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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi realizar a avaliagdo anatomopatoldgica e lectino-
histoquimica de ovarios normais, cisticos e neoplésicos de cadelas adultas, para a
determinacdo da etiopatogénese dessas condicbes patoldgicas e avaliar as causas de
ovariectomia em cadelas. A tese foi subdividida em trés capitulos, sendo o capitulo |
composto de uma breve introdugéo, e cada uma das demais sec¢Oes representando um
artigo cientifico a serem submetidos a periddicos cientificos especializados. No capitulo
I1, realizou-se um estudo lectino-histoquimico em ovarios cisticos e neoplasicos caninos.
Foram avaliados nas alteraces cisticas, casos de cisto folicular (n=3) e de corpo luteo
(n=3), enquanto nas neoplasias, foram analisados casos de adenocarcinoma papilar (n=3),
tumor de células da granulosa (n=2), disgerminoma (n=3), cistoadenoma papilar (n=2),
luteoma (n=2) e leiomioma (n=2). O padrdo de ligacdo das lectinas foi caracterizado e
comparado em ovarios normais e patologicos de cadelas. Quatorze lectinas biotiniladas
(BSA-1B, Con-A, DBA, LCA, PHA-E, PHA-L, PNA, RCA-1, SBA, SJA, STA, WGA,
s-WGA, UEA-1) foram utilizadas. Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que as
alteracdes nos residuos glicosidicos ovarianos observadas em cistos e neoplasias podem
contribuir para a infertilidade em cadelas. No capitulo 111, cento e nove ovarios caninos,
coletados por ovariectomia, foram analisados histologicamente. Dessas amostras, 63
foram neoplasicas (57,8%), 41 eram cisticas (37,61%) e cinco consistiam de altera¢des
circulatorias (4,59%). Cisto folicular (29/109) foi a lesdo mais comum, seguido do tumor
de células da granulosa (27/109), adenocarcinoma papilar (16/109), disgerminoma
(9/109), cistos de corpo luteo (9/109), cistoadenoma papilar (4/109), cistos multiplos
diferentes (3/109), hemorragia (3/109), neoplasia mesenquimal maligna (2/109), luteoma
(2/109), hamartoma vascular (2/109) e um caso cada dos seguintes neoplasmas (1/109):
leiomioma, leiomiossarcoma e teratoma. Os casos foram diagnosticados
predominantemente em animais SRD (22/109), Shih-Tzu (15/109), Poodle (9/109) e
Yorkshire Terrier (9/109), e com faixa etaria entre um a 18 anos (média=9,1 anos). A
ovariectomia foi motivada por trés principais fatores: cirurgia eletiva (46/109), avaliagao
ultrassonografica (23/109) e por sinais clinicos reprodutivos (24/109). Os principais
sinais incluiram corrimento vaginal (12/109) e cios irregulares (5/109). Adicionalmente,
foram encontradas as seguintes lesdes uterinas: piometra (23/109) e hiperplasia
endometrial cistica (12/109).

Palavras-chave: cistos ovarianos, neoplasia ovariana, patologia da reproducdo, lectino-

histoquimica, ovariectomia.
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ABSTRACT

The general objective of this study was to carry out an anatomopathological and lectin-
histochemical evaluation of normal, cystic and neoplastic ovaries of adult bitches, seeking
to contribute to the etiopathogenesis of these pathological conditions and evaluate the causes
of ovariectomy in bitches. The thesis was subdivided into three chapters, with chapter I
consisting of a brief introduction, and each of the other subtitles representing a scientific
article to be sent to journals. In chapter II, a lectin-histochemical study of cystic and
neoplastic ovaries of bitches was carried out. Cystic cases included follicular cyst (n=3) and
cystic corpus luteum (n=3), and the neoplasms consisted of papillary adenocarcinoma (n=3),
granulosa cell tumor (n= 3), dysgerminoma (n=3), papillary cystadenoma (n=2), luteoma
(n=2) and leiomyoma (n=2). In this study, the lectin binding pattern was compared in normal
and pathological canine ovaries. Fourteen biotinylated lectins were used (BSA-1B, Con-A,
DBA, LCA, PHA-E, PHA-L, PNA, RCA-1, SBA, SJA, STA, WGA, s-WGA, UEA-1). The
results obtained in this study suggest that changes in ovarian glycosidic residues observed
in cysts and neoplasms may contribute to infertility in bitches. In chapter III, one hundred
nine canine ovaries, collected by ovariectomy, were analyzed histologically. Of these
samples, 63 were neoplastic (57.8%), 41 were cystic (37.61%) and five consisted of
circulatory changes (4.59%). Follicular cyst (29/109) was the most common lesion, followed
by granulosa cell tumor (27/109), papillary adenocarcinoma (16/109), dysgerminoma
(9/109), cystic corpus luteum (9/109), papillary cystadenoma (4/109), different multiple
cysts (3/109), hemorrhage (3/109), malignant mesenchymal neoplasm (2/109), luteoma
(2/109), vascular hamartoma (2/ 109) and one case each of the following neoplasms (1/109):
leiomyoma, leiomyosarcoma and teratoma. The cases were predominantly diagnosed in
SRD (22/109), Shih-Tzu (15/109), Poodle (9/109) and Yorkshire Terrier (9/109) animals,
and aged between one and 18 years (average= 9.1 years). Ovariectomy was motivated by
three main factors: elective surgery (46/109), ultrasonographic evaluation (23/109) and
reproductive clinical signs (24/109). The main signs included vaginal discharge (12/109)
and irregular heats (5/109). Additionally, the affected animals presented the following
uterine lesions: pyometra (23/109) and cystic endometrial hyperplasia (12/109).

Keywords: ovarian cysts, ovarian neoplasia, reproductive pathology, lectin-
histochemistry, ovariectomy.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABC - Avidin-biotin complex peroxidase

BSA-1B - Bandeiraea (Griffonia) simplicifolia
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GCT — Granulosa cell tumor

HBME-1 — Epitopo mesotelial de Hector Battifora - 1
1Q — Imunohistoquimica

LCA - Lens culinaris

LH — Horménio luteinizante

LHC - Lectino-histoquimica/Lectin histochemical
PBS - Phosphate buffered saline
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PNA — Peanut agglutinin (aglutinina do amendoim)
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SBA — Soybean agglutinin (aglutinina de feijao de soja)
SES — Cistos de estruturas epiteliais superficiais

SJA - Sophora japonica

STA - Solanum tuberosum

TCG — Tumor de células da granulosa

UnB — Universidade de Brasilia

VEGF - Fator de crescimento endotelial vasculares
ZP — Zona pelucida/Zona pellucida

TE — Teca externa/Theca externa
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TI — Teca interna/Theca internal

UEA-1 — Lectina de Ulex europaeus

WGA — Wheat germ agglutinin (aglitinina de gérmem de trigo)
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CAPITULO I

1. INTRODUCAO

Problemas de infertilidade, principalmente relacionados a anestro persistente, ciclos
estrais irregulares, abortos e proles pouco numerosas sdo alguns dos problemas clinicos
observados em cadelas inférteis ou subférteis. Em algumas situagdes, alteragdes sist€émicas ou
locais de natureza endocrina, nutricional, infecciosa ou congénita podem estar envolvidas e
precisam ser minuciosamente investigadas na avaliagdo clinico-reprodutiva (GRUNDY et al.,
2002; LANNA et al., 2012).

Dentre as causas de infertilidade em cadelas adultas, destacam-se as alteragdes
ovarianas, particularmente os cistos foliculares e os neoplasmas, pelo comprometimento
reprodutivo que causam, muitas vezes impedindo a ovulagdo e/ou desregulando o ciclo estral,
usualmente com altera¢des hormonais (MARCHEVSKY etal., 1983; PATNAIK e GRENNLEE,
1987; MCENTEE, 1990; MALM et al., 1994; SFORNA et al., 2003; AKIHARA et al., 2007;
KNAUF etal., 2014; ARLT e HAIMERL, 2016; SASIDHARAN et al., 2021; GAL et al., 2024).
Vale ressaltar que essas lesdes possuem relevancia econdmica, especialmente em fémeas de alto
valor agregado e criadas com fins comerciais (FONTBONNE et al., 2011).

O diagnostico destas enfermidades ¢ realizado com base no exame clinico, exames de
imagem (ultrassonografia, raio x, tomografia computadorizada), dosagens hormonais e com a
realizagdo do exame histopatoldgico, que ¢ a melhor técnica para realiza¢do da diferenciagao
dessas alteracdes (BRODZKI et al., 2023). A citologia ¢ uma técnica confidvel para o
diagnostico de determinados tipos de neoplasias ovarianas, contudo alguns tumores epiteliais e
o Tumor das Células da Granulosa (TCG) podem apresentar caracteristicas comuns e ocasionar
diagnosticos equivocados (BERTAZZOLO et al., 2004).

A avaliagdo ultrassonografica ¢ importante para estabelecer as suspeitas de neoplasias
ovarianas tanto em animais com alteragdes reprodutivas quanto em animais avaliados para
manejo reprodutivo ou satde preventiva (TROISI et al., 2023). Em estudo realizado por
MAYA-PULGARIN et al. (2017), cadelas clinicamente sauddveis e submetidas a
ovariosalpingo-histerectomia eletiva apresentaram alteragdes ovarianas e uterinas em 55,2 e
48,7% respectivamente, quando as amostras foram submetidas a avaliacdo histopatoldgica. A
remessa do oOrgdo pos-cirurgia visando estabelecer o diagnéstico definitivo ¢ de suma

importancia para estabelecer a necessidade de terapias adicionais (PODESTA et al., 2020).
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O prognoéstico dos tumores ovarianos pode ser favordvel quando diagnosticado
precocemente e o animal tratado, seja por procedimento cirurgico com ou sem terapia adjuvante.
Mesmo nos casos em que ja foram observadas metastases, o tratamento pode aumentar a
sobrevida dos animais (GOTO et al., 2020).

As afecgdes reprodutivas podem resultar em diferentes consequéncias clinicas que
podem ser assintomaticas em algumas situagcdes. As doencas nas cadelas podem ser
influenciadas por diferentes fatores como ambiente, histérico reprodutivo, uso de farmacos,
dentre outros (COSTA et al., 2019). Observa-se na literatura recente estudos relacionados a
relagdo de lesdes reprodutivas em cadelas com esteroides sexuais, influéncia da apoptose em
ovarios policisticos (CHUFFA et al., 2016), bem como investigagdes histopatologicas (KNAUF
et al., 2018; MAKOVICKY et al., 2023; DOLENSEK et al., 2024) e imuno-histoquimicas
(AKIHARA et al., 2007; RICCARDI et al., 2007; BANCO et al., 2011; AKIHARA et al., 2023)
sobre neoplasias e cistos ovarianos.

Estudos tém demonstrado que mudangas e desestabilizagdo das proteinas do
citoesqueleto (microtubulos, microfilamentos e filamentos intermediarios) do ovario
comprometem acentuadamente a producdo de hormonios esteroides (CHEN et al., 1994).,
consequentemente, podem contribuir com a cistogénese (SALVETTI et al., 2004).
Investigacdes demonstraram que alteragdes nas proteinas do citoesqueleto levam a mudangas
estruturais e funcionais durante a cistogénese de ratas (SALVETTI et al., 2004), vacas
(ORTEGA et al., 2007b) e porcas (SANT’ANA et al., 2015a). Ha indicios que fatores de
crescimento semelhante a insulina (IGFs) sdo produzidos e atuam sobre as células da granulosa
em ovarios normais de vacas (ORTEGA et al.,, 2008) e que em ovarios cisticos ocorre
diminuic¢do da producdo de fatores de crescimento em vacas (IGF-I e IGF-II) e ratas (IGF-I,
fator de crescimento de fibroblastos [FGF-2] e fator de crescimento endotelial vascular [VEGF])
(ORTEGA et al., 2007a; ORTEGA et al., 2008; REY et al., 2010). Investigacdo recente
demonstrou que cistos ovarianos foliculares e luteinizados de porcas alteraram
significativamente a expressdao de IGF-I, IGF-II e VEGF em comparacdo com foliculos
secundarios e terciarios normais (SANT’ANA et al., 2015b).

