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RESUMO

A alta casuistica das neoplasias mamarias nos animais de companhia, em conjunto com a
maior preocupacdo e cuidados dispensados a salde dos animais que vivem proximos ao
homem, vistos como membro da familia, gera a crescente necessidade de estudos que
busquem desde métodos diagndsticos mais precisos, novas formas de abordagem terapéutica e
fatores preditivos de prognostico como aspectos que aumentem a morbidade, a presenca de
sindromes paraneoplasicas e a possivel existéncia de estresse oxidativo também sdo objeto de
estudo. O malondialdeido (MDA), um biomarcador geral de dano oxidativo, considerado um
importante parametro para avaliacdo de estresse oxidativo celular, utilizado rotineiramente na
medicina humana, foi escolhido para ser utilizado como forma de detecc¢do desta condi¢do no
presente trabalho. Dois estudos foram realizados em cadelas portadoras de tumor de mama.
No primeiro, com objetivo de identificar a presenca de estresse oxidativo, 144 cadelas
portadoras de neoplasia mamaria, foram submetidas a avaliacdo clinica para estadiamento da
doenca, classificacdo histologica dos tumores, avaliagdo hematoldgica, bioquimica seérica,
incluindo testes de funcdo renal, hepatica, niveis séricos de calcio total e dosagem de MDA,
no momento de sua abordagem e 30 dias apds realizagdo de tratamento. De 144 cadelas
incluidas no estudo, em 113 (78,47%) foram diagnosticados tumores malignos, sendo o
carcinoma em tumor misto, o padrdo histolégico mais frequente (26,54%), e em 31 cadelas
(21,53%) foram detectados apenas neoplasias benignas, sendo o adenoma mamario o padrao
mais frequente (45,16%). Os valores séricos de MDA das cadelas com neoplasias malinas e
benignas, no momento da abordagem e 30 dias ap0s tratamento foram comparados com 0s
valores obtidos de um grupo de 100 cadelas saudaveis. Houve diferenca significativa entre
todos os grupos estudados, identificando valores mais altos no grupo de cadelas com tumores
malignos, além disso, foi encontrada correlacdo significativa entre presenca de anemia e
niveis mais elevados de MDA. No segundo estudo, foram utilizadas 100 cadelas portadoras de
neoplasia maligna de mama com o objetivo de realizar a comparacdo entre niveis de célcio
total e calcio ionizado e padrdo histoldgico das neoplasias, estadiamento clinico, alteracdes
hematoldgicas e bioquimicas referentes a funcdo renal e hepéatica. Em (52%) das cadelas
doentes, foi constatada hipercalcemia, por meio da dosagem de célcio ionizado, o que nao foi
verificado quando a andlise foi feita por meio de dosagem de célcio total. Além disso,
verificou-se correlacdo positiva entre hipercalcemia e estadiamento clinico da doenca, nos
estagios mais avancados foram observados maiores concentracfes séricas da fracdo ionizada
do caélcio, demonstrando a importancia da pesquisa sobre a presenca de sindromes
paraneoplésicas em cadelas com neoplasias mamarias. Pode ser concluido que as cadelas
portadoras de neoplasia maligna de mama estdo em estresse oxidativo e podem apresentar
hipercalcemia, que deve ser verificada por meio da mensuragao de calcio ionizado, além disso
presenca de anemia em cadelas portadoras de neoplasia maligna de mama pode estar
relacionada ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: Cées. Calcio ionizado. Malondialdeido. Tumor de mama.



Russo, Claudia. Oxidative stress and Hypercalcemia in Bitches with Mammary
Neoplasms. 2017. 85 p. Thesis (Doctor’s Degree in Animal Science) — Universidade Estadual
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ABSTRACT

The high casuistic of mammary neoplasia in companion animals, with the greater concern
and care given to the health of animals that live close to the man, as a family member,
generates the growing need for studies that seek from more precise diagnostic methods, new
forms of therapeutic approach and predictive factors of prognosis. Other aspects that increase
morbidity, such as the presence of paraneoplastic syndromes and the possible existence of
oxidative stress are also the object of study. Malondialdehyde (MDA), a general biomarker of
oxidative damage, considered an important parameter for evaluation of cellular oxidative
stress routinely used in human medicine, was chosen to be used as a means of detecting this
condition in the present study. Two studies were performed on female dogs bearing mammary
cancer. In the first one, 144 bitches with breast neoplasms were submitted to clinical
evaluation for disease staging, histological classification of the tumors, hematological
evaluation, serum biochemistry, including renal, hepatic, liver function tests, serum calcium
levels and dosage of malondialdehyde (MDA), a biomarker of oxidative damage, at the time
of its approach and 30 days after treatment. From 144 bitches included in the study, malignant
tumors were diagnosed in 113 (78.47%), being the carcinoma in mixed tumor the most
frequent histological pattern (26.54%), and in 31 bitches (21.53%), only benign neoplasms
were detected, with mammary adenoma being the most frequent pattern (51.61%). Serum
MDA values of bitches with malignant and benign neoplasms at the time of approach and 30
days after treatment were compared with values obtained from a group of 100 healthy bitches.
There was a significant difference between all the studied groups, identifying higher values in
the group of bitches with malignant tumors, in addition, a significant correlation was found
between the presence of anemia and higher levels of MDA. In the second study, 100 bitches
with malignant neoplasia of the breast were used in order to compare the levels of total
calcium and ionized calcium and histological pattern of neoplasms, clinical staging,
hematological and biochemical alterations related to renal and hepatic function. In 52% of the
diseased dogs, hypercalcemia was observed by means of ionized calcium dosing, which was
not verified when the analysis was done by total calcium dosing. In addition, there was a
positive correlation between hypercalcemia and clinical staging of the disease, in the more
advanced stages, higher serum concentrations of the ionized calcium fraction were observed,
demonstrating the importance of the research on the presence of paraneoplastic syndromes in
bitches with mammary neoplasms. It can be concluded that bitches with malignant neoplasia
of the breast are in oxidative stress and may present hypercalcemia, which should be verified
by measuring ionized calcium. The presence of anemia in female dogs with malignant
neoplasia of the mammary may be related to oxidative stress.

Keywords: Breast tumor. Dogs. lonized calcium. Malondialdehyde.
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1 INTRODUCAO

As neoplasias que acometem as glandulas mamérias sdo as mais frequentes em fémeas
caninas (CASSALI et al., 2014), apresentando uma alta casuistica na clinica de animais de
companhia (DE NARDI et al., 2008). Constituem cerca de 25% a 52% de todas as neoplasias
que afetam as fémeas caninas (QUEIROGA, 2002). A maioria dos autores concorda ao
afirmar que cerca de 50% dos tumores mamarios na espécie canina sejam malignos, embora
outros autores ja tenham publicado estudos mostrando essa porcentagem em valores maiores,
acima de 80% (ZUCCARI et al. 2001; De NARDI et al. 2002; MARTINS et al. 2002;
OLIVEIRA et al. 2003). Alguns autores citam ainda que as ragas de porte grande apresentam
maior risco de desenvolvimento de tumores malignos (QUEIROGA, 2002; ITOH et al.,
2005;). Além disso, as neoplasias mamarias na cadela sdo consideradas um modelo de estudo
para o tumor de mama na mulher (FELICIANO et al., 2012; MARTINS; FERREIRA, 2003).

