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RESUMO

As presentes pesquisas buscaram contribuir para a oncologia e para o ensino da técnica
cirrgica em medicina veterinaria. Este trabalho foi dividido em trés capitulos
independentes entre si. O primeiro capitulo faz uma importante revisdo bibliografica
sobre as proteinas de fase aguda presentes no soro de cdes, trazendo informacdo a fim
de ampliar o conhecimento e auxiliar a entender o papel destas proteinas como parte da
resposta organica a processos de injuria tecidual e de restabelecimento da homeostase
corporal. O segundo capitulo tem como enfoque a mensuracdo e avaliacdo das
concentracdes de proteinas de fase aguda no soro de cadelas com neoplasia mamaria.
Foram avaliadas 20 cadelas saudaveis no grupo controle e 43 cadelas com neoplasia
mamaria, sendo 13 neoplasias benignas, oito neoplasias malignas ulceradas e 23
neoplasias malignas ndo ulceradas. Os resultados demonstraram que a mensuracao
sérica das proteinas de fase aguda tem forte potencial no auxilio diagndstico a oncologia
veterinaria. O terceiro capitulo € uma comunicagdo breve, e versa sobre a avaliagdo
sérica das imunoglobulinas, IgA e IgG em cadelas com neoplasia mamaria, através da
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida em SDS-PAGE. Percebe-se
nitidamente a necessidade de novas pesquisas a fim de esclarecer a funcdo destas
imunoglobulinas frente o cancer de mama em cadelas. O objetivo desta pesquisa e
dissertacdo de mestrado esta centrado na busca por novas ferramentas que auxiliem o
clinico veterinario no entendimento, no diagndstico e no progndstico de cadelas

acometidas por neoplasia mamaria.

PALAVRAS-CHAVE: cancer de mama, cdo, diagnostico, imunoglobulina, proteinas de

fase aguda.

ABSTRACT

The present research sought to contribute to the oncology and to the teaching surgical
technique in veterinary medicine. This work was divided into three chapters. The first

chapter makes an important review about acute phase protein in serum of dogs, bringing



information to broaden the knowledge and help us to understand the role of these
proteins as part of the process of organic response to tissue injury, and restoration of
body homeostasis. The second chapter focuses on the measurement of concentration of
acute phase proteins in serum of female dog with breast cancer, and healthy female
dogs. The results show that measurement of serum acute phase proteins have great
potential in diagnosis to veterinary oncology. The third chapter is a brief
communication, and focuses on the evaluation of serum immunoglobulins, 1gG and IgA
in female dogs with mammary neoplasia, using the technique of polyacrylamide gel
electrophoresis in SDS-PAGE. We can clearly perceive the need for further research to
clarify the role of these immunoglobulins against breast cancer in female dogs. The
objective of this research and dissertation is focused on the search for new tools that
assist the veterinary practitioner in understanding, diagnosis and prognosis of dogs
affected by breast cancer.

KEY WORDS: breast cancer, diagnosis, dog, immunoglobulin, acute phase protein
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1. INTRODUCAO GERAL

A resposta inflamatoria é desencadeada imediatamente ap6s a instalacdo da
lesdo celular. Tem como proposito a homeostasia corporal. Esta intimamente envolvido
a resposta de fase aguda a sintese e liberacdo de proteinas na corrente sanguinea,
chamadas proteinas de fase aguda. (TECLES et al, 2009).

As proteinas séricas de fase aguda sdo moléculas presentes no soro, cuja
concentracdo é alterada na ocorréncia de processos infecciosos, inflamatérios e/ou
neoplasicos (KURIBAYASHI, et al., 2011; MYLONAKIS et al., 2011; CALAZANS et
al., 2009; CERON, et al., 2005; YAMAMOTO et al., 1993). As PFA podem ser
consideradas marcadores da inflamacdo, fornecendo informacGes Uteis para o
diagndstico clinico e monitoramento de diversas doencas, incluindo neoplasias
(Crossley et al, 2010). As imunoglobulinas sdo glicoproteinas presentes no soro
sanguineo e em secrecOes corporais como saliva, leite, muco traqueo-bronquial,
lagrima, plasma seminal, e que podem sofrer alteracbes diante de processos
inflamatdrios, uma vez que atuam na mediacdo da inflamacdo (ROIT, BROSTOFF e
MALE, 2003). A IgG e a IgA séo constituintes do soro e atuam como anticorpos
mediante processos invasivos e/ou inflamatorios do organismo, atuando fortemente no
sistema de defesa e auxiliando na recuperacdo da homeostase corporal (TIZARD,
2002).

O cancer € um dos disturbios organicos com capacidade de causar variagdes nos
valores séricos das proteinas de fase aguda em funcéo da acéo inflamatoria, do tamanho
da massa tumoral e da presenca ou ndo de ulceracfes cutaneas (TECLES et al., 2009).
Alteracdes nas concentracdes séricas de PFA foram encontradas em cédes com linfoma
(CALAZANS et al., 2009; ECKERSSAL, 2008), em cadelas com neoplasias mamarias
(CROSSLEY et al., 2010; PLANELLAS et al., 2009) e em estudos com pessoas,
observou-se a presenca de imunoglobulinas em células cancerigenas (HU et al., 2008).

As PFA vém sendo amplamente investigadas como marcadores biolégicos em
pacientes neoplasicos. O cancer de mama pode causar variacdes nos valores séricas das
PFA (CROSSLEY et al., 2010; VIEIRA, 2009) em funcdo do estimulo inflamatério, do
tamanho do tumor primario, da presenca de metastases e principalmente quando ha
presenca de ulceracdo (TECLES et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

a. Objetivo Geral
Avaliar alteracBes nas concentracfes de proteinas de fase aguda e das

imunoglobulinas G e A em cadelas com neplasia maméria

b. Objetivos Especificos

Avaliar as concentracdes séricas de proteinas de fase aguda pela técnica de
eletroforese em gel de agarose em cadelas adultas, saudaveis;

Avaliar as concentracfes séricas de 1gG e IgA pela técnica de eletroforese em
gel de agarose em cadelas adultas, saudaveis;

Avaliar as concentragdes séricas da proteina C reativa pelo método ultra-sensivel
turbidimétrico em cadelas adultas, saudaveis;

Avaliar as concentracOes sericas de proteinas de fase aguda pela técnica de
eletroforese em gel de agarose em cadelas com neoplasia;

Avaliar as concentracOes séricas de proteinas de 1gG e IgA pela técnica de
eletroforese em gel de agarose em cadelas com neoplasia;

Avaliar as concentracdes séricas da proteina C reativa pelo método ultra-sensivel
turbidimétrico em cadelas com neoplasia mamaria.

Avaliar se existe correlacdo entre as concentragdes sericas de proteinas de fase
aguda, diagnostico e prognostico de neoplasia mamaria em cadelas.

Avaliar se existe correlacdo entre as concentracGes séricas de 1gG e IgA,
diagndstico e progndstico de neoplasia mamaria em cadelas.

Comparar os resultados das concentracdes proteicas e de IgG e IgA com a taxa
total de leucocitos circulantes a fim de avaliar a presenca concomitante de inflamacao

aguda.
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CAPITULO |

PROTEINAS DE FASE AGUDA, APLICACAO PROGNOSTICA E
DIAGNOSTICA COM ENFASE A ONCOLOGIA VETERINARIA - ARTIGO
DE REVISAO

ACUTE PHASE PROTEIN, PROGNOSIS AND DIAGNOSIS IN
VETERINARNY ONCOLOGY - REVIEW ARTICLE

RESUMO

As proteinas de fase aguda (PFA) sdo parte de um complexo sistema do organismo que
respondem rapidamente ao dano celular ou tecidual, denominado resposta de fase aguda
(RFA). Os processos de lesdo celular ou tecidual, como as neoplasias, sdo capazes de
alterar a concentracdo sérica de determinadas PFA. Desta forma, as PFA expressam
potencial como marcadores bioldgicos, podendo ser usadas como ferramentas auxiliares
no diagndstico, monitoramento e prognostico de diversas doencas, incluindo as
neoplasias. As principais PFA estudadas na medicina veterinaria sdo a proteina C
reativa, amildide sérico A, haptoglobina, ceruloplasmina, transferrina, albumina, a-1-
glicoproteina acida e a-1-antitripsina. O presente trabalho teve por objetivo trazer uma
revisdo bibliografica sobre as alteraces nas concentracdes séricas das PFA em animais

com neoplasias e suas utilizacdes como biomarcadores.

PALAVRAS-CHAVE: diagndstico, proteinas de fase aguda, oncologia veterinaria,

neoplasia, céo.
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ABSTRACT

The acute phase proteins (APP) are a class of proteins whose plasma concentrations
change soon after cell or tissue damage. This response is called the acute phase response
(APR). Cancer may increase or decrease APP plasma concentration. The APP has been
shown to aid in diagnosis and prognosis of many diseases, including cancer. Therefore,
they might be used as biomarkers. The most APP studied in veterinary medicine are C-
reactive protein, serum amyloid A, haptoglobina, ceruloplasmina, transferrin, a-1-acid
glycoprotein and o-1-antitrypsin. This article aims to review insights gained into APP
plasma concentration changes in animals with cancer, and how they can be useful as a

cancer biomarkers.

KEY-WORDS: diagnosis, acute phase protein, veterinary oncology, neoplasm, dog.
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1. INTRODUCAO

As proteinas de fase aguda (PFA) sdo parte de um complexo sistema do
organismo que responde rapidamente ao dano celular ou tecidual. Este sistema é
denominado resposta de fase aguda (RFA), podendo ser desencadeado por infeccOes
bacterianas ou virais, inflamacgdes, neoplasias, traumas cirurgicos, endotoxemias,
queimaduras, infeccBes neonatais, gestacdo e estresse (MARTINEZ-SUBIELA et al.,
2001). O principal objetivo da RFA ¢ restabelecer a homeostase corporal, atuando
ativamente no processo de cura. (CERON, ECKERSALL e MARTINEZ-SUBIELA,
2005).