Investigacdes glicobioldgicas aplicadas a biologia reprodutiva em mamiferos sugerem
que oligossacarideos atuam como componentes funcionais essenciais de glicoproteinas
envolvidas em etapas fundamentais, tais como a maturagdo do ovdcito, a ligacdo do
espermatozoide ao ovocito e a fertilizagdo (EL-MESTRAH e KAN, 2001; DESANTIS et al.,

2009). A zona pelucida ¢ essencial no momento da fertilizacao e sua composicao varia entre as

14



espécies, mas, em geral, essa estrutura € constituida de trés ou quatro glicoproteinas acidicas
(PARILLO et al., 2005). Estudos recentes demonstram que os conteudos de carboidratos de N-
e O-oligossacarideos possuem diferencas interespecificas e estas podem estar relacionadas a
ligagdo do espermatozoide ao odcito (CHAPMAN et al.,, 2000; PARILLO et al., 2005;
DESANTIS et al., 2009). L-fucose ¢ outro carboidrato que foi identificado no reconhecimento
do espermatozoide a zona pelucida em ovdcitos humanos e de porquinhos da india, ratos e
hamsters (CHAPMAN et al., 2000; PARILLO et al., 2005).

A lectino-histoquimica ¢ uma importante técnica utilizada com bastante eficacia na
identificacdo e caracterizacdo in situ de carboidratos em foliculos ovarianos de muitas espécies,
incluindo a mulher, a rata, a porca e a égua (MAYMON et al., 1994; SALVETTI et al., 2000;
DESANTIS et al., 2009; BARBEITO et al., 2013; MENDES et al., 2019). Contudo, inexistem
informagdes relacionadas ao padrdo de ligagdo de lectinas em ovarios neopldsicos de animais

domeésticos, incluindo os caninos.

1.1 Morfologia resumida do ovario

O conhecimento do desenvolvimento dos Orgdos reprodutivos € importante para
conhecer a anatomia ¢ histologia das gonadas, sendo essencial para facilitar a compreensdo e
interpretacdo de anomalias e a patogénese de doengas do trato reprodutivo (SCHLAFER &
FOSTER 2016).

O sistema urogenital origina-se do mesoderma, a partir de células que se originam no
saco vitelinico e migram para a crista gonadal, de onde derivam-se as gonadas (AGNEW e
MACLACHLAN, 2017). O ovario ¢ constituido anatomicamente em duas porgoes, a regiao
cortical e medular. A regido cortical ¢ onde localizam-se os foliculos, corpos luteos, que sao
envolvidos por tecido conjuntivo, constituindo o estroma ovariano. A regido medular ¢
composto por células intersticiais, nervos, vasos sanguineos e vasos linfaticos, envolvidos por
tecido conjuntivo frouxo. A superficie ovariana ¢ revestida por epitélio germinativo ctibico
simples (mesotélio) que se origina do mesotélio visceral JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Na Fig. 1, hd uma representagdo da estrutura anatomica ovariana, contendo estruturas

de ovario em uma fémea ciclica.
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A. ovarica

— V. ovérica

Corpo liteo com cavidade

rtical (parenquimatosa] ¢
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Ruptura folicular e ovulagao

i rimari RS
Folicvigipamatio g Foliculo terciario

Figura 1 — Representagdo anatdmica do ovario de cadela ciclica (KONIG &

LIEBICH, 2011).

O ovario ¢ formado a partir de células germinativas primordiais na crista gonadal,
produzindo células foliculares e células da granulosa que envolverdao o odcito. As células da
granulosa que cercam o odcito formam o cumulus. A crista gonadal forma as células da teca,
que envolvem o foliculo externamente. O foliculo ¢ composto pelo odcito, células do cumulus,
células da granulosa e das tecas (DAVIDSON & STABENFELDT, 2008).

A foliculogénese ¢ um evento fisioldgico que inicia-se na vida pré-natal para a maioria
das espécies, definindo-se como o processo de montagem, crescimento € maturagao do foliculo,
iniciando-se desde a formacdo do foliculo primordial e finalizando com o foliculo pré-
ovulatorio (GOUGEON, 2010; ARAUJO et al., 2014). De acordo com a fase de
desenvolvimento dos foliculos, eles podem ser classificados em primordiais, primarios,
secundarios e terciarios, pré-ovulatorios ou foliculos de Graaf (HURK & ZHAO, 2005).

O foliculo primordial ¢ caracterizado pela presenga de um ovdcito, envolvido por uma
camada unica de células da granulosa achatadas (DOLENZEL et al., 2003), com didmetro
variando de 20 a 30 um (REYNAUD et al., 2012) O foliculo primério origina-se quando as
células da granulosa achatadas tornam-se cuboides, com diametro variando de 30 a 70 pm
(REYNAUD et al., 2012). O foliculo secundario origina-se com a proliferagdo dessa camada

unica de células da granulosa, formando um epitélio estratificado composto por de duas a cinco
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camadas de células. Nessa fase surge a camada de células da teca (BARBER et al., 2001). O
tamanho do ovocito varia de 60,5 a 63,2 um (SONGSASEN et al., 2017).

Com o desenvolvimento das células da granulosa ocorre a formagao do antro folicular,
que caracteriza o foliculo terciario (DOLENZEL et al., 2003). Com a evolugio da
foliculogénese, ocorre o desenvolvimento das células estromais ao redor do foliculo, originando
as cé¢lulas das tecas interna e externa (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). Na fase antral, o
ovocito alcanca o tamanho de 80-120 um (SONGSASEN et al., 2017).

Apo6s o desenvolvimento das células da teca interna e externa, a formacao do antro
folicular e a organizacao das células da granulosa, ocorre um pequeno espessamento na parede
folicular, chamado de cumulus oophorus, e algumas células foliculares passam a envolver o
ovocito, formando a corona radiata (van den HURK & ZHAO, 2005). Esses foliculos sdao
chamados de foliculos pré-ovulatérios ou foliculos de Graaf (KONIG & LIEBICH, 2011). A
ovulacdo ocorre quando ha ruptura da parede do foliculo pré-ovulatério e a liberagao do ovécito
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Quando ocorre a atresia folicular, ocorre a degeneracao de todas as células do foliculo.
A atresia ¢ um processo fisiologico, caracterizado pela reabsor¢do de um ou mais foliculos
ovarianos antes que o estdgio de dominancia seja atingido. Nos foliculos, o processo de atresia
pode ocorrer pela via apoptdtica ou pelo processo degenerativo com necrose. No entanto, a
apoptose ¢ a forma mais frequente de morte celular fisioldgica, levando a perda significativa de
foliculos antes da ovulagao (ELMORE, 2007).

Com a ovulagdo, ocorre um sangramento e a formagao de um coagulo, que invade o
tecido conjuntivo, formando a parte central do corpo luteo. As células da granulosa
correspondem a 80% do corpo luteo e sao chamadas de grandes cé€lulas luteais, e as células da
teca passam a chamar-se pequenas células luteais, e inicia-se a secre¢do de progesterona
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Se ndo ocorrer a fertilizacdo, as células do corpo luteo sofrem apoptose e ha queda na
producao de progesterona. A baixa concentracao de estradiol estimula a produg¢dao de hormonio
foliculo- estimulante e inicia-se um novo ciclo. Ocorre a regressao do corpo ltteo, pela agao da
prostaglandina, produzida pelas células das glandulas endometriais (KONIG & LIEBICH,
2011). No local onde havia o corpo luteo ocorre a formagao de uma cicatriz de tecido conjuntivo
chamada de corpo albicans (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). Nos casos onde ocorre a
fertilizagdo do ovocito, o corpo luteo permanece ativo e produzindo progesterona durante o

periodo gestacional (KONIG & LIEBICH, 2011).
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2. ALTERACOES CISTICAS

Cerca de dez tipos diferentes de cistos podem ocorrer no ovario e tecidos adjacentes
em fémeas domésticas (NASCIMENTO e SANTOS, 2021). Na cadela, os mais comumente
observados sao foliculares, luteinizado e da rete ovarii, seguidos do corpo lateo cistico e os de
inclusdo germinal (ARLT & HAIMERL, 2016; SCHLAFER e FOSTER, 2016;
NASCIMENTO e SANTOS, 2021). O cisto folicular canino pode ser hormonalmente ativo,
levando a quadros de hiperestrogenismo e ninfomania ou ciclos estrais irregulares. Ademais,
algumas fémeas acometidas podem desenvolver anemia, trombocitopenia (com hemorragias
secundarias) e granulocitopenia, decorrentes de aplasia da medula 6ssea. Na cadela, os cistos
foliculares e luteinizado s3o mais comuns em animais com idade mais avangada, sendo que a
incidéncia de doenga ovariana em cadelas ¢ baixa (SCHLAFER e FOSTER, 2016). O cisto
luteinizado ou luteinica é considerado uma variagdo do cisto folicular, formando-se em
situagdes em que o foliculo cresce, ndo ocorre ovulagdo, e ocorre a luteinizacao das células da
teca interna (NASCIMENTO e SANTOS, 2021).

Os cistos de estruturas epiteliais subsuperficiais (SES) apresentam evidente conexao
com o mesotélio ovariano, o que ¢ evidenciado pela marcagao positiva para citoqueratina nas
células que revestem os cistos, distinguindo-os dos cistos foliculares, que ndo apresentam
marcagdo (KENNEDY et al., 1998). Mesmo assim, ¢ dificil distinguir a origem dos cistos em
muitos casos, ja que em muitos casos as cé€lulas cisticas perdem suas caracteristicas
morfologicas devido a expansdo e compressao do cisto (AKIHARA et al., 2007). Em estudo
realizado por AKIHARA et al., (2007), demonstrou-se as caracteristicas imuno-histoquimicas
dos cistos em cadelas, onde a desmina apresentou marcagao caracteristica em foliculos de Graaf.
Ja a fosfatase alcalina placentaria (PLAP) apresenta imunomarcagdo para SES, tornando
possivel a diferenciacdo entre os SES e os cistos da rete ovarii, haja vista que as células de
revestimento desses cistos sdo semelhantes e impossibilitam a diferenciacdo morfoldogica.

Morfologicamente, os cistos foliculares e luteinizados em cadelas tendem a ser
multiplos e comumente tém luteinizagao parcial das paredes. Em casos de ovarios policisticos,
uni ou bilaterais, usualmente observa-se numerosas estruturas cisticas de parede delgada, com
diametro variando entre 1 e 1,2 cm, e ocasionalmente atingindo até 5-7 cm (DAVIDSON, 2006).
Na porca, acredita-se que, o estresse desempenhe papel importante na etiopatogenia
(SCHOLTEN e LIPTRAP, 1978; NASCIMENTO e SANTOS, 2021). Porcas desmamadas
precocemente, dez ou menos dias pos-parto, sdo muito susceptiveis ao desenvolvimento de

cistos foliculares e de infertilidade. Nessas condi¢oes de estresse, ocorre elevacdo de
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glicocorticoides, resultando em comprometimento da fisiologia ovariana, especialmente entre
o 14° e 16° dias do ciclo estral, periodo em que ocorre selecdo dos foliculos destinados a
ovulagdo (LIPTRAP e VIVEIROS, 1993).

