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Apresentacao

As publicacoes técnicas da Série Embrapa sdo importantes veiculos de
informacao, destinada a produtores, técnicos, empresarios do agronegdcio,
pesquisadores, estudantes e publico em geral interessados nas tecnologias
desenvolvidas pela Empresa e seus colaboradores. Trata-se de publicacdes
com distintas caracteristicas, objetivos e publico alvo, tais como: Boletim de
Pesquisa e Desenvolvimento; Documentos; Circular Técnica; Comunicado
Técnico; Sistemas de Producao; Livro e outros.

A Embrapa Pecuéria Sul utiliza este veiculo para comunicar suas tecnologias
produzidas, recomendacdes, praticas agricolas e resultados de pesquisa e
desenvolvimento, direcionando ao publico interessado informacodes ligadas a
producao de forrageiras e pastagens, bovinocultura de corte e leite e
ovinocultura dos campos sulbrasileiros. E com satisfacdo que oferecemos
mais esta obra, destacando recente trabalho desenvolvido pelo Centro da
Embrapa, em Bagé, em beneficio a sustentabilidade da pecuaria sulina.

Esta publicacdo da Série Embrapa é um guia pratico para a identificacéao,
coleta de amostra, andlise e confirmacdo do Carcinoma de Células Escamosas
Ocular (CCEO- cancer do olho) que é uma designacao generalista de um
tumor primario de queratinécitos, com ocorréncia mais comum em bovinos,
as quais emergem a partir de tecidos oculares, especialmente das palpebras.
Este guia pratico pode auxiliar produtores e técnicos a identificar o problema
em rebanhos, assim como auxiliar nas estratégias de selecao, buscando



aqueles animais geneticamente menos susceptiveis a manifestacdo do CCEO.

Esperamos que os leitores desfrutem deste Documento e sugerimos que, em
caso de maior interesse no tema abordado ou necessidades de
esclarecimentos, realizem o contato com nosso setor de atendimento ao
cliente (SAC), acessando https://www.embrapa.br/fale-conosco/sac/ou pelo
fone (53) 3240-4650. A Embrapa terd o maximo prazer em atendé-lo.

Alexandre Varella
Chefe-Geral
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Introducao

Carcinoma de células escamosas ocular (CCEQO) é uma designacdo generalista
de um grupo de neoplasias (tumores) primarias de queratindcitos, as quais
emergem a partir de tecidos oculares, especialmente das palpebras e,
particularmente, da terceira palpebra. Em bovinos, o CCEO é diagnosticado
em todo o mundo, com alta prevaléncia em rebanhos de racas europeias. E o
tumor mais comum em bovinos, o que faz com que seja a neoplasia que
acarreta as perdas econdmicas mais significativas (DENNIS et al., 1985).
Apesar de onerosa, a opcao por tratamento cirldrgico é uma alternativa que,
geralmente, obtém éxito, desde que seguidas normas basicas de antissepsia e
cuidados pdés-operatdrios.

Embora seja um tumor comum, a génese do CCEO nao foi totalmente
investigada. Nao obstante, hd ampla evidéncia de que a exposicao a luz
ultravioleta (UV) é o principal fator de risco epidemiolégico para o
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desenvolvimento de carcinoma de células escamosas da pele em humanos
(GREEN; BATTISTTUTA, 1990) e em animais (GROSS et al., 1992). A
prevaléncia do CCEO esta diretamente relacionada com a exposicao a luz
ultravioleta (UV). Assim como outros agentes cancerigenos, a radiacao UV
causa mutacdo em genes relacionados ao aparecimento de tumores
(oncogenes). Por exemplo, mutacdes especificas nos genes ou regides
moduladoras de expressao das proteinas p53 e ki67 sdo relacionadas ao
desencadeamento de processos cancerigenos (AZARABAD et al., 2011;
GAMBLIN et al., 1997; ORAM et al., 1994).

