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ZAMBONI, Vinicius Aquiles Gomes. Avaliagdo do estresse oxidativo sérico e
tecidual em cadelas com neoplasia mamaria. 2022. 62 p. Dissertacéo.
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

As neoplasias mamarias sao os tumores mais frequentes que acometem as cadelas.
Sao enfermidades complexas que envolvem diversas alteracbes genéticas e
bioguimicas, sistémicas e no microambiente tumoral, e estresse oxidativo. As
espécies reativas de oxigénio podem promover danos as macromoléculas celulares
criticas, incluindo DNA, lipidios e proteinas, participando da oncogénese e da
diferenciacao celular. O objetivo deste trabalho foi avaliar o estresse oxidativo,
sistémico e tecidual, em cadelas com neoplasia mamaria. Foram incluidas 26 cadelas
portadoras de tumor de mama e oito saudaveis (grupo controle). Todas as amostras
de tecido mamario foram submetidas ao exame histopatologico. Dessas, foram
utilizadas amostras teciduais de 22 neoplasias malignas e sete neoplasias benignas,
além de 26 amostras de glandulas mamarias ndo neoplasicas e saudaveis, de
pacientes com neoplasia mamaria, e oito amostras de tecido mamario saudavel, do
grupo controle. Para avaliacdo do estresse oxidativo, foi determinado do soro e do
homogeneizado de tecido maméario, a capacidade antioxidante total (CAT), pela
reducdo do cation ABTS sozinho (CAT-ABTS) ou associado a peroxidase (CAT-
ABTS+HRP), reducéo cuprica (CAT-CUPRAC) e reducdo férrica (CAT-FRAP), e pela
capacidade oxidante total (COT) e peroxidacao lipidica (TBARS), e o antioxidante
acido urico. Para verificar as diferencas nas dosagens séricas entre 0s grupos controle
e neoplasia maligna, foi utilizado teste de t ndo pareado ou Mann-Whitney, quando
p<0,05. Para verificar as diferencas nas dosagens teciduais entre todos os grupos, foi
utilizado o teste ANOVA e pos-teste de Tukey ou Kruskall-Walis com pos-teste de
Dunn quando, p<0,05. No presente estudo, os animais com neoplasias mamarias
malignhas apresentam estresse oxidativo sérico e tecidual. No ambito sistémico houve
reducdo da CAT, e aumento de oxidantes associado a peroxidacao lipidica. Enquanto
no tecido mamario neoplasico e normal, dos animais portadores de tumores
mamarios, houve aumento de antioxidantes e reducéo dos oxidantes, sem diferenca
na peroxidacao lipidica.

Palavras-chave: tumor de mama, neoplasia, antioxidantes, oxidantes, caes.



ZAMBONI, Vinicius Aquiles Gomes. Evaluation of serum and tissue oxidative
stress in bitches with mammary neoplasia. 2022. 62 p. Dissertation. State
University of Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

Mammary neoplasms are the most frequent tumors that affect female dogs. These
tumors are complex diseases that involve several genetic, biochemical, systemic and
tumor microenvironmental changes, and oxidative stress. Reactive oxygen species
can induce damage to critical macromolecules, including DNA, lipids and proteins, thus
participating in oncogenesis and cell differentiation. The objective of this study was to
assess both plasma and tissue oxidative stress in bitches with mammary tumors.
Twenty-six bitches with mammary tumors and eight healthy females dogs (control
group) were included. Every breast tissue sample was subjected to histopathological
examination. Of these, tissue samples from 22 malignant neoplasms and seven benign
neoplasms were used, in addition to 26 samples of non-neoplastic breast cells from
patients with breast cancer, and eight samples of healthy breast tissue for the control
group. To assess oxidative capacity, total antioxidant (TAC) was determined through
reduction of the ABTS cation alone (TAC-ABTS) or associated with peroxidase (TAC-
ABTS+HRP), copper reduction (TAC-CUPRAC) and ferric reduction (TAC-FRAP), and
total oxidizing capacity (TOC) and lipid peroxidation (TBARS), and the uric antioxidant
were determined on serum and breast tissue homogenate. To verify the differences in
serum levels between the control and malignant neoplasm groups, data were analyzed
using unpaired t test or Mann-Whitney test, with p<0.05. To verify the differences in
the technical dosages between all groups, data were compared using ANOVA followed
by Tukey's post-test or Kruskall-Walis followed by Dunn's post-test, p<0.05. In the
study, animals with malignant mammary neoplasms showed serum and tissue
oxidative stress. Systemically, there was a reduction in TAC, and an increase in
oxidants associated with lipid peroxidation. While there was an increase in antioxidants
and a decrease in oxidants in the neoplastic and normal mammary tissue of the
animals with mammary tumors, no difference was found in lipid peroxidation.

Keywords: mammary tumor, neoplasm, antioxidants, oxidants, dogs.
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1.INTRODUGAO

A neoplasia mamaria em cadelas possui grande importancia em Medicina
Veterinaria e vem sendo objeto de muitos estudos, sendo ainda modelo biolégico para
0 estudo do cancer de mama na mulher (FELICIANO et al., 2012). Alteragbes no
estado oxidativo em animais portadores de neoplasias, incluindo as mamarias, foram
evidenciadas por meio da mensuracdo de biomarcadores de dano, como a
peroxidacao lipidica, determinada pelas substancias reativas ao acido barbiturico
(TBARS) e oOxido nitrico, concentracdes de metais como ferro, cobre e zinco e
antioxidantes como o acido ascoérbico (ASKAR et al., 2009).

O desequilibrio entre os compostos oxidantes e antioxidantes causado por um
aumento na producdo de espécies reativos de oxigénio (ERO) ou pela baixa
disponibilidade de antioxidantes € a principal causa do estresse oxidativo. Esse
processo leva a oxidacdo de diversas moléculas culminando na perda de suas
funcdes biolégicas e desequilibrio homeostotatico, gerando alteracées em ambito
celular (ANDRADE; SENEDA; ALFIERI, 2010; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). As
substancias oxidantes e antioxidantes sdo formadas em reacfes de oxido-reducéo
nas quais ocorre a perda (oxidacdo) ou ganho (reducéo) de elétrons (POLI et al., 2008;
SANTOS et al., 2009).

A determinacéo de fatores progndsticos em neoplasias, inclusive as mamarias,
tem sido objeto de interesse crescente na oncologia veterinaria, principalmente com a
utilizacdo de imunohistoquimica e métodos de diagndstico molecular que podem
detectar a presenca de marcadores frequentemente pesquisados nas neoplasias da
mama, como Ki-67, E-caderina, HER-2, COX-2, VEGF, p-53, entre outros (LAVALLE
et al.,, 2009; MARTIN DE LAS MULAS et al., 2003; THUROCZY et al., 2007). No
entanto, os dados referentes a utilizacdo de biomarcadores de dano oxidativo, bem
como sua possivel utilizagdo como marcador de progndstico sdo escassos na
literatura veterinaria.

O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de estresse oxidativo sérico e
no tecido mamario em cadelas portadoras de neoplasias mamarias, benignas e

malignas, e em cadelas saudaveis.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 NEOPLASIA MAMARIA EM CADELAS

As neoplasias mamarias sdo comuns em cées, gatos e humanos, mas sao
raras na maioria das outras espécies (RAPOSO et al., 2017; SCHNEIDER, 1970). Sédo
tumores comuns em fémeas intactas e raramente ocorrem nos machos (SORENMO
et al., 2009).

Nos cées, a taxa de incidéncia varia com a localizacdo geografica e esta
relacionada diretamente a ovariohisterectomia (OH) e a idade em que é realizada
(SCHNEIDER; DORN; TAYLOR, 1969; SORENMO et al., 2011). No Brasil, a
estimativa de incidéncia de neoplasias malignas em cadelas € superior a 80% na
maioria dos estudos (OLIVEIRA et al., 2003; OLIVEIRA FILHO et al., 2010). Nos
Estados Unidos, onde a castracdo é pratica comum em fémeas ainda jovens, a
incidéncia de neoplasia mamaérias foi reduzida drasticamente (SORENMO, 2003).

As neoplasias mamarias sdo comuns em animais seniores, com a faixa etaria
entre 7 e 12 anos (DE NARDI et al., 2016). Diversos estudos relataram variacfes
raciais significativas na incidéncia de tumor mamario, sugerindo que, além da idade e
fatores hormonais, a suscetibilidade genética associada a hereditariedade também
contribui para o risco de tumor mamario (GOLDSCHMIDT; PENA; ZAPPULLI, 2016).
No entanto, existem muitos outros fatores, como por exemplo a popularidade da raca,
fatores de manejo e socioecondmicos.

As ragas caninas com maior incidéncia de neoplasia maméaria sdo Poodle,
Dachshund, Yorkshire Terrier, Maltés, Cocker Spaniel, Pastor Alemé&o, Boxer, Pointer
e, Fox Terrier, além dos animais sem raca definida (EGENVALL et al., 2005; NARDI
et al., 2002).