As neoplasias mamarias podem estar relacionadas a uma série de alteragdes
sisttmicas denominadas de sindromes paraneoplésicas. Alteracdes hematoldgicas como
anemia, leucocitose, coagulopatias, trombocitopenias e coagulacdo intravascular disseminada
tém sido mais frequentemente identificadas e estudadas (BERGMAN, 2013). Em um estudo
prévio com 25 cadelas portadoras de tumor de mama diversas alteracdes hematoldgicas como
anemia (24%) e leucocitose (44%), bioquimicas, como hipocalcemia (76%) e
hipoalbuminemia (32%) foram detectadas em um namero significativo de animais (DUDA,
2014), demonstrando que as neoplasias mamarias podem também ser a causa de outros
distdrbios ndo relacionados a presenca local do tumor ou suas metastases. Os mecanismos
pelos quais ocorrem as sindromes paraneoplésicas em cadelas portadoras de tumores de
mama, bem como a sua frequéncia e incidéncia, ndo séo ainda muito bem esclarecidos.

A hipercalcemia maligna na espécie canina tem sido relatada em diversos tipos de
tumores, incluindo as neoplasias mamarias, porém, sua frequéncia tem sido mais observada
em linfomas e neoplasias dos sacos anais (BERGMAN, 2013).

Alguns estudos que verificaram altera¢fes no status oxidativo de animais portadores de
neoplasias, incluido as mamarias, por meio de dosagens de biomarcadores de dano, como o
malondialdeido sérico (MDA), por meio da concentracdo de substancias reativas ao &cido
barbitarico (TBARS), oxido nitrico, concentra¢des de metais como ferro, cobre e zinco, além
do é&cido ascorbico e outros antioxidantes, vém demonstrando a existéncia de estresse
oxidativo (ASKAR et al., 2009; MACEDO, 2010). Uma pesquisa utilizando 15 cadelas
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portadoras de neoplasias mamarias identificou a presenca de estresse oxidativo devido aos
niveis elevados de TBARS (incluindo MDA) e diminuicdo significativa de acido ascorbico.
Os autores sugerem em suas conclusdes que os espécimes reativos de oxigénio gerados pela
presenca de elementos como ferro e cobre, que atuam como catalisadores na sua formagéo,
podem estar relacionados a génese dos tumores mamarios (ASKAR et al., 2009).

O presente estudo teve como principal objetivo verificar a presenca de estresse
oxidativo por meio da determinacédo sérica de malondialdeido e comparacdes entre um grupo
de cadelas saudaveis com cadelas portadoras de neoplasias benignas e malignas de mama,
além de buscar possiveis associa¢des entre niveis séricos de MDA e altera¢cBes hematoldgicas
e bioquimicas, incluindo funcdo renal e hepatica, estadiamento clinico e classificacdo
histoldgica dos tumores. Foi também objeto deste estudo detectar a presenca de hipercalcemia
por meio das determinacdes séricas de calcio total e fracdo ionizada em cadelas com neoplasia

maligna de mama.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 NEOPLASIAS MAMARIAS EM CADELAS

As neoplasias que acometem tecido mamario sdo as mais frequentes em fémeas caninas,
apresentando uma alta casuistica na clinica de pequenos animais. Constituem cerca de 52% de
todas as neoplasias que afetam as cadelas (QUEIROGA, 2002). A maioria dos autores
concorda ao afirmar que cerca de 50% dos tumores mamarios na especie canina sejam
malignos, embora outros autores ja tenham publicado estudos mostrando essa porcentagem
em valores maiores, acima de 80% (ZUCCARI et al. 2001; De NARDI et al. 2002;
MARTINS et al. 2002; OLIVEIRA et al. 2003). Além disso, as neoplasias mamarias na
cadela sdo consideradas um modelo de estudo para o tumor de mama na mulher
(FELICIANO et al.,, 2012; MARTINS; FERREIRA, 2003). Diversos fatores podem ser
utilizados para caracterizar os tumores de mama na cadela, entre eles pode-se citar a idade de
surgimento, a morfologia, efeito protetor da ovariohisterectomia, presenca de receptores
hormonais, 6rgdo alvo de metéstase, evolucdo, hereditariedade e também o genotipo
antigénico comparado aos tumores de mama na espécie humana (SILVA et al., 2004).
Algumas condic¢des tém sido relacionadas a origem das neoplasias, como fatores hormonais,
nutricionais, ambientais e genéticos. O papel dos horménios esterdides femininos sobre o
desenvolvimento dos tumores de mama na cadela, é assunto bastante discutido e aceito pela
maioria dos autores. Apesar disso a eficacia da ovariohisterectomia (OSH) realizada como
parte do tratamento € ainda tema controverso. Um estudo realizado por Osipov et al. (1972)
demonstrou um maior tempo de sobrevida em cadelas submetidas 8 OSH no mesmo momento
da realizacdo da mastectomia, porém, a grande maioria dos autores é unanime ao afirmar que
a OSH nao tem influéncia sobre as taxas de sucesso terapéutico quando realizada juntamente
com a mastectomia (ALLEN; MAHAFFEY, 1989; MORRIS et al., 1998). Vale ressaltar que
a OSH quando realizada precocemente, pode ser considerada uma forma importante de se
evitar ou pelo menos minimizar a ocorréncia de neoplasias mamarias. Quando realizada antes
do primeiro estro, a OSH reduz o risco de desenvolvimento de tumores mamarios para 0,05%.
Apbs o segundo estro o risco aumenta para 26% e apds dois anos e meio de idade, a OSH néo
confere mais protecdo contra este tipo de neoplasia (FANTON; WITHROW, 1981). Outro
fator hormonal frequentemente relacionado aos tumores de mama nas cadelas e nas gatas,

principalmente em paises onde a OSH né&o ¢ realizada de forma macica, é a administracdo de
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contraceptivos progestagenos. Os progestagenos sintéticos sao associados ao desenvolvimento
I6bulo-alveolar da glandula mamaria, levando a ocorréncia hiperplasia de elementos
mioepiteliais e secretorios, podendo desta forma, induzir a formacdo de nodulos, na maioria
das vezes benignos, principalmente em animais jovens (SILVA et al., 2004). Na espécie
humana, a prolactinemia aumentada também é referida como um fator hormonal indicador de
prognostico desfavoravel, relacionada a tumores mais agressivos e que originam metastase
precocemente (VONDERHAAR, 1999).

Fatores nutricionais considerados predisponentes ao surgimento de neoplasia mamaria
estdo relacionados principalmente a ingestdo de alimentos gordurosos e obesidade. Cadelas
obesas na fase jovem, com idade entre 9 e 11 meses de idade, apresentam maior risco de
desenvolvimento de neoplasia mamaria na fase adulta (QUEIROGA, 2002). Além disso, um
estudo, demonstrou que a ingestdo crénica de alimentacdo contaminada por micotoxinas,
incluindo aflatoxinas, fumonisisnas e zearalenona, estd relacionada ao maior risco de
desenvolvimento de neoplasia de mama em cadelas (FREHSE et al., 2015)

Na abordagem de uma cadela portadora de tumor de mama devem ser registrados
aspectos como consisténcia dos nodulos, numero, localizacdo, tamanho, sinais de aderéncia
aos tecidos circundantes, deformacdo das mamas e ulceracdo da pele. Cadelas idosas, com
idade entre 10 e 11 anos tem maior probabilidade de apresentar tumor de mama e cées de
qualquer raca, ou sem raca definida podem ser acometidos, apesar do Boxer e o Beagle serem
citados como racas predispostas (LANA et al., 2007; QUEIROGA, 2002).

