosa e do estroma expressam
imunorreatividade para o anticorpo anti-PCNA (KHAN-DAWOOD; DAWOOQOD;
TABIBZADEH, 1996).

Neste estudo constatou-se que o método imunoistoquimico com anticorpo
anti-PCNA permite, com maior nitidez, a caracterizagdo e a observacdo da disposicdo das
células do estroma ovariano principalmente nas areas com maior densidade celular, quando
comparada com as coloragdes histoquimicas de HE e Masson. O método imunoistoquimico
PCNA na analise histologica de ovarios ¢ recente, e frequentemente utilizado na identificagdo

e contagem de foliculos, em pesquisas de varias espécies animais, entre elas a bovina ¢ a
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suina  (MUSKHELISHVILI et al, 2002, MUSKHELISHVILI; WINGARD;
LATENDRESSE, 2005; TOMANEK; CHRONOWSKA, 2006; PICUT et al., 2008).

Os grupos de cadelas com neoplasia mamaria com idade entre 4 a 12 anos
(Gl e G2) apresentaram um aumento significativo da densidade das células do estroma
adjacente aos foliculos tercidrios, em relacdo ao grupo de cadelas com neoplasia mamaria
com 13 a 15 anos (G3). Verificou-se que o aumento significativo do niimero de células nao
reagentes ao anticorpo anti-PCNA foi o fator que contribuiu para o aumento da densidade
celular desta regido.

Nao se conhece claramente o mecanismo de formacdo das camadas da teca.
Duas hipoteses sao aventadas; a diferenciacdo das células ja existentes ao redor dos foliculos
ativados ou o recrutamento e migracao de células estromais (YOUNG; McNEILLY, 2010).

As células da teca s@o controladas pelo hormdnio luteilizante (LH)
produzido na hipéfise (RICHARDS, 1994; MCCRACKEN; CUSTER; LAMSA, 1999;
MCGEE; HSUEH, 2000; Van Den HURK; ZHAO, 2005). Apds a proliferacdo e
diferenciacdo, as células da teca passam a sintetizar androgenos, os quais servirdo de substrato
para a producdo de estrogenos pelas células da granulosa (FELDMANN; NELSON, 1997).
Os estrogenos sdo essenciais para a fungdo do sistema reprodutor feminino, por promoverem
a hiperplasia e hipertrofia das células glandulares, mas também podem iniciar e promover a
carcinogénese (MOL et al., 1999; HELDRING et al., 2007).

Nas cadelas sem e com neoplasia mamadria, independente do porte fisico e
faixa etdria, ndo foi observada alteragdo significativa no indice de proliferagdo celular na
regido do estroma proximo aos foliculos terciarios. Em mulheres, estudos prévios indicaram
que as células hiperplasicas do estroma exibem um aumento na prolifera¢do e resisténcia a
apoptose, principalmente as células da teca interna e externa (SLUIJMER et al., 1998;
JONGEN et al., 2003), tendoestas alteragdes um papel significante na carcinogénese de
orgaos reprodutores (WOODWARD et al., 2001; TING et al., 2007). Ainda, em mulheres, a
hiperplasia do estroma ovariano foi associada a maior sintese de hormdnios estrogénicos e ao
desenvolvimento deovarios policisticos (SLUIJMER et al., 1998; JONGEN et al., 2003). Em
cadelas, os ovarios policisticos também sdo associados ao aumento de hormonio estrogénico
(GRAFFARRI et al., 2009). A associagdo entre hormonios estrogénicos € o desenvolvimento
de neoplasias mamadrias estd bem estabelecida na cadela (MISDORP, 1988; RUTTEMAN,
1990; RUTTEMAN; MISDORP, 1993).

Recentemente, estudos envolvendo células estromais, fibroblastos

associados ao tumor (CAF) e sua possivel associagdo na carcinogénese tem despertado
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interesse. Os CAF segregam varios fatores que atuam de forma paracrina, agindo nao somente
em células neoplasicas, mas em outras células no estroma do tumor, promovendo muitas
vezes 0 crescimento € a invasdo da neoplasia (ORIMO et al., 2005; QUIROS et al., 2008;
HUANG et al., 2010; RASANEN; VAHERI, 2010; POTTER et al., 2011).

Neste estudo observou-se que nos ovarios histologicamente normais nao ha
influéncia das células estromais ovariana na carcinogénese mamaria, mas outros estudos
futuros estudos sdo necessarios para elucidar o papel de células estromais ovarianas em
ovarios com hiperplasia ou neoplasia, e sua influencia na carcinogénese mamaria.