2.1.1 Fatores de Risco

Os estudos epidemiolégicos além de fornecerem dados sobre a incidéncia,
também ajudam na identificacdo de fatores de risco para os tumores de mama (DIAS
et al., 2016). Trés fatores parecem desempenhar papeis importantes no risco de tumor
de mama: idade, exposicdo hormonal e raca (EGENVALL et al., 2005; NUNES et al.,
2018; RIBAS et al., 2012). Em menor grau, dieta e o escore de condi¢cdo corporal, ou
obesidade, também podem contribuir para elevar o risco (CALLE; KAAKS, 2004,
CARMICHAEL; BATES, 2004).
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2.1.2 Idade

Os tumores de mama afetam cdes de meia-idade e mais velhos
(SCHNEIDER, 1970). As neoplasias de mama, especialmente as malignas, sdo raras
em animais com menos de cinco anos de idade (SANTOS et al., 2013). O risco de
desenvolvimento de tumor aumenta conforme a idade aumenta, e torna-se
significativo quando os cdes completam 7 ou 8 anos de idade, e continua a aumentar
até a idade de 11 a 13 anos (SORENMO et al., 2009).

Os tumores malignos sdo mais comuns em animais mais idosos, com idade
média entre 9 e 11 anos, enquanto 0s tumores benignos sdo comuns em animais mais
jovens, em média de 7 a 9 anos (SCHNEIDER; DORN; TAYLOR, 1969; TAYLOR et
al., 1976).

O apice na idade de incidéncia varia conforme a raca, pois a expectativa de
vida muda conforme o porte, com as racas grandes tendo uma expectativa de vida
menor e, portanto, tendem a ser mais jovens que racas de porte menor (SORENMO
2003).

2.1.3 Exposi¢do Hormonal

Muitos estudos demonstraram que 0os horménios esteroidais tém influéncia no
desenvolvimento de tumores mamarios e a castracdo nos animais jovens pode
prevenir o desenvolvimento das neoplasias mamarias (THUROCZY et al., 2007). O
efeito protetor da castracdo diminui muito rapidamente durantes os primeiros ciclos
estrais (CHANG et al., 2009).

O consenso entre os especialistas € que os efeitos essenciais e irreversiveis
dos hormdnios ovarianos sobre as glandulas mamarias, em termos de risco de cancer,
ocorrem no inicio da vida, provavelmente durante a puberdade, quando ha o
desenvolvimento e amadurecimento glandular (GOLDSCHMIDT; PENA; ZAPPULLI,
2016). Segundo Schneider et al. (1969), quando as cadelas séo castradas antes do
primeiro cio, a reducéo do risco de desenvolvimento de tumores mamarios € de 99,5%,
enguanto antes do segundo cio a reducao € de 92%, e antes do terceiro ciclo € de
84%, ndo apresentando diferenca apds o terceiro estro. Apesar desses dados
continuarem atuais, estudos recentes indicam que em algumas racas, a castracao
precoce pode aumentar o risco de doencgas 0sseas, musculares, dos 0rgéos genitais,
do sistema imunolégico e de algumas neoplasias como osteossarcoma,

hemangiossarcoma, linfoma e mastocitoma (BELANGER et al., 2017; COOLEY et al.,
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2002; HOULIHAN, 2017; SMITH, 2014; TORRES DE LA RIVA et al., 2013; ZINK et
al., 2014). Em uma revisao sistematica a respeito do tema Beauvais et al. (2012) nédo
encontraram fortes evidéncias que a castracdo precoce possa reduzir o risco de
tumores mamaérios. Atualmente, segundo o Consenso Brasileiro para Diagnostico,
Prognostico e Tratamento de Tumores de Mama em Cadelas, é preconizada a
castracdo no primeiro anestro por ser mais segura, porém existem fatores raciais a
serem considerados (CASSALI et al., 2014; HART, 2021; HOULIHAN, 2017; HOWE,
2015; MARVEL, 2022).

A importancia da exposicdo hormonal na juventude pode explicar por que
outros fatores, que resultam em variacao fisiolégica dos horménios ovarianos sobre a
glandula mamaria apés esse periodo inicial, como hiperplasia endometrial cistica,
pseudogestacdo, gestacdo ou paridade, que normalmente ocorrem ap0s Vvarios ciclos
estrais, ndo influenciam significativamente o risco de tumor mamério (BRODEY;
FIDLER; HOWSON, 1966; DE NARDI et al., 2016; VERONESI et al., 2003).

Por sua vez, a exposicdo a hormoénios exdgenos, progestagenos e/ou
estrogenos, aumenta o risco do desenvolvimento de tumor mamario (GILES et al.,
1978; SELMAN et al., 1995). Em dois amplos estudos com animais que utilizaram
progestagenos como método contraceptivo, houve um aumento do risco de
desenvolvimento de tumores mamarios (MISDORP, 1988; ST@VRING; MOE;
GLATTRE, 1997).

Outros estudos investigaram o efeito de dose, duracao e tipo de horménios
(progestagenos, estrégenos ou a combinacdo de ambos) no desenvolvimento de
tumores mamarios, e embora haja alguma discordancia, a maioria concluiu que os
progestagenos mesmo em baixas doses, aumentaram o0 risco de tumores
principalmente benignos, enquanto a combinacédo de estrégenos e progestagenos foi
mais propensa a provocar tumores malignos (CHANG et al., 2009; ESTRELA DA
SILVA et al.,, 2004; GEIL; LAMAR, 1977; GILES et al., 1978; MISDORP, 1988;
SELMAN et al., 1995; STAVRING; MOE; GLATTRE, 1997).

2.1.4 Outros Fatores

Outros fatores de risco que também podem contribuir para o desenvolvimento
de neoplasias mamarias em cées estdo relacionados a obesidade e aos fatores
nutricionais no periodo da puberdade (9 a 12 meses). Ocorre um aumento no risco de

desenvolvimento de neoplasia mamaria em cadelas obesas e que se alimentem de
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uma dieta rica em gordura, principalmente nesse periodo de vida (PEREZ ALENZA et
al., 1998; SONNENSCHEIN et al., 1991).

2.1.5 Histérico e Apresentacdo Clinica

Os cées com tumores de mama geralmente sdo apresentados ao Médico
Veterinario com um ou mais nodulos, circunscritos e de tamanho variado. Como a
maioria dos animais com tumores mamarios esta clinicamente bem, é comum os
noédulos serem observados apenas durante um exame clinico de rotina (SORENMO,
2003).

Nas cadelas, € comum a presenca de mais de um tumor acometendo uma ou
mais mamas (70% dos casos) e frequentemente sdo independentes, apresentando
tipos histologicos distintos (SORENMO et al., 2011). Os dois pares de glandulas
mamarias caudais (inguinais e abdominais caudais) sdo geralmente as mais
acometidas, naturalmente por serem maiores e mais vascularizadas, dessa forma
uma palpacdo cuidadosa € importante para detectar pequenos tumores durante o
exame clinico (SORENMO et al., 2011; TAYLOR et al., 1976).

Os nédulos menores (< 1cm de diametro) e de crescimento lento tendem a
serem benignos, enquanto os maiores (>3-5 cm de diametro) e que exibem
crescimento rapido, tendem a ser malignos e mais invasivos (DE NARDI et al., 2016;
SASSI et al., 2010). No entanto, todos os nédulos mamarios, independentemente do
tamanho, devem ser avaliados histologicamente para essa diferenciagéo (FELICIANO
et al., 2012; RIBAS et al., 2012). As ulceracdes de pele estédo presentes geralmente
nos tumores maiores e irregulares, levando a inflamacéo e infeccdo, além de poderem
estar aderidos a musculatura (NUNES et al., 2018).

Os carcinomas mamarios inflamatérios representam uma excec¢ao a essa
apresentacao clinica. Eles caracterizam um tipo raro, mas clinicamente importante
subgrupo nas neoplasias mamarias. Os caes tém uma apresentacgao clinica que pode
facilmente ser confundida com uma mastite ou dermatite severa, pois ao invés de
lesbes nodulares bem delimitadas, toda a cadeia mamaria se apresenta edemaciada,
eritematosa, quente e dolorida (SOUZA et al.,, 2009). A maioria dos animais com
carcinoma inflamatério apresenta metdstase em locais distantes e sinais de doenca
sistémica, e tem uma sobrevida em média de 25 dias apds o diagnéstico, portanto
maus candidatos a cirurgia (MARCONATO et al., 2009; PEREZ ALENZA;
TABANERA; PENA, 2001).
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2.1.6 Avaliacéo Clinica, Diagnodstico e Estadiamento

O estadiamento clinico do paciente com neoplasia mamaria, antes do inicio
da terapia, € altamente recomendado devido ao risco de metéstases. O estadiamento
minimo inclui hemograma, bioquimica sérica, radiografias toracicas de trés projecdes,
citologia aspirativa por agulha fina (CAAF) de linfonodos regionais, mesmo se normais
a palpacdo (SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013).

A ultrassonografia abdominal pode ser indicada em caes com suspeita de
envolvimento de linfonodos regionais ou quando néo foi possivel de realizar CAAF
dos mesmos, quando existem alteracdes na bioquimica sérica ou para investigacao
de outros sitios de metastase além dos pulmdes (SLEECKX et al., 2011).

O exame de CAAF é muito utilizado nas neoplasias mamarias, sendo um
exame rapido, barato e que permite diferenciar os tumores mamarios dos dérmicos e
subcutaneos. Foram reportadas correlagbes entre o0 exame citoldégico e
histopatoldgico entre 63% e 93% (CASSALI et al.,, 2007; SIMON et al., 2009;
ZUCCARI; SANTANA; ROCHA, 2001).

