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RESUMO

OLIVEIRA, Thais de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2020.
Proteinograma sérico de cadelas higidas e acometidas por neoplasias
mamarias. Orientador: Leandro Abreu da Fonseca.

A resposta inflamatoria é desencadeada logo apdés uma lesédo celular e esta
intimamente envolvida com a resposta de fase aguda, assim como, com a sintese e
liberacdo de proteinas inflamatdrias na corrente sanguinea frente a diferentes
estimulos, como os neoplasicos. Existem diferentes técnicas para identificacdo e
quantificacdo dessas proteinas, entre elas a eletroforese. Esta técnica possibilita a
avaliagao do proteinograma sérico e auxilia a delinear o perfil inflamatério da doenca.
Objetivou-se com este estudo avaliar o proteinograma sérico, identificando e
quantificando proteinas inflamatorias utilizando a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Essa avaliacdo procedeu-se em cadelas higidas e
acometidas por neoplasias mamarias. No presente trabalho, 67 cadelas com idades e
ragas aleatdrias foram estudadas. Destas, 56 (83,5%) receberam diagnéstico de
neoplasia mamaria e 11 (16,5%) eram higidas. Esses animais foram atendidos na
rotina do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e avaliados
por meio de parametros hematoldgicos, bioquimicos (renal e hepatico),
histopatoldgicos e eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Para isso, os
animais foram divididos em 3 grupos experimentais: grupo controle (GC) composto
por cadelas higidas; grupo 1 (G1) composto por cadelas que apresentaram apenas
neoplasias, tanto benignas quanto malignas; grupo 2 (G2) composto por cadelas que
apresentaram neoplasia mamaria e alguma comorbidade associada. Os grupos foram
ainda subdivididos em dois momentos: momento 0 (M0) onde a coleta de sangue foi
realizada no pré-cirurgico imediato e momento 1 (M1), onde a venopungéo foi
realizada 10 dias apdés o procedimento cirurgico. Foram observadas diferengas
estatisticas nas concentragcdes soroprotéicas das seguintes proteinas: complemento
C3, albumina, transferrina, alfa-1-glicoproteina acida, apolipoproteina A1 e
haptoglobina. Estes resultados indicaram a existéncia de resposta inflamatoria
importante no grupo dos animais doentes. A albumina demostrou ser um bom
marcardor de lesdo inflamatdria, porém para que esta possa ser utilizada como
potencial indicador de progndstico, mais estudos devem ser realizados.

Palavras-chave: Proteinas de fase aguda. Cancer de mama. Eletroforese



ABSTRACT

OLIVEIRA,Thais de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2020. Serum
protein profile of healthy and affected by breast cancer female dogs. Advisor:
Leandro Abreu da Fonseca.

The inflammatory response is triggered right after a cell injury and is closely involved
with the acute phase response as well as with the synthesis and release of
inflammatory proteins in the bloodstream. This release occur in face of different stimuli,
such as neoplastic ones. There are different techniques for the identification and
quantification of these proteins, among them electrophoresis stands out. This
technique allows the evaluation of the serum proteinogram and helps to outline the
inflammatory profile of the disease. The objective of this study was to evaluate the
serum proteinogram, identifying and quantifying inflammatory proteins using
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). This evaluation was carried out in
dogs, both healthy and affected by breast cancer. In the present study, 67 bitches with
random ages and breeds were studied. Of these, 56 (83.5%) were diagnosed with
breast cancer and 11 (16.5%) were healthy. These animals were seen at the Veterinary
Hospital of the Federal University of Vigosa (UFV) and evaluated using hematological,
biochemical (renal and hepatic), histopathological parameters and polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). For this, the animals were divided into 3 experimental
groups: control group (CG) composed of healthy dogs; group 1 (G1) composed of
animals that presented only neoplasms, both benign and malignant; group 2 (G2)
composed of dogs who had breast cancer with some associated comorbidity. The
groups were further subdivided into two moments: moment 0 (MO) where blood
collection was performed in the immediate pre-surgical period and moment 1 (M1),
where venipuncture was performed 10 days after the surgical procedure. Statistical
differences were observed in the seroprotein concentrations of the following proteins:
complement C3, albumin, transferrin, alpha-1-acid glycoprotein, apolipoprotein A1 and
haptoglobin. These results indicated the existence of an important inflammatory
response in the group of sick animals. Albumin has been shown to be a good marker
of inflammatory injury, but in order for it to be used as a potential prognostic indicator,
further studies should be performed.

Keywords: Acute phase proteins. Breast cancer. Electrophoresis
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1. INTRODUGAO

A elevada incidéncia dos casos de tumores mamarios em cadelas pode ser
justificada por diversas razdes, entre elas destaca-se a maior longevidade destes
animais. Os tutores tem se preocupado com dietas balanceadas e vacinagao rigorosa.
A busca por uma melhor qualidade de vida e atendimento profissional aos seus
animais de estimacéao, tem contribuido para este aumento (ESTRALIOTO; CONTI,
2019).

O tumor de mama € a neoplasia mais frequente em cadelas, cerca de 50% a
70% possuem classificagao histolégica maligna e grande potencial de metastase.
Neste contexto, sdo crescentes os estudos no setor de oncologia veterinaria, onde
esforgos estdo sendo direcionados visando a padronizagao do diagndstico e avaliagéao
prognoéstica (DE NARDI et al., 2016). Além disso, fémeas caninas sdo consideradas
um modelo comparativo para o cancer de mama em mulheres, devido as semelhancgas
clinicas, epidemiologicas e comportamento biolégico do tumor (ESTRALIOTO;
CONTI, 2019).

Marcadores biologicos sao elementos objetivamente mensuraveis nos
componentes bioldgicos, tais como sangue, fluidos e tecidos corporais. As proteinas
de fase aguda sao exemplos destes marcadores biolégicos encontrados quando ha
presenca de processo inflamatoério. O sistema imune inato e a resposta de fase aguda
(RFA) dos animais sao ativados frente a alguma injuria, tais como infeccéo, traumas
ou neoplasias. Diante disto, o organismo pode elevar ou diminuir a concentragdo das
proteinas séricas (ECKERSALL; BELL, 2010).

Murata et al. (2004) relatam que a quantificacao das PFAs é capaz de fornecer
informacdes importantes no que diz respeito a saude do animal, com potencial
avaliagao prognostica de diversos disturbios organicos.

Nas neoplasias, as alteragdes nas concentracbes destas proteinas séricas,
estdo associadas ao grau de malignidade do tumor e a capacidade de produzir
metastase (MARTINEZ-SUBIELA, PARRA e CERON, 2004).

A eletroforese permite 0 monitoramento dos processos inflamatérios através da
identificacdo e quantificagdo de proteinas (GRUYS et al., 2005). E considerada uma
técnica relativamente simples, que apresenta baixo custo e requer pouca quantidade
de amostra. Além disso, pode ser utlizada para a obtengcédo do proteinograma sérico
de diversas espécies (CALAZANS et al., 2009). Em medicina, a utilizacao das PFAs
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€ relatada ha décadas, porém, em medicina veterinaria seus estudos sao recentes,
quando comparadas aos estudos desenvolvidos em humanos, e promissores
(ECKERSALL; BELL, 2010).

Diante disto, este estudo visa obter o proteinograma sérico por meio da
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) em cadelas acometidas por
neoplasia mamaria e relacionar as diferentes proteinas encontradas com o
estadiamento histopatolégico dos tumores, objetivando compreender o papel das

proteinas envolvidas na doenga.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tumor de mama em cadelas

As neoplasias mamarias apresentam a maior incidéncia dentre os tipos de
cancer que acometem as cadelas (DE NARDI et al., 2016). Nesta espécie, 52% de
todos os tumores sdo mamarios e destes, 50% possuem caracteristicas de
malignidade (FELICIANO et al., 2012). Estes tumores sédo frequentes em fémeas
caninas e causam grande impacto em medicina veterinaria, pois as neoplasias
malignas podem metastatizar para linfonodos, pulmdes entre outros 6rgaos (TECLES
et al., 2009). Neste contexto, varios esforgos estdo sendo mobilizados visando adotar
critérios de diagnostico, entendimento do comportamento biolégico do tumor e
prognostico (CASSALI et al., 2014 ).

Os tumores mamarios afetam cadelas de meia idade a idosas, castradas e ndo
castradas. As nodulacbes podem ser encontradas em uma ou mais mamas e sao
facilmente percebidas durante o exame fisico realizado pelo Médico Veterinario ou
pelo tutor do animal (CASSALI et al., 2014).

As fémeas caninas possuem duas cadeias mamarias, compostas por cinco
pares de glandulas, porém, ndo é incomum observarmos cadelas com quatro ou seis
pares. A nomeclatura de cada mama é atribuida conforme sua localizagéo. Sao elas:
um par inguinal, dois pares abdominais (craniais e caudais) e dois pares toracicos
(craniais e caudais) (FELICIANO et al., 2012).

A principal via para disseminagdo de metastase dos tumores malignos da
glandula mamaria é o sistema linfatico (CASSALI et al., 2014). As glandulas toracicas

craniais e caudais drenam para os linfonodos axilares que estao localizados na face
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medial do musculo redondo maior. As abdominais caudais e inguinais drenam para os
linfonodos inguinais que se encontram craniais ao 0sso pubico e dorsolaterais a
glandula mamaria inguinal. A abdominal cranial pode drenar tanto para os linfonodos
axilares quanto para os inguinais (FOSSUM et al., 2008).

Feliciano (2009) relatam n&o haver comunicacdo linfatica direta entre as
cadeias mamarias direita e esquerda, apenas entre as glandulas homolaterais, porém,
podem haver modificagdes no curso normal da circulagao linfatica devido ao processo
neoplasico, e com isto, existir a comunicagao entre as cadeias e até mesmo entre as
glandulas adjacentes de uma mesma cadeia mamaria (CASSALI et al., 2014; MIOLAT,
2015). O tratamento preconizado consiste principalmente da remogéao cirurgica do
tumor, da glandula mamaria acometida e dos linfonodos que fazem parte da drenagem
linfatica, porém diversas técnicas de mastectomia sao descritas (FOSSUM et al.,
2008; McGAVIN e ZACHARY, 2016; CALDAS et al., 2017).

Nesta perspectiva é de suma importancia que o cirurgidao tenha conhecimento
da anatomia da glandula mamaria e da drenagem linfatica das mesmas, para que o
procedimento seja realizado de forma apropriada, culminando com o melhor
progndstico para o paciente (McGAVIN e ZACHARY, 2016).

Os tumores podem-se apresentar de inumeras formas, geralmente sdo nédulos
circunscritos com diferentes tamanhos, aderidos ou ndo a muscultura. Podem estar
associados a ulceragdo da pele e acometer uma ou multiplas mamas
simultaneamente, com diferentes tipos histopatoldgicos. De maneira geral, as mamas
abdominais caudais e inguinais sdo as mais acometidas, provavelmente por
possuirem maior quantidade de tecido glandular (CASSALI et al., 2009).

Aproximadamente 50% dos casos clinicos de cadelas que apresentam nodulos
em mamas, 0s possuem de maneira multipla. Isto se deve ndo somente a rapidez de
progressao da doencga, mas também ao adiamento do tutor em levar o animal para
consulta (LANA et al., 2007).

Durante a avaliagdo clinica do animal, as duas cadeias mamarias e 0s
linfonodos regionais devem ser palpados. Objetivando tragar o estadiamento clinico,
o profissional deve realizar exames hematoldgicos, bioquimicos e de imagem. O mais
comumente utilizado é o raio x de térax, em trés projecdes (lateral direita, lateral
esquerda e ventro dorsal) para pesquisa de metastase pulmonares, visto que o
pulmao é o local de predilecao das metastases oriundas de tumores mamarios, além

da avaliacdo de outras estruturas, tais como pleura e linfonodos mediastinais
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(TECLES et al., 2009; FELICIANO et al., 2012).

Lesdes pulmonares variando entre 6 a 8mm de didmetro podem ser detectadas
na radiografia convencional, por outro lado, lesées menores s6 serao visualizadas
com o auxilio da tomografia computadorizada ou ressonancia magnética e estao
associadas ao pior prognostico (SORENMO, 2003).

A inspecao cuidadosa dos linfonodos devem ser incluidas no exame fisico visto
que a presencga de metastase nesses 6rgaos interfere diretamente no estadiamento
clinico. A citologia deste 6rgao € indicada pois € um método seguro que possui alta
sensibilidade e especificidade na identificacdo de metastase (LANGENBACH et al.,
2001). No que diz respeito a citologia dos nédulos mamarios, ela poder ser util na
exclusao de diagndsticos diferenciais, tais como tumores de pele e mastite (MISDORP
et al., 1999).

Com o objetivo prognéstico, o estadiamento clinico da doenga é determinado
de acordo com o sistema TNM, que foi estabelecido pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) para tumores mamarios caninos, onde: T - descreve o tamanho do
tumor (em cm); N- Se ha presenca de metastase em linfonodos inguinais e axilares; e
M- metastase a distancia, principalmente em pulmao (Tabela 1 e 2) (CASSALI et al.,
2017).

Tabela 1: Classificagcao adaptada do TNM dos tumores de mama em cadelas
Tumor (T) TO0 Sem evidéncia de tumor primario
T1 Tumor <3 cm
T2 Tumor entre 3 e 5 cm
T3 Tumor <5 cm

Linfonodos regionais (N) ¥ NO Sem metastase linfonodal inguinal ou
axilar
N1 Linfonodo metastatico

Metastases (M) MO0 Sem metastase a distancia
M1 Metastases a distancia, incluindo
linfonodos distantes
Fonte: Cassali et al. (2017) modificada.