A RFA ¢é caracterizada por alteracbes organicas variadas como febre,
leucocitose, aumento da concentragdo sérica de cortisol, diminuigdo de tiroxina,
ativacdo de trocas metabdlicas — como lipdlise e gliconeogénese -, e diminuigdes séricas
de zinco e ferro (CERON, ECKERSALL e MARTINEZ-SUBIELA, 2005). A RFA
inclui a mobilizacdo das PFA de forma que a sintese e a liberacdo destas proteinas
podem sofrer alteracbes dependendo da doenca em questdo. As alteracbes na
concentracdo das PFA acontecem mediante estimulo de citocinas pré-inflamatorias
como as interleucinas (IL-1, IL-6 e o fator de necrose tumoral alfa — TNF-a)). O figado €
o principal érgéo responsavel pela sintese e liberacdo das PFA, contudo, outros érgéos e
tecidos como rins, intestino, glandula mamaria, adipocitos e pulmdes também podem
exercer esse papel (CERON, ECKERSALL e MARTINEZ-SUBIELA, 2005).

As PFA sdo classificadas em positivas e negativas. As PFA positivas sao
aquelas cuja concentracdo sérica aumenta diante de injdrias teciduais, processos
infecciosos, inflamatodrios e neoplasicos. Por sua vez, as PFA negativas sdo aquelas cuja
concentracdo sérica reduz em resposta a estes processos. As PFA positivas podem ainda
ser subdividas em PFA positivas maiores (cuja concentracdo sérica sofre elevacdo
rapida, mas ndo se mantém elevada por muito tempo, retornando também de forma
rapida aos valores basais), e as PFA positivas moderadas (que aumentam mais
lentamente e permanecem elevadas por mais tempo). No cdo, as principais PFA
positivas maiores sdo a proteina C reativa (PCR) e o amiloide sérico A (ASA), a
principal PFA positiva moderada é a Haptoglobina (Hp) e as principais PFA negativas
sdo a albumina e a transferrina (CERON, ECKERSALL e MARTINEZ-SUBIELA,
2005).
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A RFA, como o proprio nome diz, acontece rapidamente e tem curta durago.
Porém, em doencas cronicas como neoplasias pode ocorrer a manutengdo nas alteragdes
de PFA (CERON, ECKERSALL e MARTINEZ-SUBIELA, 2005). Acredita-se que a
quantificacdo da concentracdo das PFA é capaz de fornecer informacdes importantes a
respeito do estado de salde do paciente, com potencial de avaliagdo diagnostica e
prognéstica diante de diversos distrbios organicos (MURATA, SHIMADA e
YOSHIOKA, 2004). Esta avaliacdo seroproteica vem sendo utilizadas na veterinaria
como marcador biolégico em animais com cancer (MADEWELL, 1997). Nas
neoplasias em geral, alteracGes nas concentragdes séricas de PFA estdo associadas ao
grau de malignidade tumoral e & sua capacidade de produzir metastase (MARTINEZ-
SUBIELA, PARRA e CERON, 2004).

2. DESENVOLVIMENTO
2.1. Funcéo das PFA

As fungdes das PFA ainda ndo estdo completamente esclarecidas. De maneira
geral, elas atuam no restabelecimento da homeostase corporal através do transporte de
substancias tanto enddgenas quanto exogenas (como heparina, histamina, e esteroides, ,
transporte de farmacos, sequestro e transporte de ferro (MURATA, SHIMADA e
YOSHIOKA, 2004). Atuam no controle do crescimento bacteriano, da manutencdo da
pressdo oncdtica (CERON, ECKERSALL e MARTINEZ-SUBIELA, 2005). E Estéo
envolvidas na regulacdo da resposta imune e na protecdo contra infecgbes. Tem papel
importante na distribuicdo de farmacos no organismo, inclusive com implicacdes na
resposta terapéutica, uma vez que algumas PFA como a albumina sdo importantes
transportadores de drogas (CERON, ECKERSALL e MARTINEZ-SUBIELA, 2005).
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2.2. Caracteristicas das PFA
a) Proteina C reativa (PCR)

A PCR tem peso de aproximadamente 100 kDa, é sintetizada principalmente
pelo figado e sua regulacéo se da por meio de citocinas pré-inflamatérias como a IL-6 e
0 FNT-a. Tem como principais fun¢des a opsonizacdo bacteriana, facilitando a
fagocitose das bactérias, modulacdo de mondcitos, macréfagos e producédo de citocinas,
unido a cromatina bacteriana e controle da migracdo de neutrofilos nos tecidos
(PETERSEN, NIELSEN e REEGAARD, 2004). Segundo Petersen, Nielsen e Reegaard
(2004), o aumento da concentracdo sérica de PCR nos estagios iniciais da infeccdo
precede a elevacdo da temperatura retal, sinal clinico caracteristico da inflamacéo,
caracterizando a PCR como importante PFA para monitoramento clinico do paciente.
Trata-se da principal FPA em cées e vem sendo amplamente estudada como marcador
biologico de diversos disturbios inflamatorios e infecciosos como na piometra
(CARVALHO et al., 2008), sindrome do abddémen agudo (GALEZOWSKI, et al.,
2010), anemia hemolitica imunomediada (GRIEBSCH et al., 2009), erliquiose
(MYLONAKIS et al., 2011), e em pacientes cancerigenos, como cadelas com neoplasia
mamaria (PLANELLAS, et al., 2009; TECLES et al., 2009; CROSSLEY et al., 2010).

Na medicina, Stark et al (2009) sugerem que niveis elevados de PCR,
associados a elevacdo da interleucina IL-6 podem auxiliar na avaliacdo prognostica de
homens com cancer de prostata. Na veterinaria, niveis elevados de PCR foram
encontrados em cdes com linfoma (CALAZANS et al., 2009) e com leucemia. Além
disso, a PCR pode ser utilizada para monitorar a resposta ao tratamento de neoplasias
hematoldgicas em cdes (TECLES et al., 2005). Concentragdes elevadas de PCR sérica
foram observadas em cadelas acometidas por neoplasias mamarias em estagio
avancado, especialmente naquelas pacientes com metastase tumoral, onde a média da
concentracdo sérica da PCR apresentou-se 88 vezes mais alta que a média de cées
saudaveis (TECLES et al., 2009).

Pesquisas recentes sugerem que elevacdes nas concentracbes de PCR podem
estar associadas a presenca de neoplasias malignas sem a ocorréncia de doenca
concomitante. Um fator que colabora para que isto aconteca € 0 processo de
antigenicidade neoplasica. A antigenicidade neoplasica se da somente em neoplasias

malignas. Este processo ocorre devido a mudangas moleculares na membrana celular,
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induzindo & resposta antigénica, que € responsével inclusive, pela estimulacdo de
macrofagos, de interleucinas e do FNT-o (DUHARTE, 2003), substancias responsaveis
pela sintese e liberacio das PFA (CERON, ECKERSALL e MARTINEZ-SUBIELA,
2005).

Cadelas com carcinoma mamario apresentaram concentracGes elevadas de PCR
sérica em relacdo as cadelas com adenomas e tumores mistos benignos em mama,
sugerindo que os carcinomas promovem maior estimulo inflamatorio que outras
neoplasias mamarias (PLANELLAS et al., 2009). Um estudo realizado no Chile
demonstrou que cadelas acometidas por tumor de mama com concentracdes séricas da
PCR > 8mg/L tem 61% de probabilidade de malignidade tumoral (CROSSLEY et al.,
2010). O mesmo foi observado por Tecles et al. (2009), e Planellas et al. (2009), ao

estudar a PCR em cadelas com tumores mamarios.

b) Amiloide Sérico A (SAA)

A SAA é uma proteina pequena com peso molecular de 15 kDa (CERON,
TECLES e MARTINEZ-SUBIELA, 2005). E a principal PFA em bovinos e em equinos
(MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001), e vem sendo estudada em cdes como marcador
biologico da inflamagdo. Juntamente com a PCR e o fibrinogénio, faz parte do grupo de
proteinas que intervém na resposta imune do organismo frente a agentes patogénicos,
como por exemplo, na parvovirose (YULE et al., 1997). A estrutura da SAA em cées e
em humanos se assemelha, porém em cées a estrutura primaria da SAA apresenta um
peptideo adicional, composto por oito aminoacidos, inexistente na SAA humana. Esta
diferenca explica a dificuldade para dosar esta proteina em cachorros, uma vez que sdo
utilizados reagentes humanos. Contudo, testes com antigeno monoclonal contra o
antigeno humano tem sido usados com sucesso para dosar SAA de cdes e um antigeno
policlonal tem sido usado para dosar a SAA de gatos (CERON, TECLES e
MARTINEZ-SUBIELA, 2005).

As fungbes organicas da SAA ainda ndo estdo completamente esclarecidas.
Pesquisas apontam para a atuacdo da SAA como reguladora de citocinas pro-
inflamatdrias, na detoxificacdo de endotoxinas, no transporte do colesterol advindo de

celulas mortas para os hepatocitos, na inibicdo da febre, da oxidase dos neutréfilos e da
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agregacdo plaquetdria e na inducdo e mobilizagdo do calcio pelos mondcitos
(PETERSEN, NIELSEN e REEGAARD, 2004).

Em pesquisa realizada com cadelas portadoras de neoplasia mamaria,
observou-se aumento da concentracdo sérica de SAA nas pacientes com estagio mais
avancado da doenca. Cadelas em estagio IV e V apresentaram niveis séricos médios de
138,3 mg/l e 61,05 mg/l respectivamente, enquanto que pacientes em estagios I, Il e 111
ndo apresentaram valores maiores que 11,73 mg/l (TECLES et al., 2009). O mesmo
estudo demonstrou que a SAA esteve significativamente alta nas pacientes com
metastases, com neoplasias ulceradas e com tumores maiores que 5 cm de diametro em
comparacdo aos valores séricos de pacientes saudaveis, sugerindo a utilizacdo desta

proteina como ferramenta de auxilio prognéstico em cadelas com cancer de mama.