O ovario com o aspecto histoloégico dentro da normalidade no momento da
ovariossalpingoisterectomia ndo corresponde necessariamente ao padrao histologico do
mesmo ao que se exibia no momento da promog¢do do tumor mamadrio. Sendo o ovario um
orgao dinamico e os tumores mamarios tornarem-se hormonio independente progressivamente
de forma que o retorno do padrdo histoloégico a normalidade ovariana ndo interfira com a

progressao neoplasica.
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4 CONCLUSOES

e A coloragdo Tricromico de Masson ndo permite uma analise adequada

da morfologia das células do estroma ovariano.

e O método imunoistoquimico com anticorpo anti-PCNA permite uma
melhor visualizacdo das caracteristicas celulares e da disposi¢do das células do estroma
ovariano quando comparado com as coloragdes histoquimicas de Hematoxilina-eosina (HE) e

Tricromico de Masson.

e O estroma ovariano canino ¢ composto, principalmente, por células

fusiformes e intersticiais (epitelidides) em proporgdes semelhantes.

e O indice de proliferacdo ¢ a densidade celular do estroma ovariano
canino, proximo aos foliculos tercidrios, ndo foram neste estudo alterados devido a presenca

de neoplasia mamaria na cadela.

e O indice de proliferacdo e a densidade celular das células do estroma
ovariano, proximo aos foliculos terciarios, ndo sofrem alteracdes em decorréncia do porte

fisico do animal.

e As cadelas com neoplasia mamaria com idade entre 4 a 12 anos exibem
uma densidade celular do estroma ovariano, préximo aos foliculos tercidrios, maior do que as

com 13 a 15 anos.



ANEXOS

57



—

A e A

[\ I NS N N e T e T S S S S
B — S © ®» 9 o u ok WD~ O

23.
24.

58

ANEXO A

Lista de Reagentes e Produtos

Acido acético glacial P.A. (CH3COOH) P.M. 60,05 (Vetec®)

Acido fosfomolibdico P.A. ACS (H3[P(M03010)4]. xH20 (Vetec®)
Acido fosfotungstico P.A. (H3[P(W3010)4]. xH20 (Vetec®)

Pero6xido de hidrogénio 30%(H202) P.M. 34 (Vetec®) (Perhydrol®)
Alcool etilico absoluto (C2H60) P.M. 46,07 (Quimidrol®)
Amplificador HiDef Detection® HRP System (Cell Marque®)
Anticorpos anti-PCNA (clone PC10) (Zymed®)

Anticorpos secundarios HiDef Detection® HRP System (Cell Marque®)
Azul de Anilina (C32H25N3Na209S3) P.M. 737,74 (Vetec®)
Bicarbonato de s6dio P.A.( NaHCO3) P.M. 84,01 (Cinética Quimicac®)

. Tampao Citrato de s6dio 10mM/pH 6,0 (KO35) (Diagnostic BioSystems®)

DAB HiDef Detection® HRP System (Cell Marque®)

. Eosina Y (C20H6Br4Na205) (Vetec®)

Escarlate de Biebrich (HOC10H6N:NC6H3(SO3Na)) P.M. 556,49 (Sigma®)

. Etilenoglicol(CH20OHCH20H) P.M. 62,07 (Vetec®)
. Floxina B (C20H20Br4Cl4Na205) P.M. 829,64 (Vetec®)
. Fucsina acida (C20H17N3Na209S3) P.M. 585,54 (Vetec®)

Hematoxilina (C16H1406) P.M. 404,31 (Vetec®)
Iodato de s6dio (NalO3) P.M. 197,89 (Reagen®)
Leite em p6 desnatado (Molico®)

. PBS 0,015 mol/L com pH 7,2 (LaborClin®)
. Sulfato de Amonio e aluminio Dodecahidratado (NH4AI(SO4). x12H20) P.M. 453,33

(Vetec®)
Sulfato de magnésio Heptahidratado (MgSO4) .xH20) P.M. 585,54 (Vetec®)
Xileno (C8H10) P.M. 106,17 (Quimidrol®)
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ANEXO B

Solugodes

% Solugdes utilizadas nas coloragdes de Hematoxilina-Eosina e

Tricromico de Masson

e Solucédo Hematoxilina de Gill

- Agua Reagente Tipo II 730 ml
- Etilenoglicol 250 ml
- Hematoxilina 2,0 gr
- lodato de sodio 0,2 gr
- Sulfato de amoénio e aluminio dodecadratado 17,6 gr
- Acido acético glacial 20 ml
Preparo:

- Dissolver os reagentes na ordem acima citada com auxilio de um agitador magnético em
temperatura ambiente;
- Ajustar o pH da solugdo para 2,0 a 3,0 ¢ a densidade acima ou préxima de 1,040 g/1.

- Armazenar em frasco ambar.

¢ Solucéo de Scott

- Agua Reagente Tipo II 1000 ml

- Sulfato de magnésio heptahidratado 10,0 gr
- Bicabornato de sodio 2,0 gr
Preparo:

- Dissolver o sulfato de magnésio na agua reagente tipo II, com auxilio de um agitador
magnético;

- Adicionar o bicarbonato de s6dio e homogeneizar até sua total dissolugdo.