Para a obtencdo do estadiamento clinico, que € graduado do estadio 1 a5 e

combinando possiveis T, N e M, podemos classificar de acordo com a tabela abaixo.
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Tabela 2: Estadiamento clinico de tumores de mama em cadelas

ESTADIAMENTO T N M
| T1< 3cm NO MO
Il T2 3-5cm NO MO
i T3>5 cm NO MO
v Qualquer T N1 MO
\'/ Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: Cassali et al. (2017) modificada.

O tamanho do tumor pode ser considerado fator progndstico independente,
aqueles menores que 3cm estdo correlacionados com melhor progndstico em
comparagao aos tumores de maiores tamanhos (CASSALI et al., 2014). Um estudo
realizado por Ferreira et al. (2009) concluiu que as fémeas caninas que possuiam
tumores maiores que 5cm de didametro eram muito mais propensas a um diagndstico
maligno e com alta taxa proliferativa se comparadas aquelas que possuiam tumores
de menores tamanhos.

Outro método que visa auxiliar na avaliagdo diagndstica e progndstica € a
classificagdo histopatoldégica das massas excisadas cirurgicamente, conforme
exemplificado no quadro 1 (MISDORP et al., 1999; MIALOT, 2015). Este exame
permite avaliar a estrutura do tecido mamario, presenca de pleomorfismo, grau de
diferenciagdo, margens cirurgicas, numero de mitoses por campos, presenga de
necrose, atipia celular entre outros fatores, objetivando a classificagdo do tumor
(CASSALI et al., 2014).



Quadro 1. Classificagao histolégica das neoplasias mamarias caninas.

LESOES
EPITELIAIS
NAO
NEOPLASICAS

TUMORES BENIGNOS

TUMORES MALIGNOS

Hiperplasia
epitelial

Hiperplasia
ductal

Hiperplasia
lobular

Adenose

Lesao celular
colunar

Alteracao
celular colunar
Hiperplasia
colunar
celular

Lesao colunar
celular atipica

Adenoma
Adenoeptelioma

Adenoma basaloide
Fibroadenoma

Tumor benigno misto
Papiloma ductal

Carcinomas

Carcinoma in situ ductal e lobular
Carcinoma em tumor misto
Carcinoma papilar e tubular

Carcinoma sélido

Tipos especiais de carcinomas

Carcinoma micropapilar
Carcinoma lobular invasivo
Carcinoma lobular pleomorfico
Carcinoma secretério
Carcinoma mucinoso
Carcinoma rico em lipideos
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma espino celular
Carcinoma anaplastico
Neoplasia mamaria com diferenciagcdo sebacea
Neoplasia mioeptelial
Adenoepitelioma maligno

Sarcomas

Fibrossarcoma
Osteossarcoma
Carcinossarcoma
Sarcoma em tumor misto
Outros sarcomas (Condrossarcoma, Lipossarcoma e
Hemangiossarcoma)

Modificado Cassali et al., 2014

15

Segundo Lana et al. (2007) o tratamento de eleicdo é a excisao cirurgica, com

amplas margens de seguranga, exceto para aqueles animais que apresentam

carcinoma inflamatorio.

A quimioterapia utilizando associagao de Doxorrubicina e Ciclofosfamida, com

intervalo de 21 dias entre as sessodes, totalizando quatro a seis ciclos, € relata. Em

casos que é verificado a existéncia de metastase pulmonar, o Paclitaxel € a droga de

escolha, porém, os protocolos quimioterapicos existentes apresentam baixa agao

antitumoral e por isso, ndo sdao amplamente utilizados. (WITHROW,2013).

O prognodstico para as fémeas acometidas pela neoplasia mamaria €

dependende de fatores como estadiamento clinico, tipo de tumor, idade, presenca de

metastase e condigao clinica do animal (CASSALI et al., 2017).
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2.1.1 Influéncia hormonal

O primeiro relato na literatura levantando a hipétese do envolvimento hormonal
no tumor de mama em mulheres foi descrito por Cooper em 1896. Ele observou
variagdes macroscépicas no tamanho do tumor em mulheres durante o ciclo mestrual,
com diminui¢c&o no inicio do ciclo e na menopausa. Ja em 1986, Beatson relatou ter
havido remissdo dos tumores em mulheres ovariectomizadas (FONSECA; DALECK,
2000).

Em cadelas, também ha indicios do envolvimento hormonal para o
desenvolvimento desta neoplasia. Como exemplo, cita-se a diferenga na incidéncia,
quando comparadas cadelas inteiras com aquelas que foram castradas em diferentes
idades. Observou-se que fémeas ovariohisterectomizadas antes do primeiro cio, o
risco de desenvolvimento do cancer de mama foi reduzido para 0,5%. Apds o primeiro
ciclo estral, houve um aumento de 8% e o segundo de até 26%. Apos a fémea
completar dois anos e meio de idade, a castragdo nao conferiu nenhum efeito protetivo
(SCHNEIDER; DORN; TAYLOR, 1969).

A carcinogénese é composta por varios estagios que incluem iniciagao,
promog¢ao, dependéncia e autonomia. A fase de iniciagdo € caracterizada pela
exposicao das células ao carcinégeno, com posterior mutagao e formacao de réplicas
celulares atipicas. Diversos podem ser os fatores iniciantes, também denominados de
carcindgenos, tais como radiagdo, substancias quimicas entre outros; mas séo os
enddcrinos responsaveis pela promoc¢ao do tumor. Na fase de promogao, ha
multiplicagdo destes clones celulares. Na fase de dependéncia hormonal, as células
tumorais alvo, diferem-se ainda mais das normais, pois necessitam para sua
sobrevivéncia do estimulo hormonal. Se ele for retirado, todas as células que estao
nesta fase irdo desaparecer. Por fim, os tumores hormonalmente dependentes
tendem a se tornar autbnomos e as células se tornam indiferenciadas (BRENNAN,
1975; SILVA et al., 2004). A fase de dependéncia hormonal para a de independéncia,
juntamente com a progressdo do tumor, o crescimento rapido e invasivo, sao
caracteristicas presentes nas neoplasias mamarias (BRENNAN, 1975).

No entanto, ha controvérsia sobre a carcinogénese no que diz respeito as
neoplasias horménio-dependentes. Segundo Meuten (2002), diferentemente
daquelas induzidas por virus ou agentes quimicos, na carcinogénese hormonal a

proliferagdo celular ndo necessita de um agente iniciador especifico. Os hormonios
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sdo capazes de induzirem esta proliferacdo, o que resulta em mutagdo génica que
darado origem as células neoplasicas.

Progesterona e estrogeno exercem sua fungao na célula pois sdo capazes de
atravessar a membrana celular e ligar-se a receptores especificos da célula alvo.
Posteriormente, esta estrutura hormdnio-receptor se movem em diregdo ao nucleo,
ligando-se a cromatina, aumentando a produgado de RNA mensageiro, ribossémico e
culminando com a sintese de novas proteinas, o que ira alterar a fungao celular,
induzindo a produgéo de novos receptores citoplasmaticos (JOHNSTON, 1993). Sartin
et al. (1992) relataram que a presencga de receptores de estrégeno no citoplasma das
células tumorais de mama, indica a dependéncia hormonal deste cancer.

A progesterona apresenta acédo carcinogénica quando seus niveis estao
elevados por um periodo prolongado (FONSECA; DALECK, 2000). Meuten (2002)
relata que a administragdo de progesterona exdgena atua na sintese do horménio de
crescimento na glandula mamaria, com hiperplasia de estruturas mioepiteliais e
secretorias, predispondo a formagao de tumores.

A prolactina ndo apresenta fung¢ao de proliferagao celular na glandula mamaria
mas na manutencdo da atividade secretora, porém, relatos apontam que este
horménio estimula o crescimento do tumor mamario pois ela € capaz de sensibilizar
as células ao efeito do estrégeno, facilitando sua agdo mitética, promovendo aumento
no numero destes (FONSECA; DALECK, 2000; SILVA et al., 2004) . Devido a isto,
Diamont et al. (1978) relataram que tanto o estrégeno quanto a prolactina sao
necessarias para o crescimento dos tumores de mama em cadelas. Em medicina, o
aumento de prolactina pode indicar pior prognéstico pois tem sido associada a
agressividade e ao aparecimento de metastase (VONDERHAAR, 1999).

Em medicina veterinaria, receptores de estrégeno (RE) e em menor grau os de
progesterona (RP) foram identificados no tecido mamario de cadelas acometidas por
neoplasias de mama benignas, malignas e naquelas que ndo a possuiam (MOULTON,
1990). Johnston (1993) relatam que é elevada a proporgao destes receptores em
cadelas com neoplasia benigna. Ja aquelas que possuem carcinoma, apresentam um
menor numero, pois quanto maior a malignidade do tumor, menor é a dependéncia
hormonal e a codificagao dos receptores pode estar diminuida.

Em carcinomas mamarios, a diminuigdo da relacao RE/RP, tem sido associada
com uma menor diferenciagdo celular e progressao da doenca tanto em cadelas
quanto em mulheres (SARTIN et al., 1992).
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A importancia da OH (ovariohisterectomia) como tratamento em cadelas
portadores de neoplasia mamaria ainda ndo esta bem estabelecida. Pensava-se que
ao retirar a influéncia estrogénica durante a castragao das cadelas, haveria regressao
do tumor (FANTON & WITHROW, 1981) porém, estudos mostraram que mesmo
realizando a OH no momento da mastectomia, ndo ha nenhum efeito protetor no que
diz respeito ao aparecimento de novas nodulagdes mamarias ou metastase (MORRIS
et al., 1998).

2.1.2 Biomarcadores

Os biomarcadores tumorais sado substancias mensuraveis encontradas no
tumor, sangue ou em fluidos biolégicos. Podem ser produzidas primariamente pelo
cancer ou secundariamente a ele, pelo animal, em reposta ao tumor. O crescimento e
a formagéao das células cancerigenas podem levar ao aparecimento ou alteragdes na
concentracéo dos biomarcadores (JACOBS; HASKELL, 1991; ALMEIDA et al., 2007).

Recentemente, a definicdo de biomarcador foi ampliada com o intuito de incluir
as caracteristicas bioldgicas que podem ser medidas e avaliadas como indicadores
de processos biolégicos normais ou patogénicos e as respostas do organismo frente
a intervencdes terapéuticas. De maneira pratica, os biomarcadores incluem
ferramentas que axiliam na compreensdo da causa, progressao, diagndstico,
regressao ou avaliagao do resultado de um tratamento da doencga. Neste contexto, as
proteinas de fase aguda podem atuar como marcadores bioldgicos relacionados a
presencga de reacao inflamatéria (ECKERSALL; BELL, 2010).

Células neoplasicas podem produzir substancias que sao fisiologicamente
sintetizadas por células diferenciadas, porém, as produzem em quantidades elevadas,
sendo possivel avaliar o tumor pelo aumento da sua concentracdo sérica. Estas
substancias podem ser identificados e quantificados por meio de testes como
imunohistoquimica e exames bioquimicos (LINDBLOM; LILIEGREN, 2000) podendo
auxiliar no diagnéstico, prognéstico e monitoramento da terapia empregada (JACOBS
e HASKELL, 1991).

Na literatura sdo descritos diversos marcadores tumorais. Dentre eles o CA
15.3, BR 27.29 que pertecem ao grupo das mucinas; as proteinas oncofetais (CEA),

oncoproteinas (c-erbB2, c-myc e p 53), entre outros (MOLINA et al., 2005). Os
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marcadores mucinosos sdo aqueles que possuem complexo glicoprotéico de alto
peso molecular, com localizagdo extracelular, e sdo produtos do gene MUC-1
(RIVERA, 1997; SOUZA, 2002). Este gene é expresso em tecidos epiteliais € nao
epiteliais, além de ser responsavel por caracteristicas celulares como adesao,
proliferagdo e apoptose (SOUZA, 2002).

O CA 15.3 ja utilizado em medicina para acompanhamento de mulheres
diagnosticados com cancer de mama, sendo atualmente o mais sensivel em detectar
metastase, mesmo antes do aparecimento de sinais clinicos (NAYARA et al., 2012).
Em cadelas, Manueliet al. (2012) verificaram que os niveis de CA 15.3 tiveram relagéo
positiva com o grau de malignidade histoldgica do tumor.

Um marcador bioldgico ideal é aquele que possui alta especificidade para uma
determinada neoplasia e sensibilidade para ser detectado mesmo na presenga de um
pequeno numero de células neoplasicas, auxiliando no diagndstico precoce do cancer
(ANDRIOLO, 2008), porém, nenhuma molécula possui todas as caracteristicas
necessarias (BICALHO, 2012).

Apesar da alta prevaléncia do cancer de mama em cadelas e de suas
semelhangas com o cancer na mulher, o numero de pesquisas relacionadas aos
marcadores biologicos em medicina veterinaria sdo escassos, reforcando a
necessidade de novos estudos (CAMPQOS, 2010).

2.2 Resposta de fase aguda e proteinas de fase aguda (PFAs)

A resposta de fase aguda é considerada um evento inespecifico e complexo de
defesa do organismo, que age de maneira precoce frente a estimulos como infecgao,
neoplasia, trauma e inflamacao, objetivando restaurar a homeostase (Figura 1)
(CRAY, 2009). E componente do sistema de defesa inato e antecede a resposta imune
adquirida (CERON et al., 2005).
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Figura 1: Esquema demonstrando a resposta de fase aguda nos animais

Fonte: Cray, 2009 modificado.

A resposta de fase aguda é composta por trés caracteristicas principais. A
primeira diz respeito a sua resposta extremamente rapida, antes mesmo da
estimulacdo do sistema imunologico especifico e na grande maioria dos casos,
antecede os sinais clinicos. Um segundo ponto a ser mencionado € sua alta
inespecificidade, pois é gerada frente a inUmeros processos que culminam com lesao
tecidual. O terceiro ponto seria que sua produgao e resposta, é espécie-especifico.
Como exemplo pode-se citar o aumento na concentragao de proteina C reativa (PCR)
em caes, frente a estimulos inflamatérios. O mesmo ndo € observado em felinos
domésticos (CERON et al., 2005).