Nas cadelas com neoplasia mamaria e presenca de metastase 0 aumento da
concentracdo sérica de SAA e PCR pode ser explicado em parte devido a invaséo e ao
dano tecidual causados pelas células neoplasicas ou, pela intensa reacdo inflamatodria
desencadeada pela metéstase. Outra hipotese € de que pacientes com metastases estejam
imunossuprimidos, o que abre portas para infec¢bes secundarias que estimulam a
sintese e liberacdo de PFA através da RFA (TECLES et al., 2009).

O comportamento da SAA foi avaliado em cées com linfoma e com leucemia e
em ambos 0s casos a SAA nao apresentou alteracGes significativas na sua concentragdo
sérica em relacdo aos cdes saudaveis. O resultado sugere que a SAA pode nao ser uma
ferramenta eficaz como marcador bioldgico em cdes com linfoma ou com leucemia
(TECLES et al., 2005).

c) Haptoglobina (Hp)

A Hp é uma alfa-2-globulina sintetizada pelos hepatécitos. Seu peso molecular
¢ de aproximadamente 125 kDa. Tem como fungbes principais, atividade anti-
inflamatdria, agente bacteriostatico, antioxidante celular (através de ligacdo a
hemoglobina livre) e facilitadora da atividade dos macréfagos. A Hp é capaz de reduzir
0 dano tecidual e o crescimento bacteriano nos sitios de inflamag¢do como resultado de
sua atividade anti-inflamatéria e da ligacdo com a hemoglobina (Hb) (THEILGAARD-
MONCH et al., 2006).
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A reducdo do dano tecidual se da pela formagdo do complexo Hp-Hb, que evita
a perda de ferro durante processos inflamatérios e/ou infecciosos. A formagdo do
complexo Hp-Hb faz uma ponte de alta especificidade com o receptor de macrofagos,
CD 136, que por sua vez promove endocitose, resultando em degradacdo celular. O
complexo Hp-Hb reduz a perda de hemoglobina livre através da filtragdo glomerular e
otimiza a utilizagdo do ferro (THEILGAARD-MONCH et al., 2006). E exatamente a
privacdo do ferro necessaria ao crescimento bacteriano que confere a Hp sua funcédo
bacteriostatica (PETERSEN, NIELSEN e REGAARD, 2004). Isto explica porque a
concentracdo sérica de Hp diminui consideravelmente quando h& hemoglobina livre no
plasma, uma vez que o complexo Hp-Hb é removido rapidamente para o figado. Como
a concentracdo sérica da Hp aumenta rapidamente nos processo inflamatorios,
pesquisadores sugerem a utilizacdo da Hp como marcador da inflamagédo (SMITH,
CHAVEYS e ANDREWS, 1998).

Pesquisas realizadas em cadelas com adenocarcinoma mamario ndo apontaram
a Hp como marcador da inflamacao para este tipo de neoplasia. Planellas et al. (2009)
ndo observaram diferenca nas concentracdes séricas de Hp em cadelas com
adenocarcinoma mamario quando comparadas as cadelas saudaveis e concluiram que a

Hp ndo expressa potencial diagnostico e progndstico no cancer mamario em cadelas.

Por sua vez, o linfoma e a leucemia séo neoplasias hematoldgicas capazes de
provocar aumento nas concentraces séricas de Hp . Valores elevados de Hp foram
encontrados em cées com linfoma e com leucemia quando comparados a cdes saudaveis
(TECLES et al., 2005). Elevacdo na concentracdo sérica de Hp associada a elevacédo de
ceruloplasmina e reducéo de albumina podem estar associadas a ocorréncia de linfoma
em cdes. A avaliacdo destas trés proteinas em conjunto pode ser usada como ferramenta
diagndstica em cdes com suspeita de linfoma, os quais apresentam concentracdo sérica
de ceruloplasmina doze vezes maior em cdes doentes que cdes saudaveis, e de Hp cinco
vezes mais alta nos cdes doentes. Ja a albumina apresentou diminuicdo de 1,4 vezes na
sua concentracao sérica (CALAZANS et al., 2009). Estes estudos demonstram que estas

PFA expressam potencial prognostico e diagndstico para linfoma e leucemia em cées.
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d) Alfa-1-glicoprotina Acida (AGP)

A AGP é uma glicoproteina que responde positivamente ao estimulo
inflamatorio. Em cdes, apresenta peso molecular de aproximadamente 42 kDa, sendo
composta principalmente por carboidratos (em torno de 40,9%). E sintetizada e
metabolizada no figado e estd envolvida no processo de defesa do organismo e na
supressdo do sistema imune através da modulacdo da IlI-1, 1I-6 e do FNT-a (YUKI,
ITOH e TAKASE, 2009).

Trata-se de uma das principais glicoproteinas séricas cuja funcdo ainda ndo é
bem conhecida, porém, sabe-se que apresenta capacidade de se ligar a metabdlitos
enddgenos como a heparina, histamina, serotonina, esterdides e catecolaminas. Pode
ainda ligar-se a farmacos, o que lhe confere importancia terapéutica uma vez que
diferencas na concentracdo sérica da AGP podem resultar em diferengas nas
concentracdes plasmaticas de drogas (IKENOUE et al., 2000). A AGP também exerce
papel importante na defesa inata do organismo, atuando contra infec¢des, inibindo a
fagocitose e a ativacdo de neutrofilos. E capaz de inibir a agregacdo plaquetéria e
diminuir a blastogénese de linfocitos. Como se trata de uma PFA moderada, ou seja, sua
concentracdo plasmatica se eleva lentamente durante o processo inflamatdrio. Os niveis
séricos desta proteina s@o influenciados pela presenca de glicocorticoides, de modo a
apresentar concentracdo bastante elevada apos o tratamento com estas drogas e ainda,
nos casos de hiperadrenocorticismo (HARVEY e WEST, 1987).

A avalicdo dos valores séricos da AGP em cées de diferentes idades, racas,
sexo e distrbios organicos permitiram concluir que a AGP apresenta valores menores
em filhotes, os quais vao aumentando até a idade adulta. Em funcdo desta variacdo nos
valores das concentracGes séricas dos filhotes, a idade dos cédes deve ser considerada ao
utilizar a AGP como marcador biolégico (YUKI, ITOH & TAKASE, 2009). Além
disso, pdde-se verificar que a AGP é uma boa ferramenta de avaliacdo da inflamacéo,
auxiliando na diferenciacdo dos estagios agudo e cronico em diversos distlrbios
organicos, como por exemplo, em cdes com gastrinterite hemorragica em fase
leucopénica (KOGIKA et al., 2003), e em cadelas com piometra, onde as concentracfes
de AGP apresentaram-se significativamente elevadas em comparacdo as pacientes
saudaveis. Nas cadelas com piometra submetidas ao tratamento cirdrgico observou-se

diminuicdo da concentracdo da AGP a medida que diminuiu o processo infeccioso
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causado pela doenca. A concentracdo basal foi observada no décimo dia apés a
realizacdo da cirurgia (YUKI, ITOH e TAKASE, 2009).

e) Alfa-1-antitripsina

A alfa-1-antitripsina apresenta peso molecular igual a 37 kDa em cées
(VIEIRA et al., 2010), e tem como fungdo limitar a atividade das enzimas liberadas
pelas células fagociticas, participando na protecéo tecidual do organismo (MARTINEZ-
SUBIELA et al., 2001). Apresenta ainda a capacidade de inibir a atividade das células
natural killer. (MURATA, SHIMADA e YOSHIOKA, 2004). Apesar da alfa-1-
antitripsina ser uma PFA positiva, em cdes acometidos por linfoma, observou-se
diminuicdo da concentracdo sérica de alfa-1-antitripsina em cédes doentes, ou seja, em
cées com linfoma a alfa-1-antitripsina comporta-se como PFA negativa (VIEIRA et al.,
2010). O motivo da redugédo da concentracdo da alfa-1-antitripsina nestes casos ndo esta
bem esclarecido. Em outro estudo realizado em cdes com linfoma néo foi observada a
presenca da alfa-1-antitripsina dentre as PFA significativamente relevantes para estes
pacientes (CALAZANS et al., 2009).

f) Ceruloplasmina (Cp)

A Cp é uma glicoproteina de fase aguda positiva moderada que tem como
funcbes o transporte do cobre para a eritropoiese e a acdo antioxidante nos tecidos,
protegendo-os de compostos gerados pela fagocitose de microorganismos (GRUYS,
OBWOLO e TOUSSAINT, 1994). E a principal responsavel pelo transporte de cobre
sérico e cada molécula transporta de 6 a 8 atomos de cobre, dependendo da espécie em
questdo (JAIN, 1993).

A Cp é uma alpha-2-globulina (PAULA E SILVA, LOPES e FARIA, 2008),
caracterizada como PFA positiva moderada, cuja concentracdo sérica aumenta seis
vezes mais rapidamente que o fibrinogénio, leucocitos totais, neutrofilos segmentados e
bastonetes (SOLTER et al., 1991). Tem sido reportada como PFA positiva moderada
nos processos inflamatdrios de ruminantes, suinos e equinos (MARTINEZ-SUBIELA et
al., 2001).
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As elevagdes séricas da Cp em cédes sdo maiores e mais rapidas que em
pessoas, atingindo o dobro dos valores basais apés cirurgias (CONNER et al., 1988), e
na ocorréncia de processos infecciosos como traumas e piometras (SOLTER et al.,
1991; MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001).