Aproximadamente 75% dos tumores ocorrem nas mamas abdominais caudais ou
inguinais, provavelmente devido ao maior volume glandular nessa regido (LANA et al.,
2007). Clinicamente, sugere-se que tumores maiores tenham comportamento mais maligno
que tumores menores (FELICIANO et al., 2008). Os linfonodos axilares e inguinais, devem
ser examinados quanto a consisténcia, tamanho e, caso sejam considerados suspeitos, podem
ser submetidos a aspiracdo por agulha fina ou biopsia. Embora néo seja possivel estabelecer
um diagnostico clinico acerca de malignidade dos tumores, alguns aspectos clinicos podem
ser levados em consideracdo, pois quase sempre se relacionam a malignidade, entre eles a
velocidade de crescimento, ou seja, quanto mais rapido, maior a malignidade, margens mal
definidas, aderéncia aos tecidos adjacentes, presenca de ulceracdo e inflamacdo intensa,
linfadenomegalia regional e sinais de dispneia, que pode sugerir a presenca de metastase
pulmonar. O crescimento do tecido tumoral é facilitado pela formagdo de novos vasos que
suprem o aporte de oxigénio e nutrientes necessarios. Estudos permitiram a verificacao de que

a fase de crescimento acelerado do tumor € precedida por um aumento local na densidade dos
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vasos (ALGIRE; CHALKLEY, 1945). O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é
uma proteina produzida pelas células neoplasicas que age como mitdgeno especifico sobre
vasos linfaticos, artérias e veias, além de ter influéncia sobre a inibicdo de apoptose (PLATE,
2001).

O exame radiogréafico sempre deve ser realizado em trés projecOes para se avaliar a
presenca de metéastase pulmonar, j& que o pulméo é o principal 6rgéo alvo de metéstase das
neoplasias mamarias (LANA et al., 2007). O diagnostico definitivo pode ser obtido por meio
de citopatologia, e, principalmente por avaliacdo histopatologica (MISDORP et al., 1999,
CASSALI et al., 2014).

De acordo com autores de artigos internacionais, cerca de 54 % dos tumores de mama
na cadela sdo benignos (MISDORP, 2002, ITOH et al. 2005; SORENMO et al., 2013),
havendo discrepancias quando comparados a maioria dos artigos brasileiros, que referem de
68 a 91% de prevaléncia de tumores malignos (ZUCCARI et al. 2001; De NARDI et al. 2002;
MARTINS et al. 2002; OLIVEIRA et al. 2010). Entre os tumores benignos mais frequentes
estdo o tumor misto benigno, que, devido ao fato de poder apresentar graus de pleomorfismo e
outras atipias, pode dificultar a diferenciacdo de carcinomas (CASSALI et al., 2014). Devido
a existéncia de variagdes nas classificacbes histolégicas para as neoplasias mamarias, de
acordo com o critério utilizado, hd uma certa variabilidade acerca de informacdes sobre quais
os padr@es histoldgicos para tumores malignos mais frequentes no Brasil (CASSALI et al.,
2014).

Antes de se definir um protocolo terapéutico, deve se proceder ao estadiamento clinico
da doenca. Para as neoplasias mamarias se propdem a utilizacdo da classificagio TNM
modificada, proposta pela Organizacdo Mundial da Saude (OWEN, 1980), onde T refere-se
ao tamanho do tumor, N refere-se a metastase presentes em linfonodos e M refere-se a
presenca de metastase distante (Quadro 1). Apos verificadas as informac6es necessarias para a

classificacdo TNM, é entdo realizado o estadiamento segundo Cassali et al., 2014 (Quadro 2).
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Quadro 1 — Classificacdo TNM para neoplasias mamarias em cadelas.
T - TUMOR PRIMARIO
T1<3cm
T.3-5cm
Tz3>5cm
N — LINFONODOS REGIONAIS

No Sem evidéncia de metastase (Citologia ou Histologia)

N1- Com metéstase detectada (Citologia ou Histologia)
M — METASTASE DISTANTE
Mo Metastase distante ndo detectada

M1 Metéstase distante detectada

Fonte: CASSALI et al., 2014

Quadro 2 — Estadiamento Clinico para Neoplasias Mamarias em Cadelas.

T-TUMOR N - M —
TNM LINFONODO METASTASE
ESTAGIO
I T1 No Mo
1 T No Mo
i T3 No Mo
v Qualquer T N1 Mo
\ Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: CASSALLI et al., 2014.

O tratamento para a grande maioria dos tumores de mama baseia-se na remocao
cirirgica com margens de seguranca. As tecnicas cirurgicas podem ser desde a retirada de um
nodulo por lumpectomia, mastectomia simples, mastectomia regional, mastectomia total
unilateral e total bilateral. A deciséo pela técnica deve levar em consideracdo o tamanho do
tumor, localizagdo e consisténcia. A remocdo cirdrgica ndo é indicada quando se trata de
carcinoma inflamatério ou quando o animal ja apresenta metéastases distantes. A
quimioterapia pode ser benéfica em alguns casos, sendo que os farmacos antiestrogénicos,

antiprogestina ou antiprolactina podem ser usados (HEDLUND, 2008). Porém, segundo



18

LANA et al. (2007), tanto os protocolos de quimioterapia como a radioterapia, mostram-se
pouco eficientes no tratamento das neoplasias mamarias em cadelas e gatas.

As neoplasias mamarias podem estar relacionadas a uma série de alteracdes sistémicas
denominadas de sindromes paraneoplasicas. Um estudo realizado por RIBAS, 2009, onde
foram avaliadas 36 cadelas portadoras de tumor de mama, foram detectadas diversas
alteragbes hematoldgicas, hiperglicemia, aumento sérico de fibrinogénio, hiponatremia,
hipercalcemia em um numero significativo de animais, demonstrando que as neoplasias
mamarias podem também ser a causa de outros disturbios nao relacionados a presenca local
do tumor ou suas metastases. Em um estudo realizado em 15 cadelas com tumor de mama
avaliou-se as mudancas no status oxidativo por meio de dosagens de biomarcadores de dano
oxidativo, concentracdes de metais como ferro, cobre e zinco, além do acido ascorbico, como
antioxidante. Observou-se a ocorréncia de estresse oxidativo revelado pela presenca de niveis
elevados de biomarcadores de lipoperoxidacdo de membranas celulares e diminuigédo
significativa de &cido ascorbico. Os autores sugerem em suas conclusdes que 0s espécimes
reativos de oxigénio gerados pela presenca de elementos como ferro e cobre que atuam como
catalisadores na sua formacdo podem estar relacionados a génese dos tumores mamarios
(ASKAR et al., 2009).