Os cistos foliculares sdo estruturas semelhantes aos foliculos ovulatérios, com
parede fina e revestida por células da granulosa (ANDERSEN e SIMPSON, 1973; ARLT e
HAIMERL, 2016), podendo ser unilaterais ou bilaterais, podendo em muitos casos serem
multiplos (ovarios policisticos) (ARLT e HAIMERL, 2016). Sao caracterizados como
estruturas anovulatorias com didmetro superior a 2,5 cm e que persistem por tempo superior a
10 dias, sem a formagao de corpo luteo e cursando com interrupgao da atividade ciclica normal
(NASCIMENTO e SANTOS, 2021). Sao menos frequentes em cadelas que em outras espécies
(JOHNSTON et al., 2001). Podem ultrapassar o tamanho de foliculos pré-ovulatérios, medindo
entre 1 e 5 cm (DAVIDSON 2006). De acordo com alguns autores, ¢ importante entender as
particularidades morfologicas do ovario de cada espécie, incluindo o tamanho maximo que o
foliculo pré-ovulatorio atinge, evitando confundir foliculos ciclicos de cistos foliculares ou
luteinizados (LUZ, 2017; NASCIMENTO & SANTOS, 2021).

Apesar da patogénese dos cistos foliculares ndo ser completamente elucidada,
alguns autores afirmam que sua origem pode estar associada a incapacidade do foliculo antral
em responder ao estimulo ovariano (ORTEGA-PACHECO et al., 2012). O mecanismo de
formagao pode ter origem na falha na produ¢do da quantidade adequada de gonadotrofinas,
particularmente do LH, que ¢ o hormonio responsavel pela ruptura do foliculo terciario e
consequente liberagdo do ovocito (GRUMEN et al., 2005; KNAUF et al., 2014), ou ainda na
deficiéncia da de receptores de LH ou excesso na producdo de FSH (KNAUF et al 2014).

Dentre os sinais clinicos, podem ser observados acumulo de liquido abdominal ou
toracico (JOHNSTON et al., 2001; MARINO et al., 2010), estro persistente, encurtamento do
intervalo entre estros, aumento do estrogeno circulante, edema vulvar e secrecao sanguinolenta
(KNAUF et al., 2014). O diagnoéstico pode ser realizado por associacdo de ultrassonografia,
dosagens hormonais, radiografia, avaliacdo macroscopica e exame histopatologico (DIEZ-BRU
et al., 1998; KNAUF et al., 2014). O tratamento pode ser realizado através da administracao
hormonal e ovariohisterectomia (JOHNSTON et al., 2001). Alguns autores relatam com
sucesso a aspiracao do liquido cistico via laparotomia convencional ou guiada por ultrassom

(FAYRER-HOSKEN et al., 1992).

19



3. NEOPLASIAS

Os neoplasmas ovarianos usualmente ocorrem em fémeas adultas a idosas e sdo
divididos em trés categorias: tumores do epitélio celomico de superficie (adenoma ou
adenocarcinoma papilifero), dos corddes sexuais e estroma gonadal (tumor de células da
granulosa [TCG], luteoma, tecoma), ou de células germinativas (disgerminoma, teratoma). Sao
mais frequentes em vacas, cadelas e éguas. Na espécie canina, os tumores mais frequentes sao
os de origem epitelial e os TCG (PATNAIK e GREENLEE, 1987; SFORNA et al., 2003). Esses
dois tipos de neoplasias sao clinicamente importantes em cadelas. A grande maioria dos estudos
com neoplasmas ovarianos caninos detalham a frequéncia e os aspectos clinicos, hormonais,
ultrassonograficos e/ou anatomopatoldgicos, geralmente com numero limitado de amostras
analisadas e carecendo de investigagdes relacionadas a etiopatogenia dessas alteragdes
(PATNAIK e GREENLEE, 1987; MCENTEE, 1990; SFORNA et al., 2003; ARLT e HAIMERL,
2016).

A imuno-histoquimica é uma importante técnica utilizada para caracterizar as
neoplasias ovarianas nos animais, permitindo um diagndstico mais confiavel (RICCARDI et
al., 2007). Segundo AKIHARA et al. (2007b), o ovario canino apresenta estrutura histoldgica
complexa devido a estrutura de corddes de células granulares e de tubulos corticais, apontando
que neoplasias ovarianas podem surgir de estruturas proprias da estrutura ou de células
neoplésicas envolvidas na estrutura. Contudo, em alguns casos a diferenciagdo entre neoplasia
e hiperplasia, ou a identificagdao potencial da origem das células ndo ¢ possivel com clareza
(AGNEW e MACLACHLAN, 2017).

Em estudo realizado por RICCARDI et al. (2007), os anticorpos inibina-o e
citoqueratina 7 (CK7) foram uteis na distingdo entre tumores epiteliais de revestimento
ovarianos e tumores de células da granulosa, onde as células mesoteliais foram positivas para
CK7 e negativas para inibina-a, e as células da granulosa obtiveram reatividade contraria a
esses dois marcadores. Nos casos de tumores indiferenciados, esses anticorpos podem
representar uma boa alternativa para auxiliar no diagnostico final. JA BANCO et al. (2011) em
estudo semelhante, apontou que as c€lulas da granulosa neoplésicas foram negativas para o
epitopo mesotelial de Hector Battifora— 1 (HBME-1), e as células tumorais epiteliais positivas,
apontando a utilidade deste marcador no diagnostico diferencial de neoplasmas ovarianos em

cadelas.
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Outros marcadores como fosfatase alcalina placentaria (PLAP), S100, vimentina e
glutationa S-transferase-o t€ém sido utilizados para ajudar na diferenciacdo de alteragdes em

diferentes estruturas ovarianas (AGNEW e MACLACHLAN, 2017).

3.1 Tumores epiteliais

Os tumores epiteliais representam entre 40 e 50% das neoplasias diagnosticadas no
ovario de cadelas (PATNAIK ¢ GREENLEE, 1987). Usualmente, os tumores epiteliais de
superficie caninos sao bilaterais € podem causar metéastase por implantagao em outras estruturas
abdominais, comumente resultando em compressdo de vasos linfaticos ou venosos e
consequente edema cavitario (ascite). Geralmente originam-se da rete ovarii, ou das estruturas
epiteliais subsuperficiais presentes apenas nas cadelas, o que pode justificar a maior incidéncia
de neoplasias epiteliais nessa espécie (NASCIMENTO e SANTOS, 2021).

Segundo DIEZ-BRU et al. (1998), embora o carcinoma ovariano possa ser encontrado
em ambos os ovarios, costuma ser relatada predisposi¢do ao acometimento do ovario esquerdo.
Apresentam-se caracteristicamente como estruturas multinodulares e geralmente cisticas. Os
carcinomas ovarianos podem apresentar crescimento irregular e vegetativo, projetando-se da
superficie e envolvendo estruturas adjacentes, podendo esfoliar e disseminar através da
cavidade peritoneal (AGNEW e MACLACHLAN, 2017).

Do ponto de vista histoldégico, os adenomas e os carcinomas geralmente formam
papilas arboriformes que se projetam no limen de cavidades cisticas. Em alguns casos, sdo
subclassificados em papilares (adenomas ou carcinoma papilar) ou cisticos (cistoadenoma e
cistoadenocarcinoma) (AGNEW e MACLACHLAN, 2017). Em estudo realizado por
DOLENSEK et al. (2024), visando estabelecer uma nova classificacio morfologica que
possibilitasse distinguir de forma consistente os tumores epiteliais benignos e os tumores
epiteliais malignos, os carcinomas ovarianos foram classificados de acordo com o padrio

histologico em papilar, so6lido com diferenciacao tubular, micropapilar, cistica e sarcomatosa.

3.2 Tumores derivados de cordoes sexuais

Os tumores de células da granulosa sdo tumores de células estromais, podendo
produzir diferentes tipos de hormonios, que podem alterar o comportamento reprodutivo dos
animais (AGNEW e MACLACHLAN, 2017), podendo acometendo animais jovens (SFORNA
et al., 2003). Normalmente sdo unilaterais, com aspecto irregular, consisténcia macia e

superficie de corte solida, cistica ou policistica (FOSTER, 2013). Esse tltimo padrao ¢ muito
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comum em vacas ¢ éguas. Histologicamente podem apresentar um padrao folicular, cistico,
policistico ou s6lido (BUIJTELS et al., 2010). Em alguns casos, ha a formagao de estruturas
com padrdo radial com acumulo de material eosinofilico na luz, formando os chamados
corpusculos de Call-Exner, que sdo caracteristicas adicionias uteis para o diagnéstico (FOSTER,
2013). Um estudo demonstrou que 22,86% de 70 cadelas com problemas reprodutivos e
submetidas a ovario-histerectomia, apresentaram TCG (MALM et al., 1994).

O luteoma ¢ uma neoplasia formada por células com morfologia semelhante as células
luteinicas do corpo luteo derivadas dos corddes sexuais, sendo chamadas também de tumor de
células de Leydig do ovario ou tumor de células lipidicas (NASCIMENTO e SANTOS, 2021).
Microscopicamente, caracterizam-se por multiplos l6bulos formados por células neoplésicas
poligonais, eosinofilicas e granulares, contendo vactolos lipidicos intracitoplasmaticos
(AGNEW e MACLACHLAN, 2017).

O tecoma ¢ uma neoplasia derivada de corddes sexuais com morfologia semelhante as
células da teca (NASCIMENTO e SANTOS, 2021). E formado por células fusiformes, com
nucleo alongado e citoplasma podendo conter vacuolos lipidicos. O tecoma tem a capacidade
de produzir hormonios esteroides, que podem ser detectados através de mensuragdo sanguinea

(AGNEW e MACLACHLAN, 2017).

3.3 Tumores de células germinativas

O disgerminoma ¢ a principal neoplasia desse grupo. Consiste de proliferacao primaria
das células germinativas comumente diagnosticada em cadelas, geralmente adultas ou idosas
(NASCIMENTO e SANTOS, 2021). E uma neoplasia equivalente ao seminoma testicular em
macho, usualmente assumindo grandes propor¢des, altamente celulares e formados por largas
camadas de células que formam corddes e ninhos, separados por septos de tecido conjuntivo
fibroso. As células sao grandes, poliédricas, com nticleos vesiculares e nucléolo evidente, com
citoplasma escasso, anfofilico ou basofilico, podendo formar células tumorais multinucleadas
(AGNEW e MACLACHLAN, 2017). Geralmente ¢ unilateral, ja sendo diagnosticado na cadela,
gata, vaca e égua (SCHLAFER e FOSTER, 2016).

O teratoma ¢ uma neoplasia formada por células germinativas, geralmente benigno,
unilateral ou bilateral (SANTOS et al., 2023), caracteristicamente composto por tecidos
derivados de diferentes folhetos embrionarios (endoderma, mesoderma e ectoderma), como
tecidos 0sseo, nervoso, pele e seus anexos, adiposo, dentre outros (NASCIMENTO e SANTOS,

2021). Seu surgimento pode estar relacionado a proliferacdo de células germinativas
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pluripotenciais que posteriormente se diferenciam, dando origem a duas ou mais camadas
germinativas com multiplos tipos de tecido presentes no tumor (SCHLAFER e FOSTER, 2016).
Esse tumor costuma desenvolver em animais jovens, mas muitas vezes o diagnostico ¢ feito
acidentalmente na vida adulta (FOSSUM, 2014). A maioria dos teratomas sdo benignos e
formados por tecidos bem diferenciados. Apesar de incomuns, teratomas malignos ja foram

relatados em cadelas (AGNEW e MACLACHLAN, 2017).