No trabalho realizado por Calazans et al. (2009), foi observado elevagdo na
concentracdo sérica de Cp em cédes com linfoma. Para os autores, a elevacdo sérica da
Cp sugere reacao inflamatéria causada pela neoplasia e pela presenca do linfoma. Lucas
et al. (2010) avaliaram a concentracdo sérica de Cp em cdes com linfoma multicéntrico
e os valores em cées saudaveis foram semelhantes aos valores em cdes com linfoma
multicéntrico no momento do diagndstico. Porém, quando avaliada durante o tratamento
quimioterapico, Lucas et al (2010), observaram reducdo da Cp na quarta semana de
tratamento, o qual utilizou os protocolos CVP (ciclofosfamida, vincristina e prednisona)
ou VCMA (vincristina, ciclofosfamida, metrotexato e l-asparaginase). Os cdes foram
acompanhados até 0 momento da recidiva tumoral e ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos no momento da recidiva em comparagdo ao momento do
diagnostico. Os resultados concluiram que a Cp ndo € uma PFA adequada para o

monitoramento de cdes com linfoma multicéntrico (LUCAS et al., 2010).

g) Transferrina

A transferrina € uma glicoproteina betaglobulina, considerada como proteina
de fase aguda negativa, responsavel pelo transporte sanguineo de ferro com atuacdo na
sua absorcdo intestinal e distribuicdo organica (CERON, et al., 2005). A capacidade da
transferrina se ligar ao ferro pode ser avaliada por meio da mensuracdo de sua
concentracdo sérica. Esta protefna é composta pela ligacdo de dois atomos de Fe™ e
libera para o organismo apenas um dos atomos de Fe** que entdo se reduz a Fe™. O
ferro é estocado sob a forma de ferritina (absorvivel) ou hemossiderrina (ndo
absorvivel). Desta forma, a transferrina assume importante funcdo bactericida ao
indisponibilizar o Fe*® para as bactérias durante o processo inflamatério (PEREIRA et
al., 2010).

Por se tratar de uma PFA negativa, seus valores diminuem, dependendo da

magnitude do processo infeccioso. Possui meia-vida de oito a dez dias e responde



26

rapidamente a mudancas no estado nutricional dos pacientes. Na medicina, a
concentracdo sérica da transferrina é alterada na ocorréncia de distarbios hepéticos,
inflamacdo, insuficiéncia cardiaca e mudancas no metabolismo do ferro (FUHRMAN,
CHARNEY e MUELLER, 2004).

Um estudo realizado em 2010 avaliando a concentragdo sérica de cdes com
anemia hemolitica imunomediada demonstrou que o0s niveis de transferrina se
encontravam significativamente baixos nos pacientes doentes quando comparados aos
pacientes saudaveis (PEREIRA, et al., 2010). Em cédes com linfoma, a concentracéo
sérica da Cp chega a ser 12,9 vezes mais alta que em cdes saudaveis. Os resultados da
pesquisa sugerem a utilizacdo da Cp como ferramenta de auxilio diagndstico de linfoma
em cdes (CALAZANS et al., 2009). Nao foram encontradas mais pesquisas avaliando as
concentracdes da Cp em animais neoplasicos e os dados de Calazans et al (2009)
sugerem que novas pesquisas podem trazer resultados importantes para a oncologia

veterinaria.

h) Albumina

E a proteina mais abundante no soro sanguineo (MURATA, SHIMADA e
YOSHIOKA, 2004) chegando a 60% da concentracdo total de proteinas em humanos
(PAULA e SILVA, LOPES e FARIA, 2008) e de 35 a 50% das proteinas plasmaticas
em cées e gatos (CERON et al., 2005; PEREIRA et al., 2010). A albumina é sintetizada
pelo figado e sua metabolizacdo ocorre na maior parte dos tecidos. Sua principal funcéo
€ a manutencdo da pressdao osmotica (responde por até 80% da pressdao osmatica do
sangue), atuando significativamente no transporte sanguineo de diversas substancias
como acidos graxos livres, &cidos biliares, bilirrubina, calcio, hormbnios e
medicamentos (CERON et al., 2005; THRALL, 2006).

Por ser uma molécula muito pequena, sempre que ha dano renal ocorre perda
da albumina através da urina. Doencas hepaticas degenerativas como cirrose e viroses
podem prejudicar a sintese da albumina resultando em hipoalbuminemia. O mesmo
acontece quando ocorrem infeccGes bacterianas graves, neoplasias malignas, doenca
cardiaca congestiva, disturbios inflamatorios crénicos e dieta hipoproteica (PAULA e
SILVA, LOPES e FARIA, 2008). Isso ocorre devido ao catabolismo da albumina que

estd aumentado como consequéncia da deficiéncia energética do individuo, o que
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estimula a utilizac&o de reservas de amino&cidos para atuarem na gliconeogénese, a fim
de recuperar a homestase do organismo (THRALL, 2006). A redugdo na concentragéo
sérica da albumina tem relacdo direta com 0 aumento na concentracdo sérica de outras
PFA, de acordo com o processo inflamatorio em questdo, ou seja, para que uma proteina
aumente, é necessario que outra diminua, e dentre as PFA a albumina exerce este papel

de contrabalango proteico.

E classificada como PFA negativa uma vez que sua concentragio sérica
diminui durante RFA (PETERSEN, NIELSEN e REEGAARD, 2004). Niveis baixos de
albumina foram observados no soro de cdes acometidos por linfoma, indicando pior
progndstico quando associado a aumentos séricos nas concentracdes de ceruloplasmina
e haptoglobina (CALAZANS et al., 2009). Este resultado ndo foi observado por Vieira
et al. (2010), ao analisar o proteinograma sérico de cdes com linfoma, onde observou-se
que a concentragdo sérica da albumina apresentou valores semelhantes em céaes doentes

e em caes saudaveis.

Em cadelas com neoplasia mamaria foi observada reducdo na concentragédo
sérica de albumina nas pacientes com estagios mais avangados da doenca (estagios IV e
V), quando comparadas as pacientes em estagios iniciais (estagios | e Il) e com
pacientes saudaveis. Os resultados sugerem que reducdes significativas na concentracao
sérica de albumina indica pior progndstico em cadelas com neoplasia mamaria
(TECLES et al., 2009).

3. CONCLUSAO

As proteinas de fase aguda sdo importante fonte de informacdes a respeito do
estado de salde dos pacientes. Principalmente em cées, a PCR, o SAA e a haptoglobina
exercem papel de marcadores inflamatérios em resposta a processos neoplasicos,
contudo, diferencas encontradas entre os resultados de diferentes grupos de pesquisa
demonstram a necessidade da continuidade das pesquisas a fim de confirmar ou refutar
sua utilizacdo como ferramenta de auxilio diagndstico e prognostico a Oncologia

Veterinaria.
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CAPITULO II

PROTEINAS DE FASE AGUDA EM CADELAS COM NEOPLASIA MAMARIA

ACUTE PHASE PROTEINS IN FEMALE DOGS WITH MAMMARY TUMORS

RESUMO

As proteinas de fase aguda (PFA) sofrem alteracdes na concentracdo sérica mediante
processos infecciosos, inflamatérios e neoplasicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar
alteracbes nas concentracbes sérica das PFA em cadelas com neoplasia mamaria,
comparando com a avaliacdo histoldgica e leucograma. Foram realizados os testes
ultrassensivel para proteina C reativa (PCR) e a eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) para identificar outras PFA (albumina,
ceruloplasmina, transferrina, haptoglobina Hp, a-1 antitripsina, a-1 glicoproteina acida).
As PFA foram avaliadas em 45 cadelas com tumor de mama, divididas nos grupos
benigo (n=13), maligno ndo ulcerado (n=24) e maligno ulcerado (n=8). O grupo
controle foi composto por 20 cadelas saudaveis. As pacientes com neoplasia mamaria
maligna ulcerada apresentaram elevagdes sérica na PCR, Hp e reducdo da albumina
(P<0,05, one-way ANOVA e Teste de Dunn). Nestas pacientes foi observada correlacao
positiva entre o leucograma inflamatorio e aumento das PFA (P=0,02, Teste de Fisher).

As pacientes com neoplasia mamaria benigna e maligna ndo ulcerada apresentaram
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elevacdo sérica apenas da PCR, sem alteracBes no leucograma. Conclui-se que
avaliagdes conjuntas da PCR, Hp, albumina podem ser utilizados como ferramenta de

auxilio diagndstico e progndstico em cadelas com neoplasia maméria.

PALAVRAS-CHAVE: proteinas de fase aguda, eletroforese, cancer

ABSTRACT

Acute phase proteins (APPs) are serum proteins whose concentrations change after
infectious and inflammatory disease, and cancer. The aims of this study were to
evaluate changes in APPs concentration and to correlate these findings with histological
classification and WBC in female dogs with mammary tumors. Ultrasensitive assay to
evaluate serum C-reactive protein (CRP) and SDS-polyacrylamide gel (SDS-PAGE)
electrophoresis were used to measure APPs concentrations (albumin, ceruloplasmina,
transferrin, haptoglobina Hp, a-1-acid glycoprotein and a-1-antitrypsin). APPs were
studied in 45 female dogs with mammary tumor divided in the following groups: benign
(n=13), malignant without ulceration (n=24), and malignant with tumoral ulceration
(n=8). Patients with malignant mammary neoplasia plus ulceration had significant
increase of CRP, Hp, and decreased levels of aloumin (P<0,05, one-Way ANOVA and
Dunn Test). Positive correlation between APPs and inflammatory leukocytosis was
observed (P=0,02, Ficher test). Patients with benign and malignant tumor without
mammary ulceration only had CRP serum concentration elevation and normal WBC. In
conclusion, combined changes of CRP, Hp and albumin may be used as a prediagnostic

tool and prognostic in dogs with mammary tumors.

KEY-WORDS: acute phase proteins, electrophoresis, cancer



35

1. INTRODUCAO

Os tumores mamarios sdo as neoplasias mais frequentes em cadelas com idade
superior a cinco anos que ndo foram submetidas a castracdo antes do primeiro cio.
Aproximadamente 50 a 70% das neoplasias mamarias apresentam classificacdo
histolégica maligna, contudo a evolucdo clinica, a capacidade de fazer metéstase
regional e distante, podem variar drasticamente entre os individuos (FONSECA e
DALECK, 2000; DE NARDI et al., 2002; ZUCCARI et al., 2006; MOTTA, 2008). Os
marcadores tumorais vém sendo utilizados para auxiliar no diagndstico precoce e no
progndéstico de diferentes neoplasias. Muitos destes marcadores sdo substancias
detectadas e quantificadas no sangue, fluidos e/ou tecidos corporais, dentre 0s quais, as
proteinas de fase aguda (PFA) vém se destacando.