Por definicado, a resposta de fase aguda dura apenas alguns dias, mas apesar
de sua denominacgao remeter a processos que cursam de maneira aguda, € relatado
em casos onde ha estimulagao persistente e as concentragdes de PFAs permanecem
alteradas quando comparadas a animais saudaveis (GRUYS et al., 2005). Como
exemplo, cadelas acometidas por tumor de mama, que possuem variacdes dos
valores séricos das PFA em funcao da inflamacéao tecidual crénica, além de outros
fatores como o tamanho do tumor primario e a presenca de metastases (TECLES et
al., 2009).

As PFA’'s sao consideradas marcadores da inflamacdo, auxiliando no
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diagndstico clinico e monitoramento de diversas doencgas, incluindo as neoplasicas
(CROSSLEY et al., 2010).

Quando desencadeada a resposta de fase aguda, podem haver alteragcbes
sistémicas, tais como leucocitose, aumento do cortisol sanguineo e alteragdes
metabdlicas (lipolise, catabolismo muscular e gliconeogénese) (KUSHNER;
RZEWNICKI, 1994). Além disso, essa resposta inclui altera¢gdes nas concentragbes
séricas das proteinas de fase aguda, as quais observa-se aumento ou diminuicéo. As
que possuem suas concentragdes diminuidas, sdo denominadas como sendo
proteinas de fase aguda negativas. Este grupo é composto principalmente pela
albumina e transferrina. Ja aquelas que culminam com aumento em suas
concentracgdes, sdo denominadas como sendo proteinas de fase aguda positivas, tais
como a proteina C reativa (PCR), amildide sérica A (ASA), haptoglobina (Hp), alfa-1
glicoproteina acida (AGP), ceruloplasmina (Cp) e fibrinogénio (Fib) (CERON et al.,
2005).

As PFA’s podem ainda ser classificadas como maior, moderada ou negativa,
dependendo da amplitude do aumento de suas concentragbes. As que se elevam
cerca de 10 a 100 vezes sdo consideradas maiores. Este aumento é acentuado nas
primeiras 48hs apds o estimulo e apresenta um declineo rapido, gragas a sua curta
duracdo. Ja as moderadas, aumentam de 2 a 10 vezes, de maneira progressiva e
lenta, e as proteinas negativas apresentam diminuicdo de suas concentragdes. Em
caes, as PFA’s classificadas como sendo maiores sao representadas pela proteina C
reativa e amildide sérica A. Ja as moderadas s&o a haptoglobina, alfa-1 glicoproteina
acida e ceruloplasmina e as negativas sdo a albumina e transferrina (tabela 3 e 4)
(CERON et al., 2005; CRAY et al., 2009).

Tabela 3 : Classificagdo das PFAs baseado na magnitude da resposta

Espécie Maior Moderada Negativa
Caes Proteina C reativa Ceruloplasmina Albumina
Amiléide sérica A Haptoglobina Transferrina
Alfa-1-glicoproteina
acida

Fonte: Céron et al., 2005
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Tabela 4: Relacado entre as diferentes PFAs, magnitude de aumento e resposta de fase aguda

em cées
PFA [ ] basal em Inflamagao (x Inicio da Dias até o
caes (mg/dL) [ ] basal) resposta (h) picoda [ ]
Fibrinogénio <300 3 X - -
PCR <1 95 x 4 1
Amiléide S A <04 800 x 2 -
Haptoglobina <300 3 x 24 3a4
a1-Glico acida <60 3 x - 3
Ceruloplasmina <5 3 x 24 4

Fonte: Stockham e Scott, 2011

Logo apds o estimulo, citocinas pro-inflamatoérias séo liberadas. As principais
sao a interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumorala (TNF- a).
Tanto em humanos quanto na espécie canina, a IL-6 tem suas concentragcbes
elevadas e induz a sintese de diversas PFA’s. Juntamente com a IL-1, séo
responsaveis por alteragdes nas concentragdes séricas de haptoglobina, proteina C
reativa e amiloide sérica A (KUSHNER; RZEWNICKI, 1994; CERON et al, 2005).

As PFA’s sao produzidas predominantemente nos hepatdcitos porém, ha
evidéncias que sugerem sua produgao extra-hepatica. Gahmberg et al. (1978)
relataram em seus estudos que a glicoproteina acida pode ser produzida por linfocitos.
Este fato poderia explicar a alta concentragédo desta proteina em caes diagnosticado
com linfoma (CERON et al., 2005). Além disso, ha relatos de sua produgdo em
préstata, liquido seminal, intestino, coracao e rins (FOURNIER,; et al., 2000;POLAND
et al., 2002). Foi demonstrada a producao de amiloide sérica A em intestino, rins,
adipécitos (em animais com hiperglicemia), medula 6ssea e glandula mamaria
(somente em casos de mastite) em variadas espécies de animais (ECKERSALL et al.,
2001; LIN et al., 2001). Em humanos ha produgao da proteina C reativa pelos rins, e

esta pode ser utilizada como indicador de rejeicdo apos realizagao do procedimento
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de transplante renal (JABS et al., 2003).

A funcdo bioldgica das PFAs é variada. Estdo presentes na regulagdo do
processo imune, no reparo tecidual e na protegdo do organismo contra infecgoes
(CERON et al., 2005). A albumina e a glicoproteina acida podem se ligar a varios
medicamentos, gerando implicagbes importantes na farmacocinética, pois 0s niveis
plasmaticos destas proteinas podem sofrer alteragdes frente a diversos processos,
alterando a concentragédo plasmatica livre do quimioterapico na corrente sanguinea
(FOURNIER et al., 2000). A ceruloplasmina possui agao antioxidante, protegendo o
organismo dos radicais livres que sao liberados por células fagociticas durante o
processo inflamatério. Ja a proteina C-reativa, amiléide sérica A e o fibrinogénio atuam
na defesa do organismo frente a um patdégeno, ocasionando mudancas fisiolégicas
(SANTOS; ALBERTO, 2015). Gruys et al. (2005) citam ainda que as PFAs positivas
sdo capazes de opsonizar e aprisionar microorganismo, ativar a via do complemento

e modular a resposta imune do hospedeiro.

2.2.1 Proteina C reativa (PCR)

A PCR foi a primeira proteina de fase aguda descrita. Possui peso molecular
de 100kD e é composta por 5 subunidades de 20kD cada. Em humanos é considerada
um marcador sensivel de inflamacao e dano tecidual (PEPYS et al., 2003).

Apos o estimulo, a PCR ¢é sintetizada pelos hepatécitos, sob influéncia de
citocinas, como a IL-1, IL-6, TNF e em medicina veterinaria tem se mostrado um
potencial indicador de inflamacgéo e infecgdo (ECKERSALL; BELL, 2010).

Em caes, esta associada ao aumento precoce, declineo rapido e meia vida
curta frente a diversos estimulos, tais como infecgdes por babesia, leishmania,
parvovirus, leptospira entre outros. Apds o trauma cirurgico, € observado um aumento
de 95 vezes na concentragao da PCR. O pico maximo é atingido cerca de 24h depois
do inicio do processo e suas concentragdes podem ser mensuradas apés 4h do inicio
do trauma. Este aumento é mais rapido quando comparado aos humanos, onde as
concentracdes de PCR podem ser mensuradas cerca de 6h apds o comeco do fator
desencadeante (CERON et al., 2005).

Esta proteina possui um papel importante no que diz respeito a interagao entre
a resposta imune inata e especifica. E capaz de se ligar as bactérias, o que gera a

opsonizacao das mesmas, levando a interacdes receptores especificos e captacao
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por fagocitos, resultando na produgdo de citocinas inflamatdrias e modulagdo da
funcdo dos neutrdfilos, além de ativacdo da via do complemento, atuando na

regulacéao da resposta imune do hospedeiro (ECKERSALL, 2008).

2.2.2 Alfa 1-glicoproteina acida (AGP)

A AGP possui 43 kDa de peso molecular e € caracterizada por apresentar
resposta moderada frente ao estimulo desencadeante, ou seja, suas concentragdes
aumentam de forma lenta e permanecem elevadas por mais tempo. Esta carcteristica
auxilia na avaliacdo da progressdao da enfermidade (ECKERSALL, 2008). Sua
producdo ocorre predominantemente nos hepatdcitos, mas ha indicios de serem
produzidas por linfécitos. Isso explicaria o porqué gatos diagnosticados com linfoma,
tem a concentracdo sanguinea elevada desta proteina. Em humanos, foi observada
producao extra hepatica da AGP em locais como intestino, rins, coragao e leucécitos
(GAHMBERG et al., 1978; CERON et al., 2005).

A AGP possui diversas fungdes, atuando na atividade imunomoduladora e se
ligando as substancias exégenas, como os farmacos. Neste contexto, essa proteina
pode influenciar na farmacocinética de alguns medicamentos, pois durante a resposta
de fase aguda sua concentragdo sanguinea ira se elevar, e ficara disponivel para se
ligar a fragao livre dos medicamentos (ECKERSALL, 2008). Além disso, possui fungao
de supressao do sistema imune, pois é capaz de inibir a proliferacao dos linfécitos e
células Natural Killer (MURATA et al., 2004).

A concentragao sanguinea da AGP pode variar frente a diversos fatores, tais
como idade, infec¢do e trauma cirurgico. Em caes filhotes, observa-se que ha um
baixo nivel desta proteina e que ela tende a aumentar gradativamente conforme a
idade. Pode-se observar variagdes conforme a raga do animal e se ele esta gestante
ou nao (YUKI et al., 2008). Kuribayashi et al. (2003) relataram niveis séricos elevados
em fémeas prenhes, quando comparadas as nao gestantes. Uma hipotese levantada
pelo autor, seria que este aumento ¢ justificado pela reagao inflamatéria promovida
pela presenca do feto no endométrio do animal.

Hayashi et al. (2001) descreveram que a concentragdo da AGP em cadelas
acometidas por piometra era cerca de quatro vezes maior quando comparada as
saudaveis e que o procedimento cirurgico, mesmo em animais que passaram por um

procedimento eletivo como a OH, tiveram as concentracbes desta PFA elevadas
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(HAGMAN, 2011).

2.2.3 Ceruloplasmina (Cp)

A Cp € uma PFA que possui peso molecular de 151kDa e apresenta resposta
moderada em cées. Sua produgao ocorre nos hepatdcitos (HELMAN et al., 2002).

Essa proteina possui capacidade de atuar como antiinflamatério pois minimiza
a formacdo de radical anidbnico superdxido, formado pelo leucocitos
polimorfonucleares durante um processo inflamatério, e que possui potencial de
causar danos teciduais, aumentando ainda mais a inflamagao (BROADLEY et al.,
1989). Além disso, é a principal proteina que se liga ao metal cobre (Cu) no sangue.

Em cées, houve aumento na concentragéo desta PFA apds trauma cirurgico
que objetivou o implante de enxerto de aorta abdominal. Foi observada elevagéo de
trés a quatro vezes cerca de 96h apds o inicio do procedimento (CONNER et al.,
1988). Apds cirurgia de OH em cadelas, Serin e Ulutas (2010) observaram aumento
dos valores de ceruloplasmina quando comparados ao momento pré-cirurgico, € 0
pico desta elevacgao foi registrado cerca de 72h apds a cirurgia.

Em processos inflamatérios, a ceruloplasmina e a haptoglobina foram cerca de
seis vezes mais sensiveis do que a contagem leucocitaria e o fibrinogénio (SOLTER
et al., 1991). Suas concentragdes podem se apresentar elevadas frente a processos
inflamatdrios, virais, bacterianos e parasitarios. Ja uma diminuicdo dos seus valores
pode ser notada em animais que apresentam doencas infecciosas associadas a
intoxicagdo por cobre, desnutricdo e juntamente com doengas que culminam na
deficiéncia de absorc¢ao de nutrientes (JAIN et al., 2011; CONTIN et al., 2015).

2.2.4 Haptoglobina (Hp)

A Hp é uma proteina de fase aguda moderada em caes. Possui peso molecular
de 81 kDa. E produzida pelo tecido adiposo, baco, rins e pulmio apds o estimulo
desencadeante (SOLTER et al., 1991).

Suas fungdes sao diversas e a maioria de suas atividades estao relacionadas
a formagao do complexo hp-hemoglobina, pois se liga a hemoglobina livre no plasma
dos animais, evitando danos oxidativos aos tecidos. Além disso, essa ligagao minimiza

a quantidade de ferro do grupo heme disponivel para os microorganismos e facilita
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sua remogao da corrente sanguinea, possuindo efeito bacteriostatico (ECKERSALL,
2008; CECILIANI et al., 2012).

As alteragdes em sua concentragdo podem ocorrer frente a diversos fatores,
incluindo os raciais. Em caes da raca Greyhound sadios, os niveis de haptoglobina se
encontraram fisiologicamente mais baixos, quando comparados a cées de outras
ragas (COUTO et al., 2009).

A haptoglobina canina € sensivel ao uso de glicocorticoide. Desta maneira, se
o animal for tratado com uso de corticoide, sera observado a elevacido desta PFA.
Caes diagnosticados com hiperadrenocorticismo apresentaram valores aumentados
desta (MARTINEZ-SUBIELA; 2004).