3.4 Outros tumores

Os fibromas, hemangiomas, leiomiomas e suas variagdes malignas consistem de
tumores origindrios de estruturas mesenquimais do ovario. O fibroma e o leiomioma
apresentam as mesmas caracteristicas que tumores originarios desses tipos celulares em outros
tecidos, assim como os fibrossarcomas e os leiomiossarcomas (AGNEW ¢ MACLACHLAN,
2017).

O leiomioma ¢ uma neoplasia benigna originaria do musculo liso, sendo diagnosticado
mais comumente no trato genital, no utero e na vagina (AGNEW e MACLACHLAN, 2017).
Em estudo realizado por SOUZA et al. (2012) com neoplasias mesenquimais na genitalia de
cadelas, na avaliacao histologica dos 43 casos, foi constatado que 46,5% (20/43) dos casos eram
leiomiomas, 41,9% (18/43) fibroleiomiomas, 7,0% (3/43) fibromas e 4,6% (2/43) leiomiossar-
comas. Um caso incidental de leiomioma associado a ovarios policisticos foi relatado por BOE-
LONI et al. (2013). J4 SHIWA et al. (2015) relataram um caso de leiomioma ovariano asociado

a um lipossarcoma mixoide.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo realizar a avaliagdo anatomopatologica e lectino-
histoquimica de ovarios normais, cisticos € neoplasicos de cadelas adultas, para a determinagao

da etiopatogénese e das causas de ovariectomia em cadelas.

5.2 Objetivos especificos

- Verificar e comparar a reatividade de diferentes lectinas em diferentes estruturas de
ovarios normais, cisticos e neoplasicos de cadelas adultas;
- Descrever as caracteristicas clinico-patologicas e reprodutivas de ovarios patoldgicos

coletados por ovariectomia em 109 cadelas.
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6. INFORMACOES ADICIONAIS

Esta tese resultou em dois artigos cientificos, o primeiro intitulado “Lectin-
histochemical pattern on the cystic and neoplastic ovaries of bitches” (Capitulo II), a ser
submetido ao periddico “Reproduction in Domestic Animals”, ¢ o segundo intitulado “Causas
de ovariectomia em cadelas: 109 casos” (Capitulo III), que serd traduzido para o inglés e a ser

submetido para publicagdo no periddico “Pesquisa Veterinaria Brasileira”.
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CAPITULO I

Lectin-histochemical pattern on the cystic and neoplastic ovaries of bitches

Juliano P. Terral, Thiago B. de Almeidal, Lucas P. de O. Rezendel, Claudio G. Barbeitoz, Francisco Acuﬁaz,
Guilherme R. Blume3, Romulo S.A. Eloi3, Leticia B. Oliveira3, André L.R.M. Santos3, Fabiano J.F. de

Sant’Anal

IUniversidade de Brasilia (UnB), Laboratoério de Diagnostico Patologico Veterinario (LDPV), Brasilia, Brazil
2Universidad Nacional de La Plata (UNLP), Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV), La Plata, Argentina

3Laboratorio HistoPato Andlise Anatomopatologica, Brasilia, Brazil

Abstract

Studies have demonstrated that many reproductive disorders can compromise the binding pattern of glycosidic
residues, mainly in cows and sows. In the current study, the binding pattern of lectins was characterized and
compared in normal and pathological ovaries of bitches. Fourteen biotinylated lectins (BSA-1B, Con-A, DBA,
LCA, PHA-E, PHA-L, PNA, RCA-1, SBA, SJA, STA, WGA, s-WGA, UEA-1) were used. In ovaries without
lesions, the predominant staining for RCA-1 was observed in the zona pellucida (ZP) of non-antral follicles, in the
oocytes of primordial and primary follicles and in the artery wall. For WGA, the reaction predominated in the
mesothelium, in the ZP of secondary follicles, in the corpus luteum (CL) and in the oocyte of secondary follicles.
Reactivity for STA was more pronounced in the mesothelium and ZP of developing follicles. The mesothelial cells
and the CL were mainly marked for LCA. PHAL was stained in the mesothelium, CL and connective stroma, while
the lectin PHA-E showed reactivity especially in the stroma, mesothelium and artery wall. In the cystic ovaries,
changes in the reaction of some lectins were noted in various structures adjacent to the cysts. RCA-1 staining was
reduced in the ZP and oocyte of primordial, primary and secondary follicles, while there was an increase of staining
in endothelial cells. With WGA lectin, there was a reduction in CL and an increase in endothelial cells. Reactivity
to STA was reduced in the ZP of primary and secondary follicles and increased in endothelial cells. LCA was also
reduced in the CL and ZP of primary and secondary follicles. For the PHA-L lectin, the staining was reduced in
the mesothelial cells, CL and ZP of the primary follicles, while for PHA-E the reduction occurred in the stroma,
oocyte of the primary follicles and in the GC of the secondary follicles. In five of the six neoplasms analyzed
(cystic adenoma, luteoma, dysgerminoma, granulosa cell tumor, adenocarcinoma), there was also a reduction in
reactivity to various lectins, both in the neoplastic cells compared to the cells of origin, and in the adjacent non-
neoplastic ovarian tissue. The data from the current study suggests that the changes in ovarian glycosidic residues

observed in cysts and neoplasms may contribute to infertility in bitches.

KEYWORDS: glycoconjugates, lectins, ovarian cysts, ovarian neoplasia, reproductive pathology.
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1. INTRODUCTION

In recent decades, canine reproduction has evolved considerably due to investments in new
biotechnological tools, as well as the search for solutions to infertility problems, especially in high-value breeds.
These complications are mainly related to persistent anestrus, irregular estrous cycles, and abortions are some of
the clinical problems observed. In some situations, systemic or local changes of endocrine, nutritional, infectious
or congenital nature may be involved and need to be investigated in the clinical-reproductive assessment (Grundy
et al., 2002; Lanna et al., 2012).

Among the causes of infertility in adult bitches, ovarian changes, particularly follicular cysts and
neoplasms, represent an important percentage of reproductive impairment. These lesions often prevent ovulation
and/or deregulate the estrous cycle. In addition, these injuries can represent significant economic losses when they
affect high value females that are bred for commercial purposes (Marchevsky et al., 1983; Patnaik & Grennlee,
1987; McEntee, 1990; Malm et al., 1994; Sforna et al., 2003; Akihara et al., 2007; Knauf et al., 2014; Arlt &
Haimerl, 2016). In a study conducted in Brazil, in which 200 ovaries and uterine horns of female dogs were
evaluated, 16.5% and 6.5% of the samples were diagnosed with ovarian cysts and neoplasms, respectively
(Marchevsky, 1981).

In domestic animals, cystic ovarian disease is more widely studied and known in cows and sows. The
mechanisms that lead to the development of follicular cysts have been the subject of study and research for many
years but are still poorly understood. The condition is believed to have a multifactorial etiology (Peter, 2004). In
cows, cyst formation has been associated with many environmental, clinical and hereditary factors (Garverick,
1997; Monniaux et al., 2008). Some researchers point to endocrine imbalances involving the hypothalamic-
pituitary axis related to the development of ovarian cysts in sows (Scholten & Liptrap, 1978) and cows (Garverick,
1997; Silvia et al., 2002; Vanholder et al., 2006). In addition, the detailed etiopathogenesis of the canine ovarian
cysts is unknown (Ortega et al., 2016).

In adult bitches, the most frequent ovarian neoplasms are those of epithelial origin and granulosa cell
tumors (GCT) (Patnaik & Greenlee, 1987; Sforna et al., 2003). These two types of neoplasms are clinically
important in female dogs. One study showed that 22.86% of 70 bitches with reproductive problems who were
submitted to ovarian hysterectomy had GCT (Malm et al., 1994). The vast majority of studies on canine ovarian
neoplasms detail the frequency and clinical, hormonal, ultrasonographic and/or anatomopathological aspects,
generally with a limited number of samples analyzed and lacking investigations related to the etiopathogenesis of
these changes (Patnaik & Greenlee, 1987; McEntee, 1990; Sforna et al., 2003; Arlt & Haimerl, 2016; Makovicky
et al., 2023; Troisi et al., 2023; Dolensek et al., 2024).

Lectin histochemistry is an important technique used very effectively to identify and characterize in situ
carbohydrates that was used in ovarian follicles of many species, including women, rats, sows and mare (Maymon
et al., 1994; Salvetti et al., 2000; Desantis et al., 2009; Barbeito et al., 2013; Mendes et al., 2019). Lectins are a
group of proteins that have the property of binding to certain specific carbohydrate chain structures, including
those related to glycoproteins, glycolipids and glycosaminoglycans (Debray et al., 1981; Desantis et al., 2009). In
rats with experimentally induced polycystic ovaries, it has been shown that there are evident changes in the lectin-
histochemical pattern in different ovarian structures and that these changes are probably related to the process of
cystogenesis (Barbeito et al., 2013). A very similar altered pattern of glycosidic residues was observed in the cystic

ovaries of sows, compared to normal ovaries (Mendes et al., 2019).
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In the canine ovary, the distribution of oligosaccharides has already been determined in the zona pellucida
throughout follicular growth (Parillo & Verini-Supplizi, 1999; Parillo et al., 2005). However, the normal lectin
histochemical pattern in other cyclic ovarian structures and in cystic or neoplastic lesions is unknown. In human
reproduction, some studies have shown that lectin histochemistry has been useful in the diagnosis and investigation
of the pathogenesis and as potentials biomarkers of ovarian neoplasms (Murakami, 1991; Sasano et al., 1991;
Bychkov etal., 1992; Oinam et al., 2022; Pallar et al., 2024). The aim of this study was to characterize and compare

the binding pattern of lectins in cystic and neoplastic ovaries of female dogs.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Legal aspects

The project was conducted in accordance with the Ethical Principles of Animal Care and Research and under the
approval of the Ethics Committee on Animal Use (CEUA) of the University of Brasilia, Brazil, protocol number
23106.067439/2023-34.

2.2 Samples

Ovaries from 24 sexually mature bitches with and without lesions were selected and used in this study: 3 without
changes (control) and 21 with lesions: cystic corpus luteum (n=3), follicular cysts (n=3), papillary
adenocarcinomas (n=3), granulosa cell tumors (n=3), dysgerminomas (n=3), papillary cystadenoma (n=2),
luteoma (n=2) and leiomyoma (n=2). The samples were obtained from the routine files of two veterinary diagnostic
laboratories: Laboratorio de Diagnostico Patologico Veterindrio of Universidade de Brasilia (UnB) and
Laboratério Histopato Andlise Anatomopatologica, both in Brasilia, Brazil. The samples were previously fixed in
10% neutral buffered formalin for 24 hours and routinely processed for paraffin embedding and hematoxylin-eosin

(HE) staining.

2.3 Lectin histochemical (LHC) study

After deparaffinization, additional ovary sections were incubated in 0.3% hydrogen peroxide in methanol for 30
min at room temperature, washed several times in 0.01M phosphate buffered saline (PBS), pH 7.2, and treated
with 0.1% bovine serum albumin in PBS for 15 min. Subsequently, incubation was carried out with the 14
biotinylated lectins: GSA-1B, Con-A, DBA, LCA, PHA-E, PHA-L, PNA, RCA-1, SBA, SJA, STA, WGA, s-
WGA, and UEA-1 (Lectin Kit, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) (Table 1).