As PFA séo classificadas em positivas e negativas. As PFA positivas sdo
aquelas cuja concentracdo sérica aumenta diante de processos infecciosos, inflamatorios
ou neoplasicos. Por sua vez, as PFA negativas sdo aquelas cuja concentragdo sérica
reduz em resposta a algum destes processos. As PFA positivas podem ser subdividas em
PFA positivas maiores (quando a concentracdo sérica sofre elevacdo rapida, retornando
aos valores basais também de forma répida), e PFA positivas moderadas (quando a
concentracdo sérica aumenta lentamente e permanece elevada por mais tempo). No céo,
as principais PFA positivas maiores sdo a proteina C reativa (PCR) e o amiloide sérico
A (ASA), a principal PFA positiva moderada é a Haptoglobina (Hp), e as principais
PFA negativas sdo a albumina e a transferrina (CERON, ECKERSALL e MARTINEZ-
SUBIELA, 2005).

As PFA fazem parte da resposta inflamatéria inicial e sdo mediadas por
citocinas pré-inflamatorias como a interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral o
(FNTa) e interleucina-6 (IL-6). As PFA apresentam diversas funcdes que incluem o
auxilio da homeostase corporal através do controle da infeccdo e inflamacéo que se
estabelece logo apds o dano celular, inibicdo da quimiotaxia e modulacdo dos
neutrofilos, indugdo de citocinas e formagdo de anticorpos (THEILGAARD-MONCH,
et al., 2006; CERON, et al., 2005; MURATA et al., 2004).

As PFA também sofrem alteracdes frente a processos neoplasicos
(MYLONAKIS et al, 2011; CALAZANS et al, 2009; CERON, et al., 2005;

YAMAMOTO et al., 1993). Estudos recentes demonstraram variacées nas PFA em caes
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com tumores mamarios, pancredticos, carcinoma de células escamosas e linfoma
(MUKORERA et al., 2011; GALEZOWSKI et al., 2010), e em humanos com cancer de
prostata e mama (STARK et al.,, 2009). Nas neoplasias mamarias as variagdes nos
valores séricas das PFA podem ocorrer em funcdo da inflamacgdo tecidual crénica, ao
tamanho do tumor primario e presenca de metéastases (TECLES et al., 2009;
CROSSLEY et al., 2010). Apesar de diversos estudos avaliando as PFA em cadelas
com neoplasia mamaria, poucos avaliaram o perfil analitico das PFA em conjunto com
a classificacdo histopatoldgica e leucograma destas pacientes. O presente trabalho teve
por objetivos avaliar alteracfes nas concentracGes séricas das principais PFA positivas
(PCR, Hp, ceruloplasmina, alfa-1-antitripsina, alfa-1-glicoproteina &cida) e negativas
(albumina, tranferrina) comparando ao leucograma e a malignidade tumoral conforme

resultado histopatolégico em cadelas com neoplasia mamaria.

2. MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 45 cadelas de idades e racas variadas diagnosticadas com
neoplasia mamaria, atendidas no Hospital Veterinario da Universidade Federal do
Parana - Curitiba (HV-UFPR). Foram excluidas do estudo cadelas que apresentaram
doencas concomitante a neoplasia ou submetidas a tratamento medicamentoso em prazo
inferior a 30 dias da data da consulta ou vacinadas em prazo inferior a quatro meses da
data da consulta.

Para obtencdo das amostras de sangue foi realizada venopuncdo da jugular
externa. O sangue foi armazenado em tubos de ensaio com anticoagulante acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) para realizacdo de hemograma e sem anticoagulante
para realizacdo de proteinograma sérico. Apos centrifugacdo a 2500 rotacGes por minuto
durante 5 minutos, o soro obtido foi armazenado em freezer comum a -20°C até a
realizacdo do proteinograma.

A determinacdo da concentracdo da proteina serica total (PST) foi realizada
pelo método de Biureto (kit Labtest®, Belo Horizonte) com leitura em
espectrofotbmetro semi-automatizado (Labquest®, Sdo Paulo). A determinacdo das
concentracBes das fracbes protéicas foi realizada por eletroforese em matriz gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) pela técnica descrita por
LAEMMLI (1970), utilizando o sistema vertical para eletroforese. Ambas as analises

laboratoriais, de PST e de eletroforese em SDS-PAGE foram feitas no Laboratério de
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Apoio a Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, S&o
Paulo.

A determinagdo da concentracdo sérica da PCR foi realizada no Laboratdrio de
Patologia Clinica Veterinaria do HV-UFPR, utilizando teste turbidimétrico ultra-
sensivel com Kit comercial (Biotécnica® Varginha, Minas Gerais).

As pacientes com neoplasia mamaria foram submetidas & mastectomia e o
tecido mamario encaminhado ao Laboratério de Patologia Veterinaria do HV-UFPR
para analise histopatoldgica segundo critérios da Organizacdo Mundial (MEUTEN,
2002). Apds a avaliacdo histopatoldgica, as pacientes foram divididas em trés grupos:
neoplasia mamaéria benigna, neoplasia mamaéria maligna ndo ulcerada e neoplasia
mamaria maligna ulcerada.

Para o grupo controle, foram selecionadas 20 cadelas clinicamente saudaveis
com idade média de cinco anos (3-8 anos), encaminhadas ao HV-UFPR para
ovariohisterectomia eletiva ou vacinacdo. As pacientes passaram por avaliacdo clinica,
hematoldgica e exame de ultrassonografia abdominal com o objetivo de descartar
doencas.

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism®
versdo 5.0 para Windows®. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi empregado para
verificar a normalidade dos resultados. As concentracGes séricas das proteinas
resultaram em dados ndo paramétricos, por consequéncia foi executado a analise de
variancia de Kruskal-Wallis e o teste Dunn para fazer a comparacdo dos grupos. A
idade das pacientes resultou em dados paramétricos, sendo empregado o teste de analise
de variancia one-way ANOVA, seguida do teste de Tukey para comparacdo entre 0s
grupos. A estatistica descritiva foi utilizada para a avaliacdo dos parametros
hematoldgicos ja categorizados, ou seja, apés classificacdo do hemograma. O teste
exato de Fisher foi aplicado para verificar a correlacdo entre as PFA e a presenca de
inflamacdo (avaliado pelo leucograma). Valores de P<0,05 foram considerados

significativos com confianca de 95%.

3. RESULTADOS
As pacientes com neoplasia apresentaram média de idade semelhante entre os
grupos (P>0,05). A média de idade para o grupo de pacientes com neoplasia benigna foi

de 8,8 anos (minima 3 e maxima 16 anos), para as pacientes com neoplasia maligna ndo
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ulcerada 9,8 anos (minima 5 e maxima 15 anos) e as com neoplasia maligna ulcerada
9,1 anos (minima 5 e maxima 14 anos).

De acordo com o resultado da avaliacdo histopatoldgica, 71,1% (32/45) das
cadelas apresentaram tumores mamarios malignos e 28,9% (13/45) benignos. Nenhuma
paciente com neoplasia mamaria benigna apresentou ulceracdo tumoral €, no do grupo
de neoplasias mamaérias malignas, oito estavam ulceradas e 24 ndo apresentaram
ulceragdo tumoral.

No grupo com neoplasia benigna 53,8% (7/13) foram classificadas como
adenoma simples, 23,1% (3/13) adenoma complexo e 23,1% (3/13) tumor misto
benigno. No grupo com neoplasia maligna 59,4% (19/32) foram classificadas como
carcinoma simples, 15,6% (5/32) carcinoma papilifero cistico, 12,5% (4/32) carcinoma
papilifero simples a complexo, 6,3% (2/32) carcinoma complexo, 3,1% (1/32)
carcinoma solido e 3,1% (1/32) tumor misto maligno.

A analise das proteinas séricas realizadas pela técnica de eletroforese em SDS-
PAGE, evidenciou 25 proteinas, sendo identificadas nove fracbes proteicas:
imunoglobulina A (IgA), ceruloplasmina, transferrina, albumina, alfa-1-antitripsina,
haptoglobina (Hp), alfa-1-glicoproteina acida, imunoglobulina G (IgG: resultado da
soma de duas fracdes, Ig de cadeia pesada e Ig de cadeia leve). Detectaram-se também
trés proteinas ainda ndo conhecidas, identificadas neste trabalho pelo peso molecular
como proteina 34 kDa (34.000 Da), proteina 31 kDa (31.000 Da) e proteina kDa 23
(23.000 Da). A Figura 1 mostra o grafico resultante da leitura da eletroforese em
espectrofotémetro. O resultado do proteinograma sérico dos grupos controle, neoplasia
benigna, neoplasia maligna ndo ulcerada e neoplasia maligna ulcerada encontram-se na
Tabela 1.
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FIGURA 1. Curva eletroforética obtida a partir do escaneamento da amostra de soro de uma cadela do
grupo controle. Pode-se notar o pico de das proteinas marcadas pelos nimeros. As proteinas estudadas
neste trabalho seguem identificadas na leganda, de acordo com seu respectivo nimero no gréfico.
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TABELA 1. VALORES SERICOS DA PROTEINA TOTAL, PROTEINA C REATIVA E DAS
PROTEINAS DE FASE AGUDA (PFA) OBTIDAS PELO PROTEINOGRAMA, EM CADELAS COM
NEOPLASIA MAMARIA E CONTROLE.