Um estudo demonstrou que o exame citolégico teve sensibilidade de 88% e
especificidade de 96% para o diagnostico de malignidade (SIMON et al., 2009). Pela
sua sensibilidade abaixo de 90%, a CAAF ndo deve ser utilizada isoladamente como
método de diagndstico, mas sim no intuito de auxiliar, de forma simples, barata e
imediata, na conduta clinica com relacdo ao progndstico e tratamento do paciente
(ZUCCARI; SANTANA; ROCHA, 2001).

O diagnéstico definitivo é realizado por biépsia excisional e avaliacédo
histopatoldgica para determinacdo do grau de malignidade tumoral. No Brasil, foi
proposta uma nova classificacao histolégica para os tumores mamarios de cadelas, a
fim de padronizar os critérios de diagnostico e tratamento para tumores mamarios em
caes (CASSALI et al., 2014).

Com o intuito de se obter uma padronizacdo no estadiamento clinico dos
pacientes caninos com tumores de mama, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
propds o sistema de estadiamento TMN, com a finalidade de avaliar o tamanho do
tumor (T), o comprometimento dos linfonodos regionais (N) e a presenga ou néao de
metastases distantes (M) (OWEN, 1980). Esse sistema foi modificado posteriormente

por Sorenmo et al. (2013) e foi adotado por Cassali et al. (2014) (Quadros 1 e 2).
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QUADRO 1 - Critérios para a determinacao do estadiamento clinico (TNM) dos
tumores de mama em cadelas

T1 Tumor <3 cm

T2 Tumor entre 3e 5cm

T3 Tumor > 5 cm

NO Sem metastase

N1 Metastatico

MO Sem metastase a distancia
M1 Metastase a distancia

Tumor Primario (T)

Linfonodos Regionais (N)

Metastases (M)

Fonte: Cassali et al. (2014)

QUADRO 2 - Estadiamento clinico de tumor de mama em cadelas em fun¢éo dos resultados
obtidos quanto ao tamanho tumoral (T), acometimento nodal (N) e detec¢do de metastase a
distancia (M)

L Tamanho Situacéo .
Estagio Tumoral Linfongodo Metastases
Estégio 1 T1 NO MO
Estagio 2 T2 NO MO
Estagio 3 T3 NO MO
Estagio 4 Qualquer T N1 MO
Estagio 5 Qualquer T Qualquer M1

Fonte: Cassali et al. (2014)

2.1.7 Tratamento

A cirurgia continua a ser o tratamento padrdo-ouro para a maioria dos tipos
de tumores mamarios, exceto para os carcinomas mamarios inflamatérios (CASSALI
et al., 2019; MISDORP et al., 1999; SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013).
A excisao cirurgica permite o envio de material para o diagndstico histopatoldgico e
tem alta probabilidade de ser curativa se as margens estiverem preservadas e nao
houver metastases (DE NARDI et al., 2016; DIAS et al., 2016; SANTOS et al., 2013;
SORENMO, 2003).

A abordagem cirlrgica depende de caracteristicas tumorais como tamanho,
localizagdo e consequente drenagem linfatica, e do paciente, como estadiamento
clinico e estado geral do paciente (DE NARDI et al., 2016; STRATMANN et al., 2008).
As técnicas cirurgicas incluem a retirada de um nédulo por lumpectomia, mastectomia
simples, mastectomia regional, mastectomia radical unilateral, mastectomia radical
bilateral e mastectomia radical bilateral estagiada (FOSSUM, 2021). A escolha do tipo
de cirurgia mais adequado ainda € controversa, com cada uma apresentando
vantagens e desvantagens (SORENMO, KARIN; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013).
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Estudos antigos em cées mostraram que o tipo de técnica cirargica ndo tem
influéncia no tempo livre de doenca e sobrevida quando todo o tumor € retirado e as
margens estao livres (MACEWEN et al., 1985; MISDORP; HART, 1979). Em outro
estudo prospectivo com 99 cadelas mostrou desenvolvimento de novos tumores em
58% dos cdes no tecido mamario remanescente apds mastectomia regional
(STRATMANN et al., 2008).

Dessa forma, ndo ha um estudo definitivo quanto a melhor técnica a ser
usada em cadelas com neoplasia mamaria. Contudo, mastectomia radical unilateral
ou bilateral pode ser empregada de forma preventiva, com o objetivo de diminuir a
incidéncia de novos tumores mamarios (CASSALI et al., 2014; HORTA et al., 2014).
A nodulectomia pode ser utilizada de forma paliativa nos pacientes que possuem
nédulos ulcerados e metastase a distancia (DE NARDI et al., 2016).

A quimioterapia pode ser utilizada como tratamento adjuvante nos pacientes
gue tém invasdo de vasos linfaticos ou sanguineos, em linfonodos e para os tipos
histologicos agressivos como carcinoma solido, anaplasico e micropapilar,
carcinossarcoma e sarcomas mamarios, e que estao ligados a um pior prognéstico
(CASSALI et al., 2014).

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO

As espécies reativas de oxigénio (ERO), incluindo RL e espécies néo radicais,
sdo geradas como subprodutos do metabolismo celular normal. Em condi¢cbes
normais, sao importantes para producao de energia por meio de ATP na cadeia de
transporte de elétrons, ativacao de genes, fertilizacdo e formacéo do odcito, regulacéo
do crescimento celular e no sistema imunologico, participando dos mecanismos de
defesa celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Porém, em condi¢cdes que sua
producdo € excessiva, apresentam efeitos prejudiciais, causando danos as
macromoléculas (lipidios, carboidratos, proteinas e/ou acidos nucleicos) celulares,
teciduais ou das organelas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Acredita-se que o
dano oxidativo a esses componentes, por um excesso de ERO, esteja envolvido na
patogénese do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracdo de
compostos oxidantes e a atuagdo dos sistemas de defesa antioxidante e parece
desempenhar um papel significativo na patogénese de muitas doencas, como

doencas cardiovasculares, neuropatias, doencas inflamatorias, AIDS, diabetes
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mellitus, distarbios renais e varios tipos de cancer, incluindo o cancer de mama
(SZCZUBIAL et al., 2004; SANCHEZ-PEREZ et al., 2005; SIES, 2015; THIPPANI;
KUMAR, 2020).

As ERO tém como alvo principalmente os acidos graxos poli-insaturados nas
membranas celulares e causam peroxidacdo lipidica. Os produtos da peroxidacéo
lipidica podem induzir danos ao DNA e, consequentemente, mutagénese e
carcinogénese (RAJNEESH et al., 2008). Os biomarcadores de peroxidacéao lipidica
gue podem ser medidos no sangue e nos tecidos sdo as substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) e o malondialdeido (MDA) (SZCZUBIAL et al.,, 2004;
SZCZUBIAL et al., 2008).

Os mecanismos de defesa antioxidante usando enzimas enddgenas e
antioxidantes derivados da dieta moderam os efeitos das ERO. Estudos de perfil
oxidante-antioxidante foram realizados em tecidos de canceres humanos
(RAJNEESH et al., 2008; RAY et al., 2000; WANG et al., 2014) e poucos estudos
semelhantes foram realizados em tumores caninos (KUMARAGURUPARAN et al.,
2002; RUSSO et al., 2021; THIPPANI; KUMAR, 2020; KARAYANNOPOULOU et al.,
2013).

2.2.1 Espécies Reativas de Oxigénio

As ERO s&o compostos quimicos derivados do oxigénio e em sua grande
maioria possuem alta instabilidade molecular, portanto sdo extremamente reativas e
capazes de transformar outras moléculas com as quais interagem (MAGDER, 2006).
Podemos dividir as ERO em dois grupos, os RL e as espécies reativas nao radicais
(Quadro 1) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

QUADRO 3 — Espécies Reativas de Oxigénio

Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

Radicais Livres N&o Radicais
Superoxido (02¢) Peroxido de Hidrogénio (H20>)
Hidroxila (OHe) Acido Hipobromoso (HOBr)
Hidroperoxila (HO2¢) Acido hipocloroso (HOCI)
Peroxila (RO2¢) Ozonio (O3)
Alcoxila (RO¢) Oxigénio Singlet (1°2)
Carbonato (COse) Peroxidos Organicos (ROOH)
Di6xido de Carbono (COz2¢) |Peroxinitrito (ONOO)

Acido Peroxinitroso (ONOOH)

Fonte: Adaptado de Ribeiro et al. (2005).
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Os RL séo atomos ou moléculas que possuem um numero impar de elétrons
em sua ultima camada elétrica (VAN LENTE, 1993). Isso permite a transferéncia de
elétrons com outras moléculas, resultando em alta instabilidade energética e cinética,
no qual precisam doar ou retirar um elétron de outra molécula para se manterem
estaveis (RIBEIRO et al., 2005). Apesar de existirem espécies reativas nao radicais,
gue ndo tem um elétron desemparelhado na Gltima camada, alguns ainda podem atuar
como oxirredutores (COTINGUIBA et al., 2013). As principais ERO envolvidas no dano
oxidativo estao listadas no Quadro 2.

A principal fonte de ERO no organismo € o proprio metabolismo normal do
oxigénio, ocorrendo normalmente nas mitocondrias, membranas celulares e no
citoplasma (ANDREYEV; KUSHNAREVA; STARKOV, 2005). Os ions ferro e cobre
estdo envolvidos em varias reacdes de RL e podem favorecer a geracdo de ERO
(MILLER; BRZEZINSKA-SLEBODZINSKA; MADSEN, 1993). A mitocdndria, por meio
da cadeia transportadora de elétrons, € a principal fonte endégena geradora de RL
(TURRENS, 2003).