2.2.5 Amiloide sérica A (ASA)

A ASA é uma PFA com peso molecular de 15kDa. Possui trés isoformas, ASA1,
ASA2 e ASA3. As duas primeiras s&o produzidas pelo figado logo apds o estimulo
que gera a resposta de fase aguda. A ASAS3 ¢ sintetizada de maneira extra-hepatica
como na glandula mamaria de vacas acometidas por mastite, além de adipocitos
(quando ha hiperglicemia), medula éssea, rins e intestino. A elevacdo em sua
concentracdo € relatada em diferentes espécies, servindo como um marcador
biolégico de inflamacdo (CECILLIANI et al., 2012).

Em caes, a ASA é considerada uma importante PFA pois apresenta aumento
em sua concentragao e rapido declineo apds a resolugao do fator desencadeante da
resposta de fase aguda (CERON et al., 2005).

Tem como fungao inibigdo dos linfocitos, da proliferagéo de células endoteliais,
agregacao plaquetaria e na adesado de linfécitos T na proteina da matriz celular
(URIELI et al., 2000).

Dabrowski et al. (2007), relataram que a avaliagéo conjunta da ASA e da PCR
em cadelas pode ser util na monitoragdo pos-operatéria das fémeas diagnosticadas
com piometra. Segundo esses autores, ha elevagdes consideraveis nos niveis destas

duas PFA’s resultantes da producao de citocinas por macréfagos e neutrofilos.
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2.2.6 Alfa -1- antitripsina (a1-Atp)

A a1-Atp possui peso molecular de 60kDa e em caes sao consideradas
proteinas de moderada resposta. E produzida no figado durante a resposta
inflamatoria e possui como caracteristica principal sua atividade antiprotease, ou seja,
sdo responsaveis pela remocgao das proteases liberadas por células fagociticas,
minimizando o dano tecidual (ECKERSALL, 2008).

Em cadelas saudaveis quando comparadas as nio castradas, foi verificado que
as nao ovariohisterectomizadas possuiam valores fisiolégicos de alfa-1-antitripsina
mais elevados. Esta PFA nao diferiu entre animais saudaveis e hospitalizados. Caes
submetidos a cirurgia de enxerto em aorta abdominal, ndo tiveram a concentragao
desta proteina elevada (HUGHES et al., 1995). Ja os que passaram por procedimento
de colecistectomia, tiveram os valores de alfa-1- antitripsina elevados quando
comparado com humanos submetidos ao mesmo procedimento. Isso poderia ser
explicado pelo fato de humanos possuirem alfa-1- antiquimiotripsina e esta estar

ausente em canideos domésticos (CONNER et al., 2006).

2.2.7 Transferrina (Trf)

A Trf é considerada uma PFA negativa, de 76kDa que possui sua concentragao
reduzida em 25% mediante um processo inflamatorio, infeccioso ou traumatico. Esta
reducado pode ocorrer em 24h ou de maneira gradual. O mecanismo de como ela
ocorre ainda nao esta bem caracterizado (ECKERSALL, 2008).

E responsavel pelo transporte de ferro no sangue e seus valores tem sido
utilizado na avaliagdo da hemostasia e metabolismo do ferro nos cées. Baixas
concentragbes podem indicar dano em hepatécitos, inflamagéao crénica ou aguda,
leucemias e doengas renais (ECKERSALL, 2008). Diante de quadros onde a
absorcao do ferro é afetada, havera sintese de transferrina, com aumento de sua
concentragado sanguinea, e consequentemente o ferro livre ndo estara disponivel para
ser utilizado por patégenos. Desta maneira, esta PFA demostra possuir caracteristicas
antivirais e antimicrobianas (CONTIN et al., 2015).

Em humanos nao esta bem definido os efeitos nutricionais e os da doenga no

que diz respeito as alteragdes na concentragdo de proteinas de fase aguda. Uma
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hipotese seria que a resposta de fase aguda teria efeito mais incisivo do que o
nutricional nas concentragdes de albumina e transferrina. Desta maneira, baixas
concentragdes de transferrina seriam mais indicativas de resposta de fase aguda do
que de uma dieta pobre (CERON et al., 2005).

2.2.8 Albumina (Alb)

A albumina constitui cerca de 35 a 50% das proteinas encontradas no plasma
de cdes saudaveis. E considerada a mais abundante nesta espécie, além de ser a
PFA negativa mais importante. E essencial na manutencdo da presséo osmética, pois
atua na correta distribuicdo de liquidos corporais entre os compartimentos
intravascular e extravascular. Além disso, € a maior fonte de aminoacidos que pode
ser utilizada pelo organismo animal (CERON et al., 2005; GRUYS et al., 2005).

Sua produgao ocorre no figado e apds sua sintese, cerca de 40 a 50% da
albumina fica retida no espaco intravascular e a outra parte € destinada a musculatura
esquelética. A excregao se da pelo trato gastrointestinal e pelos rins (GRUYS et al.,
2005).

Alteragbes em suas concentragdes sanguineas podem ocorrer frente a diversos
fatores, tais como estado de hidratacdo do paciente, alimentagcado, catabolismo
protéico, doencga renal e hepatica, parasitismo, sindrome da ma absorcéo intestinal,
queimaduras graves, além de processos que culminam com inflamag¢do, como em
doencas infecciosas, trauma e neoplasias (CAMPOS, 2010; GRUYS et al., 2005).

Em medicina veterinaria, as alteracbes séricas das proteinas de fase aguda
culminam, na maioria das vezes, com a diminuigao sérica de albumina, podendo ser
observadas frente diversas patologias, como em cadelas acometidos por neoplasias
mamarias (BATTISTI et al., 2013), cades com espirocercose, neoplasia esofagica
(NIVY et al., 2014), erliquiose e parvovirose (KOCATURK et al., 2010).

Segundo Caldin et al. (2009) caes diagnosticados com hiperadrenocorticismo
que possuiam infeccdo associada, apresentaram concentragdes séricas de albumina
reduzidas, quando comparados aos animais saudaveis e aqueles que nao
apresentavam comorbidades.

Em pacientes oncoldgicos ndao € incomum observar sindrome paraneoplasica
como a caquexia. Esta condicdo também pode ocorrer nos animais, 0 que causaria

alteragdes na concentragdo de albumina sanguinea, sendo observado uma
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diminuicdo da mesma (CAMPOS, 2010).

2.2.9 Complemento C3

O sistema complemento é composto por mais de 30 proteinas que podem ser
soluveis no plasma ou componetes da membrana de diversos tipos celulares, tais
como macréfagos e mondcitos. Sua ativagado ocorre por trés diferentes vias: a via
classica, a via alternativa e a via das lectinas. Estas vias s&o ativadas por mecanismos
diferentes, mas todas convergem objetivando a formagéo do complexo de ataque a
membrana (MAC) (CECHIM, 2012).

O complemento C3 é a fracdo mais abundante das proteinas do sistema
complemento. Sua sintese ocorre predominantemente nos hepatdcitos e em menor
grau por mondcitos, macrofagos e células dendriticas (BOTTO et al., 1992).

Diversas sao as funcdes atribuidas a esta proteina e seus fragmentos. O C3a,
podem atuar como anafilotoxinas, induzindo a desgranulagdo de mastécitos e
basdfilos que irdo liberar principalmente histamina. Ja o fragmento C3b é classificado
como opsonina, possuindo a capacidade de se ligarem aos receptores do
complemento de células fagociticas, aumentando a fagocitose dessas. Além disso,
atua na solubilizagdo de imunocomplexos e no processo de hemocaterese (GORGANI
et al., 2008). O C3c é capaz de contribuir com a liberagao de neutrdéfilos pela medula
o6ssea (HONCZARENKO et al., 2005).

Irie et al. (1974) relataram que as células tumorais apresentam-se recobertas
de proteinas do sistema complemento. Este fato implica tanto no reconhecimento
destas células pelo sistema imune, quanto no mecanismo de resisténcia a resposta
imunoldgica do hospedeiro. Cechim, (2012) relata que a adaptagdao das células
neoplasicas aos mecanismos de resposta inata, representa o escape inicial e eficaz a

resposta imune antitumoral.

2.2.10 Apolipoproteina A1(ApoA-1)

A ApoA1 faz parte da familia das apolipoproteinas e é o principal constituinte
protéico estrutural da lipoproteina de alta densidade (HDL). Desempenha importante
papel na protecao contra doencas cardiovasculares, no transporte do colesterol, na

imunidade, no combate a infeccbes virais e bacterianas. Possui ainda efeito



30

anticoagulante e antiagregacgéo plaquetaria, que potencializa o efeito cardioprotetor
desta proteina (MANGARAJ et al., 2016).

A acgao antitumoral da ApoA-1 é relatada por Gao et al. (2011). Segundo este
autor, esta PFA atua inibindo a formagdo de vasos tumorais e induzindo um
microambiente que é capaz de impedir a progressao tumoral. Em camundongos, a
ApoA-1 injetada expressou redug¢ao no tamanho dos tumores palpaveis e metastase
ja desenvolvidas, além de modular o sistema imunoldgico do animal (NEALE, 2013).

Segundo Mangaraj et al. (2016), recentemente foi descrita a participacao
antitumoral desta PFA em varios modelos de céncer de pulmao, cancer de ovario,
leucemia linfoblastica e melanoma, porém, eles destacam que a eficiéncia da

Apolipoproteina A1 no setor oncoldgico necessita de mais estudos experimentais.

2.3 Eletroforese de proteinas séricas

Em medicina e medicina veterinaria, a eletroforese das proteinas séricas € uma
ferramenta com grande potencial prognéstico, sendo realizada ha mais de 40 anos. E
considerado um método de identificacdo de diversas proteinas em diferentes tipos de
amostras. Embora n&do seja muito utilizada para diagndstico de uma determinada
enfermidade, é considerada um excelente método na detecgdo de processos
inflamatorios de carater agudo e cronico e mais de 200 proteinas ja foram identificadas
por essa técnica (ALPER et al., 1974; ECKERSALL, 2008; CRAY et al., 2009).

A técnica de eletroforese de proteinas consiste na deposicdo de diversos
materiais bioldgicos (previamente preparados) como soro, plasma, urina ou liquor em
uma malha de gel fino, que pode ser de agarose ou acrilamida. Corrente elétrica é
aplicada, o que culmina com a migracao das proteinas pelo gel, de acordo com sua
carga e tamanho. O movimento destas proteinas gera bandas que podem ser
quantificadas por densitometria (CALAZANS et al., 2009).

Apesar da existéncia de kits comerciais baseados em ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) disponiveis no mercado objetivando mensurar de maneira
rapida e pratica as PFA’s, estes s6 permitem a identificacdo de proteinas especificas,
tais como a ASA, PCR e Haptoglobina e sdo métodos caros (JAIN, et al., 2011).

A eletroforese tem como vantagem ser um método barato, que requer poucos
microlitros da amostra a ser analisada, o resultado fica disponivel em algumas horas

e podem ser realizadas varias amostras ao mesmo tempo (CRAY et al., 2009).
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Schmidt et al. (2011) utilizaram o método de separagdo das proteinas por
eletroforese em gel de poliacrilamina contendo dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE),
em cadelas que foram submetidas ao procedimento de OH. Em seus estudos,
observaram que houve redugdo na concentracdo de ceruloplasmina, apds o
procedimento cirurgico. Ja Alves et al. (2010) também se beneficiaram da técnica de
SDS-PAGE ao identificarem 29 proteinas no proteinograma sérico de gatas que
também foram submetidas a OH, mas elas foram divididas em dois grupos distintos;
aquelas que passaram por videolaparoscopia e as que foram ovariohisterectomizadas
com a técnica cirurgica convencional. Os autores observaram elevagcéo de
ceruloplasmina, haptoglobina e alfa-1-glicoproteina acida nas gatas que passaram por

procedimento convencional.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o proteinograma sérico por meio da eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) em cadelas higidas e diagnosticadas com neoplasia
mamaria e relacionar as proteinas encontradas com o estadiamento histopatoldgico
dos tumores, objetivando compreender o papel dessas proteinas envolvidas no

processo da doenca.

3.2 Objetivos especificos

o Identificar e quantificar as proteinas séricas em cadelas que
apresentaram tumor de mama e as higidas.

o Avaliar os parametros hematoldgicos, bioquimicos séricos (ureia,
creatinina, ALT, AST, FA, proteina total e fragdes), e histopatoldgicos destes animais.

o Verificar a relagdo entre as proteinas séricas e o grau histopatolégico

das fémeas com neoplasia mamaria.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Comissao de ética

O presente trabalho bem como o seu delineamento experimental foi submetido
a Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV e aprovado sob o n° 64/2018
(anexo |) e posteriormente registrado na Pré Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduagéao
sob o numero 196002. Para a realizagao deste estudo experimental foram seguidas
todas as Normas de Condutas para o Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensao
do Departamento de Veterinaria (DVT) da Universidade Federal de Vigosa (UFV)

vigentes.

4.2 Os animais

Para a realizagao deste estudo, foram utilizadas 69 amostras de sangue de
cadelas com idade e ragas aleatorias, em dois momentos de coleta, diagnosticadas
com neoplasia mamaria, com ou sem comorbidades associadas, e atendidas no
Hospital Veterinario da UFV (HVT- UFV), além de 15 amostras de fémeas higidas, em
dois momentos de coleta, que buscaram o atendimento no HVT-UFV para a cirurgia
de OH eletiva. Para a coleta do sangue destes animais, os tutores assinaram o termo

de consentimento (anexo ).

4.3 Delineamento experimental

O estudo foi composto por cadelas atendidas no Hospital Veterinario da UFV,
nos anos de 2018 e 2019, que foram diagnosticadas com neoplasias mamarias e
também por aquelas fémeas caninas higidas que passaram pelo procedimento de
ovariohisterectomia eletiva.