Nos bovinos, o CCEO é mais comum em animais idosos, em que a
prevaléncia etéria de pico ocorre em torno dos sete a oito anos. Esse tipo de
tumor é mais comumente encontrado em areas sem pigmento da regiao
periocular (ANDERSEN; BADZIOCH, 1991), uma vez que a melanina
desempenha uma importante funcao fotoprotetora. Na raca Hereford, a
prevaléncia é maior por ser comumente utilizada na criacdo extensiva e
apresentar a cara branca, tipicamente na regidao periocular. Portanto, a
selecao para pele periocular pigmentada pode reduzir a ocorréncia desse
tumor. Em relacédo a predisposicao racial, alguns trabalhos, como Cena e
Monteith (1975) e McArthur (1987), citam as racas Hereford e Holandés,
entre outras, como predispostas a CCEO, também devido a baixa
pigmentacao ocular. Em suma, a excessiva exposicao aos raios UV e a
auséncia de pigmentacao na regiao periocular dos animais sdo os dois
maiores fatores predisponentes para a ocorréncia de CCEO (cancer de olho)
em todas as racas bovinas (HEENEY; VALLI, 1985; NEWTON et al., 1996).

A fenotipagem e genotipagem de animais Hereford com e sem pigmentacao
na regiao periocular pode auxiliar na identificacdao de marcadores moleculares
de interesse [Single Nucleotide Polymorphism (SNPs)] relacionados a protecao
contra a manifestacdo do cancer de olho em bovinos. Além disso, a
comparacado entre animais Hereford com e sem CCEO mantidos nas mesmas
condicoes de criacao e, quando possivel, com grau de parentesco elevado,
pode propiciar a identificacdao de genes candidatos relacionados ao
aparecimento do cancer ocular em bovinos. Concomitante a essas analises, o
estudo da associacao entre marcadores relacionados a pigmentacao
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periocular e ao desenvolvimento de CCEO favorecera estratégias de selecao
daqueles animais geneticamente menos susceptiveis a manifestacdo do
carcinoma de células epidermoides ocular (CCEO - céancer de olho). Nesse
sentido, a criteriosa coleta de dados fenotipicos torna-se crucial para que
equacoes de predicdo e estudos de associacdo possam ser desenvolvidos com
fidedignidade.

O objetivo deste documento é definir a metodologia para coleta de material
biolégico e de informacdées relevantes que caracterizem manifestacoes de
CCEO e, portanto, possibilitem estudos na area de gendmica, relacionados ao
CCEO, em bovinos da raca Hereford.

Metodologia de coleta de material

Para que se possa estudar a associacdo entre a manifestacao clinica de CCEO
e o genoma bovino, é importante que para cada animal com manifestacao
clinica de CCEOQ, seja também incluido um animal controle mantido no mesmo
lote (se possivel, com algum grau de parentesco). Desta forma, garante-se
que ambos estdao expostos ao mesmo sistema de producao e sob a influéncia
dos mesmos fatores externos tais como dieta e exposicao aos raios solares.
Em se tratando de uma caracteristica de alta complexidade genética, de baixa
herdabilidade (RUSSEL et al., 1976) e com prevaléncia no rebanho
normalmente baixa (maximo 5%), a realizacdo desse estudo "caso-controle”
requer o maior nimero de amostras possivel dos animais com manifestacao
clinica.

Tipos de amostras necessdrias para o estudo: bidpsias dos tumores para
confirmar o diagndstico e sangue ou pelo dos animais doentes (casos) e de um
contemporéneo sadio (controle negativo) para extracao do DNA:

» Bi6psia do tumor

Para que se tenha a confirmacao de que a doenca é CCEQ, é importante
realizar biépsia do tumor em todos os animais com tal manifestacao e enviar
as mesmas a um laboratdério qualificado para andlise. Depois de coletada,
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a bidpsia deve ficar armazenada em solucdo de formaldeido a 10%
tamponada com fosfato de sédio monobasico e bibasico, com pH 7,0 até a
andlise.

+ Sangue

Coletar 4 mL de sangue periférico em tubos de coleta de sangue a vacuo com
EDTA, com cuidado para ndao haver contaminacao. A amostra de sangue deve
ser coletada no caso de touros reprodutores em que se procedera o
sequenciamento do genoma dos individuos.

* Pelo

Coletar pelo proveniente da cauda dos animais, conforme descrito por Salman
e Laureano (2006). Aproximadamente 30 bulbos pilosos ja fornecem material
genético suficiente. A amostra de pelo deve ser coletada no caso de animais
comerciais (machos e fémeas), os quais serdo genotipados com chips de
SNPs de baixa densidade. Paralelamente, sera realizado um estudo mais
aprofundado com touros pais que tiveram ampla difusdo na raca, utilizando a
técnica de sequenciamento do genoma (determinacao de todos os pares de
base da sequéncia do genoma e nao somente em marcadores pré-definidos).
Como esta técnica necessita de maior quantidade de DNA gendémico, deve-se
coletar 4 mL de sangue periférico em tubos de coleta de sangue a vdcuo com
EDTA, com cuidado para ndo haver contaminacéo.