The ideal concentration for each lectin, which allowed maximum staining with minimum background,
was at a dilution of 30 pg/mL in PBS, except for PNA, which was applied at a concentration of 10 pg/mL for 1
hour, followed by incubation with the avidin-biotin complex peroxidase (ABC) (Vector Laboratories Inc.) for 45

min. Horseradish peroxidase was activated by incubation for 4-10 min with a buffered solution of 0.05M Tris-HCI,
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pH 7.6, containing 0.02% diaminobenzidine (DAB) (DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) and 0.05% H202.
All sections were counterstained with Mayer's hematoxylin. As a negative control, lectins were omitted or blocked
by incubating them with their blocking carbohydrates (0.1-0.2M in PBS) for 1h at room temperature before
applying to the sections. Lectin binding was analyzed using the following semi-quantitative scale of the stained
structures and scored subjectively as follows: (-) none, (+) weakly positive, (++) moderately positive and (+++)
strongly positive. The structures evaluated were granulosa cells (GC), theca interna (T1), theca externa (TE), zona
pellucida (ZP), and oocyte in normal growing and cystic follicles, granulosa in atretic follicles, mesothelium,
corpus luteum (CL), connective stroma and endothelium and vascular wall, as well as tumor cells in neoplasms.

Two pathologists analyzed blindly the samples.

3. RESULTS

LHC pattern

The results of the LHC reactivity are summarized in Table 2. In the ovaries without lesions (Fig.1-a), there was
moderate to marked marcation for RCA-1, mainly in ZP of non-antral follicles, in the oocytes of primordial and
primary follicles and in the media of arteries (Fig. 1-b). For WGA, the reaction was strong in the mesothelium
(Fig. 1-c) and ZP of secondary follicles (Fig. 1-d), and moderate in the CL and oocyte of secondary follicles.
Reactivity to STA was more pronounced in the mesothelium (Fig. 1-e) and ZP of developing follicles (Fig. 1-f).
Mesothelial cells (Fig. 1-h) and CL (Fig. 1-g) showed moderate to strong reaction for LCA. PHAL showed marked
positivity in the stroma (Fig. 1-i) and moderate in the CL and connective stroma (Fig. 1-j), while the lectin PHA-
E showed more prominent reativity in the stroma (Fig. 1-k), mesothelium and artery wall (Fig. 1-1).

In cystic ovaries, changes in the reactivity of some lectins were noted in various structures of the ovarian
parenchyma adjacent to the cysts. In ovaries with follicular cysts, RCA-1 was affinity reduced in ZP and oocyte
of primordial, primary (Fig. 2-a) and secondary follicles, while there was a moderate increase in staining in
endothelial cells (Fig.2-b). With the WGA lectin, there was a reduction in CL (Fig. 2-c) and an increase in
endothelial cells (Fig. 2-d). Reactivity to STA was reduced in ZP of primary and secondary follicles (Fig. 2-¢) and
increased in endothelial cells (Fig. 2-f). LCA was also reduced in the CL (Fig. 2-g) and ZP (Fig. 2-h) of primary
and secondary follicles. With the PHA-L lectin, reactivity was reduced in mesothelial cells (Fig. 2-1), CL (Fig. 2-
j) and ZP of primary follicles, while with PHA-E it was reduced in connective stromal cells (Fig. 2-k), in the oocyte
of primary follicles and in the GC of secondary follicles (Fig. 2-1). In cases of cystic corpus luteum, the reduction
in lectin staining was very similar to that observed in follicular cysts.

Changes in the LHC pattern were also observed in neoplastic ovaries. In cases of papillary cystadenoma,
the neoplastic mesothelial cell reduced PHA-L reactivity compared to the control ovarian epithelium. In the ovarian
parenchyma adjacent to the neoplasm, there was a reduction of RCA-1 binding in ZP and oocytes of preantral
follicles (Fig. 3-a), of STA in CL, of LCA in mesothelial cells (Fig. 3-b), CL and ZP of primary and secondary
follicles, of PHA-L in mesothelium, CL and ZP of primary follicles, and of PHA-E in artery wall and ZP of primary
and secondary follicles. In luteomas, it was observed that the neoplastic luteal cells had reduced reactivity to WGA,
LCA and PHA-L compared to the CL of the control ovaries. In the parenchyma adjacent to the luteomas, there was

a decrease of RCA-1 reativityin endothelium, ZP and oocytes of non-antral follicles, of WGA (Fig. 3-c) and LCA
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in mesothelium, CL, ZP and oocytes of primary and secondary follicles, of STA in mesothelial cells, CL and ZP
of non-antral and antral follicles, of s-WGA in ZP of primary follicles, of PHA-L in mesothelium, CL (Fig. 3-d)
and ZP of primary follicles and PHA-E in mesothelial cells. The reaction of germ cells in dysgerminomas was
usually restricted and mild to the lectins PHA-L and PHA-E. In the parenchyma adjacent to the neoplasm, there
was a reduction in the reactivity of RCA-1 in endothelial cells (Fig. 3-¢) and ZP of primary and secondary follicles,
of WGA in CL, of STA in CL and ZP of all follicles, of LCA in mesothelial cells, CL and ZP of primary and
secondary follicles, of PHA-L in mesothelium, CL, stroma and ZP of primary follicles, and of PHA-E in
mesothelium, ZP of primary and secondary follicles and germ cells (Fig. 3-f). In leiomyomas, the reaction was
negative to all the lectins in the neoplastic cells and it was not possible to evaluate the structures of the adjacent
parenchyma, since the neoplasm occupied all the samples analyzed. The pattern of lectin binding in cells of
granulosa cell tumor was similar to that observed in these cells of normal ovaries. In the parenchyma adjacent to
this neoplasm, there was a reduction in the reactivity of WGA in oocyte of non-antral follicles, of STA in ZP of
non-antral follicles, of LCA in ZP of primary (Fig. 3-g) and secondary follicles, of s-WGA in PZ of primary
follicles, of PHA-L in endothelium (Fig. 3-h) and ZP of primary follicles, and of PHA-E in endothelial cells and
ZP of primary and secondary follicles. In cases of papillary adenocarcinoma, the neoplastic cells showed reduced
staining for the lectins WGA, STA, LCA and PHA-L, compared to the control mesothelium. In the ovarian tissue
adjacent to this neoplasm, there was a reduction in reactivity to RCA-1 in ZP of preantral follicles (Fig. 3-i), of
PNA in connective stroma (Fig. 3-j), of WGA in ZP of preantral follicles, of STA in ZP of all follicles, of LCA in
mesothelial cells, CL and ZP of primary and secondary follicles, of s-WGA in ZP of primary follicles, of PHA-L
in mesothelium, CL, stroma and ZP of primary follicles, and of PHA-E in mesothelium, CG of primary and

secondary follicles and ZP of secondary follicles.

4. DISCUSSION

For the first time, a study characterized the binding of 14 lectins in various structures of the canine ovary, as has
already been similarly demonstrated in other species, such as rodents (Salvetti et al., 2000; Barbeito et al., 2013),
leporines (Parillo & Verini-Supplizi, 2001) and pigs (Mendes et al., 2019). A study carried out in canine ovaries
characterized only the binding of saccharides in oocyte and ZP (Parillo & Verini-Supplizi, 1999; Parillo et al.,
2005). In addition, the current study compared the lectin-histochemical reaction in pathological ovaries (cystic and
neoplastic), as previouly analised in cystic ovaries of rats (Salvetti et al., 2000; Barbeito et al., 2013) and sows
(Mendes et al., 2019). Data obtained in this study are useful for understanding the cellular events and interactions
that occur throughout the reproductive cycle, including the contact between gametes that occurs through
interaction with the ZP. In the normal ovaries of our study, this important structure of the oocyte was positively
marked mainly for the lectins RCA-1, STA and WGA, indicating that it contains B-D-galactose and GlcNac
residues. These data coincide with previous findings detected in ZP of bitches (Parillo & Verini-Supplizi, 1999),
sows (Pastor et al., 2008; Mendes et al., 2019) and viscachas (Acuiia et al., 2019). In the current study, granulosa
cells of preantral follicles reacted mildly to STA, LCA, PHA-E and PHA-L, suggesting residues of N-acetyl-
glucosamine, mannose, complex N-linked sequences and glucose. These data differ of the findings in sows
(Mendes et al., 2019) and are in partially similar to those detected in rats (Barbeito et al, 2013). No reactivity to

lectins was observed in granulosa cells of atresic follicles in our study, possibly due to the advanced degeneration
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process. In rats and pigs, these cells were positive to WGA and RCA-1, even in atresia (Barbeito et al, 2013;
Mendes et al., 2019). Mesothelial cells showed the highest variation and intensity of marcation, mainly to WGA,
STA, LCA, PHA-L and PHA-E, as observed in other species (Barbeito et al, 2013; Mendes et al., 2019). In the
stroma of canine ovaries, a mild reaction to several lectins was noted, especially PHA-E and PHA-L, indicating
that residues of many saccharides are deposited in the ovarian connective tissue. In addition, there was mild
labeling for some lectins in blood vessels in this study, however the endothelial cells showed subtle positivity only
to STA. These data differ of those found in pigs, rats and rabbits (Parillo & Verini-Supplizi, 2001; Barbeito et al,
2013; Mendes et al., 2019). These divergent data show that these carbohydrate residues may vary in type and
intensity according to the species analyzed.

Ovarian cysts are considered one of the most common reproductive lesions in several species, including
bitches (Knauf et al., 2014; Arlt & Haimerl, 2016). However, the mechanisms involved in the pathogenesis of this
condition appear to be multifactorial and are still poorly understood (Witbank et al., 2003; Peter, 2004, Ortega et
al., 2016). In animals, many investigations have demonstrated changes and mechanisms related to the
etiopathogenesis of ovarian cysts, mainly in cattle (Garverick, 1997; Ortega et al., 2007a; Isobe & Yoshimura,
2007; Monnniaux et al., 2008; Ortega et al., 2008; Rey et al., 2010; Gareis et al, 2018), rats (Anderson & Lee,
1997; Ortega et al., 2007b; Salvetti et al., 2003; Salvetti et al., 2009) and sows (Sant'Ana et al. 2015a, Sant'Ana et
al., 2015b, Mendes et al., 2019; Grzesiak et al., 2021), however there is little information on the genesis of the
condition in canine females. The data from the present study indicate that the formation of ovarian cysts in bitches
is associated to changes in the expression of carbohydrate residues in some ovarian structures. Similar studies have
shown that these changes also occur in the genesis of cysts in the ovaries of sows (Mendes et al., 2019) and rats
(Salvetti et al., 2003; Barbeito et al., 2013), where other structures are strongly affected including the internal and
external theca. In addition, the present study showed that the compressive effect of the two different cysts on the
affected adjacent parenchyma reduced the reactivity of many lectins in various structures.

Ovarian neoplasms also represent important causes of reproductive problems in adult canine females
(Sforna et al., 2003; Arlt & Haimerl, 2016). In the current study, it was observed that the majority of tumor cells
showed mild reactivity to few lectins. In addition, three out of six neoplasms evaluated (cystadenoma, luteoma,
and adenocarcinoma) showed reduced binding of lectins to neoplastic cells compared to original cells in ovaries
without lesions. It is possible that this reduction occurred due to the low cell differentiation by the neoplastic cells.
Similar studies have not been carried out on ovaries of domestic animals and few have analyzed human ovarian
neoplasms by LHC (Murakami, 1991; Sasano et al., 1991). As showed in the current study, an investigation has
shown that mucinous and serous ovarian cystadenomas in women contain different glycoconjugates and that the
malignant transformation of tumors may be associated with alterations in these molecules (Sasano et al., 1991).
Another study suggested that labeling with the lectins SBA and DBA may be useful in the differentiation and
histological grade of human ovarian cystadenomas (Murakami et al., 1991), which was not verified in the
neoplasms of our bitches. Furthermore, this study revealed that the compressive effect exerted by five neoplasms
compromised the reactivity of saccharides in various ovarian structures adjacent to the tumor, indicating a
reduction in the physiological and endocrinological activities of the remaining ovarian tissue.