Todos os animais passaram por consulta prévia realizada por médicos
veterinarios residentes da UFV, onde foram avaliados clinicamente e amostras de
sangue foram avaliadas laboratorialmente (hemograma completo, ureia, creatinina,
ALT, AST, FA, proteina total, albumina e globulina). Para os animais que
apresentavam nodulagbes palpaveis em regido mamaria, foi preeenchida uma ficha
oncoldgica pelo residente e o animal foi estadiado conforme classificagdo TNM. Para
isso, as fémeas passaram por avaliacdo radiografica da regido toracica (trés
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projecdes: lateral direita, lateral esquerda e ventro dorsal) objetivando a pesquisa de
metastases pulmonares. Apos ser tragado o risco anestésico e cirurgico, essas
fémeas foram encaminhadas para a realizagdo de mastectomia, conforme a técnica
estabelecida pelo cirurgido responsavel do dia, ou OH, no caso das cadelas higidas.

No dia do procedimento cirurgico, os animais e seus tutores foram recebidos
pelo médico veterinario residente anestesista. Neste momento, assinaram o termo de
esclarecimento sobre os riscos anestésicos e cirurgicos do procedimento a qual seus
animais seriam submetidos. Assinaram também, apds esclarecimentos sobre este
projeto, o termo de livre consentimento, autorizando que fosse coletado uma amostra
de sangue antes da cirurgia e 10 dias depois, no momento da retirada dos pontos
cirurgicos.

Esta coleta foi realizada no momento que antecedeu a entrada do animal ao
bloco cirurgico, na sala de preparagéo da referida instituicdo de ensino, acima citada.
Para a venopungédo, todos os animais foram devidamente contidos, objetivando
minimizar os riscos aos profissionais envolvidos. Foi realizada a antissepsia e
procedeu-se a venopungao da jugular, cefalica ou safena, utilizando seringa e agulhas
descartaveis. O sangue coletado foi transferida para tubos de 4 mL contendo EDTA
10% e para tubos de 4 mL sem nenhum adicional ao frasco e encaminhados ao
Laboratério de Analises Clinicas da UFV. As amostras de sangue sem EDTA, apés a
coagulagao completa, foram centrifugadas a 3000 rotagdes por minuto (rpm), durante
10 minutos. Em seguida, aliquotas de soro foram separadas e congeladas a -20°C
para posterior analises bioquimicas e eletroforéticas.

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais: grupo controle (GC)
composto por cadelas higidas; grupo 1 (G1) composto por animais que apresentaram
apenas neoplasia, sem nenhuma comorbidade associada; grupo 2 (G2), composto por
animais com neoplasia e que possuem alguma comorbidade associada. Para todos
0s grupos experimentais, a coleta do sangue foi realizada em dois momentos distintos;
o primeiro (M0) foi imediatamente antes do animal entrar no bloco cirdrgico para ser
submetido ao procedimento de mastectomia ou OH; e o segundo momento (M1) foi
realizado 10 dias depois do procedimento cirurgico, durante a retirada dos pontos que

compuseram a dermorrafia.



35

4.4 Analises laboratoriais

4.4.1 Hemograma

Para a realizagdo do hemograma, foi utilizado o contador automatico de células
(URIT 300®) e a contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada pelo método manual,
apos realizagao de esfregago sanguineo, com uso de coloragao tipo Romanowsky e
posterior leitura no microscopio 6tico. O processamento das amostras ocorreram no

Laboratdrio de Patologia Clinica Veterinaria da UFV.

4.4.2 Analises bioquimicas

Os parametros bioquimicos séricos (uréia, creatinina, alanina aminotranferase
(ALT) aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA), proteina total (PT),
albumina e globulina), foram obtidos através da espectofotometria em analisador

bioquimico automatico (HumaStar 300®) utilizando reagentes comerciais especificos.

4.4.3 Analise radiografica

Visando o estadiamento clinico, todas as cadelas que foram acometidas por
neoplasias mamarias passaram por procedimento de radiografia toracica em trés
projecoes (lateral direita, lateral esquerda e ventrodorsal), com os devidos valores de
KV e mAs previamente calculados de acordo com o tamanho do animal, objetivando

pesquisa de metastases pulmonares visiveis e avaliacdo de estruturas toracicas.

4.4 .4 Histopatologia

Logo apds o procedimento cirurgico, as nodulagdes coletadas das mamas das
cadelas foram identificadas, acondicionadas e fixadas em solu¢cdo de formol 10%.
Sendo posteriormente encaminhadas ao Laboratério de Patologia da UFV, onde
passaram pelo processamento de desidratacao, diafanizagao e inclusdo em parafina,
emblocamento, microtomia, coloragdo (hematoxilina e eosina), € montagem das
laminas com resina.

A leitura destas laminas e o laudo histopatolégico foram realizadas por dois
patologistas experientes.



36

4.4.5 Obtencgao das proteinas totais

A obtencdo das concentragdes das proteinas totais no soro das cadelas foi
definido através do método de Biureto, utilizando reagentes comerciais especificos. A

leitura foi realizada no espectofotdmetro automatico.

4.4.6 Eletroforese de proteinas séricas em gel de poliacrilamida contendo
dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE)

Objetivando o fracionamento dos diferentes constituintes protéicos do soro, foi
realizada corrida eletroforética, utilizando o sistema vertical de eletroforese
(PROTEAN Il XI - VERTICAL ELETROPHORESIS CELLS® BIO-RAD) com amostras
de soro previamente descongeladas, em gel de poliacrilamida contendo dodecilsulfato
de sodio (SDS-PAGE), de acordo com a técnica descrita por Laemmli (1970)
modificada.

Neste estudo foi utilizado o gel de empilhamento a 4% e gel de separagao a
10%. No preparo das amostras e fracionamento das proteinas, foram adicionados em
um frasco epperdorf 10 uL de soro de cada amostra, outro frasco contendo 10 uL soro
controle (proteinas identificadas por MALDI-TOF) e outro eppendorf contendo 10 L
albumina sérica bovina (BSA). Para cada amostra, foram ainda adicionados 30 uL de
tampao-fosfato (PBS) e 20 yL de gel mix. Em outro frasco foi adicionado 25uL do
marcador de peso molecular (Broad Range, Bio-Rad® 6,5 — 200KD). Esta mistura foi
homogeinezada e aquecida sobre agua em ebulicdo por 10 minutos e posteriormente
centrifugada a 1800rpm, por 1 minuto. Uma aliquota de 10uL de cada amostra foi
colocada em fossos pré-estabelecidos no gel de separagao. Apos, o conjunto da cuba
foi submetido a corrente elétrica inicial de 100 V. Cerca de 30 minutos do inicio da
corrida, a voltagem foi aumentada para 150 V e depois de mais 30 minutos, houve
um novo aumento, para 200V, permanecendo nesta voltagem até o final da corrida,
que tinha duragao aproximada de 6h.

Imediatamente apds o término da corrida, a fonte elétrica foi desligada e o gel
retirado da placa. O mesmo foi transferido cuidadosamente para um pote de plastico
e nele, foi adicionado solugao de azul de Coomassie 0,2% sob agitagao horizontal
constante para uma coloragéo uniforme, por 1h. Em seguida, o corante foi retirado e
o gel foi submerso em solucéo descorante a base de metanol para retirar o excesso

de corante e melhor nitidez das bandas, por 12hs, sempre mantido em agitagao
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constante. Apéds, ele foi transferido para solucdo de acido acético 5%, onde
permaneceu por 16hs.

Para a determinacdo dos pesos moleculares e as concentragdes das fragcoes
protéicas, os géis foram escaneados e as imagens submetidas ao programa de
densitometria computadorizada (Software Lablmage 1D, Loccus®). Para o calculo do
peso molecular serdo utilizados marcadores de pesos moleculares de 116, 66.2, 45,
35, 25, 18.4 e 14.4kDa, além do um soro controle que foi previamente submetido a
espectometria de massas (MALDI-TOF) para identificagdo das proteinas nele
presente. Visando a avaliagao densitométrica das bandas protéicas, confeccionaram-

se curvas de referéncia a partir da leitura do marcador padrao.

4.4.7 Digestao enzimatica das bandas no gel e preparo da amostra para analise por

espectrometria de massas

Para realizar a digestdo enzimatica, um gel foi preparado utilizando soro de
caes. Apo6s a corrida eletroforética por SDS-PAGE, houve separagao das proteinas
caninas e as bandas mais evidentes foram excisadas, picotadas em pequenas partes
com o auxilio de uma lamina de bisturi e transferidas para um eppendorf. Este
processo foi feito para cada banda individualmente. Posteriormente, foi adicionado
tripsina pancreatica suina (TPCK), referéncia T-6567 Sigma Aldrich, EUA, indicada
para utilizagdo em protebmica.

A técnica de digestado das proteinas caninas foi realizada conforme descrita por
Shevchenko et al. (2007), com solugao de tripsina na concentragao de 25 ng/uL, da
qual foram adicionados 40uL em cada amostra. Com o término do processo de digestao,
os peptideos tripticos de cada eppendorf foram secos com o auxilio de uma centrifuga

a vacuo, modelo AG-22331 (Eppendorf, Alemanha). Apds, foram ressuspendidos em

10uL de solugado de acido trifluoracético 0,1%e dessalinizado em ZipTip®(MiIIipore,
USA), os quais foram eluidos em 3 pL de acetonitrila 50 %, acidificada com acido
trifluoracético 0,1 %. Foram aplicados 1 uL da solug¢ao de peptideo eluido com 1uL de
matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico—HCCA (Bruker Daltonics, Alemanha), a qual
foi solubilizada na mesma solugao de eluicido dos peptideos, na concentracao de 10
mg/mL. A calibracdo do método de analise MS1 foi realizada por peptideos padrées
(Peptide Calibration Standard Il) (Bruker Daltonics, Alemanha), aplicados junto com a

matriz nas mesmas condigdes.
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4.4.8 Aquisicao de espectros de massas de MS e MS/MS por MALDI TOF/TOF

Logo apos as amostras passarem pelo processo de secagem, os espectros de
MS1 e MS2 foram adquiridos em espectrometro MALDI-TOF/TOF, modelo Ultraflex Il
(BrukerDaltonics). Objetivando a obteng¢do dos dados de MS1, foi utiliza do o modo
refletivo e positivo,comum intervalo de deteccédo de 500-3400Da. Ja para a realizagao
de MS2, usando o método LIFT no modo positivo, foram selecionados os ions com
maior intensidade em relagao a razao massa carga (m/z).

Os dados obtidos foram gerenciados pelo software Flex control, versao 3.3
(Bruker Daltonics, Alemanha), sendo os espectros gerados das analises MS1 e MS2
processados com o auxilio do aplicativo Flex Analysis, versédo 3.3 (Bruker Daltonics,
Alemanha). As listas de picos de MS2 foram fornecidas no formato mascot generic
format (mgf) pelo aplicativo BioTools, versao 3.2 (Bruker Daltonics, Alemanha).

A identificacdo das proteinas caninas foram confirmadas com o Software
BioTools versédo 3.2 (Bruker Daltonics) e Mascot Daemon (Matriz Science, Londres,
Reino Unido) contra a base de dados de proteinas para a subespécie Canis lupus

familiaris obtida do banco de dados Uniprot (http://www.uniprot.org).

4.4.9 |dentificacdo das proteinas

As listas de massas obtidas foram confrontadas contra os bancos de dados de
proteinas dos taxons Canis lupus familiaris (download em 17/09/2018, com 29.589
entradas) ambos depositados no UNIPROT, utilizando o aplicativo MASCOT, versao
2.4.0 (Matrix Science, London, UK). Os parametros usados para a pesquisa foram:
digestdo enzimatica pela tripsina com uma clivagem perdida ;permitindo uma
tolerancia de erro para o ion parental de 0,2 Da e para os fragmentos de 0,5 Da;
carbamido metilagao da cisteina como modificacao fixa e oxidacdo da metionina como
modificagao variavel.

O resultado gerados pelo MASCOT foi validado estatisticamente pelo aplicativo
SCAFFOLD, versao 3.6.4 (Proteome Software INc, Portland, OR). Com o intuito de
validacao dos peptideos identificados, foi aplicado o algoritmo Peptide Prophet e para
as proteinas o algoritmo Protein Prophet. Como critério de aceitacdo foram adotados

os parametros com o minimo de 90% de probabilidade para a identificacéo, tanto das


http://www.uniprot.org/
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proteinas quanto dos peptideos, com a presencga de pelo menos um peptideo unico
para cada proteina identificada.

As proteinas caninas que foram identificadas pelo MASCOT e validadas pelo
SCAFFOLD, denominadas como “Uncharacterized” foram analisadas usando outro
software, o BLAST (Basic LocalAlignmentSearchTool), versdo 2.4.0. Desta maneira
foi possivel identificar quais as proteinas depositadas no banco de dados protein non-
redundant (nr) do NCBI apresentaram maior identidade com as sequéncias das
proteinas “Uncharacterized”.

Os processamentos de todas as amostras desta etapa ocorreram no Nucleo de

Biomoléculas (NuBioMol), localizado na UFV.

5. ANALISE ESTATITICA

Os resultados estdo expressos em média, com respectivo desvio-padrao e/ou
em mediana, com valor maximo e minimo. A normalidade dos dados foi verificada pelo
Teste de Kolmogorov-Smirnov. Os resultados que se apresentarem dentro da
normalidade foram avaliados por analise de variancia (ANOVA). Em seguida foi
aplicado o teste paramétrico post hoc de Tukey quando necessario, com o objetivo de
determinar diferencgas significativas para cada momento de amostragem. Casos onde
nao tenha sido verificada normalidade, foi realizado o teste ndo paramétrico de
Friedman. Um valor de p<0,05 sera considerado significativo. Foi empregado o pacote
estatistico Minitab® (2019).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foram avaliados 67 animais e um total de 84 amostras de
sangue de cadelas com idades e ragas variadas, higidas e com tumoragdes mamarias,
em dois momentos de coleta. Destas, 56 cadelas foram diagnosticadas com
neoplasias mamarias e 11 eram higidas (GC). Das fémeas caninas acometidas por
cancer de mama, 36 apresentavam apenas a neoplasia mamaria (G1) e 20
apresentavam alguma comorbidade associada (G2), conforme demostrado no anexo
[l

Hemograma e parametros bioquimicos séricos de triagem pré operatéria de
todos os animais foram avaliados e observou-se diferencas estatisticas em parte dos
paréametros do hemograma e os grupos e entre os momentos que compde este estudo
(tabela 5).