2.2 CALCIO

O caélcio, um mineral presente no organismo em concentracdes intra e extra-celulares,
apresenta funcbes essenciais relacionadas ao transporte e estabilidade das membranas
plasmaéticas, coagulacdo sanguinea, transmissao de impulsos nervosos, reacGes enzimaticas,
secrecdo hormonal, formacdo e reabsorcdo 6ssea, manutencdo do tdnus da musculatura lisa
dos vasos, atuando ainda no metabolismo do glicogénio hepético, divisdo e crescimento
celular (KLEIN, 2014; SANTALUCIA et al., 2013). A maior concentracdo de célcio no
organismo estd nos 0ssos, ou seja, 98 a 99% do calcio esta armazenado na forma de
hidroxiapatita no esqueleto e o restante esta distribuido nos tecidos e no fluido extracelular
(DIBARTOLA, 2006). No sangue, o célcio pode apresentar-se em trés formas: quelado a ions
(por exemplo ao bicarbonato e fosfato), ligado a proteinas e na forma ionizada. A forma
ionizada é considerada a Unica biologicamente ativa, disponivel para funcbes e atividades
extracelulares, desempenhando a funcdo de ion regulador em muitos processos bioldgicos
(HAZEWINKEL, 2012; MANNING, 2001).
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A homeostasia do calcio é um processo complexo, regulado principalmente por
controles hormonais que determinam o movimento do ion entre o fluido extracelular e o
tecido dsseo, e também entre o sistema digestorio e os rins (KLEIN, 2014). A manutencgéo
hormonal dos niveis extracelulares de calcio de forma constante é essencial para atender as
demandas fisiologicas e esta diretamente relacionada ao metabolismo nos 0ssos. Os trés
horménios que desempenham papel fundamental na homeostasia do célcio sdo o
paratormonio, a calcitonina e o calcitriol (HAZEWINKEL, 2012). O paratorménio, produzido
nas glandulas paratireoides, tem a funcdo de aumentar a reabsorcdo 6ssea de calcio. Quando
0s niveis sanguineos de célcio ionizado estdo diminuidos, a paratireoide & estimulada a
secretar este hormonio, com o objetivo de regular as concentracdes séricas deste ion. Além
disso, o paratorm6énio age também nos rins, aumentando a reabsorcdo de calcio, ativando
calcitriol e aumentando a diurese do fosfato (KINI; NANDEESH, 2012). A calcitonina,
sintetizada na tireoide, tem o papel de antagonizar os efeitos do paratormonio, ou seja, quando
as concentragdes de calcio ionizado estdo aumentadas, este hormdnio passa a ser secretado,
inibindo a reabsorcdo Ossea de calcio, bem como o0 aumento na sua excrecdo renal
(DICKSON, 1993). Por fim, o calcitriol, o Unico metabdlito ativo da vitamina D, tem sua
funcdo reguladora associada ao paratorménio, que estimula sua sintese nos rins, com o
objetivo de aumentar a absorc¢do intestinal do célcio e diminuir a excrec¢do renal. O horménio
calcitriol também tem a funcdo de sensibilizar as paratireoides ao aumento dos niveis de
calcio ionizado, levando dessa forma, a regulacdo da secrecdo do paratorménio
(TRYFONIDOU, 2003).

Em algumas situaces clinicas especificas podem ser encontradas alteragfes nos niveis
séricos de célcio. Importante salientar que as alteracGes podem estar relacionadas a erros
laboratoriais, falhas durante a colheita e manutencdo das amostras e também devido a erros de
interpretacdo dos resultados, uma vez que as dosagens de calcio total, por exemplo, séo
diretamente influenciadas por hiperlipemia, hiperbilirrubinemia, hemdlise, idade, jejum e,
principalmente, pela concentracdo de proteinas plasmaticas e albumina (BARAL,; LITTLE,
2011; BONCZYNSKI, 2007; GREEN; SCHEW, 2009; SCHENK; SCHEW, 2008). Apesar
do fato da fracdo biologicamente ativa do célcio ser a fracdo ionizada, geralmente se faz, pelo
menos inicialmente a dosagem de calcio total, utilizando formulas para correcdo e obtencédo
dos valores do célcio ionizado, ajustando a concentracdo do calcio total as concentracOes de
proteinas e albumina (BONCZYNSKI, 2007). Porém, alguns estudos ja demonstraram que,
como as formulas usadas para correcdo dos valores de célcio total foram estabelecidas sem

confirmacéo de valores laboratoriais de calcio ionizado, uma consideravel discordancia pode
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ocorrer (SCHENK; SCHEW, 2005, 2006, 2010). Em um estudo em que foram avaliadas 1633
amostras de soro canino, quando a concentracdo de calcio total foi utilizada para prever a
fracdo ionizada, a discordancia chegou a 27% (SCHENK; SCHEW, 2005). Segundo Barber
(2013), apenas a determinacdo direta da concentracdo de calcio ionizado deve ser

considerada, e ndo a sua previsdo atraves de formulas de correcao.

2.2.1 Hipercalcemia Maligna

A hipercalcemia é caracterizada pelo aumento dos niveis séricos de célcio ionizado
acima de 1,45 mmol/L ou 2,99 mmol/L para o célcio total (DELANEY; NELSON; ELLIOT,
2009). A causa mais frequente de hipercalcemia em cédes € a presenca de neoplasias, sendo
nestes casos denominada de hipercalcemia maligna e considerada uma sindrome
paraneoplésica. Em aproximadamente dois tercos dos cées com hipercalcemia se diagnostica
uma neoplasia (ELLIOT, 1991; WITHROW, 2007). O linfoma é a principal causa de
hipercalcemia maligna em cées, sobretudo quando na forma mediastinal, porém outras
neoplasias como carcinomas de sacos anais, carcinomas de tireoide, mielomas multiplos,
neoplasias 6sseas, timomas, carcinomas de células escamosas, carcinomas mamarios,
melanomas, tumores primérios de pulmdo, leucemias linfociticas crénicas e tumores da
paratireoide j& foram associadas a hipercalcemia (WITHROW, 2007; ELLIOT, 1991; JARK
et al., 2011). A incidéncia da hipercalcemia maligna em cées é desconhecida, porém entre 10
a 35% dos caes com linfoma e 26 a 56% dos cdes com carcinoma de saco anal apresentam a
condicido (GALVAO, 2011; POLTON, 2007, WITHROW, 2007). Em um estudo
retrospectivo em cdes com hipercalcemia (n=109) observou-se que 78% dos animais
apresentavam linfoma, 11% carcinomas em locais variados e 6% carcinomas de saco anal
(MESSINGER, 2009). Em humanos portadores de neoplasias, a frequéncia de hipercalcemia
varia entre 5 a 30% dos pacientes (FARIAS, 2005), e nas neoplasias malignas a ocorréncia é
de 20 a 30% e acompanhada de uma apresentacao clinica rapida e aguda, com prognoéstico
reservado e sobrevida média de 4 a 8 semanas (FORGA et al., 2005).