PROTEINAS Grupo Controle | Grupo Neoplasia | Grupo Neoplasia | Grupo Neoplasia
(Peso molecular) (n=20) Benigna Maligna N&o Maligna
(n=13) Ulcerada Ulcerada (n=8)
(n=24)
Proteina Total 6,8+0,4 6,4+11 71+16 6,3+0,9
(9/dL)
PCR 0,35+ 0,4° 0,49 +0,4° 0,53+0,7° 2,32+1,6
Ceruloplasmina 29+8,1 279+119 26,7 £10,7 39,1+10,3
(125 kDa)
Transferrina 77,2+48,4 74,6 £89,4 54,7 £ 36,9 80,5+24,1
(85 kDa)
Albumina 3713 +689,3° 3640 + 740,3 3555 + 1230° 2959 + 305,1°
(65 kDA)
Alfa-1- 350 £ 56 297,4+ 75,2 348 £ 25,5 307,6 £ 95,9
antitripsina
(60 kDa0
Haptoglobina 12,5+ 4,6° 21,9+6,6° 22,8+10,7° 34,6+21,3°
(39 kDa)
Alfa-1- 11,2+6,1 19,6 £8,1 229+249 22,918
glicoproteina
acida
(37 kDa)

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Médias seguidas por letras diferentes na
mesma linha diferem entre si, one-way ANOVA post hoc Tukey para a PCR e teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis somado ao maltiplo de comparacdo de Dunn (P<0.05) para demais proteinas. *Valor zero
atribuido a proteina ndo mensurada em uma amostra.

A Unica alteracdo proteica observada nas pacientes com neoplasia benigna
(n=13) foi a elevacdo da Hp (21,94 £ 6,65mg/L; P=0,0016, Teste de Dunn), quando
comparado ao controle (12,52 + 4,64mg/L). A média da PCR para o grupo neoplasia
benigna (0,49 + 0,45mg/dL; P = 0,09, One-Way ANOVA, post hoc Tukey) foi
semelhante ao grupo controle (0,35 + 0,41mg/L). A analise do hemograma revelou
eritrograma normal em todas as pacientes e alteracdes no leucograma em cinco (38,5%,
n=13), sendo trés com inflamacdo aguda e duas com inflamacé&o cronica.

O valor médio da Hp também se encontrou aumentado nas pacientes com
neoplasia de mama maligna ndo ulcerada (22,81+£10,79mg/L; P=0,0003, Teste de Dunn)

e ulcerada (34,71 + 21,34mg/L; P=0,0002, Teste de Dunn), quando comparados ao
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grupo controle (12,52 + 4,64mg/L). A PCR teve a concentragdo sérica elevada nos
grupos neoplasia mamaria ndo ulcerada (0,53 = 0,71mg/L; P=0,0097, One-Way
ANOVA, post hoc Tukey) e neoplasia mamaéria ulcerada (2,32 + 1,63 mg/L; P=0,0012,
One-Way ANOVA, post hoc Tukey) quando comparados ao grupo controle (0,35 +
0,41mg/L). A albumina teve a média diminuida apenas para o grupo neoplasia maligna
ulcerada (2959 * 305,1mg/dL; P=0,007, Teste de Dunn) quando comparada ao grupo
controle (3713 + 689,3mg/dL).

A avaliacdo da série vermelha das pacientes com neoplasia maméria maligna
ndo ulcerada (n=24) revelou anemia em 12,5% dos casos (3/24), sendo ndo regenerativa
em dois animais e regenerativa em um. 50% das pacientes do grupo neoplasia mamaria
maligna ulcerada apresentaram anemia (4/8), sendo regenerativa em dois casos e nao
regenerativa em dois casos. O leucograma das pacientes com neoplasia mamaria
maligna ndo ulcerada (n=24) revelou inflamagcdo em 50% dos casos (12/24), sendo
classificada como crénica em oito e aguda em quatro pacientes. A prevaléncia de
inflamacéo foi alta (87,5%, 7/8) nas pacientes com neoplasia mamaria ulcerada, sendo
que apenas uma ndo apresentou inflamacdo. Neste grupo cinco animais foram
diagnosticados com inflamacao crénica e dois com inflamacao aguda.

O grupo neoplasia mamaria maligna ulcerada apresentou correlagcdo positiva
entre as alteracfes nas PFA e a presenca de leucograma inflamatorio (P=0,002, Teste de
Fisher). Correlacdo negativa foi observada entre os grupos neoplasia benigna e maligna
ndo ulcerada com a presenca do leucograma inflamatorio (P>0,05, Teste de Fisher).

As proteinas 31 (53,2+33,8mg/dL, P=0,0056 Teste de Dunn) e 34 kDa
(345,3£73,7mg/dL, P=0,0004 Teste de Dunn) apresentaram média elevada para o grupo
neoplasia maligna ulcerada quando comparada ao controle (32,6+14,2mg/dL e

183,3+70mg/dL, respectivamente).

4. DISCUSSAO
O presente trabalho investigou as alteracGes nas concentracfes séricas das
proteinas de fase aguda, sendo estas comparadas ao leucograma das pacientes e com a
malignidade da neoplasia mamaria através da classificacdo histologica. O estudo
revelou que a PCR e a Hp estdo positivamente associadas a neoplasia mamaria maligna,
podendo ou ndo apresentar leucograma inflamatério.
A avaliacdo em conjunto de uma PFA positiva maior como a PCR, com uma

moderada (Hp) apresenta vantagens quanto a avaliacdo individual destas proteinas
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(TECLES, 2009). Deste modo, este estudo observou aumento na PCR e na Hp em todas
as pacientes com neoplasia maméaria maligna, ulcerada ou ndo. As pacientes com
neoplasia mamaria benigna apresentaram aumento apenas da Hp e ndo da PCR. Este
achado levanta a hipdtese de que a neoplasia mamaria maligna ¢ uma doenca que
promove inflamacgéo cronica, maior lesdo tecidual e necrose tumoral quando comparada
a neoplasia mamaria benigna (Tecles et al 2009, Planellas et al 2009).

A neoplasia ulcerada € caracteristica de um estadio mais avancado da neoplasia
mamaria e nestas pacientes a inflamacdo tecidual da massa tumoral é evidente. No
presente estudo o leucograma inflamatdrio juntamente com o aumento expressivo da
PCR e da Hp, e redugdo na albumina foram observados nas pacientes com neoplasia
ulcerada. Este resultado indica que o aumento das PFA em cadelas com neoplasia
mamaria maligna ulcerada se deve pela maior inflamacgdo tecidual (BUSH, 2004;
CERON et al, 2005, GEBHARDT et al, 2009; GRIEBSCH et al, 2009;
GALEZOWSKI, et al., 2010). A inflamacéo peritumoral leva a ativagdo de macréfagos
e a liberagcdo de citocinas, que sdo importantes na ativacdo da resposta de fase aguda
com consequentes alteracbes das PFA (BALWILL, CHARLES & MANTOVANI,
2005; ROXBURGH & McMILLAN, 2010). Outro fator a ser considerado € a maior
expressdo de COX2 no carcinoma mamario o que leva a maior liberacdo das PFA
atraveés da estimulacdo destes receptores (PLANELLAS et al., 2009; HELLER et al.,
2005).

A avaliacdo do leucograma das pacientes com neoplasia mamaria ndo ulcerada
ndo revelou um padrdo inflamatério padréo, apesar do aumento significativo da PCR e
da Hp sérica, revelando que as PFA podem estar aumentadas mesmo em pacientes sem
alteracdes no hemograma.

O aumento da PCR sérica em cadelas com neoplasia mamaria foi demonstrado
em pesquisas recentes (CROSSLEY et al., 2010; PLANELLAS et a., 2009; TECLES et
al., 2009). O presente estudo observou aumento da PCR nas pacientes com neoplasia
mamaria maligna e ndo naquelas com neoplasia benigna, sugerindo que a elevacao
sérica desta proteina esta relacionada com malignidade. O aumento da PCR
correlacionando com malignidade da doenca e pior prognostico foi demonstrado em
caes com linfoma, cancer pancreatico e carcinoma de células escamosas (MUKORERA
et al., 2011; GALEZOWSKI et al., 2010). Em humanos, observou-se elevacdes na PCR
sérica em tumores de mama e préstata com estadios mais avancados (STARK et al.,
2009; RAVISHANKARAN & KARUNANITHI, 2011).
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As fungdes bioldgicas da Hp ndo estdo bem compreendidas, mas sabe-se que a
Hp se liga @ hemoglobina livre, prevenindo as perdas de ferro e reduzindo o dano renal
(MARTINEZ-SUBIELA et al., 2002, THEILGAARD-MONCH et al., 2006). Os
hepatdcitos sdo as principais produtoras da Hp que séo liberada frente a estimulos como
a inflamacdo, mas as mesmas podem ser sintetizadas por outras células e tecidos como a
célula cancerigena. Elevacbes da Hp foram observadas em cées com linfoma
(CALAZANS et al., 2009) e em seres humanos com Varios tipos de céncer, como
cancer de ovéario (YE et al., 2003), adenocarcinoma uterino (NABLI, TULLER &
SHARPE-TIMMS, 2009), e pancreas (OKUYAMA et al., 2006).

A albumina é uma proteina de fase aguda negativa, a reducao observada apenas
nas pacientes com neoplasia maligna ulcerada pode ser devido a0 aumento expressivo
da PCR e da Hp neste grupo, obedecendo um mecanismo de compensacgédo. As citocinas
pro-inflamatorias diminuem a sintese da albumina, uma vez que promovem a sintese de
outras PFA (PEREIRA & BURINI, 1992; CALAZANS et al., 2009).

Dentre as proteinas estudadas neste trabalho e identificadas pelo peso
molecular como 34 kDa, 31 kDa e 23 kDa, ndo foram encontrados estudos a respeito, 0
que impossibilita conhecer o mecanismo de acdo e a fisiologia. Assim, 0 presente
trabalho optou por considerar o estudo das proteinas 34 kDa, 31 kDa e 23 kDa em
funcéo de suas expressdes nos graficos da eletroforese, destacando que o aumento da
proteina 31 kDa nas pacientes com neoplasia maligna e da proteina 34 kDa nas
pacientes com neoplasia maligna ulcerada merecem atencdo em estudos futuros a fim de

reconhecer e esclarecer o papel destas proteinas nas neoplasias mamaria em cées.