Tabela 5. Média e desvio-padrao dos parametros do hemograma e bioquimica sérica

GC (n=11) G1 (n=36) G2 (n=20)
Parametros Mo Mo MO
(m“ﬁ?fsc/i:\;s) 6,1+0,86 5,55+1,38 5,59+1,3
Hemoglobina ( g/dl) 13,83+2,12 12,57+2,96 12,95+3,04
VG (%) 40,77+6,14 37,15+8,47 37,52+8,93
Proteina Total 7,27+0,83 7,43+0,78 7,47+0,74
VCM (fl) 66,81+3,82 66,80+4,49 67,17+3,64
HGM (pq) 22,62+1,82 22,93+2,27 22,98+1,42
CHCM (g/dI) 34,32+1,98 34,04+1,62 35,96+8,47
Plaquetas 217,64+103,26 260,91+103,80 320,75+193,26
(x103/mm?)
Leucécitos (/mm?) 10590,91+2660,62 10886,96+7185,36 14400+11078,52

Neutréfilos 7944+2372,57 8169,00+6861,49 11476,60+10111,96
Linfocitos 1852,28+942,00 1553,30+814,96 1422,80+587,32
Monécitos 253,82+201,93 403,96+296,75 596,75+642,50
Eosindfilos 506,18+482,58 480,00+485,86 555,95+420,70
Bastonete 150,09+213,36% 179,87+368,258 344,05+599,098
Baséfilo 0,0+0,08 30,22+ 107,358 150,09 + 213,367
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Uréia 36,99+14,00 31,69+17,56 42,83+21,29
Creatinina 0,99+0,27 0,94+0,4 1,01+0,37
ALT 57,36+35,45 46,41+18,85 79,20+174,73
AST 64,09+46,88 49,70+9,69 49,73+26,26
FA 119,38+88,85 170,59+144,39 258,16+336,34
Proteina total(g/dl) 6,77+0,66 10,11+14,62 6,84+0,79
Albumina (mg/dl) 4,01+1,61 2,88+0,47 2,63+0,36
Globulina (mg/dl) 3,21+0,737 4,11+1,098 4,1+0,88
Relagao Albumina/ 1,1+0,33A 0,73+0,278 0,65+0,178

Globulina

Letras mailsculas e diferentes na mesma linha indicam diferenga de MO entre grupos

No organismo animal os tumores podem causar manifestagdes sistémicas que
nao se restringem ao local do cancer, dentre elas destacam-se as sindromes
paraneoplasicas. Estas sao caracterizadas por alteragdes clinicas que ocorrem em
locais distantes do tumor primario ou de suas metastases. Podem estar asssociados
a liberacéo de fatores de crescimento, citocinas, hormonios e substancias vasoativas,
alterando a fisiologia em diferentes locais. As manifestacdes clinicas e laboratoriais
nos animais consistem, de maneira geral, em hipercalcemia, caquexia, coagulagao
intravascular disseminada (CID), anemia, hipoglicemia, trombocitopenia e leucocitose
neutrofilica (DUDA et al., 2017).

Alteragdes laboratoriais de origem paraneoplasica podem ser identificadas em
diversos tipos de cancer em céaes, porém, sdo escassos 0s estudos que as
correlacionam com o estadiamento tumoral em cadelas acometidas por neoplasias
mamarias (DUDA et al., 2017).

Segundo Bergman et al. (2013) a anemia n&o regenerativa leve a moderada,
normocitica e normocrémica em caes € um dos sinais clinicos paraneoplasicos mais
frequentes. Seu mecanismo de acao esta associado a liberagao de citocinas, como
IL-1 e TNF-a oriundo das células tumorais. Essas citocinas diminuem a meia vida dos
eritrécitos, sequestram o ferro e reduzem a liberacao de eritropoietina.

Silva et al. (2014) avaliaram 161 cadelas portadoras de neoplasias mamarias e
observaram que as principais alteracbes hematoldgicas foram anemia normocitica
normocrédmica e leucocitose neutrofilica, sendo mais frequentes nos estagios

avancados da doenga. Garrido et al. (2015) também observaram diminuigcdo do



42

volume globular e presenca de leucocitose neutrofilica em fémeas caninas com cancer
de mama. Esses dados diferem do presente trabalho pois ndo houve diferenca
estatistica nos valores de hematdcrito e leucdcitos totais, mas notou-se aumento
significativo nos valores absolutos médios de bastonetes e basdfilos do grupo G1 e
G2, quando comparados ao grupo controle, conforme mostra a tabela 5.

Anemia, aumento do numero de leucécitos e neutrofilos estdo relacionadas a
cronicidade e ao estadiamento clinico da doenga (SILVA et al.,, 2014). Em nosso
estudo, ndo foi possivel realizar a classificagdo TNM das fémeas com o intuito de
estadiar clinicamente, sendo realizado apenas o estadiamento histopatologico do
tumor. Desta maneira, podemos supor que as fémeas, mesmo aquelas com tumores
malignos, ndo se encontravam em estagios mais avangados do cancer, e por isso,
nao apresentavam caracteristicas de anemia cronica, também conhecida como
anemia da inflamagédo, comumente encontrada em pacientes caninos com cancer
(CHILDRESS, 2012).

Uma evidéncia que o processo inflamatério estava presente, seria a diferenca
observada nos niveis de bastonetes entre 0 G1 e G2, quando comparados aos do GC,
e associados a hiperglobulinemia. Os niveis foram maiores nos grupos com cancer e
comorbidades. Estes dados podem ser justificado pois cadelas que possuem
neoplasias mamarias apresentam neutrofilia que é atribuida a inflamacgao e necrose
tecidual, causados pela presenca do tumor na glandula mamaria. Caes que
apresentam tumores malignos possuem maior liberacdo de fatores de crescimento
hematopoiéticos, IL-1 e TNF-a causando aumento na producdo de neutrofilos
(CHILDRESS, 2012).

Os basdfilos sao células produzidos na medula éssea e sua presenca € rara
na circulagdo sanguinea dos caes. Possuem histamina e heparina, que
desempenham papel nas reagdes de hipersensibilidade e agdo anticoagulante em
animais que apresentam processos inflamatérios (COELHO, 2016).

A basofilia pode estar associada a eosinofilia (JAIN, 1993). Duda et al. (2017)
observaram em seus estudos a incidéncia de 33,3% de eosinofilia nos animais com
tumor de mama, sem aumento na concentracado de basofilos, pois este € um achado
incomum em pacientes oncoldgicos. Quando observado, geralmente esta associado
a tumores de mastécitos (CHILDRESS, 2012), pois compartilham a mesma célula
progenitora (COELHO, 2016). Nao ha relatos sobre sua atuacéo no tumor de mama,

portanto mais estudos sobre a influéncia destas células e sua relacdo com o cancer,
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S&0 necessarios.

Alteracdes nos valores de proteinas plasmaticas sdo achados comuns em
pacientes acometidos por cancer, sendo o aumento nos niveis de globulina resultado
de um processo inflamatério (CHILDRESS, 2012).

A hiperglobulinemia observada nos grupos G1 e G2 em relagdo GC, como
exemplificado na tabela 5, pode ser justificada pois a elevagdo destas proteinas sao
achados comuns em doengas que cursam com inflamagao sistémica aguda ou
cronica, de diversas etiologias, além de representarem uma resposta de fase aguda
que esta ocorrendo no animal (ECKERSALL, 2008). Segundo Zhang et al. (2016)
niveis aumentados de globulina tem potencial para servirem como marcadores de
resposta crénica a inflamacao e reflete uma exposicdo de maneira cumulativa de
varias citocinas pro-inflamatérias.

Foi relatada em caes acometidos por plasmocitoma, linfoma, leucemia
linfocitica e mieloma multiplo (OLIVEIRA et al., 2013). No que diz respeito ao cancer
de mama, Bernardi et al. (2013) evidenciaram aumento nos niveis de globulina em
uma cadela que apresentava osteopatia hipertrofica associada a metastase
intratoracica de carcinoma mamario.

Lallo et al. (2016) observaram que a hiperglobulinemia foi uma alteragao
hematoldgica presente em seus estudos, que era composto por 246 cadelas com
neoplasias mamarias e objetivava tragcar o perfil hematolégico das mesmas, o que
corrobora com 0s nossos resultados.

A relagdo albumina/globulina (A/G) pode ser utilizada como indicador
prognoéstico em pacientes com cancer de es6fago, sendo que individuos com menor
relacdo A/G apresentaram menor sobrevida (ZHANG et al., 2016).

Em nosso trabalho, notou-se diminuigdo da A/G nos grupos G1 e G2 quando
confrontamos os valores com o GC. Lallo et al. (2016) encontraram resultados
semelhantes ao nosso estudo, notando a diminuicdo desta relacdo em cadelas com
cancer de mama maligno.

Em relagdo aos animais avaliados e as proteinas identificadas pela eletroforese
(figura 2), notou-se diferencga estatistica entre os grupos e entre os momentos de cada
grupo, relacionada as seguintes proteinas: complemento C3, albumina, transferrina,
alfa-1-glicoproteina acida, apolipoproteina A1 e haptoglobina (figura 3), conforme

demostrado nas tabelas 6 e 7.



Figura 2. Tragcado eletroforético das proteinas séricas de cadelas com neoplasia mamaria e evidenciado o
marcador de peso molecular.

Fonte: Acervo pessoal, 2019
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Figura 3. Eletroforese das proteinas séricas. Durante a eletroforese, as bandas das proteinas se
diferenciaram, geraram picos e valores de pesos moleculares que foram identificados e nominados. 1-
complemento C3; 2- Transferrina; 3- albumina; 4- Alfa-1-antitripsina; 5- cadeia pesada da IgG; 6-
Apolipoproteina A4; 7- Haptoglobina; 8- Glicoproteina acida; 9- Cadeia leve da IgG; 10- pentaxina; 11-
Apolipoproteina A1.

Fonte: Acervo pessoal, 2019.
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Tabela 6. Concentragao expressa em mediana, valor maximo e minimo das proteinas séricas em

cadelas acometidas por neoplasias mamarias e pelo grupo controle.

GC (n=11) G1 (n=36) G2 (n=20)
PROTEINA (mg/dL) MO MO MO
Proteina total 6900 7200 6700

(6000-8400)

(6200-9600)

(6200-9200)

Complemento C3

104,68 32,208 32,498
(116,99 kDa) (0-623,66) (0-858,33) (0-133,25)
Transferrina 538,65 52784 508,60

(82,80 kDa)

(333,16-1520,68)

(229,20-1045,18)

(272-29-1538,11)

Albumina
(65,46 kDa)

3500°
(2700-8700)

28758
(2100-3800)

2700¢
(1700-3300)

a 1 Antitripsina
(55,68 kDa)

345,95
(210,76-947,92)

315,76
(76,45-836,25)

344,56
(131,6-869,23)

Apolipoproteina

A4 54,47 87,69 81,58
(0-803,08) (0-855,43) (0-377,32)
(40,76 kDa)
lgG 2195,52 2543,03 2131,07
(50,12 e 28,77 kDa) (732,47-2538,71) (228-2329,55) (441,93-2575,07)
Pentaxina 0 0 0
(25,79 kDa) (0-0) (0-727,56) (0-639,54)
Haptoglobina 240,01 286,30 342,48
(36,25 kDa) (0-1476,64) (36,14-1156,27) (197,67-1016,90)
Apolipoproteina 1042,57A 623,728 549,268

A1
(22,41kDa)

(896,77-1846,68)

(127,75-1622,92)

(99,95-3188,43)

Glicoproteina
acida
(33,96kDa)

291,664
(0-820,34)

83,578
(0-379,16)

64,418
(0-355,87)

Letras mailsculas e diferentes na mesma linha indicam diferenca de MO entre grupos

No que diz respeito ao complemento C3, os valores foram significativamente

menores no momento MO do G1 e no M0 do G2, quando comparados ao MO do GC.

Nao € inédito o papel do complemento na permeabilizacdo das barreiras

epiteliais, como nos epitélios renais e pulmonares. Além disso, ha relatos da

permeabilizacédo do epitélio do plexo cordide, no contexto de metastase em humanos
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(BOIRE et al., 2017). Boire et al. (2017) relataram a importancia do complemento C3
em metastase de tumor de mama e pulmdo em humanos, para o liquido
cefaloraquidiano (LCR). Os autores observaram que o C3 interrompe a barreira
hematoencefalica do LCR, permitindo a passagem de componentes, incluindo fatores
de crescimento. Desta maneira, ha modificagdo da composic¢ao inicial deste liquido, o
que permite o desenvolvimento de células cancerigenas. Uma vez instalado o cancer,
as células metastaticas leptomeningeas crescem no LCR e passam a secretar o
complemento C3.

Neste mesmo estudo, os autores comprovaram por imunohistoquimica, que em
mulheres acometidas por cancer de mama, ha expressao elevada de C3 e que este
correlacionou-se com o desenvolvimento de metastase leptomeningea clinicamente
aparente. Este fato diverge do presente estudo, onde os valores encontrados em
cadelas acometidas por cancer de mama, associados ou ndo a diferentes
comorbidades, foram significamente mais baixos do que aquelas que ndo possuiam a
enfermidade.