A hipercalcemia maligna pode ocorrer devido a trés diferentes mecanismos: i.
producéo de fatores humorais pelas células neoplasicas (ou hipercalcemia humoral maligna),
Ii. neoplasias Osseas primarias ou metastaticas, iii. neoplasias malignas da medula 0ssea
(MAXIE, 2007). A hipercalcemia maligna associada a neoplasias 6sseas ou da medula 6ssea

é decorrente dos efeitos osteoliticos locais, enquanto que a hipercalcemia humoral maligna é
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mediada por fatores que exercem o seu efeito num local distante da neoplasia, representando
um exemplo cléassico de uma sindrome paraneoplésica (VASIPOULOS; MACKIN, 2003).

A hipercalcemia humoral maligna ocorre com maior frequéncia devido a producéo de
um polipeptideo denominado de proteina relacionada ao paratormoénio (PTHrP), embora
outros fatores celulares possam também estar relacionados, como interleucina — 1, fator de
necrose tumoral alfa, fatores transformadores de crescimento alfa e beta, prostaglandinas,
fatores ativadores de osteoclastos e calcitriol (SCHENK; SCHEW, 2006; VASIPOULQOS;
MACKIN, 2003). Em animais saudaveis, a PTHrP pode ser detectada em concentragdes
muito baixas, menores que 1 pmol/L e estd relacionada principalmente a mecanismos de
comunicacdo intercelular pardcrina (GAJANAYAKE, 2010) e também ao transporte do célcio
para o leite durante a lactacdo. A PTHrP também possui um importante papel durante a vida
fetal, sendo o principal horménio regulador da homeostase do calcio (MAXIE, 2007).

Em humanos a hipercalcemia maligna ocorre devido a producdo de PTHrP em 80%
dos casos. Os tumores mais relacionados a secrecdo de PTHrP sdo os carcinomas de células
escamosas (cabeca, pescoco, es6fago, cérvix, pulmdes, pancreas), carcinomas de rim, bexiga,
ovario, endométrio, de mama e os linfomas. No entanto, todas as células neoplasicas tém o
potencial de produzir PTHrP e portanto, mesmo metéstases podem induzir hipercalcemia
humoral maligna (ATTIA et al., 2003; FARIAS, 2005; IWAY; OHNO, 2004; MATSEN,
2005). Segundo Farias (2005), além da relagdo entre secrecdo de PTHrP e reabsorcdo 6ssea
esquelética difusa, gerando o quadro de hipercalcemia, este polipeptideo também esta
associado a angiogénese em alguns tumores.

Nas neoplasias mamaérias malignas que ocorrem na mulher, alguns mecanismos
distintos relacionados a ocorréncia da hipercalcemia maligna podem ser enfatizados. A
producdo de PTHrP e outras citocinas pelas células neoplasicas, além de promover a
reabsorcdo dssea de calcio, também influenciam a liberacdo de fatores de crescimento
presentes na matriz dssea das metastases, que estimulam o crescimento das células malignas,
fechando uma espécie de ciclo vicioso (KHOSLA, 2001). As células das neoplasias malignas
de mama também podem induzir as plaquetas a produzirem o acido lisofosfatidico nos locais
de ocorréncia de metéstase, levando ao crescimento tumoral e destruicdo 6ssea mediada por
citocinas, favorecendo a osteo0lise e a hipercalcemia (BOUCHARABA et al., 2004).

Outras causas de hipercalcemia nédo relacionadas as sindromes paraneoplasicas sdo o
hiperparatireoidismo, insuficiéncia adrenal, insuficiéncia renal, alguns medicamentos de uso

crénico como os diuréticos, entre outras causas menos frequentes (NELSON, 2009).
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2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

Radicais livres, estresse oxidativo e seus efeitos sobre tecidos e células, hd mais de
quarenta anos sdo protagonistas de um expressivo nimero de estudos na medicina humana
(SALVADOR; HENRIQUES, 2004). Mais recentemente, o tema vem ganhando espaco na
medicina veterinaria. Muitas s&o as possibilidades de realizacdo de pesquisas correlacionando
0 estresse oxidativo as doengas, producdo de radicais livres durante a atividade fisica e seus
efeitos sobre o organismo animal (ARAUJO et al.,, 2010), utilizacdo de antioxidantes,
métodos para deteccdo e quantificacdo do estresse oxidativo, enfim, um vasto campo a ser
desvendado nas ciéncias veterinarias. Nos processos decorrentes da respiracdo celular, o
oxigénio, elemento imprescindivel para a producdo de energia para 0 metabolismo celular e
oxidacdo de compostos organicos é consumido e reduzido, gerando uma série de substancias
quimicas altamente reativas denominadas espécimes reativos de oxigénio (ERO), conhecidos
também como radicais livres (DALLAQUA; DAMASCENO, 2011). O termo radical livre é
utilizado para designar uma molécula ou atomo altamente reativo, com um ou mais elétrons
desemparelhados na Ultima camada eletrénica. Em altas concentracdes os ERO podem
interagir com biomoléculas componentes de tecidos, membranas celulares e organelas,
provocando injdria (VALKO et al., 2007). Em condi¢bes normais, 0 organismo tem
condicéo de neutralizar os efeitos dos radicais livres utilizando suas defesas antioxidantes. Em
situacbes de desequilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes, a producdo de radicais
livres excede a capacidade organica de neutralizacdo, resultando em estresse oxidativo
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1996).

Dentre todos os componentes celulares atingidos pelos efeitos nocivos dos ERO, as
membranas celulares sdo as estruturas mais severamente acometidas, devido a peroxidacao
lipidica, que leva, invariavelmente, a alteracdes estruturais e também na sua permeabilidade
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A quantificagdo dos ERO formados durante o estresse
oxidativo é questionavel, em razdo de suas baixissimas concentracGes e alta velocidade com
que reagem com outras biomoléculas, por isso, as tentativas de mensuracdo do estresse
oxidativo baseiam-se na afericdo indireta dos efeitos dos ERO, ou seja, na mensuracdo de
seus subprodutos apés reacdo com biomoléculas (FLOYD, 1990).

Na peroxidagdo lipidica da membrana celular, alguns subprodutos podem ser detectados e
mensurados nos tecidos, sangue e outros fluidos corporeos. A dosagem sérica de
malondialdeido (MDA) é habitualmente utilizada para quantificar a lipoperoxidagdo da

membrana celular em seres vivos, espécie onde os ERO sdo tidos como causa ou



23

consequéncia de doencas relacionadas ao estresse oxidativo (FERREIRA; MATSUBARA,
1997).

Hé& anos a medicina humana se dedica ao estudo dos radicais livres, do estresse oxidativo
e de suas consequéncias ao organismo vivo. Estudos na area tiveram um grande crescimento a
partir da década de 70. Inicialmente, enfatizou-se a compreensdo dos efeitos nocivos das
radiagdes ionizantes. Verificou-se que a energia liberada por este tipo de radiacdo levava a
alteracdes nas Orbitas dos elétrons, tornando os atomos, principalmente o oxigénio, altamente
reativo, levando a formacéo de moléculas como oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio,
consideradas radicais livres (SALVADOR; HENRIQUES, 2004). Atualmente, a associa¢ao
entre doencas e estresse oxidativo como o cancer, a aterosclerose, a fibromialgia, as doengas
auto-imunes, além de processos relacionados ao envelhecimento esta bem estabelecida
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1996; FINKEL; HOLBROOK, 2000; BAGIS et al., 2005).
Na espécie canina ou em outros animais domeésticos de interesse da medicina veterinaria, 0s

estudos sobre essas associacdes s3o recentes e ainda escassos (GALVAO, 2009).