Data analyzed here show that the ovary has different saccharides residues in many different structures,
and that cysts and neoplasms alter the expression of these molecules. Possibly, the altered pattern of lectin binding

in cystic and neoplastic ovaries occurred due to modified gene expression and enzymes that metabolize
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carbohydrates in these structures (Barbeito et al., 2013). The modifications in glycosidic residues may contribute
to infertility in adult bitches by modificate process as cell diferentiation. In addition, our findings can contribute

to expanding the understanding of the pathogenesis of some pregnancy complications such as infertlity.
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Table captions

Table 1. Lectins used in this study and their main specificities.

Acronym Source Main glycosidic specificity

BSA-1B  Bandeiraea (Griffonia) simplicifolia Galal,3Gal-; Galal,4Gal

Con-A Concanavalina ensiformis a-D-Man, a-D-Glc

DBA Dolichos biflorus (horse gram) GalNAcal,3(LFucal,2) Gal-p1,3/4GIcNAc B1-

a-D-GalNAc

LCA Lens culinaris o Man, a Glc

PHA-E Phaseolus vulgaris erythroagglutinin  Bisected complex N-linked sequences
(Kidney bean)

PHA-L Phaseolus  vulgaris leukoagglutinin B1-6-linked GIcNAc in tri/tetra-antennary
(Kidney bean) complex N-linked sequences

PNA Arachis hypogaea (peanut) GalP1,3GlcNAcB1- >Galp1,4GIcNAcP1-

RCA-1 Ricinus communis B-D-Gal

SBA Glycine max (soybean) Terminal GalNAcal- > Galal

SJA Sophora japonica o ¢ B GalNac > a e B Gal

STA Solanum tuberosum (GlcNac)2—4

WGA Triticum vulgaris (wheat germ) a-D-GlcNAc, NeuNAca2,3

s-WGA  Succinyl-WGA B1-4-D- GlcNac

UEA-1 Ulex europaeus-1 (gorse) L-Fucal,2Galp1,4-GIcNAcB1-

Gal, galactose; GIcNAc, N-acetyl-glucosamine; Man, mannose; Glc, glucose; GalNAc, N-acetyl-galactosamine;

Fuc, fucose; NeuNAc, neuraminic acid.
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Table 2 - Lectinohistochemical reaction in different structures of canine ovaries without lesions, cystic and neoplastic changes.

Con-A SBA  RCA-1 DBA PNA WGA  UEA-1 BSA-1 STA LCA SJIA s-WGA PHAL PHAE

Ovaries without lesions
Mesothelium - -/+ -+ -+ - ++++ - - +++ +/+++ - - ++/+++ +++
Corpus luteum - - - [+ [+ +/++ - - + +/++ -+ - 4+ _
Stroma - - -I++ - + -1+ - - -1+ -1+ -1+ -+ +H++ ++++
Endothelium - - - - - - - - -+ - - - - -
Adventitia and media of arteries - - -[++ - - -[+ - -l++ -[++ -J+ - - -+ +++
Primordial follicles

Granulosa cells - - I+ - - - - - -+ - - - R -+

Zona pelucida - - +++ - - - - - +++ - - - - -+

Oocyte - - -+ - - + - - ++ +- -+ - _ +
Primary follicles

Granulosa cells - - - - - - - - + + - - + +

Zona pelucida + - ++++ + [+ + [+ - ++ +/++ - +/++ ++ -

Oocyte - - +/++ - -+ + - - - - - - + _
Secondary follicles

Thecas interna and externa - - I+ - - - - - - - - - - -

Granulosa cells - - - - - - - - - -+ - - - +

Zona pelucida + - +/+++ -/+ + +++ -+ - ++ + - - - +++

Oocyte - - +++ - + ++ - - - - - - - -
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Tertiary follicles
Thecas interna and externa
Granulosa cells
Follicular fluid
Zona pelucida
Oocyte
Atretic follicles

Granulosa cells

++

Folicullar cyst
Lining epithelium

Thecas interna and externa

4+

-+

Cystic corpus luteum
Lining Epithelium

Thecas interna and externa

Papillary cystademona
Citoplasm of neoplastic cells
Citoplasmic membrane

Nucleus of neoplastic cells

Luteoma
Citoplasm of neoplastic cells

Citoplasmic membrane

44



Nucleus of neoplastic cells

Dysgerminoma
Citoplasm of neoplastic cells
Citoplasmic membrane

Nucleus of neoplastic cells

-+

-+

Leiomyoma
Citoplasm of neoplastic cells
Citoplasmic membrane

Nucleus of neoplastic cells

Granulosa cell tumor
Citoplasm of neoplastic cells
Citoplasmic membrane

Nucleus of neoplastic cells

-+

-+

Papillar adenocarcinoma
Citoplasm of neoplastic cells
Citoplasmic membrane

Nucleus of neoplastic cells

+/++

-[++

(- ) none, (+) weakly positive, (++) median positive, (+++) strongly positive
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Figure captions

Fig. 1. Normal ovaries. Oocyte of primary follicle (a) and media of artery (b) with moderate to strong
reactivity to RCA-1, 400X. Strong marcation to WGA in mesothelial cells (c¢) (200X) and moderate in
oocyte of secondary follicle (d) (400X). Mesothelium (e) (200X) and zona pellucida (f) (400X) with strong
reaction to STA. Corpus luteum (g) (400X) and mesothelial cells (h) (200X) present moderate to strong
reactivity to LCA. Stroma (i) and corpus luteum (j) show moderate and strong reaction to PHAL,

respectively, 400X. Stroma (k) and arterial wall (1) with strong marcation to PHAE, 400X.

Fig. 2. Cystic ovaries. There was reduction of reactivity to RCA-1 in the zona pellucida (ZP) of primary
follicle (a) (400X) and increase in the arterial endothelium (b) (200X). Reaction to WGA was decreased in
corpus luteum (CL) (¢) and increased in vascular endothelium (d), 200X. There was reduction of marcation
to STA in ZP of secondary follicles (e) and increase in endothelial cells (f), 400X. CL (g) and ZP of growing
follicles (h) present reactivity reduced to LCA, 200X. Reaction to PHAL was reduced in mesothelial cells
(i) and CL (j), 200X. PHAE is also reduced in stroma (k) and granulosa cells of secondary follicles (1),
400X.

Fig. 3. Neoplastic ovaries. Papillary cystadenoma (1): there was reduction of reactivity to RCA-1 in zona
pellucida (ZP) of pre-antral follicles (a) (400X) and to LCA in mesothelium (b) (200X). Luteoma (2): there
was reduction of reaction to WGA in mesothelial cells (c¢) (200X) and to PHAL in neoplastic luteal cells (d)
(400X). Disgerminoma (3): reductions to RCA-1 in endothelial cells (e) and to PHAE in germ cells (f) and
adjacent parenchyma were observed. Granulosa cells tumor (4): there was reduction of reactivity to LCA
in ZP of primary follicles (g) (400X) and to PHAL in vascular endothelium (h) (200X). Papillary
adenocarcinoma: RCA-1 and PNA marcations were reduced in ZP of pre-antral follicles (i) and stroma (j),

respectively, 200X.
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Figure 1
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Figure 2
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Figura 3

49



CAPITULO 111
Causas de ovariectomia em cadelas: 109 casos

Juliano P. Terral, Lucas P. de O. Rezendel, Guilherme R. Blumez, Romulo S.A. Eloiz,
Leticia B. de Oliveiraz, André S. Leonardo? & Fabiano J.F. de Sant’Anal

1 Universidade de Brasilia (UnB), Laboratério de Diagndstico Patolégico Veterinario, Granja do
Torto, Brasilia, DF, Brazil

2 Laboratério Histo-Pato Anélise Histopatolégica, Brasilia, DF, Brazil

ABSTRACT.- Terra ].P,, Rezende L.P.O., Blume G.R,, Eloi R.S.A, Oliveira L.B., Leonardo A.S. & Sant/Ana
FJ.E. 2024. Causes of ovariectomy in bitches: 109 cases. Pesquisa Veterindria Brasileira 44:77777?,
2024. Universidade de Brasilia, Laboratoério de Diagndstico Patolégico Veterindrio, Brasilia, DF, Brazil.
E-mail: santanafjf@yahoo.com

One hundred nine canine ovaries were collected by ovariectomy and analyzed by
histopathology. Sixty-three lesions were neoplastic (57.8%), forty-one were cystic (37.61%) and five
consisted of circulatory changes (4.59%). Follicular cyst (26.6%, 29/109) was the most commonly
diagnosed lesion, followed by granulosa cell tumor (24.77%, 27/109), papillar adenocarcinoma
(13.76%, 16/109), dysgerminoma (8.26%, 9/109), cystic corpora lutea (8.26%, 9/109), papillar
cystadenoma (3.67%, 4/109), different multiple cysts (4.92%, 3/109), hemorrhage (2.75%, 3/109),
malignant mesenchymal neoplasm (1.83%, 2/109), luteoma (1.83%, 2/109), vascular hamartoma
(1.83%, 2/109) and one simple case of the following neoplasms (0.92%, 1/109,): leiomyoma,
leiomyosarcoma and teratoma. Diagnoses were made predominantly in SRD (22/109), Shih-Tzu
(15/109), Poodle (9/109) and Yorkshire Terrier (9/109) animals, and with an average age of 9.1
years (1-18 anos). Ovariectomy was motivated by three main factors: elective surgery (46/109),
ultrasonographic evaluation (23/109) and by reproductive clinical signs (24/109). Main signs
included vaginal discharge (12/109) and irregular estrus (5/109). In addition, affected animals
presented the following uterine lesions: pyometra (23/109) and cystic endometrial hyperplasia
(12/109).

INDEX TERMS: pathology of reproduction, ovary, ovarian cysts, ovarian neoplasms.

RESUMO.- [Causas de ovariectomia em cadelas: 109 casos.] Cento e nove ovarios caninos,
coletados por ovariectomia, foram analisados histologicamente. Dessas amostras, 63 foram
neopldasicas (57,8%), 41 eram cisticas (37,61%) e cinco consistiam de alteracdes circulatoérias
(4,59%). Cisto folicular (26,6%, 29/109) foi a lesdo comum, seguido do tumor de células da granulosa
(24,77%, 27/109), adenocarcinoma papilar (13,76%, 16/109), disgerminoma (8,26%, 9/109), cistos
de corpo lateo (8,26%, 9/109), cistoadenoma papilar (3,67%, 4/109), cistos multiplos diferentes
(4,92%, 3/109), hemorragia (2,75%, 3/109), neoplasia mesenquimal maligna (1,83%, 2/109),
luteoma (1,83%, 2/109), hamartoma vascular (1,83%, 2/109) e um caso cada dos seguintes
neoplasmas (0,92%, 1/109): leiomioma, leiomiossarcoma e teratoma. Os casos foram diagnosticados
predominantemente em animais SRD (22/109), Shih-Tzu (15/109), Poodle (9/109) e Yorkshire
Terrier (9/109), e com faixa etdria entre um a 18 anos (média=9,1 anos). A ovariectomia foi motivada
por trés principais fatores: cirurgia eletiva (46/109), avaliagdo ultrassonografica (23/109) e por
sinais clinicos reprodutivos (24/109). Os principais sinais incluiram corrimento vaginal (12/109) e
cios irregulares (5/109). Adicionalmente, as cadelas afetadas apresentaram as seguintes lesdes
uterinas: piometra (23/109) e hiperplasia endometrial cistica (12/109).