Cechim (2010) relata que as células tumorais ficam frequentemente recobertas
por proteinas do sistema complemento e isto € observado em diversos tipos
histolégicos de tumor. Markiewsi et al. (2009) relatam presencga destas proteinas,
como as do complexo terminas C5b-9, na superficie das células de cancer de mama
em humanos e no carcinoma papilifero da tireoide. Também houve ativacdo do
complemento em pacientes com carcinoma colorretal e no liquido ascitico de mulheres
acometidas por carcinoma de ovario.

Esta caracteristica seria uma das responsaveis pela resisténcia destas células
a reposta imune. Embora a deficiéncia sérica dos niveis de C3 ndo seja algo
comumente observado nos pacientes oncolégicos (CECHIM, 2010), pode-se dizer que
em nossos resultados, os niveis menores encontrados em cadelas acometidas por
neoplasias mamarias, antes do procedimento cirurgico, seria atribuido a deposi¢ao do
complemento sobre as células tumorais, conforme foi relatado por Irie et al. (1974).

Mariewski et al.(2009) relatam que a ativagao do complemento € associada a
deposicdo das proteinas do complemento na superficies celulares microbianas ou em
outras que necessitam de interferéncia imunoldgica. Em nosso trabalho foi observado
diminuigdo significativa nas concentragbes do complemento C3 em cadelas
acometidas por cancer de mama, quando este estava correlacionado a alguma

comorbidade. Diversas foram as doengas associadas, tanto de carater agudo, crénico
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ou neoplasico. Uma excessiva ativagao do sistema complemento juntamente com a
alta deposigao das proteinas na superficie das células, poderiam justificar o nosso
achado de baixas concentragdes dessa proteina no soro destas cadelas.

No que diz respeito aos valores de albumina, os nossos resultados foram
significativamente diferentes no MO do GC em relagdo ao MO do G1; no MO do GC em
relagdo ao MO do G2 e por fim, no MO do G2 quando comparamos ao M0 do G1.

Sabe-se que a albumina é uma das principais PFA’s negativas em caes.
Durante a resposta de fase aguda, sua concentracdo sanguinea diminui em 25% e
esta queda pode ocorrer de maneira abrupta, em aproximadamente 24h, ou gradativa,
levando dias (ECKERSALL,2008). Segundo Battisti et al. (2013), os niveis de
albumina tendem a diminuir nos animais com cancer de mama, gragas a estimulagao
dos tecidos, pelo tumor. Desta maneira, pode-se justificar o aumento encontrado no
MO do grupo controle quando comparado ao MO das fémeas caninas que possuiam
apenas a tumoragdo mamaria, ou com alguma comorbidade inflamatéria associada.

Quando confrontamos os resultados encontrados no MO dos animais que
possuiam comorbidade associada ao cancer de mama com aqueles que possuiam
apenas o tumor, notou-se uma diminui¢ao significativa nas fémeas que tinham doencga
associada. Tecles et al. (2009) avaliaram as concentragdes seéricas das PFA’s em
cadelas portadores de cancer de mama em diferentes estagios. Os autores
observaram que a concentragdo sérica da albumina diminuiu nas fémeas que
apresentavam metastase. Este resultado poderia ser explicado pois os animais
apresentariam uma estimulacdo e demanda maior de PFA, assim como aqueles que
possuem associados a condicdo neoplasica alguma enfermidade inflamatoria,
conforme os animais do G1 e G2. Por ser uma proteina negativa, € esperado que seus
valores diminuam conforme o estimulo progrida.

Outra possibilidade se daria através de mecanismos compensatoérios. Reacdes
inflamatdrias peritumorais levam a ativagdo de macrofagos e liberagado de citocinas
pré-inflamatérias, que causariam diminuigao da sintese de albumina e promoveria a
producao de outras PFAs, como a PCR e a haptoglobina, que se apresentaram
elevadas em cadelas com cancer de mama (BATTISTI et al., 2013). Juntamente, ha
aumento da permeabilidade vascular, com consequente saida para o espacgo
extravascular (PLANELLAS et al., 2009; BATTISTI et al., 2013). Desta maneira, as
concentracdes séricas destas proteinas estariam baixas no sangue dos animais,

corroborando com 0s nossos resultados.
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A alfa-1 glicoproteina acida € uma proteina de resposta moderada que se altera
devido a processos inflamatorios, aumentando a secrecdo de IL-1. Apresenta
propriedades imunomoduladoras e atua na cicatrizagdo dos tecidos (CERON et al.,
2005).

Em nosso trabalho os niveis da alfa 1 glicoproteina acida (AGP) aumentaram
significativamente no momento MO do controle, quando comparado ao momento MO
daquelas fémeas que possuiam apenas o tumor e aquelas que apresentavam tumor
com comorbidade. Cerdn et al. (2005) relatam que a AGP possui a capacidade de se
ligar a diversas drogas e agentes inespecificos, desta forma, ao se ligarem a
componentes infecciosos ou neoplasicos, a sua deteccdo no soro poderia estar
diminuida, o que coincide com os resultados encontrados no nosso estudo.

Thougaard et al. (1999) verificaram que as concentragdes séricas de AGP no
soro de cées que apresentavam neoplasias mamarias benignas e malignas né&o
apresentaram niveis mais altos quando comparados com os animais do grupo
controle. Este resultado é similar ao encontrado em nosso estudo, onde os animais
portadores de neoplasia e associados a comorbidades, apresentaram valores
estatisticamente menores do que os do grupo controle. Segundo Ceron et al. (2005)
a magnitude do seu aumento esta relacionada com o tipo de estimulagdo e o néo
aumento nos niveis de AGP em animais com cancer de mama, poderia estar
relacionado a baixa estimulacéo exercida pelas células tumorais no que diz respeito a
esta proteina.

Kogika et al. (2003) trabalharam em seus estudos com caes infectados com o
virus causador da parvovirose canina que apresentavam sinais clinicos de
gastroenterite hemorragica aguda. No trabalho, verificaram niveis aumentados de
AGP na circulagado sanguinea dos animais e o pico desta elevacao foi registrado cerca
de trés a quatro dias ap6s o inicio do processo inflamatério e se manteve elevado por
até 12 dias. Segundo o autor, esta PFA pode ser usada como parametro para
avaliagao de processos inflamatérios de carater agudo, porém, a neoplasia mamaria
possui carater crénico de estimulagao, ndao sendo observado seu aumento no grupo
doente.

Segundo Yuki et al. (2010), as concentragdes séricas desta proteina em
humanos pode diminuir em casos de insuficiéncia hepatica e desnutrigdo, gracas a
fatores que prejudicam sua sintese, além de nefropatias, devido a excre¢ao excessiva.

Em contraste, cadelas que possuem cancer de mama, geralmente se encontram em
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bom escore corporal (exceto no carcinoma inflamatorio mamario) e no presente
trabalho, ndo houve doengas hepaticas e renais que impactaram significativamente
nestes animais.

Hayashi et al. (2001) relataram que animais ovariohisterectomizados, os que
realizaram osteossintese ou cirurgia de gastrotomia percutanea mostraram valores de
AGP aumentados. Este resultado diverge dos encontrados no nosso estudo, pois no
momento pos-operatorio do grupo controle e dos animais doentes, nao houve
diferenga significativa (tabela 7), porém, os nossos valores pos cirurgicos foram
mensurados 10 dias apos o procedimento e ndo imediatamente apds o término da
cirurgia, como no trabalho supracitado.

A apolipoproteina A1 (ApoA1) é o principal constituinte protéico da High Density
Lipoproteins (HDL) e sua fungdo esta relacionada ao transporte do colesterol, o
retirando das células e transportando-o até o figado para excregdo. Seu papel no
cancer ainda necessita de mais investigagcdo, mas foram observados niveis
diminuidos desta lipoproteina no soro de pessoas com cancer de pancreas, gastrico
e de ovario (EHMANN et al., 2007; DIEPLINGER et al., 2009; LIN et al., 2017).

Existem evidéncias que a concentragao de lipideos no sangue e componentes
de lipoproteinas influenciam no risco de desenvolvimento de cancer de mama em
mulheres. Lin et al. (2017) compararam a presenga de ApoA1 no plasma de 299
mulheres acometidas por neoplasia mamaria e 200 saudaveis. Observaram que 0s
niveis desta proteina foram mais baixos em mulheres com cancer em relacdo as
saudaveis, e que estas mulheres eram mais propensas a terem linfonodos axilares
com metastase e em estagios mais avangados da doenca. Esses resultados
corroboram com os encontrados em nosso estudo, onde foi observado indices
maiores nas cadelas do grupo controle, quando comparada as que possuiam
nodulagdes mamarias associadas ou ndo a outras enfermidades. Notou-se também
que os niveis foram significativamente maiores no momento M1 das fémeas que
possuiam apenas tumor de mama, quando comparados ao MO, ou seja, antes da
cirurgia de mastectomia, conforme demostrado na tabela 7.

Estes resultados podem ser justificados pois a ApoA1 retarda o
desenvolvimento do tumor através de dois mecanismos distintos. Ela € capaz de inibir
a angiogénse associada ao tumor e também é responsavel pela reducéo na expressao
proteica da MMP9, que € responsavel pela degradacdo da matriz necessaria para a

metastase (BAUVOIS, 2012). Além disso, Lee et al. (2017) relatam que ao mensurar
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a quantidade de apolipoproteina A1 no tecido mamarios, observaram que 0s normais

secretavam maiores quantidades desta lipoproteina, desta maneira, € esperado que

os niveis desta PFA sejam maiores em animais saudaveis em relacdo ao grupo

doente.

Tabela 7. Concentragao expressa em mediana, valor maximo e minimo das proteinas séricas em

cadelas acometidas por neoplasias mamarias e pelo grupo controle.

GC (n=11) G1(n=36)
PROTEINA (mg/dL) Mo M1 Mo M1
) 6900 6500 7200 7000
Proteina total (6000-8400) (6400-6800) (9600-6200) (6600-9000)
Complemento C3 104,68 40,63 3220 6 118_’97024 )
(116,99 kDa) (0-623,66) (0-92,58) (0-858,33) ’ ,
Transferrina 538,65 595,01 527,842 726,040
(82,80 kDa) (333,16-1520,68) (461,69-855,34)  (229,20-1045,18)  (525,58-962,25)
. . 3400°
Albumina 2733 ?3(;00 3430 2133735800 (2900-3700)
(65,46 kDa) (2700-8700) (3300-3800) (2100-3800)

o 1 Antitripsina

345,95
(210,76-947,92)

368,02

315,76

446,42

(55,68 kDa) (190,82-406,92) (76,45-836,25) (253,4-564,08)
Apolipoproteina A4 54.47 365,22 87,69 119,40
(40,76 kDa) (0-803,08) (93,13-735,58) (0-855,43) (71,61-170,56)
IgG 2195,52 2149,95 2543,03 1181,06
(50,12 e 28,77 kDa) (732,47-2538,71) (930,23-1547,16) (228-2329,55) (716,11-2373,44)
Pentaxina 0 0 0 0
(25,79 kDa) (0-0) (0-0) (0-727,56) (0-0)
2 %k
(36,25 kDa) ’ ? (36,14-1156,27) (213,07-939,29)
. , 1042,57 955,57 .
Apolipoproteina A1 (896,77-1846.68) (933,26-1474,78) 623,72 1043,41°
(22,41kDa) (127,75-1622,92)  (627,95-1363,10)

Glicoproteina acida
(33,96kDa)

291,66
(0-820,34)

0
(0-205,52)

83,57
(0-379,16)

61,08
(0-193,81)

Letras minusculas e diferentes na mesma linha indicam diferenca entre MO e M1 de cada grupo
Asterisco(*) indicam diferenga entre os M1 dos grupos

No presente trabalho observou-se diminui¢cdo significativa nos valores de

albumina entre grupos e entre os momentos. Quando comparamos 0s momentos

antes da intervencéo cirurgica (MO) e ap6s o procedimento de mastectomia (M1) dos
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animais que possuiam apenas tumor de mama (G1), notou-se a diminuigdo na
concentracédo sérica no MO. Este fato pode ter ocorrido pois a presenga da massa
tumoral no tecido mamario gera um importante estimulo inflamatério que diminuiu
conforme a massa tumoral foi retirada, e por se tratar de uma PFA negativa, é
esperado que sua concentragao sérica seja menor no MO.

Segundo Zhang et al. (2016) a hipoalbuminemia observada em pacientes
oncologicos, ndo é apenas um indicador do estado nutricional do paciente, mas
também esta relacionada a inflamacgao cronica. Além disso, baixos valores de
albumina podem ser resultantes da supressédo imunologica por citocinas e, quando
associada com a hiperglobulinemia, indica uma maior resposta inflamatéria sistémica,
0 que estaria associada a um pior prognéstico.

Fleck et al. (1985) relataram que em pacientes humanos, foi observado no pos
cirurgico a saida da albumina para o espago extravascular aproximadamente sete
horas apos o procedimento. No presente trabalho, a avaliagdo pds cirurgica foi
realizada 10 dias apds a cirurgia, supondo que este poderia ser um dos indicios dos
nossos resultados encontrados no M1.

Por ser classificada como sendo uma PFA negativa, a transferrina (Trf) se
comportou de maneira semelhante a albumina no presente trabalho, apresentando
diminuicao significativa entre os momentos MO e M1 do grupo 1. Sabe-se que a Trf é
uma proteina responsavel pelo transporte de ferro plasmatico e seus valores
sanguineos podem decrescer diante de varios fatores, tais como anemia, infec¢des
cronicas, doengas hepaticas cronicas e neoplasias (GUERRA, 2008). Neste contexto,
pode-se justificar que em condigdes neoplasicas, como a dos animais do G1, e devido
a estimulagao inflamatéria que o tumor exerce na glandula mamaria, espera-se uma
diminuicao na concentragao da Trf no momento 0, ou seja, antes da retirada da massa
tumoral. Além disso, a ma ingestao de alimento é uma condigdo comum em pacientes
oncolégicos, o que contribuiria para a diminuicdo dos niveis encontrados, pois a
transferrina atua no controle da absorcao do ferro intestinal e sua distribuicao pelo
organismo animal, porém, nosso estudo nao avaliou o escore corporal dos animais.