5. CONCLUSAO
A PCR e a Hp séo proteinas inespecificas, porém, altamente sensiveis, podendo
ser usadas como como ferramentas auxiliares no diagnostico e progndéstico de neoplasia

mamaria em cadelas.
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CAPITULO I

IMUNOGLOBULINAS IGA E IGG EM CADELAS COM NEOPLASIA
MAMARIA

IMMUNOGLOBULINS IGA AND IGG IN FEMALE DOGS WITH MAMMARY
NEOPLASM

RESUMO

Imunoglobulinas sdo moléculas do sistema imune que podem ter sua concentracdo
sérica alterada mediante processos neoplasicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
concentracdo sérica das imunoglobulinas (lgs), IgA e IgG em cadelas com neoplasia
mamaria, comparando com a avaliacdo histoldgica e com o leucograma. Utilizou-se o
método de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) para identificacdo destas Igs. Foram avaliadas 45 cadelas com tumor de
mama, divididas em trés grupos: neoplasia benigna (n=13), neoplasia maligna néo
ulcerada (n=24) e neoplasia maligna ulcerada (n=8). O grupo controle foi constituido
por 20 cadelas saudaveis. Ndo foram observadas diferencas significativas (P>0,05) entre
0s grupos para a IgA. Para a 1gG observou-se diminui¢do da concentracdo sérica no
grupo neoplasia benigna (P=0,0026), quando comparado ao grupo controle, e ao grupo

neoplasia maligna ndo ulcerada (P=0,0051). Conclui-se que a avaliacdo sérica das Igs G
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e A ndo possuem valor diagndstico e prognéstico para cadelas com neoplasia mamaria e
sugerem-se novos estudos para entender o papel da 1gG sérica frente as neoplasias

mamarias benignas em cadelas.

Palavras-Chave: cdo, diagnostico, neoplasia mamaria

ABSTRACT
Immunoglobulins are molecules of the immune system that may have its serum
concentration altered by tummors. The aim of this study was to evaluate serum
concentrations of immunoglobulins, 1gG and IgA in female dogs with mammary
tumors, compared with histological assessment and the white blood count. We used the
method of electrophoresis in polyacrylamide gel containing sodium dodecyl sulfate
(SDS-PAGE) for the identification of such Igs. We evaluated 45 female dogs with
breast cancer were divided into three groups: benign (n=13), non-ulcerated malignancy
(n=24) and malignant ulcer (n=8). The control group was consisted of 20 healthy female
dogs. There were no significant differences (P>0.05), between groups for IgA. For IgG
revealed lower serum concentration in benign group (P=0.0026), when compared to the
control group, and the group does not ulcerated malignancy (P=0.0051). We conclude
that the evaluation of serum IgG and IgA do not have diagnostic and prognostic value
for female dogs with breast cancer and suggest new studies to understand the role of

serum IgG front of benign mammary tumors in female dogs.

Keywords: dog, diagnosis, mammary neoplasm
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1. INTRODUCAO

Os tumores mamarios sdo as neoplasias mais frequentes em cadelas com idade
superior a cinco anos que ndo foram submetidas & castracdo antes do primeiro cio.
Aproximadamente 50 a 70% das neoplasias mamarias apresentam classificacdo
histolégica maligna, contudo a evolucéo clinica e a capacidade de fazer metéstase
regional e/ou distante podem variar drasticamente entre os individuos (FONSECA &
DALECK, 2000; ZUCCARI et al., 2001; MOTTA, 2008). Nos estadios iniciais,
tumores benignos e malignos ndo séo diferentes (KITCHELL, 1999). Caracteristicas
clinicas como tamanho do tumor, ulceracdo e presenca de metastase estdo associados ao
pior progndstico (LANA, RUTTTERMAN e WITHROW, 2007), porém, a analise
histopatolégica continua sendo o método mais eficaz para o diagndstico exato do tipo
tumoral e para o progndstico da doenga (MISDORP, 2002).

Os marcadores tumorais vém sendo utilizados para auxiliar no diagnostico
precoce e no progndstico de diferentes neoplasias (CROSSLEY et al., 2010). Muitos
destes marcadores sdo substancias detectadas e quantificadas no sangue, fluidos e/ou
tecidos corporais. As imunoglobulinas sdo glicoproteinas presentes em diversos fluidos
organicos como 0 soro sanguineo, saliva, secrecdo gastrica, secrecdo traqueobronquica,
secrecdo intestinal e seminal (ROIT, BROSTOFF e MALE, 2003). Cada molécula de Ig
possui duas funcdes distintas, onde uma regido da molécula é responsavel pela ligacéo
ao antigeno, enquanto outra regido diferente promove funcdes efetoras que incluem a
ligacdo da Ig ao tecido do hospedeiro, as varias células do sistema imune, a algumas
células fagocitarias e ao primeiro componente da via classica do sistema complemento
(ROIT, BROSTOFF e MALE, 2003).

A imunoglobulina (Ig) mais abundante no soro de mamiferos é a IgG, seguida
pela IgM e IgA, sendo esta Gltima predominante em secreces como saliva, leite e
fluido intestinal (TIZARD, 2002). A IgG constitui 70-75% do total de Igs no soro e €
considerada um anticorpo tipico (ROIT, BROSTOFF e MALE, 2003). Trata-se da Ig de
maior atuacdo nos mecanismos de defesa mediados por anticorpos (TIZARD, 2002),
apresentando-se igualmente distribuida nos espacos intra e extra-celular. Um
mecanismo importante da IgG, nas suas subclasses 1gG1 e 1gG3 € a ativacdo da via
classica do complemento, que consiste em um complexo grupo de proteinas séricas
envolvidas na eliminacdo dos patdgenos e na mediacdo da inflamacdo (ROIT,
BROSTOFF e MALE, 2003). Além disso, a IgG € a menor molécula dentre as Igs, e

pode sair dos vasos sanguineos mais facilmente que as demais. Essa capacidade é
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particularmente importante nos tecidos inflamados, onde o aumento da permeabilidade
vascular permite que a IgG atue mais intensamente no processo de defesa do fluido
tecidual e dos tecidos corporais (TIZARD, 2002).

A IgA constitui 15-20% do total de lgs presentes no soro sanguineo. E
secretada pelos plasmdcitos predominantemente localizados abaixo da superficie
corporal. Ocasionalmente encontram-se polimeros mais altos de IgA no soro que nas
secrecBes corporeas. O principal modo de acdo desta Ig € impedir a aderéncia de
antigenos as superficies corpdreas, além da sua exclusiva capacidade de agir dentro das
células (TIZARD, 2002).

A IgA presente na glandula maméaria é localmente sintetizada no tecido
mamario, embora muitas células produtoras possam ser originarias do trato
gastrintestinal. J& a 1gG presente no tecido mamario é seletivamente transferida por
transporte ativo a partir do soro. Se um antigeno ativo for infundido em uma glandula
mamaria ndo lactante, desenvolve-se uma resposta imune local na qual predominam a
IgA e a IgG, particularmente a 1gGl (TIZARD, 2002). O predominio destas
imunoglobulinas despertou interesse na investigacdo de suas concentracdes séricas

frente processos neoplasicos.

2. MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 45 cadelas de idades e racas variadas diagnosticadas com
neoplasia mamaria, atendidas no Hospital Veterinario da Universidade Federal do
Parana - Curitiba (HV-UFPR). Foram excluidas do estudo cadelas com doencas
concomitantes a neoplasia e/ou submetidas a tratamento medicamentoso (corticdides,
antiparasitarios, antibioticos e antifingicos) ou vacinadas em periodo inferior a quatro
meses da data da consulta.

As amostras de sangue foram obtidas por venopuncdo da jugular externa. O
sangue foi armazenado em tubos de ensaio com anticoagulante acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) para realizacdo do leucograma e sem anticoagulante
para realizacdo do proteinograma sérico. Apods centrifugacdo a 2500 rotacdes por
minuto durante 5 minutos, o soro separado foi armazenado a -20°C até a realiza¢do do
proteinograma. O leucograma foi realizado apds 30 minutos da coleta, com a utilizacao
de analisador automatico (Mindray®), calibrado para sangue de caes.

A determinacdo da concentracdo da proteina sérica total (PST) foi realizada pelo

método de Biureto (Labtest®, Belo Horizonte), utilizando analisador semi-automatico
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(Labquest®, Diagnostica, Lagoa Santa/MG). A determinacdo das concentragoes das Igs
foi realizada por eletroforese em matriz de gel de poliacrilamida contendo dodecil
sulfato de sddio (SDS-PAGE) utilizando o sistema vertical para eletroforese (Shimadzu
CS 9301, Tokio, Japan), conforme técnica descrita por LAEMMLI (1970). As analises
de PST e de eletroforese foram realizadas no Laboratério de Apoio a Pesquisa do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, S&o Paulo.

As pacientes com neoplasia mamaria foram submetidas & mastectomia e o tecido
mamario removido foi fixado em formol 10% tamponado e encaminhado ao
Laboratério de Patologia Veterinaria do HV-UFPR para analise histopatoldgica segundo
critérios da Organizacdo Mundial da Saide (MEUTEN, 2002). O processamento das
amostras incluiu a inclusdo em parafina, seccdo em cortes de 3 a 5 um de espessura e
coloracgdo por hematoxilina e eosina.

Apos a avaliacédo histopatoldgica, as pacientes foram divididas em trés grupos:
neoplasia benigna, neoplasia maligna ndo ulcerada e maligna ulcerada.

Para o grupo controle foram selecionadas 20 cadelas clinicamente saudaveis
com idade média de cinco anos (3 a 8 anos), encaminhadas ao HV-UFPR para
ovariosalpingohisterectomia eletiva ou vacinacdo. Foram realizados exames clinicos,
hematoldgicos e de imagem a fim de atestar higidez das pacientes.

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi empregado para verificar a normalidade
dos resultados. As concentragdes séricas das Igs obtidas por eletroforese resultaram em
dados ndo paramétricos, que foram avaliadas pelo teste de analise de variancia de
Kruskal-Wallis e teste Dunn para a comparacdo dos grupos. A idade das pacientes
resultou em dados paramétricos, sendo empregado o teste de analise de variancia one-
way ANOVA, seguido por teste de Tukey para comparacdao entre os grupos. O teste
Spearman para dados ndo paramétricos foi aplicado para verificar a correlagdo entre as

Igs e a presenca de inflamacdo. Valores de P<0,05 foram considerados significativos.