A identificacao e o registro dos animais com sintomas de CCEO (Figura 1)
(caso), bem como dos animais sem lesdo (controle negativo), devem ser
realizadas por meio de uma "Ficha de Registro" especifica para cada
propriedade (Anexo 1) e pelo "Formulario de Coleta de Carcinoma" (Anexo 2).
A cirurgia para coleta do tecido tumoral ocular deve ser realizada por um
médico veterinario, que também é o responsavel pelo preenchimento do
"Formulario de Coleta de Carcinoma" (Anexo 2), uma vez que esse contém
informacdes técnicas sobre o aspecto do tumor. Nesse mesmo formuldrio,
devem ser registrados dados de dois animais: (i) do animal com lesao (caso) e
(ii) do outro animal sem lesédo, o qual foi criado nas mesmas condicoes de
manejo (controle negativo). A comparacdo do DNA dos animais com e sem
sintomas aumentara as chances de identificacdo de marcadores moleculares
relacionados a patologia (CCEO).
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Foto: Alessandro P. Minho

Figura 1: Foto de bovino com Carcinoma de Células
Epidermoides Ocular (CCEO).

Cada criador ou profissional vinculado a raca Hereford deve receber um "kit
de coleta" (Figura 2) composto por: frasco de plastico com formol tamponado
para armazenar o tecido tumoral coletado, etiquetas de identificacdo do
frasco, lapis para escrever na etiqueta (a etiqueta pode ser inserida dentro do
frasco com formol, por isso deve ser identificada a |apis) e cartdes de coleta
de pelo (préprios / especificos para extracdo do DNA do animal), além do
formuléario de coleta de carcinoma e da ficha de registro.

Foto: Alessandro P. Minho

Figura 2: Kit de coleta de tecido tumoral (CCEO): A: frasco com formol tamponado;
B: etiqueta de identificacao do frasco; C, D e E: modelo de cartdao para coleta de pelo
(fechado, aberto vazio e aberto com amostra, respectivamente); F: formulario de
coleta de carcinoma; E: ficha de registro dos animais.
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E altamente recomendavel que seja realizado o registro fotografico das lesdes
oculares (CCEQ) concomitante a coleta de material (tecido ocular). Para isso,
ao lado de cada olho comprometido, alguém deverd segurar um cartao
contendo: identificacdo do animal, data e "O.D." (para olho direito) ou "O.E."
(para olho esquerdo) (Figura 3). A foto pode ser enviada por e-mail para a
mesma instituicao/laboratério para o qual sera enviada a bidpsia
acompanhada do "Formuléario de Coleta de Carcinoma" preenchido e anexado
(Anexo 2).

Animal B-4718
18/05/2015
O.D.

Figura 3: Esquema de cartdo de identificacdo para registro
fotografico da lesdo (CCEO).

Todos os frascos, acompanhados das fichas de identificacao e cartdoes com
pelos (animal com sintoma e animal sem manifestacdo de CCEQ), serao
enviados para a Embrapa Pecuaria Sul (CPPSul) para conferéncia e
encaminhamento do tecido ao Instituto de Pesquisas Veterindrias Desidério
Finamor (IPVDF) para confirmacdo histopatolégica. No caso da coleta de
material dos touros formadores de rebanho, ao invés do cartdao com pelos,
sera enviado o tubo com sangue total.

O material coletado (tecido) serd encaminhado pelo CPPSul para o IPVDF para
confirmacao do diagndstico de carcinoma de células epidermoides por meio
de diagndstico histopatoldgico, no qual sdao detectadas as alteracdes
caracteristicas das les6es. O material para avaliacdo do DNA (pelo ou sangue)
serd armazenado até analise.
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Anexos

Anexo - 1
FICHA DE IDENTIFICA(;AO - CANCER DE OLHO

Nome da propriedade:

* Animal contemporaneo, apenas coleta de pelo da cauda.