Outra importante fonte geradora de RL sdo as enzimas NADPH oxidase,
presentes nas membranas com a funcdo de transferir elétrons (LAMBETH,;
KAWAHARA; DIEBOLD, 2007). Essas enzimas também participam da atuacao de
células do sistema imunoldgico e produzem uma grande quantidade de Oz capaz de
matar microrganismos invasores (MAGDER, 2006).

Os neutrdfilos parecem desempenhar papel importante no mecanismo de
desequilibrio do estresse oxidativo, uma vez que sdo fagocitos especializados que
possuem uma grande capacidade de producdo de ERO, que a partir do anion
superdxido resultam em compostos altamente reativos como o peroxido de
hidrogénioe &cido hipocloroso (NATHAN, 2006; ZAMZAMI et al., 1996).

A producdo das ERO constitui um processo fisiolégico, sendo
indispenséaveis para funcdes como a sinalizacdo celular e a defesa contra micro-
organismos. Durante os processos metabolicos, essas ERO atuam como mediadores
para a transferéncia de elétrons nas varias reacdes bioquimicas. Entretanto, a
producdo excessiva pode conduzir a lesGes oxidativas (PACHER; BECKMAN;
LIAUDET, 2007) e estar associada ao desenvolvimento de diversas doencas como a
anemia hemolitica (STOCKS; DORMANDY, 1971), aterosclerose (SAKURAI,
SAWAMURA, 2003), les6es de reperfusdo tecidual (PARK; LUCCHESI, 1999) além
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de ter um potencial cancerigeno (SHACTER et al., 1988) incluindo o cancer de mama
(SANCHEZ-PEREZ et al., 2005; SIES, 2015; SZCZUBIAL et al., 2004; THIPPANI;
KUMAR, 2020). Ainda existem poucos trabalhos a respeito do estresse oxidativo
relacionados a neoplasia mamaria em animais, e outra dificuldade é a respeito dos
métodos utilizados para determinacdo do estresse oxidativo diferirem entre a

literatura.

QUADRO 4 - Principais ERO envolvidas no dano oxidativo.

Espécies Est[ut_ura Descricao Ocorréncia Acéo
guimica
. Radical mais Aproximadamente Na maioria das
Radical ponte na . ~
. O2- , ~ em todas as células| reacOes atua como
superoxido inducéo de o
aerdbicas agente redutor
dano celular
Acidos nucleicos,
Radical Altamente | Formado a partir da proteinas,
. . HO- . o . :
hidroxila reativo homolise da agua carboidratos e
lipideos
. Através do
.Radlcal . HO2: Prot'onado a perdxido de Membranas biologicas
hidroperoxil partir do O2- : A
hidrogénio
Peroxido N&o é um Reacdes para
de H202 el GOes P Proteinas e lipidios
. - radical livre producéo de HO-
hidrogénio
Molécula de | Produzidos pelos
A oXxigénio fagocitos, inducéo
Oxigénio 10 . ~ . ~ ~
: 2 excitada. N&o | luminosa e reagbes | MutagBes no DNA
singleto . . X
€ um radical | catalisadas pelos
livre peroxidases

Fonte: Adaptado de Halliwell e Whiteman (2004).

2.2.2 Avaliacdo do estresse oxidativo

Para a avaliacdo dos marcadores de estresse oxidativo, sdo utilizados métodos
espectrofotométricos que avaliam a capacidade antioxidante total (CAT), que é um
método frequentemente usado para avaliar o estado antioxidante de amostras
biolégicas e pode avaliar a resposta antioxidante contra os radicais livres (RL)
produzidos em uma determinada doenca. A capacidade antioxidante equivalente a
Trolox (TEAC), capacidade de reducdo férrica do plasma (FRAP) e capacidade
antioxidante cuprica redutora (CUPRAC) sado diferentes ensaios utilizados para
determinar a CAT de uma amostra (RUBIO et al., 2016b). A CAT mensura todas as
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substancias antioxidantes presentes no plasma e a interacdo entre elas, obtendo-se
assim, o status antioxidante do individuo (EREL, 2004).

Além dos ensaios TEAC, FRAP, CUPRAC para a avaliacdo da CAT, a
peroxidacao lipidica e a concentragdo de &cido urico séo dois importantes marcadores
utilizados para avaliagdo do estresse oxidativo no meio biolégico. J& a capacidade
oxidante total (COT) diz respeito ao conjunto das substancias plasmaticas que atuam
como agentes pré-oxidantes, favorecendo o estresse oxidativo e atua como marcador
do estresse oxidativo (EREL, 2005).

O acido urico é considerado um importante antioxidante nos sistemas
biolégicos, ele é capaz de proteger o DNA e os lipidios da acdo das ERO e espécies
reativas de nitrogénio (ERN). Esse se encontra na forma de anion radical urato capaz
de reagir rapidamente com o radical hidroxila (HO), mas sua reacdo com os radicais
peroxila (ROO) e NO:2 é a base do seu efeito antioxidante. Além disso, o acido Urico
também exerce importante acdo na estabilizacdo do ascorbato no plasma sanguineo
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A peroxidagéo lipidica é uma reacdo em cadeia de RL que, uma vez iniciada,
promove a propagacao de produtos primérios chamados hidroperéxidos de lipidios
(BARRETO, 2008), que ao se decompor resultam em radicais de hidroxila que
apresentam maior reatividade e toxicidade e promovem o aumento do oxigénio
molecular singlete (°2), por meio da combinag&o com dois radicais peroxila. O 1% gera
danos as biomoléculas como aminoacidos, lipidios e bases de DNA (MIYAMOTO,
2005).

A peroxidacao lipidica ocorre como resultado do estresse oxidativo em que as
ERO danificam os acidos graxos insaturados da camada lipidica celular dos diversos
tecidos orgéanicos (PRYOR; STANLEY; BLAIR, 1976), podendo ser mensurada pela
dosagem direta do malondialdeido, resultado da peroxidagdo lipidica, ou
indiretamente por meio da dosagem das substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) (DEVASAGAYAM; BOLOOR; RAMASARMA, 2003).

Outros métodos de avaliacéo do estresse oxidativo incluem a mensuracao dos
agentes antioxidantes enzimaticos, como a catalase (CATA), superéxido dismutase
(SOD), glutationa redutase (GR) e peroxidase (GPx), além dos antioxidantes nao
enzimaticos, como por exemplo o &cido ascorbico, o tocoferol, betacaroteno, selénio,
entre outros (SZCZUBIAL et al., 2004; SANCHEZ-PEREZ et al., 2005; SIES, 2015;
THIPPANI; KUMAR, 2020).



27

2.2.3 Estresse oxidativo e cancer

O céancer esta entre os processos patolégicos que a participacdo do estresse
oxidativo j& foi descrito (REUTER et al., 2010). As células possuem mecanismos
bioquimicos e genéticos complexos para manter o equilibrio oxidativo, e sua alteragédo
tem graves consequéncias fisiopatoldégicas  (MILLER; BRZEZINSKA-
SLEBODZINSKA; MADSEN, 1993).

Em doses baixas as ERO levam a processos naturais de sobrevivéncia e
renovacao celular, entretanto em altas concentragdes podem estar relacionadas a
destruicdo celular e processos mutagénicos por oxidacdo dos acidos nucleicos, entre
outras moléculas (SIES, 2015). Niveis elevados de ERO foram retratados em diversos
tumores humanos e de cdes, incluindo melanoma, linfoma, mieloma multiplo,
carcinomas gastricos, mamarios, prostaticos e de célon (MCMICHAEL, 2007,
REUTER et al., 2010; VALKO et al., 2006).

A influéncia do estresse oxidativo na evolucdo do cancer é aparentemente
contraditoria. Pode agir estimulando a tumorigénese em virtude de aumentar a
transformacdo, proliferacdo e migracdo das células cancerigenas, ou induzir a morte
celular (HAYES; DINKOVA-KOSTOVA; TEW, 2020). As ERO sao capazes de induzir
danos no DNA, levando a lesdes genéticas que iniciam a tumorigenicidade e
subsequente progressdo do tumor (REUTER et al., 2010). Por outro lado, as ERO
também podem induzir a senescéncia e apoptose celular e, portanto, podem funcionar
como agentes antitumorigénicos (REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016). Se
as ERO promovem a sobrevivéncia das células tumorais ou atuam como agentes
antitumorigénicos, depende da célula e dos tecidos, da localizacdo, da producéo de
ERO e da concentragdo de ERO individuais (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
JAKUBCZYK et al., 2020).