A hepcidina é uma proteina de fase aguda produzida principalmente pelos
hepatdcitos. Em condigbes fisioldgicas € regulada pela concentragéo plasmatica de
ferro. Atua na regulagao da absorgao de ferro no duedeno, bem como sua liberacao
pelos macréfagos. Em situagdes patolégicas como infecgao e inflamacgao, ha liberagao

de citocinas, principalmente a IL-6, que sdo capazes de estimular a producado de
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hepcidina (GANZ, 2013). Portanto, altas concentragcdes desta proteina culminam com
dimunui¢do do ferro circulante. Ja baixas concentragdes resultam em aumento do
ferro (ANTUNES; CANZIANI, 2016). Nosso estudo n&o avaliou os niveis de hepcidina
nas cadelas, mas pode-se supor que por ela exercer influéncia no metabolismo do
ferro e por ter suas concentragcdes aumentadas diante de processos inflamatérios
crénicos, haveria uma diminui¢ao do ferro circulante, consequentemente, diminuigao
dos valores de transferrina em cadelas acometidas por cancer de mama, porém, em
medicina veterinaria os estudos sobre essa PFA em pacientes oncoldgicos sao
€sCassos.

A haptoglobina é considerada uma PFA moderada em cédes e tem sido usada
como biomarcador inespecifico da inflamagao (SCHMIDT et al., 2018).

Battisti et al. (2013) observaram em seus estudos valores aumentados da
haptoglobina em cadelas que possuiam neoplasia mamaria, independente se
histologicamente foram classificadas como maligna ou benigna, quando comparadas
ao grupo controle. De forma semelhante, Tecles et al. (2009) e Planellas et al. (2009)
também encontraram resultados similares, ou seja, observaram diferenca significativa
nos valores da Hp em fémeas com cancer de mama, porém, os niveis foram maiores
naquelas que possuiam tumores malignos. Estes achados poderiam ser justificados
pois a maior expressao de ciclooxigenase 2 (COX 2) no carcinoma mamario leva a
maior producao da PFA, através da estimulagao destes receptores, além da maior
necrose tecidual provocada pelos tumores malignos (BASTTITI et al., 2013; TECLES
et al., 2009; PLANELLAS et al., 2009).

Estes resultados diferiram do presente trabalho pois notou-se apenas diferencga
estatistica quando comparamos o momento pds-cirurgico do controle com o das
cadelas que apresentavam apenas o tumor (G1), sem nenhuma comorbidade
associada. No momento pré-cirurgico, ndo houve diferencga estatistica.

Algumas condigbes séo encontradas com frequéncia em cdes com neoplasias,
a hemolise € uma manifestagao comumente observada nestes animais. Cadelas com
carcinoma mamario podem apresentar anemia hemolitica microangiopaticas e
imunomediatas (DUDA et al., 2017). Neste contexto a ndo diferenca estatistica no
momento pré-operatério entre os grupos e entre os momentos pode ser atribuida a
hemdlise estimulada pelo tumor, através da secrecéo de citocinas como a IL-1, TNF-
a, causando a diminuigdo da haptoglobina, pois a mesma estaria ligada a

hemoglobina, formando um complexo protéico que sera retirado da circulagao
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sanguinea gracas a agcao do sistema mononuclear fagocitario, onde ocorrera a
reciclagem do ferro, pelo processo de hemocaterese (DUDA et al., 2017; VIEIRA et
al., 2013), equiparando seus valores com os animais do grupo controle. Segundo
Menegazzo (2014), a formacgao deste complexo é capaz de reduzir drasticamente as
concentragbes sanguineas de Hp. Desta maneira, podemos supor que mesmo nao
observando diferenca estatistica nos valores das células que compdem a linhagem
vermelha do sangue, pequenas concentragdes de hemoglobina livre ja foram
suficientes para diminuir os niveis desta PFA no soro das cadelas do nosso estudo.

E sabido que os niveis de Hp podem sofrer alteracdes frente ao trauma
cirurgico. Neste contexto, o pico observado tanto nos canideos como em humanos,
ocorre cerca de 120h apds a cirurgia, com posterior declineo gradual. Cadelas
ovariohisterectomizadas devido a piometra que nao tiveram alteragdes pos
operatorias, apresentaram niveis de Hp semelhantes ao pré cirurgico, ja aquelas que
apresentaram complicagdes, demonstraram elevagao na concentragao desta proteina
(CONNER et al., 1988; DABROWSKI et al., 2009). Serin e Ulutas (2010) observaram
que cadelas submetidas a OH tiveram aumento de sua concentragao cerca de 48h a
72h apos o procedimento. Ja Dabrowski et al.(2007) relataram este aumento apos 72h
e 120h da cirurgia, quando comparado aos valores pré cirurgicos.

De forma semelhante, Schimidt et al. (2018) avaliaram valores de Hp 24h, 48h
e 7 dias apos cadelas serem submetidas ao procedimento de OH usando a técnica
convencional e minimamente invasiva. Os valores de haptoglobina foram maiores 24h
e 48h apds, e retornaram a normalidade 7 dias depois. Estes dados foram diferentes
dos encontrados no presente trabalho que demonstrou aumento significativo 10 dias
apos a cirurgia de mastectomia. Pela Hp ser classificada como PFA moderada, este
aumento poderia estar relacionado a resposta inflamatdria acentuada, diante da
magnitude do procedimento cirurgico (Schmidt et al. 2018) e, portanto, houve maior
resposta no que diz respeito a intensidade inflamatéria.

Pela literatura, nota-se que o tempo de aumento desta PFA é muito variado e
depende de diversos fatores, como por exemplo, o tipo de procedimento cirargico além
da enfermidade relacionada, desta maneira, a investigagcdo de mais momentos seria

indicada.
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7. CONCLUSAO

Em nosso estudo o comportamento observado das proteinas foi variavel.
Alteragcdes importantes nas concentragdes de algumas proteinas, como as do
complemento C3, albumina, transferrina, alfa-1-glicoproteina acida, apolipoproteina A1
e haptoglobina nos animais do grupo que apresentavam tumor de mama e os que
tinham alguma comorbidade associada, indicam ter havido resposta de fase aguda
induzido pela doenga. Contudo, deve-se ressaltar que os animais utilizados neste
trabalho foram oriundos da rotina de atendimento do Hospital Veterinario da UFV e,
devido a isto, varios foram os momentos de evolucdo do quadro neoplasico, hdo sendo
possivel tracar com precisdo o inicio do processo inflamatorio. Desta maneira, a
avaliagao clinica e a coleta foram realizadas em diferentes momentos, o que poderia
refletir no comportamento das proteinas estudadas.

A albumina foi um importante marcador inflamatério quando comparamos os
grupos e os momentos trabalhados, porém, um ensaio com um numero maior de
momentos poés cirdrgicos seria necessario, objetivando tragar um perfil progndstico
desta doenga nos animais acometidos.

Nao foi possivel realizar uma comparacao entre as proteinas e a classificagao
histopatolégica dos tumores mamarios, devido ao pequeno numero de animais que
apresentaram neoplasias benignas, reforcando assim a importancia do cancer de

mama na medicina veterinaria.
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A Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa,
CEUA/UFV, certifica que o Processo n° 64/2018, com o Projeto de Pesquisa
intitulado, “Eletroforese de proteinas séricas em cadelas acometidas por
neoplasias mamarias” coordenado pelo(a) professor(a) Leandro Abreu da
Fonseca do Departamento de Veterinaria, estd de acordo com a legislacdo
vigente, Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008, com as Resolugdes Normativas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal,
CONCEA e, apresenta especificidade, caracterizando “A ndo utilizagdo de
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Control of Animal Experimentation, CONCEA and, presents specificity,
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Presidente
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ANEXO II

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O HVT-UFV

Eu, ,

portador de RG n° , telefone: ,
endereco , tutor /
responsavel pelo animal ,
espécie , raca , Sexo , registrado
no HVT sob o numero , autorizo a participagdo do animal como sujeito de

pesquisa para fins cientificos pelo Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vicosa.

Apds esclarecimentos prévios, estou ciente da participagdo do animal no projeto,
“ELETROFORESE DE PROTEINAS SERICAS EM CADELAS ACOMETIDAS POR
NEOPLASIAS MAMARIAS”, assim como a utilizacdo dos resultados dessa pesquisa em
publicacao de artigos cientificos e divulgacdo em eventos cientificos. Para fins de publicacoes
apresentacgdes cientificas, a identidade do proprietario e do animal serdo preservadas. Este
estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA/UFV sob o protocolo

o

n

Informo que a qualquer momento poderei suspender a participacdo do animal na pesquisa e
que caso isso ocorra, o animal ndo sofrera prejuizos em seu tratamento ou retorno a esta
instituicdo. Estou ciente que nao serei gratificado monetariamente e que nao receberei
qualquer outro beneficio pela participacdo na pesquisa.

Poderei receber maiores informagdes sobre esta pesquisa caso deseje, e também poderei
esclarecer minhas duvidas com o pesquisador responsavel.

Fui informado dos riscos ao animal especificos a realizagao do estudo em si e que todos os
procedimentos serdo realizados sob supervisdo Médico Veterinario.

Concordo em seguir corretamente todas as recomendagbes dos profissionais do HVT-UFV
durante e apds a utilizagdo do animal e, caso haja qualquer dano ao animal referente ao nao
cumprimento dessas recomendacgdes, nao responsabilizarei o HVT-UFV, tampouco seus

servidores e estudantes, pelo evento.

Assinatura do Proprietario



ANEXO III
Laudo histopatologico e comorbidades em cadelas acometidas por neoplasias mamarias.

Laudo histopatolégico Comorbidades

Adenocarcinoma simples solido tubulopapilar de alto grau Obeso e cardiopata

Adenocarcinoma misto tubulopapilar grau Il Melanoma oral

Adenocarcinoma misto grau | Hemangioma cavernoso em esterno

Adenocarcinoma misto grau |l Nodulo em bago

Adenocarcinoma misto/Metaplasico grau | Ausentes

Adenocarcinoma solido/Papilifero Ausentes

Adenocarcinoma misto tubulopapilifero grau Il Cistite

Adenocarcinoma solido grau | Cistite

Adenocarcinoma tubulopapilar Lipoma e tumor melanocitico de comportamento biolégico
indeterminado

Adenocarcinoma tubulopapilar grau Il Cisto folicular infundibular

Hiperplasia lobular da glandula mamaria Cardiopata

Tumor misto grau | Ausentes

Adenoma com areas de carcinoma in situ Ausentes

Tumor misto maligno grau | Neoformacao em utero

Adenocarcinoma misto grau | e hiperplasia lobular Cardiopata; Catarata

Adenocarcinoma misto grau | Ausentes

Adenocarcinoma misto tubulopapilifero grau Il Estertor nasal

Adenocarcinoma papilar erosivo grau | Ausentes

Carcinoma in situ baixo grau Cardiopata

Hiperplasia lobular da glandula mamaria Piometra; Mucometra

Carcinoma metaplasico com areas cisticas Cardiopata

Adenocarcinoma tubulopapilar grau | Piometra

Adenocarcinoma tubular grau | Ausentes

Tumor fusocelular maligno grau Il ou mieloeptelioma maligno Ausentes

Adenocarcinoma misto grau | Dermatopatia e otite

Adenocarcinoma misto grau | Ausentes

Tumor de misto baixo grau Ausentes




Adenocarcinoma mamario Ausentes

Adenocarcinoma misto com componentes de mioeptelioma Ausentes

Carcinoma micropapilar invasivo de alto grau Ausentes

Hiperplasia melanocitica de comportamento bioldgico indeterminado Melanocitoma cervical
Adenocarcinoma misto grau | Ausentes
Adenocarcinoma simples tubulopapilar, basaldide grau | Ausentes
Adenocarcinoma misto tubulopapilar grau II Ausentes
Adenocarcinoma tubulopapilifero; Tumor misto de baixo grau e hiperplasia Ausentes

lobular

Adenocarcinoma misto tubulupapilar e adenocarcinoma misto grau Il Ausentes

Tumor de baixo grau tubulopapilar Ausentes
Mieloepitelioma maligno grau Il Ausentes

Adenose com area de hiperplasia atipica, carcinoma in situ Ausentes

Tumor misto grau | Ausentes
Adenocarcinoma misto tubulopapilar grau Il Carcinoma espinocelular
Adenocarcinoma misto grau | Ausentes
Adenocarcinoma misto grau Il Mastocitoma
Hiperplasia lobular; Adenocarcinoma misto de alto grau Harmatoma fibroanexial
Adenocarcinoma tubulopapilifero grau Il e adenocarcinoma misto grau |l Ausentes

Carcinoma intraductal papilar baixo grau e hiperplasia lobular da glandula Ausentes

mamaria

Hiperplasia epitelial da glandula mamaria Ausentes

Carcinoma papilifero intracistico, hiperplasia lobular; Tumor misto de baixo grau Ausentes
Adenocarcinoma misto grau | Ausentes

Hiperplasia nodular da glandula mamaria com ectasia ductal Ausentes
Adenocarcinoma misto grau |l Ausentes
Adenocarcinoma misto grau ll; Hiperplasia com atipia Ausentes
Adenocarcinoma misto grau ll; Hiperplasia com ectasia Ausentes
Adenocarcinoma misto tubolopapilar grau II. Ausentes

Hiperplasia da glandula mamaria com ectasia e adenose Ausentes

Carcinoma in situ Ausentes