- Ajustar o pH da solucdo acima de 7,8.

- Armazenar em frasco ambar.
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+» Solug¢des utilizadas na colorag¢do de Tricromico de Masson

e Diferenciador de Masson

- Agua Reagente Tipo II 500 ml
- Acido fodfomolibidico 12,5 gr
- Acido fosfotiingstico 12,5 gr

Preparo:

- Dissolver o acido fosfotingstico em agua reagente tipo II, com auxilio de um agitador
magnético;

- Adicionar o acido fosfomolibidico e continuar a homogenizagdo por 5 & 10 min;

- Armazenar em frasco ambar.

e Solucdo Azul de Anilina 2,5%

- Agua Reagente Tipo II 245 ml

- Azul de Anilina 6,25 gr
- Acido acético glacial 5ml
Preparo:

- Dissolver o Azul de Anilina em agua reagente tipo II, com auxilio de um agitador
magnético;
- Adicionar o acido acético glacial;

- Armazenar em frasco ambar.

e Solucédo de Escarlate de Biebrich

- Escarlate de Biebrich 4,5 gr
- Fucsina 4cida 0,5 gr
- Acido acético glacial 5,0 gr

- Agua Reagente Tipo II 495 ml
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Preparo:

- Dissolver o Escarlate de Biebrich em agua reagente tipo II, com auxilio de um agitador
magnético;

- Adicionar a fucsina 4cida e continuar a homogenizagao até a sua dissolucao;

-Adicionar o acido acético glacial;

- Armazenar em frasco ambar.

% Solugdes utilizadas na coloragdo de Hematoxilina e Eosina

e Solucdo Eosina

e Solucdo Estoque A

- Agua Reagente Tipo I 100 ml
-Eosina Y 2,5 gr

Preparo:
- Aquecer até ferver a agua reagente tipo II;
- Acrescentar a Eosina Y e homogeneizar a solucdo até total dissolugao;

- Armazenar em frasco ambar.

e Solucdo Estoque B

- Agua Reagente Tipo 11 100 ml
- Floxina B 2,0 gr

Preparo:
- Aquecer até ferver a agua reagente tipo II;
- Acrescentar a Floxina B e homogeneizar a solugdo até total dissolugao;

- Armazenar em frasco ambar.



Solucéo de Uso

- Solugao A 100 ml
- Solugao B 100 ml
- Alcool etilico 790 ml
Preparo:

- Misturar a Solugao A, Solucdo B e o alcool etilico;
- Homogeneizar a solugao;

- Armazenar em frasco ambar.
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ANEXO C

Protocolo de técnicas

e Tricrémico de Masson

Desparifinizar a lamina na estufa em Xilol 1 (pré-aquecido) — 5 min

Banho no Xilol 2 — 10 min

Banho no Xilol 3 — 10 min

Banho no alcool absoluto 1 — 10 min

Banho no alcool absoluto 2 — 10 min

Banho no alcool 95% 1 — 5 min

Banho no alcool 95% 2 — 5 min

Lavar em agua corrente por 2 min

Banho na solu¢do de Hematoxilina de Gill — 35 minutos
Lavar em agua corrente por 2 min

Banho na solugao de Scott — 1 min

Lavar em dgua corrente por 2 min

Cobrir a lamina com a solucao de Escarlate de Biebrich — 15 min
Lavar em agua corrente por 2 min

Cobrir a lamina com Diferenciador de Masson — 5 min
Lavar em dgua corrente por 2 min

Cobrir a 1amina com Azul de Anilina 2,5%— 15 min
Lavar em agua corrente por 2 min

Banho no alcool isopropilico 1

Banho no alcool isopropilico 2

Banho no Xilol 1

Banho no Xilol 2

Montar a lamina com resina e laminula.
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e Hematoxilina e Eosina

Desparifinizar a lamina na estufa — 30 min
Banho no Xilol em estufa — 10 min
Banho no Xilol 1 — 10 min

Banho no Xilol 2 — 10 min

Banho no alcool absoluto 1 — 30 seg
Banho no alcool absoluto 2 — 30 seg
Banho no alcool 95% 1 — 30 seg
Banho no alcool 80% 2 — 30 seg
Lavar em dgua corrente por 1 min
Banho na solu¢ao de Hematoxilina de Gill — 10 min
Lavar em agua corrente por 1 min
Banho na solugao de Scott — 1 min
Lavar em agua corrente por 1 min
Banho no alcool 60% 1 — 30 seg
Banho no alcool 80% 2 — 30 seg
Banho no alcool 95% 1 — 30 seg
Banho na solu¢ao de Eosina — 1 min
Banho no alcool absoluto 3 — 30 seg
Banho no alcool absoluto 4 — 30 seg
Banho no alcool absoluto 5 — 30 seg
Banho no xilol — 30 seg

Banho no xilol — 30 seg

Banho no xilol — 30 seg

Montar a lamina com resina e laminula
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