O microambiente tumoral esta exposto condi¢cdes de estresse, como hipdxia,
perda de adesao intercelular e da matriz extracelular, e o desbalanco no metabolismo
oxidativo (DHILLON et al., 2007). Os estudos com o ecossistema tumoral que
comecaram com componentes celulares do estroma tumoral, se concentram agora no
meio acelular, hostil até mesmo para as células malignas, porém é incrivel a
capacidade adaptativa das células tumorais a hipoxia e aos efeitos téxicos do oxigénio
(HALLIWELL, 2007; HAYES; DINKOVA-KOSTOVA; TEW, 2020; SILVA e

JASIULIONIS, 2014). Por essa importancia o estresse oxidativo e a desregulacéo
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mitocondrial foram incorporados ao modelo original de Hannah e Weinberg como uma
das hallmaks do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A hiperproliferacdo das células tumorais tem como consequéncia uma alta
producdo de ERO, porém ocorre uma resposta adaptativa e ela se mantém mesmo
com a alta carga oxidativa (BREITZIG et al., 2016). Nesse cenario é esperado que a
peroxidacao lipidica cause efeitos inflamatdrios, senescéncia e apoptose, contudo as
células tumorais ativam mecanismos de oxirreducdo, aumentando a transcricdo de
fatores antioxidantes para criar condicdes mais favoraveis e continuar sua
proliferacéo, evitando a morte por senescéncia, apoptose ou ferroptose (DODSON;
CASTRO-PORTUGUEZ; ZHANG, 2019; REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES,
2016).

A resposta adaptiva da célula tumoral é complexa, por meio de sinalizadores
celulares de estresse oxidativo ativados em cadeia, a depender dos niveis de ERO.
Por regular um amplo espectro de genes antioxidantes e de desintoxicacdo, o NRF2
fornece a principal defesa induzivel contra o estresse oxidativo (DODSON; CASTRO-
PORTUGUEZ; ZHANG, 2019; SIES; BERNDT; JONES, 2017). No entanto, essa
adaptacao inicial mediada pelo NRF2 € estratificada e regulada, e uma vez que 0s
genes antioxidantes induzidos por NRF2 s&do sobrecarregados, outros fatores de
transcricdo e vias antioxidantes sédo ativados (CHHUNCHHA; KUBO; SINGH, 2019;
ZUCKER et al., 2014).

Os mecanismos redox adicionais ap0s a saturacao do NRF2 incluem a resposta
orquestrada de outros fatores de transcricao antioxidantes, modulando genes como
BACH1, AP-1, FOXO, HIF1A, NFKB, TP53, PTEN e ATM, de forma estratificada e
sequencial (EIJKELENBOOM; BURGERING, 2013; FARAONIO et al., 2006;
HIEMSTRA et al., 2017; SANCHEZ-ALVAREZ et al., 2019; XIAO et al., 2003). Cada
um desses fatores de transcricdo € ativado em um patamar diferente ERO, e o
resultado sdo varias vias celulares distintas de reprogramacao metabdlica, reparo de
danos, parada de ciclo celular, senescéncia, apoptose e ferroptose (XIAO et al., 2003).

O estresse oxidativo e a resposta das células tumorais sao fatores de pressao
seletivo, especialmente nos tumores mais avancgados, e podem explicar o motivo pelo
gual o uso de antioxidantes esta envolvido no desenvolvimento de metastase com a
multiplicacdo de diferentes tipos de clones tumorais (GAL et al.,, 2015; GILL;
PISKOUNOVA; MORRISON, 2016; PEIRIS-PAGES et al., 2015; PISKOUNOVA et al.,
2015). Como a terapia antioxidante ndo tem se mostrado eficaz no combate ao cancer,
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recentemente o aumento do estresse oxidativo é considerado um novo alvo para a
terapia anticancer (AZMANOVA; PITTO-BARRY, 2022; PERILLO et al., 2020).

Aumentar os niveis de ERO nas células cancerigenas e, assim, cruzar o limiar
de morte de células cancerigenas, pode ser feito aumentando a producédo direta de
ERO por meio de abordagens exdégenas e/ou inibindo os mecanismos antioxidante
celulares enddgenos das células tumorais (HABTETSION et al., 2018; KIM; KIM; SEO,
2019; OZBEN, 2007; VAN LOENHOUT et al., 2020). Varios estudos sdo sugestivos
do fato de que o mecanismo de acdo subjacente e a eficacia das terapias
convencionais (por exemplo, radioterapia e quimioterapia) induzindo a morte de
células tumorais, € a geracao de niveis elevados de ERO durante tratamento, e essas
novas abordagens poderiam além de ter acdo direta no combate as células
cancerigenas, também melhorar a resposta as terapias convencionais (HABTETSION
et al., 2018; KIM; KIM; SEO, 2019; OZBEN, 2007; ZHANG; WANG; SU, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o estresse oxidativo sistémico e tecidual em cadelas com neoplasia mamaria
em comparacao a cadelas saudaveis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se o tecido mamario neoplasico e normal e o soro das cadelas
acometidas por neoplasia mamaria benigna ou maligna apresentam variacao
da CAT e COT em relacdo ao tecido mamario e o soro de cadelas saudaveis.

e Avaliar se ha diferenca na peroxidacao lipidica sérica e tecidual entre cadelas
acometidas por neoplasia mamaria benigna, maligna, e cadelas saudaveis.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAIS DE REALIZAGAO / ORGAOS ENVOLVIDOS

A avaliacao clinica e tratamento dos pacientes foram realizadas pelo Hospital
Veterinario “Roque Quagliato” do Centro Universitario das Faculdades Integras de
Ourinhos (HV-UNIFIO) e Hospital Veterindrio Escola da Universidade do Norte
Pioneiro (HVE-UENP).

O processamento laboratorial das amostras e diagndstico histopatologico foi
realizado no Laboratério de Patologia Animal do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Universidade Estadual de Londrina.

Os fragmentos de tecidos mamarios foram homogeneizados no Laboratério de
Imunologia Celular da Faculdade de Medicina Veterinaria da Unesp de Aracatuba.

A realizagao dos testes para avaliacdo de estresse oxidativo ocorreu no setor
de Patologia e Andlises Clinicas Veterinaria do HV-UNIFIO.

4.2 APROVACAO COMITE DE ETICA

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
Centro Universitario de Ourinhos (sob o niumero de protocolo 004/2021), ocorrendo
de acordo com os principios éticos. A inclusdo dos cées controles utilizados no
experimento ocorreu mediante autorizacdo expressa por seu tutor, por meio de
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, enquanto as amostras dos
cdes com neoplasia mamaria eram provenientes da rotina do Hospital Veterinario
“‘Roque Quagliato” do Centro Universitario das Faculdades Integras de Ourinhos (HV-
UNIFIO), e do Hospital Veterinario Escola da Universidade do Norte Pioneiro (HVE-
UENP), sem que houvesse qualquer interferéncia deste estudo nos protocolos clinicos

instituidos.

4.3 SELECAO DOS ANIMAIS

Foram incluidas neste estudo cadelas portadoras de neoplasia mamaria, sem
outras comorbidades clinicamente detectaveis, que passaram por atendimento e
tratamento no HV-UNIFIO e HVE-UENP, entre o periodo de maio a outubro de 2021.
Para o grupo controle, foram incluidas cadelas clinicamente saudaveis, sem tumores

mamarios macroscopicamente identificaveis, com idade minima de sete anos, ou seja,



32

compativel com a idade das cadelas portadoras de neoplasia, admitidas no HV-
UNIFIO para OH eletiva no mesmo periodo.

No intervalo de tempo supracitado foram admitidas 34 cadelas, oito cadelas
atenderam os critérios para o grupo controle e 26 para o grupo neoplasia mamaria.

Grupo controle (GC): oito cadelas adultas sem neoformagfes mamarias,
consideradas saudaveis apOs avaliacao clinica e laboratorial. Nesses pacientes,
mediante autorizacdo dos proprietarios, foi realizada a coleta de tecido mamario
saudavel por meio de biépsia incisional da mama inguinal direita.

Grupo neoplasia mamaria (GNM): foram incluidas 26 cadelas adultas com
neoformacdo mamaria Unica ou multipla, sem comorbidades clinicamente detectaveis,
e sem presenca de metastase apds avaliacdo clinica, laboratorial e exames de
imagem. Esses animais passaram por cirurgia de mastectomia de acordo com a
recomendacao individual de cada paciente, todos provenientes da rotina do HV-
UNIFIO e HVE-UENP, durante o periodo do estudo.

4.4 ABORDAGEM CLINICA

Os animais do grupo neoplasia mamaria passaram por estadiamento clinico
oncolégico de acordo com Cassali et al. (2014), realizacdo de ultrassonografia
abdominal e radiografias de térax para investigacdo de metastase, e avaliacao
laboratorial com hemograma e dosagens séricas de alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FA), albumina, globulina, proteina total, creatinina e ureia.

Apds o estadiamento clinico, os pacientes foram submetidos ao tratamento
cirdrgico por meio de mastectomia regional, radical unilateral ou radical bilateral. Os
animais incluidos nesse estudo e submetidos ao tratamento cirdrgico tiveram o0s
mesmos protocolos anestésicos.

Os animais do grupo controle passaram pela mesma avaliagdo clinica e

laboratorial que os animais grupo neoplasia mamaria, exceto os de imagem.

4.5 COLETA DAS AMOSTRAS SERICAS E TECIDUAIS

As amostras de soro para avaliacdo dos parametros de estresse oxidativo sao
provenientes do dia do procedimento cirargico, coletadas antes de qualquer
procedimento anestésico, de amostra de sangue colhida por puncao jugular (10 mL)
e acondicionado em tubos sem aditivo (BD Vacutainer®, Becton-Dickson, New Jersey,

USA), centrifugado 20 min e separado em aliquotas de 2ml. Todo o processamento
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ocorreu 0 maximo possivel na auséncia de luz e as amostras foram armazenados a -
20°C sob protecéo da luz até o momento das determinac¢des por um periodo maximo
de 180 dias.