2.3.1 Espécimes Reativos De Oxigénio

Pode-se afirmar que, em todos os sistemas bioldgicos, estdo presentes os ERO. Em
condigdes fisiologicas durante o metabolismo celular aer6bio, o oxigénio sofre reducéo
tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacéo de agua (H20) e outros
compostos intermediarios reativos como os radicais superdxido (027, hidroxila (OH) e
peroxido de hidrogénio (H202) (COHEN, 1989). O radical superdxido ocorre em quase todas
as células aerdbicas, e € produzido durante a ativacdo de neutréfilos, mondcitos, eosinéfilos e
macrdfagos. E considerado pouco reativo, porém, algumas lesdes biol6gicas secundarias tém
sido observadas em sistemas que o geram. O radical superdxido protonado, ou seja, com um
radical hidrogénio, pode ser denominado hidroperoxila, e parece ser bem mais reativo que o
superdxido, uma vez que demonstra facilmente a inducéo de lesdo em membranas biologicas
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). O radical hidroxila (OH) é considerada 0 ERO mais
reativo em sistemas biologicos. Pode combinar-se rapidamente com outros radicais ou com
metais no proprio local onde foi produzido. Pode levar a desativacdo ou mutacdes no DNA,
inativacdo de proteinas e oxidacao de acidos graxos de membranas celulares (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1996). O perdxido de hidrogénio (H20.), apesar de ndo apresentar um
elétron desemparelhado, também é um ERO, bastante deletério por estar diretamente

relacionado a producéo do radical hidroxila. Este radical é altamente toxico para a célula, pois
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além de ter meia vida longa, tem capacidade de atravessar camadas lipidicas e se ligar a
proteinas ligadas ao ferro, como ocorre nas hemacias, ou seja, na presenca do ferro, sua
toxicidade aumenta (EATON, 1991).

A participacdo de outros elementos como os metais, principalmente o ferro, existente em
abundéancia no organismo, tem sido referida como catalisadora das lesdes oxidativas, a ponto
de ser indicado o uso de agentes quelantes de ferro em determinadas doengas, como por
exemplo o traumatismo craniano em humanos (HALLIWELL, 1992). Outros produtos
derivados do nitrogénio (ERN), do enxofre, cobre e manganés também podem ser
considerados como radicais livres em sistemas bioldgicos, sendo relacionados a lesdes
celulares por estresse oxidativo (VASCONCELOS et al., 2007).

2.3.2 Biomarcadores de Estresse Oxidativo

O resultado da reacdo de espécimes reativos de oxigénio e nitrogénio com biomoléculas €
a formacdo de substancias que podem ser utilizadas como marcadores de dano oxidativo.
Atualmente, muitas pesquisas estdo sendo realizadas com o objetivo de validar os
biomarcadores de estresse oxidativo e ha certo consenso em se afirmar que, dentre os métodos
de deteccdo de biomarcadores, ndo se sabe exatamente qual o mais acurado ou mais
especifico para os diferentes tipos de dano oxidativo, o que torna dificil a obtencao de valores
de referéncia absolutos para marcadores especificos em sistemas vivos (MACOTPET et al.,
2013). Além disso, nos seres humanos saudaveis, fatores genéticos, nutricionais, ambientais e
até mesmo culturais podem modificar o balanco redox (equilibrio entre espécimes reativos
oxidantes e o sistema antioxidante) de uma populacdo (KAADISKA et al., 2005).

Apesar desse fato, alguns biomarcadores ja sdo utilizados rotineiramente. Os subprodutos
da acdo dos ERO podem ser detectados diretamente por meio de ressonancia para-magnética
de elétrons, porém o custo e exigéncias técnicas dificultam a sua utilizacdo rotineira
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Os métodos mais utilizados atualmente detectam
indiretamente a acdo dos ERO, quer por meio da mensuragdo de produtos gerados
provenientes de sua agdo sobre biomoléculas, quer pela afericdo da qualidade e quantidade de
agentes antioxidantes, avaliando dessa forma, o dano oxidativo (MAK, 2008). Os métodos
mais utilizados s@o os espectofotométricos e cromatométricos que medem a atividade de
enzimas antioxidantes como a superéxido desmutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase. A SOD catalisa a dismutagdo do radical superoxido a peréxido de hidrogénio; a

CAT atua decompondo o peroxido de hidrogénio a agua e oxigénio e a glutationa peroxidase
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atua sobre peroxidos em geral. Estas enzimas sdo consideradas como componentes do sistema
antioxidante enzimatico.

Compde ainda o sistema antioxidante, uma série de substancias ndo enzimaticas. No soro
e no plasma, ou seja, no meio extracelular, pode-se encontrar diversos agentes antioxidantes
ndo enzimaticos como a vitamina C, vitamina E e B-caroteno. Alguns autores defendem a
mensuracdo de substancias antioxidantes como forma de avaliar a presenca de dano oxidativo,
utilizando o método denominado Capacidade Antioxidante Total (CAOT), onde se considera
a acdo acumulativa de todos os antioxidantes presentes. Alguns autores sugerem que este
método n&o é o melhor, uma vez que um aumento de CAOT ndo € necessariamente desejével,
visto que as enzimas antioxidantes nem sempre estdo diminuidas em condi¢Ges de doenca
(PRIOR; CAO, 1999). Por outro lado, a deteccdo da presenca de estresse oxidativo pode ser
feita pela mensuracdo de biomarcadores de dano causado por ERO, por ERN e outros, como o
malondialdeido (MDA), isoprostanos, lipoperoxidos e outros derivados da peroxidacdo
lipidica das membranas celulares.

O MDA é atualmente considerado um biomarcador geral de dano oxidativo presente no
plasma (KADIISKA et al., 2005). Produto da peroxidacéo lipidica das membranas celulares,
sua quantificacdo em sistemas biolégicos € um importante pardmetro para a avaliacdo do
estresse oxidativo celular (PILZ et al., 2000; SIM et al., 2003). Andrade (2005) e Del Rio et
al. (2005) referiram que o MDA ¢ altamente citotoxico e genotdxico, devendo ser considerado
mais que um biomarcador de dano oxidativo, devido a sua interacdo com DNA e outras
proteinas. Niveis elevados de MDA sdo rotineiramente utilizados como forma de deteccdo de
estresse oxidativo em diversas doencas em humanos, tais como, lipus eritematoso sistémico,
diabetes, doencas pulmonares, doenca de Alzheimer, cancer, entre outras, 0 que nos gera
subsidio para a pesquisa em animais (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; ANDRADE et al.,
2005; PEREZ et al., 2012). A técnica mais utilizada para mensuracio inespecifica de MDA é
conhecida como quantificacdo de substancias reativas ao acido barbitdrico ou TBARS. Essa
técnica quantifica produtos denominados de substancias reativas ao acido barbiturico, dentre
as quais o MDA ¢ o principal componente, porém € uma técnica de baixa sensibilidade e
especificidade para a deteccdo de aldeidos em fluidos bioldgicos, o que tem justificado a
busca por técnicas de maior fidelidade, como a deteccdo de MDA (ABDALLA; SENA,
2008).