**0OD - olho direito / OE - olho esquerdo. Também coletar pelo da cauda.

Enviar dados para Alessandro P. Minho. E-mail: alessandro.minho@embrapa.br.
Endereco rodovia BR-153, Km 633, Vila Industrial, Zona Rural, Caixa Postal 242, CEP:
96401-970, Bagé, RS; Telefone (53)3240-4650, ramal 4762. Telefone alternativo:
Robert Domingues; Telefone (53)3240-4650, ramal 4752
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Anexo - 2

FORMULARIO: COLETA DE CARCINOMA OCULAR

C 579 ARAAAARAA AARAAR

Propriedade / Fazenda:

Proprietaério:

Municipio:

Identificacdo do animal (brinco):

Idade em anos (ou categoria): () Ignorado

Sexo: ( ) Fémea ( ) Macho Raca:

Identificacdo do animal contemporaneo (brinco): ( ) Coleta de
pelo da cauda ou sangue realizada

Dbsbduf §{b-?pleb)t *rht°p) ft*

Lesdo 1: ' (Nign Chglsn " ( Nign Drptdegn

NMpdbi{b *pleb!rft®p9’  ( bnmitnsiu” k'sdg'k' ( oododaq hveddmq' (it i “n bngrdndr bidg ken floan
() terceira palpebra () coérnea () limbo () ignorado

() outra (indicar):

De preferéncia, fazer uma foto e anexar ou enviar por e-mail. Descrever se ha pigmentacéo da regido periocular na
auséncia de foto.

Tamanho da lesédo (cm):

Dbsbduf §{b-?pleb)t Irht°p) ft*

Lesdo 2: ' (Nign Chglsn " ( Nign Drptdegen

Mpdbii{b-?pleb!rit*p9' ( bnnitmshu® K'sdg'k' ( oododaq’ hreddng' (it “n bngrdndrbidg ken flnan
() terceira palpebra () cérnea () limbo () ignorado

() outra (indicar):

De preferéncia, fazer uma foto e anexar ou enviar por e-mail. Descrever se ha pigmentagéo da regido periocular na
auséncia de foto.

Tamanho da leséo (cm):

Outros animais do rebanho ja tiveram lesdes semelhantes: ( ) sim ( ) ndo ( ) ignorado.

17
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CONSIDERACOES GERAIS E ROTEIRO DE COLETA DE
MATERIAL - (CARCINOMA OCULAR)

e Assim que identificarem lesGes suspeitas de carcinoma ocular nos bovinos os responsaveis
pelos animais deverao enviar um e-mail para a Embrapa Pecuaria Sul, para solicitar o envio de
"kits de coleta", nos enderecos eletrénicos: robert.domingues@embrapa.br e
alessandro.minho@embrapa.br. Telefone: (53) 3240-4650 ramal 4752.

« Em principio, os carcinomas serao retirados (extirpados) pelos médicos veterinarios que
prestam assisténcia técnica nas propriedades, colocados no frasco com formol e enviados
para a Embrapa Pecuaria Sul. Na impossibilidade de coleta pelo médico veterinario, podera ser
disponibilizada a seguinte alternativa: em datas agendadas, de preferéncia em conjunto com
as coletas de ceratoconjuntivite, um veterinario colaborador do projeto podera fazer a retirada
das lesGes nas propriedades. Os proprietérios ficardo responsaveis pelo pagamento da taxa de
retirada do tumor (valor acertado diretamente com o veterinario) e pela medicacdo a ser

aplicada apds a cirurgia.

* As amostras que chegarem a Embrapa Pecuéria Sul serdo encaminhadas, juntamente com o
formulario de identificacdo do animal, para o Instituto de Pesquisas Veterindrias Desidério
Finamor — IPVDF para realizacao de anélise histopatoldgica e confirmacao de diagndstico

(Carcinoma de Células Escamosas Oculares).

e Serédo enviados, juntamente com o pote para coleta de tecido, dois cartdes de coleta de pelo
(cauda do animal). Coletar pelo da cauda do animal com lesdo (cartdo 1). Utilizar o outro
cartdo (cartdo 2) para colher o pelo da cauda de outro animal mantido nas mesmas condicdes
de manejo, com idade semelhante e que ndo apresentou a lesdo ocular (se possivel, coletar o
pelo de um animal com algum grau de parentesco com o bovino que apresentou o carcinoma
ocular).

« No caso de touros reprodutores, serdo enviados tubos para coleta de sangue com EDTA. A
andlise do DNA desses animais serd mais detalhada, portanto sera realizado o

sequenciamento total do genoma desses bovinos.

Endereco para envio das biépsias e dos formulérios:
A/C Alessandro P. Minho, BR 153, KM 633, Vila Industrial, Caixa Postal 242, CEP: 96401-970
Bagé / RS
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