4.5.1 Clivagem das pecgas e sele¢ao das amostras teciduais

As pecas provenientes de mastectomia foram avaliadas macroscopicamente
para identificacdo das neoformacfes mamarias referidas e verificacdo da existéncia
de outras lesbes nao identificadas previamente. Todas as mamas que compunham a
peca cirdrgica foram amostradas, contendo ou nao alteracbes macroscopicas. Das
mamas macroscopicamente normais, coletou-se uma seccdao tecidual com cerca de
5mm de espessura imediatamente caudal a papila mamaria para avaliacdo
histopatolégica e uma imediatamente cranial a papila para avaliagdo dos parametros
de estresse oxidativo. Das mamas contendo neoformacdes, coletou-se uma, trés ou
cinco amostras, a depender do tamanho da neoformacé&o, conforme Cassali et al.
(2014), para avaliacao histopatolégica, com duplicata para avaliagdo dos parametros
de estresse oxidativo.

As amostras provenientes de biopsia mamaria das cadelas do grupo controle
foram seccionadas ao meio, sendo um fragmento destinado a avaliacdo
histopatoldgica e o outro a avaliacdo dos parametros de estresse oxidativo.

Os tecidos mamarios para avaliagdo do estresse oxidativo foram
acondicionados em microtubos, identificados e armazenados a -20°C sob protecéo da

luz até o momento das determinagdes por um periodo méximo de 180 dias.

4.6 PROCESSAMENTO E AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Os fragmentos foram clivados, acondicionados em cassetes histologicos e
imersos em solugcdo de formol tamponado a 10% por 48 horas, sendo entao
transferidas para solucéo de alcool etilico 70% até o momento do processamento. Em
seguida, as amostras foram submetidas a desidratacdo, diafanizacdo (clareamento) e
parafinizacdo em processador automatico de tecidos utilizando banhos progressivos
de alcool, xilol e parafina em estado liquido, respectivamente. Os fragmentos teciduais
foram entdo incluidos em parafina e os blocos mantidos sob refrigeracdo para
posterior clivagem em micrétomo com espessura de 5um. Os cortes histolégicos
foram deitados em laminas histolégicas que permaneceram em estufa a 56° C por 4

horas para o derretimento da parafina sendo entdo mantidas em temperatura
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ambiente. Por fim, foi realizada a coloragdao com hematoxilina e eosina (HE) e a
montagem com laminula e resina sintética, apds a secagem da qual estavam prontas
para avaliagdo microscopica.

O diagndstico das alterag6es microscoépicas foi feito com base na classificacédo
proposta por Cassali et al. (2014).

4.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E PARAMETROS PARA A AVALIACAO DO
ESTRESSE OXIDATIVO

Com base no resultado na avaliagcdo histopatologica, foi confirmada a auséncia
de neoplasia mamaria nas cadelas do GC e realizada a distingdo entre cadelas
portadoras de cancer (tendo ou ndo tumores benignos concomitantemente) e
portadoras exclusivamente de tumor(es) benigno(s), naquelas do GNM.

Para verificar se a presenca de neoplasia mamaria € capaz de causar estresse
oxidativo sistémico, os parametros de estresse oxidativos foram determinados no soro
das cadelas do GC (8 animais), de cadelas com neoplasia mamaria maligna (22
animais) e com neoplasia mamaria benigna (4 animais).

Para verificar se a presenca de neoplasia mamaria € capaz de causar estresse
oxidativo tecidual, os parametros de estresse oxidativos foram determinados no tecido
mamario das cadelas do GC (8 animais), e no tecido da mamario neoplasico maligno
(22 tumores), benigno (7 tumores), e ndo neoplasico (26 mamas) das cadelas do
GNM.

Os animais que tiveram diagndstico de cancer de mama, tiveram os tecidos
tumorais e normais divididos nos subgrupos: mama afetada por neoplasia maligna (M)
e mama normal de cadelas com neoplasia maligna [M(N)] (Quadro 5). As cadelas com
diagnéstico de somente tumor benigno, tiveram os tecidos tumorais e normais nos
subgrupos: mamas acometidas com tumor benigno (B) e mama normal de cadelas
somente com neoplasia benigna [B(N)] (Quadro 5). Nao foram utilizados os tecidos

tumorais benignos provenientes de pacientes com cancer.
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QUADRO 5 — Divisdo dos subgrupos dos tecidos mamarios neoplasicos e normais.

Cadelas com |Cadelas somente| Cadelas grupo
neoplasia com neoplasia controle
mamaria maligna | mamaria benigna saudaveis
Tecido mamario
sem neoplasia 14 M(N)] 12 [B(N)] 8(©)
Tecido mamario 22 (M) 7 (8) i
neoplasico

O estresse oxidativo foi avaliado a partir do soro e de homogeneizado tecidual,
em bioquimico semiautomatizado (BIO 2000, BioPlus, Barueri, SP, Brasil) pela
mensuragcdo da CAT por quatro diferentes metodologias, da COT, da peroxidacao
lipidica pelas TBARS e da determinagdo dos antioxidantes acido Urico segundo
metodologia previamente descrita (ALMEIDA et al., 2013; ALMEIDA et al., 2017).

Os fragmentos de tecidos mamarios foram homogeneizados com 500 uL de
solugéo salina tamponada estéril (QIAGEN TissueRuptor I, Germany) por 2 minutos.
Posteriormente foram centrifugados a 10.000 G por 15 minutos para obtencdo do
sobrenadante do homogeneizado de mama para as determina¢cfes dos parametros
de estresse oxidativo teciduais, os quais foram normalizados em funcéo do teor de
proteinas totais determinadas pelo método colorimétrico do biureto.

A CAT foi determinada pela inibicdo da reducao do cétion ABTS sozinho (CAT-
ABTS) descrito por Erel (2004) ou associado a peroxidase (CAT-ABTS+HRP) descrito
por Rubio et al. (2016b), pela reducao férrica (CAT-FRAP) descrita por Benzie e Strain
(1996) e pela reducdo cuprica (CAT-CUPRAC) descrita em cdes por Rubio et al.
(2016a).

A COT foi determinada em bioquimico semiautomatizado pelo método
colorimétrico do xilenol laranja descrito por Erel (2005).

A peroxidacdo determinada pelas TBARS utilizou metodologia descrita por
Hunter et al. (1985) a 545 nm, sendo os resultados obtidos ap6s comparacdo das
amostras a uma curva-padrédo com concentracdes variando de 0 a 100 pumol de
malondialdeido/L. Todos os reagentes eram provenientes da Sigma-Aldrich Chemical
Co.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram testadas quanto a normalidade (Teste de Shapiro-Wilk)
homoscedasticidadeade (teste de Bartlett). As diferencas entre os grupos de amostras
teciduais foram verificadas pelos testes de ANOVA e pos-teste de Tukey ou Kruskall-
Walis com pés-teste de Dunn. As diferencas entre o0s grupos de soro foram verificadas
pelo teste t de Student ndo pareado ou Mann-Whitney. Os resultados foram
apresentados em média e desvio padrdo, ou mediana e valores minimos e maximos.
Todas as analises estatisticas foram efetuadas em programa computacional
(GraphPad Prism, v.6.00 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA,
www.graphpad.com), sendo considerados significantes quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICA DOS ANIMAIS E DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Para este estudo foram incluidas um total de 26 cadelas portadoras de
neoplasia mamaéria. A idade média desses pacientes foi de 9,9+1,7 anos (7 a 15 anos),
enguanto no grupo controle a idade média foi de 9,12+1,45 anos (7 a 12 anos). Do
total de animais com neoplasia, 84,6% (22/26) tiveram diagnostico de neoplasia
maligna e 15,4% (4/26) de neoplasia benigna.

Na classificacdo histoldgica, as neoplasias malignas mais frequentes foram
carcinoma em tumor misto 50% (16/32), carcinoma (in situ, solido, cribriforme, rico em
glicogénio, papilar) 22,8% (7/32), adenomioepitelioma maligno 12,5% (4/32),
carcinossarcoma 9,3% (3/32), e osteossarcoma 6,2% (2/32). Entre os benignos, os
mais frequentes foram tumor misto benigno 73,3% (11/15), adenomioepitelioma
13,35% (2/15) e papiloma ductal 13,35% (2/15).

5.2 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

5.2.1 Sistémico

A andlise estatistica do estresse oxidativo sistémico foi realizada somente entre
0s grupos de animais com neoplasia maligna e o grupo controle devido ao baixo
ndamero de animais no grupo com neoplasia benigna.