Outros biomarcadores de peroxidacdo lipidica, como os isoprostanos e acroleina,

atualmente também sdo considerados como importantes fatores de determinacdo de dano
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oxidativo em humanos e, mais recentemente em animais (LIMA; ABDALLA, 2001,
MARQUIS et al., 2015).

2.3.4 Estresse Oxidativo e Doencas Relacionadas

Atualmente ha evidéncias cientificas que comprovam que muitas doengas estdo
relacionadas ao estresse oxidativo causado por ERO ou por ERN. Os danos mais graves sdo
aqueles causados ao DNA ou ao RNA da célula. Quando ocorre a quebra da cadeia de DNA,
ela pode se reconectar em outra posicao, alterando a ordem de suas bases. Este evento é um
dos processos desencadeadores de mutacdo, que pode estar relacionado a oncogénese. A
alteracdo da sequéncia de aminoacidos de uma proteina que atue como enzima, pode levar a
perda ou mudanca na sua funcdo (BARREIROS et al., 2006).

A peroxidac&o lipidica que ocorre nas membranas celulares interfere no transporte ativo e
passivo, podendo levar a ruptura das membranas e consequente morte celular. Quando a
oxidacdo de lipideos ocorre no sangue, gera agressdo as paredes dos vasos, favorecendo o
acumulo de lipidios, podendo desencadear aterosclerose, trombose, infarto ou acidente
vascular cerebral (BARREIROS et al., 2006). Alguns estudos foram realizados em tipos
especificos de neoplasias em humanos em busca de informacGes sobre o comportamento dos
ERO e sua relagdo com a doenca. Em um estudo em pacientes portadores de cancer colorretal,
comparou-se a mucosa intestinal de individuos saudaveis com a mucosa intestinal de
portadores da neoplasia e demonstrou-se que 0s niveis de dano oxidativo ao DNA foram
significativamente maiores nos individuos doentes. Curiosamente, também no tecido normal
ja havia algum nivel de dano oxidativo, evidenciando a importancia dos ERO nas agressoes
iniciais @ mucosa intestinal (RIBEIRO et al., 2007). Outro estudo comprovou a presenca de
estresse oxidativo em mulheres portadoras de cancer de mama por meio da avaliacdo dos
niveis de capacidade antioxidante total, que estava diminuida quando comparada aos niveis
observados em mulheres saudaveis. Os niveis sericos de MDA também estavam aumentados
guando comparado ao grupo controle (SENER et al., 2007).

Na oncologia veterinaria, a detecgdo de estresse oxidativo no linfoma canino tambeém foi
objeto de estudo por meio da quantificagdo de MDA, isoprostanos, além da determinacéo das
concentragOes de agentes antioxidantes como a vitamina E e glutationa peroxidase (WINTER
et al., 2009). Aumento significativo de MDA e diminui¢do da capacidade antioxidante total
foram constatados em 24 pacientes caninos portadores de linfoma multicéntrico (MACEDO,

2010). Em outro estudo, cdes com linfoma multicéntrico apresentaram associacao
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significativa entre a presenca de anemia e estresse oxidativo, detectado pela quantificagdo da
glutationa redutase e peroxidase, e capacidade antioxidante total (UBUKATA, 2010).
Recentemente, um estudo comparou os niveis de malondialdeido entre um grupo de 101 caes
saudaveis e um grupo de 80 cdes portadores de diferentes neoplasias, verificando niveis
significativamente maiores de MDA entre 0s cdes com cancer, sugerindo que estes animais se
encontram em estresse oxidativo (MACOTPET et al., 2013). Nesse trabalho, a concentragao
sérica de MDA foi determinada pelo método conhecido por TBARS, ou seja, pela
determinacdo sérica de substancias reativas ao acido barbiturico, onde o MDA € o principal
componente. Diversos estudos indicam também a relagdo entre dano oxidativo e o
desenvolvimento de tumores mamarios em cadelas, correlacionando, principalmente, valores
séricos e teciduais de MDA, por meio da técnica de TBARS, e também de niveis de
antioxidantes como a vitamina E e vitamina C. (SZCZUBIAL et al., 2004; FRANCISCO
NETO et al., 2005; KUMARAGURUPARAN et al., 2005; ASKAR et al., 2009; GALVAO,
2009). Askar (2009) demonstrou a existéncia de concentracdes aumentadas de MDA e dxido
nitrico (NO) e diminui¢do das concentracdes sericas de vitamina C, considerada primeira
linha de defesa antioxidante, em dez cadelas portadoras de neoplasias mamarias malignas.
Além do estresse oxidativo detectado, segundo este autor, a diminuicdo de defesas
antioxidantes como a vitamina C, poderia estar relacionada a carcinogénese.

O efeito protetor de substancias naturais consideradas antioxidantes e citoprotetoras foi
avaliado em cultivo de células de endotélio aortico canino, submetidas a acdo oxidativa do
ERO perdxido de hidrogénio (H20.) (RIPOLL et al., 2012). Nesse estudo, 0s autores tiveram
como objetivo averiguar a eficiéncia dos agentes antioxidantes taurina e L-Carnitina, ja
utilizados na terapéutica das cardiopatias caninas, e também da isoflavona da soja e extrato de
romd, confirmando seus efeitos benéficos. Uma vez que a presenca de estresse oxidativo nas
cardiopatias caninas ja foi estabelecida (FREEMAN et al., 2005), torna-se Gtil a defini¢do da
eficacia de substancias naturais com capacidade antioxidante como estas, para que sejam
incluidas e indicadas como parte do tratamento de cardiopatias caninas. Na medicina
veterinaria, o estresse oxidativo foi relacionado também com doenca renal (GALVAO, 2009).
A capacidade antioxidante total entre cdes saudaveis e cdes com azotemia pré-renal foi
comparada, constatando-se que 0S cdes azotémicos apresentaram menor capacidade
antioxidante. Além disso, nesses animais, houve aceleracdo da apoptose dos neutréfilos,
confirmando a existéncia de estresse oxidativo em cdes azotémicos (SILVA et al., 2013). Por
outro lado, o metabolismo oxidativo, de forma fisioldgica, deve ocorrer e faz parte da resposta

imunologica frente ao antigeno. Ou seja, espera-se que neutréfilos normais, por exemplo,
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apos fagocitar microorganismos, estejam aptos a leva-los a morte em razdo da acdo de
enzimas lisossomais e de agentes oxidantes. Um estudo ex vivo demonstrou que, 0s
neutrofilos de cdes saudaveis, submetidos a acdo do soro de cédes urémicos, portadores de
insuficiéncia renal, apresentaram diminuicdo significativa de seu metabolismo oxidativo,
devido a alteracdo da producdo de superdxidos, levando ao comprometimento da imunidade
inata, similarmente ao que ocorre em humanos portadores de insuficiéncia renal cronica,
situacdo onde, a inibicdo da producdo de ERO, é prejudicial ao organismo (BARBOSA et al.,
2010).