PALAVRAS-CHAVE: patologia da reproducdo, ovario, cistos ovarianos, neoplasias ovarianas.
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INTRODUCAO

Ultimamente, a reprodu¢do canina tem evoluido consideravelmente em fung¢do de
investimentos em novas ferramentas biotecnoldgicas, bem como na busca por solucdes dos
problemas de infertilidade em cadelas, especialmente as de racgas de alto valor comercial (Silva et al.
2008). Problemas de infertilidade, principalmente relacionados a anestro persistente, ciclos estrais
irregulares, abortos e proles pouco numerosas sdo alguns dos problemas clinicos observados. Em
algumas situagdes, alteragdes sistémicas ou locais de natureza enddcrina, nutricional, infecciosa ou
congénita podem estar envolvidas e precisam ser minuciosamente investigadas na avaliacdo clinico-
reprodutiva (Grundy et al. 2002, Lanna et al. 2012).

Dentre as causas de infertilidade em cadelas adultas, destacam-se as alteragdes ovarianas,
particularmente os cistos foliculares e os neoplasmas, pelo comprometimento reprodutivo que
causam, muitas vezes impedindo a ovulacdo e/ou desregulando o ciclo estral, e pelos prejuizos
econdmicos que determinam em fémeas de alto valor agregado e criadas com fins comerciais
(Marchevsky et al. 1983, Patnaik & Grennlee 1987, McEntee 1990, Malm et al. 1994, Sforna etal. 2003,
Akihara et al. 2007, Knauf et al. 2014, Arlt & Haimerl 2016). Em um estudo realizado no Brasil, onde
foram avaliados 200 ovarios e cornos uterinos de cadelas, cistos e neoplasmas ovarianos foram
diagnosticados em 16,5% e 6,5% das amostras, respectivamente (Marchevsky 1983). Em outro
estudo realizado na Italia, foram avaliados 1910 casos de neoplasias em cies e 1,8% da casuistica
consistiu de neoplasias ovarianas (Troisi et al. 2023).

A castragdo precoce dessas fémeas faz com que poucos estudos retrospectivos que
descrevam as caracteristicas dessas lesdes sejam realizados (Klein 1996, Maya-Pulgarian et al. 2017,
Goto et al. 2020). Ademais, a maioria dos poucos estudos que detalham os aspectos clinico-
patolégicos do ovdrio canino analisaram amostragem muito limitada (Sforna et al. 2003, Knauf et al.
2014, Knauf et al. 2018). Outro fator a se considerar é que o 6rgao nio costuma ser minuciosamente
avaliado em necropsias de pequenos animais (Nascimento & Santos, 2021).

Cerca de dez tipos diferentes de cistos podem ocorrer no ovario e tecidos adjacentes em
fémeas domésticas (Nascimento & Santos, 2021). Na cadela, os mais comumente observados sio
folicular, luteinizado e da rete ovarii, seguidos do corpo luteo cistico e os de inclusdo germinal
(Nascimento & Santos, 2021; Arlt & Haimerl, 2016; Schlafer & Foster, 2017). O cisto folicular canino
pode ser hormonalmente ativo, levando a quadros de hiperestrogenismo e ninfomania ou ciclos
estrais irregulares. Ademais, algumas fémeas acometidas podem desenvolver anemia,
trombocitopenia (e hemorragias secundarias) e granulocitopenia em funcdo de aplasia da medula
6ssea. Em muitos casos, os cistos sdo diagnosticados tardiamente, visto que as fémeas ndo
apresentam sinais clinicos (Sasidharan et al. 2021). Diferente de espécies de produg¢do, muito pouco
é conhecido sobre a etiopatogenia dos cistos ovarianos caninos (Sant’Ana et al. 2015, Ortega et al,,

2016, Kumar et al. 2019).
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Neoplasmas ovarianos ocorrem em aproximadamente 6% das cadelas ndo castradas,
inclusive podendo desenvolver-se de ovarios remanescentes em animais castrados (McEntee 2002),
ocasionalmente resultando em metastases (Patniak & Greenlee 1987). Usualmente, esses tumores
afetam fémeas adultas a idosas e sdo divididos em trés categorias: tumores do epitélio celomico de
superficie (adenoma ou adenocarcinoma papilifero), dos corddes sexuais e estroma gonadal (tumor
de células da granulosa [TCG], luteoma, tecoma), ou de células germinativas (disgerminoma,
teratoma). Na cadela, os tumores mais frequentes sdo os de origem epitelial e os TCG (Patnaik &
Greenlee 1987, Sforna et al. 2003, Agnew & MacLachlan 2017). Esses dois tipos de neoplasias sdo
clinicamente importantes em cadelas. A incidéncia de tumores ovarianos em cadelas varia de 1 a 6%,
e a faixa etdria mais acometida oscila entre 5 e 15 anos (Sforna et al. 2003).

Em funcdo da escassez de estudos em patologia ovariana canina, o presente trabalho
objetivou descrever as caracteristicas clinico-patolégicas e reprodutivas de ovarios patoldgicos

coletados por ovariectomia em 109 cadelas.

MATERIAL E METODOS
Foi realizado um estudo retrospectivo de lesdes ovarianas coletadas cirurgicamente,

durante o periodo entre janeiro de 2016 e agosto de 2024. A pesquisa foi realizada nos arquivos do
Laboratoério de Diagndstico Patologico Veterindrio da Universidade de Brasilia (LDPV-UnB) e do
Laboratoério Histo-Pato Andlise Histopatoldgica, ambos em Brasilia/DF. Em todos os casos, um ou
ambos os ovarios foram coletados por ovariectomia e submetidos para histopatologia. Todas as
amostras foram fixadas imediatamente em solucdo de formol tamponado 10%, processadas
rotineiramente e coradas pela hematoxilina-eosina (HE). Para formulacdo do diagndstico
morfoldgico, as laminas foram revisadas por trés patologistas veterinarios.

Além disso, foram coletadas das fichas de requisicdo informa¢des como idade, raca,
histdrico reprodutivo, localizacdo da lesdo (uni ou bilateral), alteragdo uterina associada (quando

presente) e diagnoéstico histopatoldgico.

RESULTADOS
Durante o periodo do estudo, foram realizados 109 diagndsticos de lesdes ovarianas

(Tabelal). Aproximadamente 20% (22/109) dos animais ndo tinham raga definida (SRD), 13,76%
(15/109) eram Shih-Tzu, 8,26% (9/109) eram Poodle e Yorkshire Terrier (cada), 5,5% (6/109) eram
Daschshund e 3,67% (4/109) eram Bulldog inglés. As racas Labrador, Boxer, Lhasa Apso, Maltés,
Pastor Alemdo e Schnawzer totalizaram 2,75% (3/109) (cada), enquanto Chow Chow, Bulldog
francés, Rotweiler, Beagle, e Golden Retriever correspondiam a 1,83% (2/109), cada. As ragas onde
apenas um animal (0,92%) foi analisado foram: Basset Hound, Cocker Spaniel, Fila Brasileiro, Husky
Siberiano, Mastiff, Pastor Belga, Pug, Stafford Shire, Jack Russell, Bull Terrier, Border Collie, Pit Bull, e
Weimaraner. Os casos com raga ndo informada (NI) totalizaram 2,75% (3/109).

Dos 109 casos, 63 foram caracterizadas histologicamente como neoplasias (57,8%), 41
como alteragdes cisticas (37,61%) e cinco como alteragdes circulatérias (4,59%). Em relacdo a

localizacdo das lesdes, em 47 casos de neoplasias, a localizagdo do tumor foi unilateral (47/63, 73%),
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e em dez casos a localizacgdo foi bilateral (10/109, 15,78%). Em seis casos (6/63, 9,52%), ndo havia a
informagdo da localizagdo exata da lesdo ovariana na histéria clinica dos animais. Nos casos de
alteragdes cisticas, a localizacdo foi unilateral em 28 casos (28/41, 68,3%) e bilateral em 13 casos
(13/41, 31,7%). Nos casos de alteragdes circulatdrias, quatro casos foram unilaterais (4/5, 80%), e
em um caso ndo havia essa informacgio na histéria clinica (1/5, 20%).

A idade dos animais variou de um a 18 anos, com média de 9,1 anos, sendo que 12,85%
(14/109) tinha idade entre 1 e 5 anos, 42,2% (46/109) entre 6 e 10 anos, 31,2% (34/109) entre 11
el5anose2,75% (3/109) entre 16 e 18 anos. Em 11% (12/109) dos casos, a idade ndo foi informada.

De acordo com os histéricos dos casos, varios fatores influenciaram a ovariectomia e a
remessa do material para o exame histopatolégico. Em 42,2% dos casos (46/109), inicialmente foi
realizada castracdo eletiva, contudo foram observadas durante a cirurgia lesGes morfoldgicas no
ovario. Desses 46 casos, em 32 foram diagnosticadas histologicamente alteracdes neoplasicas, e em
14 lesdes cisticas. Em 23 casos (23/109, 21,1%), o que motivou a exérese ovariana foram achados
observados em exame ultrassonografico. Desses, observou-se alteracdo neopldsica em 15 casos
(15/109, 13,76%), cistos em seis (6/109, 5,5%) e duas alteracgdes circulatoérias (2/109, 1,83%). Em
24 casos (24/109, 22,01%), a opgao pela ovariectomia foi motivada por sinais clinicos reprodutivos.
Desses, foram diagnosticadas 12 alteracgdes cisticas, nove neoplasmas e trés alteragdes circulatdrias.
Em sete desses casos (7/24), as cadelas eram castradas, porém manifestaram sinais clinicos
reprodutivos, sendo indicada laparotomia exploratéria com confirmacio de tecido ovariano
remanescente (com desenvolvimento de quatro casos de cistos, dois neoplasmas e uma alteragio
circulatoria na histopatologia).

Os principais neoplasmas diagnosticados foram TCG (Fig. 1-e e 2-i) (24,77%, 27/109),
adenocarcinoma papilar (Fig. 1-d e 2-d) (13,76%, 16/109), disgerminoma (Fig. 1-f e 2-f) (8,26%,
9/109), cistoadenoma papilar (Fig. 1-c e 2-e) (3,67%, 4/109), neoplasia mesenquimal maligna
(1,83%, 2/109) e luteoma (1,83%, 2/109). Ademais, observou-se mais trés casos, com um
diagnostico cada, (1/109, 0,92%) dos seguintes tumores: leiomioma (Fig. 2-g), leiomiossarcoma e
teratoma (Fig. 1-g e 2-j). As alteragdes cisticas (n=41) incluiram 29 cistos foliculares (26,6%, 29/109)
(Fig. 1a e 1b, 2-a), nove de cistos de corpo ltuteo (8,26%, 9/109) (Fig 2-b) e trés de cistos multiplos
diferentes (4,92%, 3/109). Adicionalmente, cinco casos de alteragdes circulatérias foram
confirmados: trés de hemorragia (2,75%, 3/109) e dois hamartomas vasculares (1,83%, 2/109) (Fig.
2-c).

Em 40 dos 109 casos analisados, as cadelas apresentaram lesdes uterinas associadas,
principalmente inflamag¢do (23 casos) e hiperplasia endometrial cistica (12 casos) (Quadro 1). Nos
casos de cistos foliculares e de TCG, 41,38% (12/29) e 37,04% (10/27) apresentaram lesdes uterinas,
respectivamente. Os principais sinais clinicos reprodutivos incluiram corrimento vaginal (12/109) e
cios irregulares (5/109) (Quadro 1). Manifestacdo de sinais reprodutivos foi observada em onze
cadelas com neoplasias (11/63, 17,46%), oito com cistos (8/41, 19,51%) e duas com altera¢des
circulatérias (2/5, 40%).
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DISCUSSAO
Pela primeira vez, um estudo abrangente analisou e determinou retrospectivamente os

aspectos clinico-patolégicos e reprodutivos de diversas lesdes em ovdrios caninos obtidos
exclusivamente por ovariectomia. Estudos similares investigaram esses dados com amostragens
reduzidas (Sforna et al. 2003, Knauf et al. 2018) ou analisaram exclusivamente lesdes cisticas (Knauf
et al. 2014, Knauf et al. 2018) ou neoplasicas (Patnaik & Greenlee 1987, Sforna et al. 2003). A
ovariectomia é uma técnica indicada no tratamento efetivo de lesdes ovarianas com
comprometimento local ou eventualmente sistémico e, nos casos de lesdes unilaterais em cadelas de
valor comercial agregado, a exérese ovariana unilateral pode ser uma alternativa viavel (Pursewell et
al. 1999, McEntee 2002).