Na avaliacdo sérica do estresse oxidativo, cdes com neoplasia maligna
apresentaram uma reducédo de antioxidantes pelos métodos ABTS+HRP (Figura 1C)
e CUPRAC (Figura 1D), e aumento de oxidantes e da peroxidacédo lipidica pelas
TBARS, em relacéo aos cées controle (Figura 1G e 1F). A avaliagcdo da CAT pelos
métodos FRAP e utilizando somente o ABTS néo apresentaram diferenca (Figura 1B

e 1E), assim como a concentracdo do antioxidante &cido urico (Figura 1A).
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FIGURA 1 - Marcadores de estresse oxidativo sérico Acido Urico (A), CAT-ABTS (B), CAT-
ABTS-HRP (C), CAT-CUPRAC (D), CAT-FRAP (E), COT (F) e peroxidacao lipidica pelas
substéncias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) sérica (G). A diferenca
estatisticamente significante € indicada por * (p<0,05).
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5.2.2 Tecidual

As amostras provenientes de neoplasias malignas (M) apresentaram um
aumento de antioxidantes (CAT) pelos métodos de ABTS com ou sem adicado de HRP
(Figura 2B e 2C) em relagdo aos tecidos ndo neoplasicos das cadelas com tumores
malignos - N(M). Ja pelo método de avalicdo pela FRAP (Figura 2E), o grupo (M)
apresentou aumento de antioxidantes em relacdo a todos o0s outros grupos. Em
contrapartida, houve uma reducéo de oxidantes (COT) no grupo (M) em relacédo ao
grupo controle (C) e das mamas néo neoplasicas das cadelas com tumores benignos
N(B) (Figura 2F).

O grupo com amostras proveniente de tumores benignos (B) apresentou
aumento da CAT-CUPRAC em relacdo a todos os outros grupos, exceto as mamas
N(B) (Figura 2D). Houve reducéao de oxidantes totais nesses tecidos em relagdo ao
grupo controle (Figura 2F).

Os tecidos mamarios B(N) tiveram aumento de oxidantes totais (Figura 2F) e
antioxidantes pela metodologia CUPRAC (Figura 2D) em relacao aos tecidos M(N). O
grupo M(N), teve diminuicdo de oxidantes totais e de antioxidantes pelo método
CUPRAC, em relagao aos grupos C e B respectivamente (Figura 2F e 2D).

Todos os outros grupos de tecidos, com excec¢édo do grupo B(N), apresentaram
diminuicdo dos oxidantes totais em relacéo ao grupo controle (Figura 2F).

N&o houve diferenca entre os grupos na avaliacdo da concentracdo do
antioxidante &cido drico tecidual e na peroxidacao lipidica.
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FIGURA 2 - Marcadores de estresse oxidativo tecidual Acido Urico (A), CAT-ABTS (B), CAT-
ABTS-HRP (C), CAT-CUPRAC (D), CAT-FRAP (E), COT (F) e peroxidacao lipidica pelas
substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS) sérica (G). A diferenca estatisticamente
significante é indicada por * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) ou **** (p<0,0001).
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Legenda: tecido controle - (C); tecido mamario neoplasico maligno - (M); tecido mamario normal
de animais com neoplasia maligna — [M(N)]; tecido mamario neoplasico benigno - (B); tecido

mamario normal de animais com neoplasia benigna — [B(N)].
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6 DISCUSSAO

A neoplasia mamaria € a principal causa de tumores que acometem as cadelas,
representando de 50 a 70% de todos os tumores nesse subgrupo, estimando-se que
0os tumores malignos representam por volta de 80% de frequéncia no Brasil
(OLIVEIRA FILHO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2003; SORENMO, 2003). Nesse
estudo, a média de frequéncia de tumores mamarios malignos foi de 84,6%,
corroborando com o que os dados nacionais. As espécies reativas de oxigénio (ERO)
sdo substancias quimicas reativas e instaveis, resultantes da oxirredugé@o do oxigénio
no metabolismo celular. Niveis elevados de ERO ou a falha na sua remocéao resultam
em estresse oxidativo, que causa graves disturbios metabdlicos e danos a
macromoléculas bioldgicas, como lipidios, proteinas e acidos nucleicos, e pode estar
associado ao mecanismo de carcinogénese (LEONEL et al., 2014; TANJA et al.,
2008). Ainda existem poucos trabalhos a respeito do estresse oxidativo relacionado a
neoplasia mamaria em animais, uma das dificuldades em se trabalhar neste tema é o
fato de que ndo ha uma padronizacdo dos métodos para mensurar 0os parametros de
estresse oxidativo (ASKAR et al., 2009; KARAYANNOPOULOU et al., 2013; KHANNA
et al., 2012; SZCZUBIAL et al., 2008; THIPPANI; KUMAR, 2020).

No presente estudo, foi observado que a neoplasia de mama induziu ao
estresse oxidativo sérico e tecidual de formas distintas. No ambito sistémico
caracterizou-se por uma reducdo da CAT, e aumento da COT juntamente com a
peroxidacao lipidica. Por outro lado, no tecido mamario neoplasico houve o oposto,
com aumento da CAT, e reducdo da COT e consequente menor peroxidacao lipidica.

A determinacdo de peroxidacdo lipidica através das TBARS, em que o
malondialdeido é o principal composto resultante da oxidacao lipidica, € amplamente
utilizado como marcador de estresse oxidativo (TUG et al., 2005). No presente estudo
houve um aumento sérico significativo dos oxidantes e da peroxidac¢do lipidica dos
animais com cancer mamario em relacao ao grupo controle.

A maioria das pesquisas observou diferenca da peroxidacao lipidica sérica
entre pacientes com cancer de mama malignos e saudaveis (ASKAR et al., 2009;
KHANNA et al., 2012; MACOTPET et al., 2013; SOUZA et al., 2017). No trabalho mais
recente, Russo et al. (2021) utilizaram 144 cadelas com neoplasia mamadria, e
observaram aumento sérico significativo da peroxidacéo lipidica (2,0 e 2,7 vezes) no

grupo neoplasia maligna e benigna respectivamente, em relagdo ao grupo controle.
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Outras pesquisas mostraram que ndo houve diferenca na peroxidacao lipidica,
porém reducdo nos niveis de antioxidantes a-tocoferol e p-caroteno,e aumento do
antioxidante glutationa (KARAYANNOPOULOQOU et al., 2013; SZCZUBIAL et al., 2008).
A glutationa possui papel central na biotransformacéo e eliminagéo de xenobidticos e
na defesa das células contra o estresse oxidativo (ANDREANI et al., 2017).

Existem resultados controversos a respeito da significancia da diferenca nos
valores de peroxidacéo lipidica entre caes clinicamente saudaveis e caes com cancer
mamario, e isso pode estar ligado a fatores de malignidade, progresséo e cronicidade
tumoral, diferencas entre os métodos utilizados, e o tipo de resposta antioxidante
endogena e exdgena dos animais (MCMICHAEL, 2007; TANJA et al., 2008; VALKO
et al., 2006).

Em mulheres com cancer de mama, que apresentaram peroxidacéo lipidica e
estresse oxidativo sistémico significativos, houve aumento da atividade enzimatica
antioxidante, por meio do aumento concomitante das enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CATA), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e
glutationa transferase (GST) (PANDE et al., 2012; RAJNEESH et al., 2008).

No presente trabalho, os animais com neoplasia maligna tiveram uma reducéo
sérica significativa da CAT, pelos métodos ABTS+HRP e CUPRAC, junto ao aumento
dos oxidantes totais, em relacéo ao grupo controle. Em um estudo com cadelas com
neoplasia mamaria Szczubial et al. (2008) observaram uma reducao significativa da
CAT no grupo com tumor maligno e benigno em relacéo ao grupo controle. No estudo
em cdes com linfoma multicéntrico também foi observado uma reducdo da CAT
(WINTER et al., 2009). Em mulheres com cancer de mama, apesar do aumento das
enzimas antioxidantes, também houve uma reducdo da CAT, possivelmente pelo fato
do sistema antioxidante estar atingindo seu limite de depurag¢do das ERO (RAJNEESH
et al., 2008).

O sistema de defesa contra ERO conta com antioxidantes enzimaticos (SOD,
CATA, GPx, GR e GST) e nao enzimaticos (vitaminas A, C e E, glutationa,
flavonoides). A CAT é um importante biomarcador de estresse oxidativo, uma vez que
ela define o efeito sinérgico entre esses varios componentes antioxidantes da amostra
(MCMICHAEL, 2007). A resposta e eficiéncia dos mecanismos antioxidantes depende
da intensidade, cronicidade e origem da producéo de ERO, e podem sofrer variagcoes
em decorréncia disso (MILLER; BRZEZINSKA-SLEBODZINSKA; MADSEN, 1993).
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As diferencas nos valores entre os métodos utilizados para avaliagdo da CAT
resultam do fato de que cada técnica avalia antioxidantes distintos (RUBIO et al.,
2016b). Os ensaios ABTS, FRAP e CUPRAC avaliam principalmente a albumina e o
acido urico, além do &cido ascorbico, a-tocopherol e a bilirrubina (PINCHUK et al.,
2012; PRIOR; CAO, 1999). Porém enquanto na técnica com ABTS a albumina
responde de 43 a 53% do valor total, e o &cido urico representa 33%, no FRAP o valor
do acido urico representa acima de 60%, além desse método ndo conseguir mensurar
antioxidantes contendo um grupo tiol (BENZIE; STRAIN, 1996; CAMPOS et al., 2009;
EREL, 2004; PINCHUK et al., 2012; PRIOR; CAO, 1999). Ja ensaio CUPRAC mede
além dos citados acima, os antioxidantes do grupo tiol e o B-caroteno (APAK et al.,
2005; CAMPOS et al., 2009).

Neste estudo a determinagéo de estresse oxidativo tecidual foi avaliada pelos
mesmos meétodos utilizados para o soro. Houve estresse oxidativo nos tecidos
neoplasicos, com aumento de antioxidantes e reducédo de oxidantes, sem diferenca
na peroxidacao lipidica entre os grupos de tecidos com neoplasia e o grupo controle.