3. RESULTADOS
As pacientes com neoplasia apresentaram média de idade semelhante entre os
grupos (P>0,05). Para o grupo de pacientes com neoplasia benigna, a média de idade foi
de 8,8 anos (3 a 16 anos), para as pacientes com neoplasia maligna ndo ulcerada, 9,8
anos (5 a 15 anos) e para as pacientes com neoplasia maligna ulcerada, foi de 9,1 anos
(5 a 14 anos).
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De acordo com o resultado da avaliacdo histopatoldgica, 71,1% (32/45) das
cadelas apresentaram tumores mamarios malignos e 28,9% (13/45) benignos. Nenhuma
paciente com neoplasia mamaria benigna apresentou ulceracdo tumoral e no grupo de
neoplasias mamarias malignas, oito estavam ulceradas e 24 ndo apresentaram ulceracéo.

No grupo neoplasia benigna 53,8% (7/13) foram classificadas como adenoma
simples, 23,1% (3/13) como adenoma complexo e 23,1% (3/13) como tumor misto
benigno. No grupo neoplasia maligna, 59,4% (19/32) foram classificadas como
carcinoma simples, 15,6% (5/32) como carcinoma papilifero cistico, 12,5% (4/32) como
carcinoma papilifero simples a complexo, 6,3% (2/32) como carcinoma complexo, 3,1%
(1/32) como carcinoma solido e 3,1% (1/32) como tumor misto maligno.

No presente estudo, foi observada diminuicdo de IgG no grupo neoplasia
benigna (962,8 + 246,2mg/dL; P=0,0026), quando comparado ao grupo controle (1493
+ 505,3mg/dL). Da mesma forma, observou-se diminui¢gdo na concentragdo sérica da
IgG no grupo neoplasia benigna (962,8 + 246,2mg/dL) quando comparado ao grupo
neoplasia maligna ndo ulcerada (1480 + 540,6mg/dL; P=0,0051). A correlagdo entre
inflamacdo e concentracdo da IgG nao foi significativa (P>0,05) para nenhum dos
grupos estudados. A avaliagdo da IgA revelou haver diferenca significativa entre o
grupo controle (43,60 = 15,10) e o grupo neoplasia maligna ndo ulcerada (29,17 +
20,43; P=0,0153). Entre os demais grupos, ndo houve diferenca significativa (P>0,05),
para a IgA e também ndo foi observada correlacdo (P>0,05) entre os valores séricos da
IgA e o leucograma. O resultado das concentracGes de 1gG e IgA seguem descritos na
TABELA 2.

TABELA 2. CONCENTRAGAO SERICA DE IgG E IgA OBTIDAS PELO METODO DE
ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA, EM CADELAS SAUDAVEIS E COM
NEOPLASIA MAMARIA.

Grupo Grupo neoplasia Grupo neoplasia maligna Grupo neoplasia

Controle benigna nao ulcerada maligna ulcerada
IgG 1493° 962,8° 1480° 1339%
(mg/dL) +505,3 + 246,2 +540,6 1626,3
IgA 39,22 33,12 30,90 28,29
(mg/dL) 17,19 115,24 114,85 116,04

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. Médias seguidas por letras diferentes na
mesma linha diferem entre si, Kruskal-Wallis e teste multiplo de comparacéo de Dunn (P<0,05). *Valores
considerados outliers foram retirados das amostras.
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4. DISCUSSAO
As alteracOes celulares comumente provocadas pelas neoplasias séo 0 processo
carcinogénico desencadeado pela apoptose desordenada, autossuficiéncia quanto aos
fatores de crescimento, potencial replicativo infinito, angiogénese sustentada e invasao
tecidual e metéastase. Estas alteracbes sdo mais intensas de acordo com o grau de
malignidade tumoral, de forma que neoplasias malignas apresentam um padrdo maior de
alteracBes do que neoplasias benignas (RODASKI e PIEDARZ, 2008). Na veterinaria,
aumentos séricos de imunoglobulinas, inclusive 1gG, acontecem na sindrome de
hiperviscosidade sanguinea ou sindrome hiperproteica globulinica, que é uma sindrome
paraneoplasica, desencadeada por canceres que induzem a producdo de globulinas,
como o mieloma multiplo, o linfoma e as leucemias (PINHO, 2008). Na medicina,
pacientes com cancer podem apresentar comprometimento ou exacerbacao da sintese de
anticorpos. Estas alteragdes acontecem na dependéncia dos mecanismos imunologicos
envolvidos na proliferagdo de células tumorais, o que vai determinar a elevagdo ou
reducdo da concentracdo das Igs no paciente canceroso (SOUZA, LEHN e

DENARDIN, 2003).

Moléculas de imunoglobulinas (Igs) de cadeia leve e de cadeia pesadas foram
detectadas em linhagens celulares de pessoas portadoras de cancer, MCF-7 (cancer de
mama), MGC (cancer gastrico), HelLa (cancer cervical), SW480 (cancer de colon) e
HNE-2 (cancer de nasofaringe). A constatacdo da expressdao de Igs em células
cancerigenas foi um importante passo na compreensdo de que genes codificadores de

Igs podem ser transcritos por outras células além de linfocitos (HU et al., 2008).

Os resultados observados na avaliacdo dos valores séricos de 1gG e IgA neste
trabalho demonstram ndo haver correlacdo entre a concentracdo destas Igs e o grau de
malignidade tumoral. Os dados obtidos corroboram com os resultados observados por
CALAZANS et al. (2009) ao avaliar a concentracdo de 1gG e IgA em cées com linfoma
e em cdes saudaveis, utilizando a eletroforese em gel de poliacrilamida. A auséncia de
variacdo da IgA sérica pode ter sua explicacdo no fato de que a IgA presente no soro
ndo possui a peca secretora (PS), um componente antigénico extra, encontrado apenas
na IgA de secrecBes externas (salivar, nasal, traqueo-bronquial, lacrimal, fluidos
gastrintestinais, plasma seminal, bile, urina e colostro). A IgA associada a PS é

denominada IgAS. Estudos sugerem que a ligacdo da PS a IgA facilita o transporte
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desta Ig para a superficie epitelial, tornando a IgAS mais resistente a prote6lise que a
IgA sérica (ZAHA-INOUYE, 1985).

Calazans et al. (2009) citam a grande variacdo nas concentragdes séricas tanto de
caes saudaveis quanto de cdes com linfoma para explicar o resultado observado.
Contudo, a auséncia do componente antigénico, isto é, a auséncia da PS na IgA sérica
pode ter papel determinante para explicar os resultados encontrados tanto em cées com

linfoma, quanto em cadelas com neoplasia mamaria.

As Igs A e G sdo produzidas por plasmdcitos, células derivadas da ativacdo dos
linfocitos B apds o estimulo de citocinas produzidas no local da inflamacéo (TIZARD,
2009). Em cadelas com neoplasia mamaria, seria esperado alteracdo nestas proteinas em
funcdo da acdo inflamatoéria peritumoral responsavel pela ativacdo de macréfagos e
liberacdo de citocinas (BALKWILL et al., 2005; ROXBURGH & McMILLAN, 2010).
No presente estudo a fraca alteracdo na concentragdo sérica destas proteinas também
pode ser explicada pela liberacéo de cortisol, que em concentracfes elevadas promove o
sequestro de linfécitos em 6rgédos linfoides, alterando a concentragdo na circulacdo
sanguinea (JAIN, 1993), e diminuindo a producdo e liberacdo das imunoglobulinas
(LEANDRO, 20086).

As Igs da classe G exercem diversas funcGes bioldgicas importantes ao interagir
com varios tipos celulares. O principio desta interacdo estd na ligacdo dos dominios Fc
(fragmento cristalizavel) da IgG com receptores especificos (FcyR: Fc gamma
receptores) presentes nas membranas das células do sistema imunoldgico. Ao se ligar
aos FcyR, a IgG estimula uma variedade de respostas bioldgicas diretamente vinculadas
a eliminacdo de antigenos como fagocitose, citotoxicidade celular dependente do
anticorpo, geracdo de espécies reativas de oxigénio, liberacdo de enzimas lisossomais,
clearence de imunocomplexos, e regulacdo da producdo de anticorpos (ROIT,
BROSTOFF e MALE, 2003; MARZOCCHI-MACHADO e LUCISANO-VALIM,
2005). A IgA desempenha importante funcdo na neutralizacdo e eliminacdo de
antigenos locais e na modulacdo de fatores imunoldgicos teciduais ou humorais
(SOUZA, LEHN e DENARDIN, 2003), e esta abundante no tecido mamario
(TIZZARD, 2002).

Em funcdo destas caracteristicas de resposta, esperava-se que as Igs G e A

apresentassem alteragdes na concentracdo seérica de cadelas com neoplasia maméria
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maligna, principalmente devido a capacidade das células neoplasicas de interferir na
fisiologia celular e tendo em vista a atuacdo do processo de carcinogénese tumoral
(RODASKI e PIEDARZ, 2008), que possivelmente acionaria um mecanismo de sintese
das imunoglobulinas, incluindo IgG e IgA, uma vez que estas Igs exercem papeis

importantes na manutengdo da homeostase do organismo.

Os resultados do presente trabalho demonstram a necessidade de novas
pesquisas a fim de avaliar a funcéo das Igs tanto presentes no soro, quanto presentes nas
secrecBes da glandula mamaria de cadelas acometidas por neoplasias. Esta nova
avaliacdo pode fornecer informacdes importantes sobre o comportamento das Igs G e A

a oncologia veterinaria.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que a avaliacdo serica das Imunoglobulinas IgA e 1gG ndo possui
valor diagnostico nem valor prognostico em cadelas com neoplasia mamaria. Novas
pesquisas sdo necessarias para esclarecer o papel da IgG nas neoplasias mamarias

benignas em cadelas.
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