Embora as cadelas SRD, Shih-Tzu, Poodle e Yorkshire Terrier tenham sido as mais
acometidas nesse estudo, ndo foi possivel relacionar predisposicdo racial ou de idade ao diagndstico
das lesdes ovarianas. A idade para o surgimento das neoplasias variou entre trés e 16 anos, com idade
média de 9,52 anos. Em um estudo europeu, a maioria das neoplasias ovarianas desenvolveu-se em
cadelas com idade superior a seis anos e as ragas mais acometidas foram SRD, Golden Retriever, Boxer
e Yorkshire (Troisi et al. 2023). Apesar disso, os autores afirmam que esses dados ndo indicam maior
predisposicdo dessas racas, mais sim apontam para uma frequéncia simples dessas lesGes na
populacdo canina da regido estudada, o que provavelmente também se aplica ao presente estudo.
Outra pesquisa revelou que neoplasmas ovarianos malignos sdo mais frequentes em cadelas com
idade média de 12 anos (Goto et al. 2020). Os cistos diagnosticados nesse estudo também ocorreram
predominantemente em cadelas adultas (média=8,5 anos), embora quatro casos ocorreram em
animais com idade inferior a dois anos. Dados similares foram observados em outras investigacdes
(Johnston et al. 2001, Knauf et al. 2018).

0 TCG é comumente apontado como a neoplasia mais frequentemente diagnosticada
em ovarios caninos (Maya-Pulgarin et al. 2017, Troisi et al. 2023). No presente estudo, o TCG também
foi a neoplasia mais frequente, seguido por adenocarcinoma papilar e disgerminoma, e afetou os
ovarios predominantemente de forma unilateral. Dados similares tém sido descritos previamente
(Patnaik & Greenlee 1987, Sforna et al. 2003). Um estudo realizado na Itdlia apontou que o
adenocarcinoma foi o tumor ovariano mais frequentemente diagnosticado em cadelas (Sforna et al.
2003). Comumente, esse neoplasma afeta ambos os ovarios (Diez-Bru et al. 1998, Agnew &
MacLachlan 2017), enquanto que no presente estudo e em uma investigacdo europeia (Troisi et al.
2023), aproximadamente 40% dos casos ocorreram bilateralmente. Usualmente, disgerminomas sao
diagnosticados incidentalmente durante a laparotomia realizada por outras motivagdes clinicas
(Novotny et al. 2011). Comumente esse tumor afeta os ovarios unilateralmente (Rolim et al. 2010),
conforme visto predominantemente em nosso estudo.

Os cistos corresponderam a aproximadamente 40% dos diagnésticos de nosso estudo,
principalmente afetando apenas um dos ovarios. Diferentes estruturas internas ou adjacentes aos
ovarios podem proliferar e originar cistos. No ovario canino, os mais comuns sdo os cistos foliculares,
do corpo luteo, de estruturas epiteliais subsuperficiais e da rete ovarii (Akihara et al. 2007, Arlt &

Haimerl 2016, Nascimento & Santos, 2021). No presente estudo, cerca de 70% das lesdes cisticas
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consistiram de cistos foliculares. Adicionalmente, esse estudo diagnosticou cinco lesées circulatérias,
das quais trés consistiram de hemorragias ndo relacionadas ao ciclo estral, possivelmente de origem
traumatica, além de dois hamartomas vasculares. Essa ultima lesdo foi caracterizada pela proliferacdo
congénita e excessiva de vasos sanguineos tortuosos na medular, distendidos por sangue, em cadelas
jovens. Hamartomas vasculares ovarianos sdo considerados incomuns em cadelas (Agnew &
MacLachlan 2017). As hemorragias no parénquima ovariano precisam ser diferenciadas daquelas
fisioldgicas que ocorrem no interior de foliculos ou de corpos luteos iniciais (Schlafer & Foster 2017).

A indicagdo pela ovariectomia nos casos desse estudo foi motivada principalmente por
questdes eletivas (42,2%), seguida da percepg¢do de sinais clinicos reprodutivos (22%) e de achados
ultrassonograficos prévios indicativos de lesdo ovariana (21,1%). A castragdo precoce de muitas
cadelas é um dos principais fatores relacionados a baixa frequéncia de les6es ovarianas em
laboratdrios veterindrios de diagndstico (Diez-Bru et al. 1998). Um estudo que avaliou
histologicamente ovdarios caninos, obtidos em ovariectomias ou ovariohisterectomias eletivas,
demonstrou que apenas 10% das amostras analisadas apresentaram lesdes ovarianas (Camargo et
al. 2019). Ademais, os dados do presente estudo demonstram que é comum o desenvolvimento de
lesdes ovarianas que comprometem boa parte, ou até a totalidade, do parénquima ovariano sem a
manifestacdo de sinais clinicos. No presente estudo, em aproximadamente um terco dos casos em que
a ovariectomia foi motivada pelos sinais reprodutivos, as cadelas eram castradas e confirmou-se
tecido ovariano remanescente proliferado (cistico ou neoplasico, principalmente). Esse quadro de
natureza iatrogénica representa causa importante de complicagdes pos-castracdo (Van Nimwegen et
al. 2018) A ultrassonografia ovariana é uma técnica importante na avaliagdo clinica ovariana,
principalmente na detecg¢do de lesdes cisticas ou neoplasicas primadrias, entretanto o diagnéstico final
necessita de confirmacdo histopatoldgica (Diez-Bru et al 1998, Arlt & Haimerl 2016, Troisi et al.
2023). Outras técnicas de imagem, como a tomografia computadorizada, podem desempenhar papel
importante no diagndstico diferencial dessas lesdes, incluindo potenciais metdstases (Hong et al.
2022). Existem dados escassos na literatura que relacionam as lesdes ovarianas em cadelas com
dados clinicos, incluindo histdrico clinico, quantidade de partos e estagios do ciclo estral, por exemplo
(Sforna et al. 2003, Arlt & Haimerl 2016).

Nesse estudo observou-se que aproximadamente um quinto dos animais com cistos e
neoplasmas ovarianos apresentaram sinais clinicos reprodutivos, principalmente secre¢do vaginal
associado a piometra e cios irregulares ou repetidos. Outro estudo prévio demonstrou que 87% de
cadelas com cistos ovarianos apresentaram secregdo vaginal cronica (Bostedt et al. 2013). No caso
das neoplasias, alguns animais podem manifestar sinais clinicos reprodutivos ou inespecificos,
incluindo anestro, ninfomania, masculinizacdo, alopecia, corrimento vaginal, ascite e estros
irregulares (Lakhani et al. 2004, Zanghi et al. 2007). Esses dados indicam que alteragdes hormonais
podem estar envolvidas na patogénese simultidnea dessas lesdes ovarianas e uterinas (Knauf et al.
2014, Nascimento & Santos 2021). Adicionalmente, no presente estudo, lesdes uterinas,
principalmente piometra e hiperplasia endometrial cistica (HEC), foram comumente observadas
concomitantemente as ovarianas, especialmente nos casos de cistos foliculares e de TCG. HEC foi

diagnosticada em 67% de cadelas com neoplasias ovarianas (Patniak & Greenlee 1987). Em alguns
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casos, é comum a manifesta¢do de lesdo uterinas e ovarianas associadas a neoplasia mamaria (Troisi
et al. 2023). Em nossa pesquisa, foi frequente o diagnéstico simultaneo de HEC nos casos de cistos
foliculares. A secrecdo de grande quantidade de estrogénios em casos de cistos foliculares pode estar
relacionada a hiperestimulacdo do endométrio com o desenvolvimento do complexo hiperplasia
endometrial cistico - piometra, bem como do desenvolvimento de anemia ndo-regenerativa por

aplasia de medula 6ssea (Fontbonne 2011).
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Legendas de figuras

Figura 1 - Lesdes macroscépicas em ovarios de cadelas adultas. (a) Cisto folicular; (b) Superficie de
corte de ovario de cisto folicular; (c) cistoadenoma ovariano; (d) Carcinoma ovariano; (d) Tumor de
células da granulosa; (e) Disgerminoma; (f) Teratoma (g).

Figura 2 - Lesds histopatoldgicas em ovarios de cadelas adultas. (a) Cisto folicular (10x); (b) Cisto
luteinico ou cisto de corpo luteo (10X); (c) Hamartoma vascular (10x); (d) - Adenocarcinoma papilar

(40x); (e) Cistoadenoma papilar (10x); (f) Disgerminoma (40x); (g) Leiomioma (40x); (h) Luteoma
(40x); (i) Tumor de células da granulosa (40x); (j) Teratoma (10x).

Titulos de tabelas

Quadro 1 - Diagndstico morfolégico e caracteristicas clinico-reprodutivas de 109 lesdes em ovarios
caninos coletados por ovariectomia.
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Figura 1
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Figura 2
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Quadro 1

Diagnostico N Unilateral  Bilateral Alteracdo uterina associada Histérico reprodutivo
Alteragdes neopldsicas
Tumor de células da granulosa 27 20 4 piometra (5),HEC (2), endometrite (2), hemometra (1) corrimento vaginal (4), prolapso vaginal
(1)
Adenocarcinoma papilar 16 9 6 piometra (2), metrite (2), HEC (1), hemometra (1) lactagdo apés cio (1)
Disgerminoma 9 7 1 piometra (3), HEC (1) corrimento vaginal (2)
Cistoadenoma papilar 4 1 hemometra (1), piometra (1) cio irregular (1), corrimento vaginal (1)
Neoplasia mesenquimal maligna 2 1 - -
Luteoma 2 2 - leiomioma vaginal (1)
Leiomioma 1 1 - -
Leiomiossarcoma 1 1 - -
Teratoma 1 1 - -
Alteragdes cisticas
Cisto folicular 29 18 11 HEC (6), piometra (5), leiomioma (1) corrimento vaginal (3), cio irregular (1)
Cisto do corpo lateo 9 7 2 HEC (1) cios irregulares (1), cios repetidos (1)
Cistos multiplos diferentes 3 3 piometra (1), HEC (1) corrimento vaginal (1), leiomiossarcoma
perivulvar (1)
Alteragdes circulatdrias
Hemorragias focalmente extensas 3 3 metrite (1) cios recorrentes (1)
Hamartoma vascular 2 1 piometra (1) cio irregular (1)

N - quantidade de casos, HEC - hiperplasia endometrial cistica. NUmeros entre parénteses indicam quantidade de casos com alteracdo uterina ou histérico reprodutivo

associados
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7. CONCLUSOES

. O ovario canino possui diferentes residuos de sacarideos em diferentes estruturas;
. Lesdes neoplasicas e cisticas alteram a expressao de diversos residuos de sacari-
deos nas estruturas ovarianas;

. Os dados da presente tese sugerem que as modificagdes na expressao de sacari-
deos ovarianos pode contribuir com a infertilidade em cadelas adultas;

. O TCG, adenocarcinoma papilar e o disgerminoma foram as neoplasias mais fre-
quentemente diagnosticadas nos ovarios coletados por ovariectomia.

. Secre¢do vaginal e piometra foram os sinais clinicos mais frequentes em cadelas

acometidas por lesdes ovarianas nesse estudo.
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