Nos tecidos mamarios normais dos animais com neoplasia também
apresentaram estresse oxidativo, com reducdo de antioxidantes nos animais com
neoplasia maligna em relagéo aos benignos, e concentracdo de oxidantes de forma
oposta, com aumento no grupo dos benignos em relagdo aos malignos.

As mamas normais dos pacientes com neoplasia benigna apesar de mostrarem
reducdo dos oxidantes em relacdo ao grupo controle, nao tiveram diferenca
estatistica, o que mostra esse grupo com valores mais préximos as mamas normais
dos animais sem neoplasia.

Estudos com avaliacao tecidual de estresse oxidativo sdo escassos, € nenhum
dos trabalhos avaliou a CAT e COT a partir dos métodos utilizados nessa pesquisa.
Em estudo recente Thipanni e Kumar (2020), em um estudo com caes, utilizaram 68
amostras de tumores malignos (54,4%) e benignos (45,6%), e todos apresentaram
aumento nas TBARS, junto as enzimas SOD e GST, e da glutationa, em relacédo ao
tecido normal.

O aumento da expresséo e atividade de enzimas antioxidantes SOD e CATA
também foi encontrado em tecido tumoral mamario maligno por Andreani et al. (2017).
Outros trabalhos também observaram diferenca significativa na peroxidagéo lipidica

no tecido mamario com cancer, junto a um aumento da glutationa e reducao da
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vitamina E (JAYASRI; PADMAJA; SAIBABA, 2016; KARAYANNOPOULOU et al.,
2013).

Em outro estudo mais recente, Karakurt et al. (2021) através da técnica de
imuno-histoquimica, conseguiram realizar a marcacdo em tecidos com cancer
mamario para o MDA e 8-Oxo0-2'-desoxiganosina, um marcador de dano oxidativo ao
DNA, comprovando estresse oxidativo e lesao celular. No tecido mamario de mulheres
com cancer, também houve aumento da peroxidacéo lipidica, mesmo com aumento
da CAT, glutationa e das enzimas SOD, CATA e GPx (KUMARAGURUPARAN et al.,
2002; WANG et al., 2014).

O papel do estresse oxidativo no microambiente tumoral vem sendo objetivo
dos estudos em humanos. Apos a hiperproliferacdo das células tumorais, uma alta
producdo de ERO é desencadeada, porém ha uma adaptacao e crescimento tecidual
mesmo com esse ambiente altamente oxidativo (HALLIWELL, 2007; KLAUNIG et al.,
1998; REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016).

A medida que a peroxidacdo lipidica tem inicio, e deveria causar efeitos
inflamatdrios, senescéncia e apoptose, as células tumorais conseguem ativar o
sistema antioxidante, aumentando o equilibrio redox por meio da transcricdo de
fatores antioxidantes para otimizar a proliferagao e assim, desviando-se da morte por
senescéncia, apoptose ou ferroptose (DODSON; CASTRO-PORTUGUEZ; ZHANG,
2019; KARIHTALA; SOINI, 2007; REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016).

Durante a progressao tumoral e o desenvolvimento de metastases, as células
tumorais se adaptam ao estresse oxidativo aumentando o NADPH de varias maneiras,
incluindo a ativagcéo de proteina quinase ativada por adenosina monofosfato, das vias
pentose fosfato e metabolismo redutor de glutamina e folato. (HALLIWELL, 2007;
REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016).

No presente estudo as TBARS néo tiveram diferenca significativa nos grupos
teciduais. O aumento das substancias antioxidantes, determinada pela CAT, e
reducdo das substancias oxidantes, determinada pela COT, sugerem que O0sS
mecanismos de defesa celular tiveram sucesso em neutralizar as ERO, e
consequentemente protegeram da peroxidacao lipidica tecidual. Além do aumento na
producdo de substancias e enzimas antioxidantes pelo tecido tumoral, existe
provavelmente um aumento do consumo local de antioxidantes plasmaticos, pelo
microambiente tumoral, contribuindo para a sua reducédo sistémica, levando a um

aumento da oxidacao e peroxidacdao lipidica sérica.
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7 LIMITAGOES DO ESTUDO

Desde o inicio da pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2, foram impostas
medidas restritivas e de distanciamento pelos governos estaduais com objetivo reduzir
as interagcbes em comunidade, além de outros métodos de distanciamento fisico,
como o fechamento de locais de trabalho e de ensino, bem como a proibicdo de
reunides publicas, além de quarentenas e corddes sanitarios. Nesse periodo, o HV-
UEL teve seus atendimentos reduzidos para casos de urgéncia e emergéncia, e as
cirurgias eletivas adiadas.

O objetivo do projeto foi avaliar o estresse oxidativo sistémico e tecidual em
cadelas acometidas por neoplasia mamaria, porém, com o adiamento de cirurgias
eletivas o0s procedimentos de mastectomia ndo puderam ser realizados,
comprometendo a coleta de amostras para analise. A quantidade de amostras deve
ser significativa para avaliagcdo estatistica, e os testes laboratoriais precisam ocorrer
em bloco devido as técnicas de avaliacdo do estresse oxidativo.

E importante salientar que as amostras devem ser armazenadas em
temperatura de -80 °C até o0 momento de processamento e analise, impossibilitando
a coleta e o armazenamento em locais que ndo possuem tais recursos. O periodo
méaximo para a avaliacdo de amostras em temperatura de -20 °C € de 180 dias, o que
reduz o tempo de intervalo para o experimento nessas condi¢cdes.

Em consequéncia desse panorama, dada a impossibilidade de coleta de
amostras no HV-UEL, foi necessaria a mudanca para outras instituicbes que néo
possuem armazenamento a -80 °C, reduzindo o tempo habil para a conclusao do
projeto de pesquisa. Em funcao da reducéo do prazo do projeto, so foi possivel coletar
amostras de pacientes com tumores mamarios nesse periodo, e houve uma baixa
frequéncia de tumores benignos, limitando os resultados e o delineamento

inicialmente tracado.
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8 CONCLUSAO

A presenca de cancer mamario em cadelas contribui para um estado de
estresse oxidativo seérico e tecidual, com variacdes distintas nas respostas organicas
e nos marcadores de estresse oxidativo.

Ocorreu estresse oxidativo sistémico com reducéo de antioxidantes e aumento
de oxidantes e peroxidacao lipidica, enquanto no tecido mamario neoplasico houve
compensacao do estresse oxidativo com aumento de antioxidantes, reducdo dos

oxidantes e sem diferenca da peroxidacao lipidica.
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APENDICE A — ANIMAIS COM NEOPLASIA MAMARIA MALIGNA UTLIZADOS
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NO ESTUDO
ANIMAL | IDADE | PESO RACA DIAGOSTICO HISTOPATOLOGICO
#1 15 anos | 6,3kg Maltés Carcinoma em padrdo misto + Osteosarcoma
#2 10 anos | 2,4kg Pinscher |Carcinoma sélido microinvasor
43 10 anos | 3,8kg Pinscher Carcinoma em tumor misto, padrao tubular,
grau |
#4 11anos | 3kg Pinscher |Carcinoma em tumor misto, grau ll
#5 10anos | 9kg Poodle Carcinosarcoma
#6 12 anos | 5,2kg Poodle Adenomioepitelioma maligno
#7 10 anos | 7,5kg Shih-tzu | Carcinoma em tumor misto
Sem raga . N
#8 10 anos | 13kg definida Carcinoma papilar invasor grau Il
#9 10 anos | 16kg Sem. r.aga Osteosarcoma
definida
#10 10anos | 8kg Sem. rfaga Carcinosarcoma
definida
#11 11 anos | 15kg Sem. r?ga Carcinoma em tumor misto, grau |
definida
#12 11 anos | 27,9kg Se”T réga Carcinoma em tumor misto, grau I
definida
Sem raga . o .
#13 12 anos | 25kg definida Adenomioepitelioma maligno
Sem raga . . ~ .
#14 15 anos | 12kg definida Carcinoma em tumor misto, padrdo papilar
Sem raga . . ~ .
#15 7 anos | 12,8kg definida Carcinoma em tumor misto, padrdo papilar
S
#16 7 anos | 14,9kg em. réga Carcinoma em tumor misto, padrao tubular
definida
#17 8 anos 11kg Sem. rgga Carcinosarcoma
definida
Sem raga . . .
#18 8 anos | 7,4kg definida Carcinoma rico em glicogénio, grau |
#19 9 anos 11kg Sem. r.aga Carcinoma em tumor misto
definida
Sem raga . - .
#20 9anos | 14 kg definida Adenomioepitelioma maligno
#21 9anos | 4,1kg Sem. r.aga Carcinoma em tumor misto grau |
definida
Yorkshire . . o .
#22 10anos | 6kg Carcinoma em tumor misto, padrao papilar

terrier
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APENDICE B — ANIMAIS COM NEOPLASIA MAMARIA BENIGNA UTLIZADOS

NO ESTUDO
ANIMAL | IDADE | PESO RACA DIAGOSTICO HISTOPATOLOGICO
#1 11anos | 10kg Dachshund Tumor misto benigno
#2 15anos | 6,6kg Maltés Tumor misto benigno
#3 12 anos | 2,6kg Pinscher Tumor misto benigno
#4 7 anos | 2,25kg Pisncher Adenomioepitelioma
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