A associacdo entre estresse oxidativo e a sindrome de isquemia-reperfuséo, & amplamente
discutida na medicina humana (KUNZ et al., 2010; SILVA et al., 2002), principalmente com
0 objetivo de se determinar a efetividade de substancias com potencial antioxidante e que
possam ser incluidas nas condutas terapéuticas. Substancias naturais que contenham
derivados fendlicos, como por exemplo, os flavonoides, minimizam o dano oxidativo devido a
sua capacidade de inibir a acdo dos radicais livres, impedindo a lipoperoxidagédo e, desta
forma, melhorando a funcéo endotelial e neuroprotetora (MENDES, 2012). Cabe aqui citar
também um recente estudo que verificou aumento nas concentracbes de isoprostanos e
acroleina na medula espinhal de cdes portadores de mielomaldcia pds-traumaética,
confirmando a degeneracdo nervosa relacionada ao estresse oxidativo, semelhante ao que
ocorre em humanos portadores de neurodegeneracdo recorrente da medula espinhal ap6s
injaria (MARQUIS et al., 2015)

Outras afecgbes, inclusive cutaneas, como a demodiciose também podem estar
relacionadas ao estresse oxidativo (ROMANUCCI, 2011). De acordo com outros autores, que
verificaram niveis diminuidos de antioxidantes enddgenos, como a glutationa, catalase, cobre
e zinco em cdes com demodicose localizada e generalizada, a doenca estd relacionada a
ocorréncia de estresse oxidativo, sugerindo a indicacdo de suplementacdo com antioxidantes
como parte da dieta (DIMRI et al., 2008). Em outro estudo, a presenca de estresse oxidativo
no bulbo do olho de cées portadores de catarata apds facoemulsificacdo foi comparada entre
um grupo com implante de lente intraocular e um grupo sem implantacdo da lente. Verificou-
se por meio de determinacdo quantitativa de proteinas no humor aquoso e por avaliacdo da
atividade antioxidante total, também no humor aquoso, que a presenca da lente implantada,
contribuiu para a ocorréncia de estresse oxidativo no meio intraocular (LIMA, 2003).

Na area da reproducdo, diversos estudos tém buscado relacionar estresse oxidativo
com fertilidade, identificando e quantificando as substancias antioxidantes no plasma seminal

de cdes férteis e sub-férteis, além de verificar os possiveis efeitos benéficos da utilizacdo de
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suplementacédo antioxidante na dieta (LOPES et al., 2011; ANDRADE et al., 2010). Ainda na
area da reproducdo, foi realizado um estudo comparando a atividade antioxidante e
concentracdes sericas de biomarcadores de dano oxidativo em cadelas submetidas a cirurgia
de ovariohisterectomia. Este estudo verificou um importante aumento nas concentracfes de
substancias reativas ao acido barbitdrico (TBARS) mesmo ap0s varios dias de pos-operatorio,
sugerindo que estas cadelas estariam mais susceptiveis a ocorréncia de doencas relacionadas
ao estresse oxidativo (SCZUBIAL et al., 2015).

H& que se considerar ainda condicdes ndo patoldgicas em que pode ocorrer estresse
oxidativo. Aumento significativo nos niveis da enzima antioxidante glutationa peroxidase foi
observado em cadelas submetidas a exercicio fisico intenso de curta duragdo (POLIZEL,
2011). Nesse estudo, o aumento da glutationa peroxidase estaria relacionado ao aumento na
producdo de radicais livres, secundario ao maior consumo de oxigénio pelo organismo
durante o esforco fisico (RUSSO; BRACARENSE, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia de estresse oxidativo e hipercalcemia em cadelas

portadoras de neoplasias mamarias e sua possivel utilizagdo como fator progndstico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Mensurar os valores de malondialdeido sérico em cadelas portadoras de
neoplasias mamarias malignas e benignas e comparar com os valores séricos de
cadelas higidas.

- Comparar os valores de malondialdeido sérico com padrdo histoldgico dos
tumores, estadiamento clinico, alteracbes hematoldgicas e bioquimicas séricas em
cadelas portadoras de neoplasia mamaéria e correlaciona-los.

- Mensurar os valores de malondialdeido sérico das cadelas portadoras de
neoplasia mamaria 30 dias apds a remocdo cirargica dos tumores e compara-los
aos valores encontrados no periodo pré-operatorio.

- Mensurar os niveis séricos de célcio total e célcio ionizado em cadelas
portadoras de neoplasias mamarias malignas e correlaciona-los com padrao
histolégico dos tumores, estadiamento clinico, alteracbes hematoldgicas e

bioquimicas antes e apds o tratamento.
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4 ARTIGO A

ESTRESSE OXIDATIVO EM CADELAS PORTADORAS DE NEOPLASIAS
MAMARIAS

OXIDATIVE STRESS IN BITCHES WITH MAMMARY NEOPLASMS

RESUMO

O resultado da reacdo de radicais livres com biomoléculas é a formacéo de substancias
que podem ser utilizadas como marcadores de dano oxidativo, condi¢do mais conhecida como
estresse oxidativo. Evidéncias cientificas comprovam a relacdo, quer como causa, gquer como
consequéncia, entre muitas doengas e 0 estresse oxidativo. Neste estudo, 144 cadelas
portadoras de neoplasia de mama, foram submetidas a avaliacéo clinica para estadiamento da
doenca, avaliagcdo hematoldgica, testes de funcdo renal e hepética e dosagem do biomarcador
de dano oxidativo, malondialdeido (MDA), no momento de sua abordagem e 30 dias apds
realizacdo de tratamento. Um grupo controle de 100 cadelas saudaveis foi submetido também
a determinacdo dos niveis séricos de MDA. A idade média dos animais acometidos por
neoplasias mamarias foi de 9,88+2,95 (4 a 14) anos, enquanto que nos animais saudaveis foi
de 2,31+1,90 anos (1 a 6). Dos 144 animais, 113 (78, 9%) apresentavam neoplasias malignas,
sendo que 15, 21, 46, 17 e 14 animais encontravam-se em estadiamento clinico I, II, 1ll, IV e
V respectivamente e o carcinoma em tumor misto foi o padrdo histolégico mais frequente
neste grupo (26%). Trinta e um animais tiveram diagnostico de neoplasias benignas, sendo
que 7 estavam no estadio I, 16 no estadio Il e 8 no estadio Il e 0 adenoma mamario foi 0
padrdo histoldgico mais frequente em 15 animais (51,61%). Alteracfes hematoldgicas no
periodo pré-operatdrio foram observadas em 44 (38,9%) e 12 (38,7%) animais portadores de
neoplasias malignas e benignas, respectivamente, sendo que houve correlacdo positiva entre
anemia e niveis mais elevados de MDA (P=0,0008), para os animais com tumores malignos.
Em relacdo aos parametros bioquimicos séricos, as alteracGes mais frequentes nos animais
com neoplasias malignas foram a elevacdo dos niveis de ALT em 12 animais (10,6%), de
creatinina em 10 animais (8,84%) e de ureia em oito animais (7,07%) Cadelas portadoras de
neoplasias benignas apresentaram menor ocorréncia de alteracdes nesses parametros. No
grupo controle, a média dos valores séricos de MDA foi 12,08+4,18, engquanto que no grupo
pré-tratamento, a média de MDA foi de 24,80+5,74 para as cadelas com neoplasia benigna e
32,27+10,24 para as neoplasias malignas. Verificou-se aumento significativo do valor sérico
de MDA em cadelas portadoras de neoplasias malignas em comparagdo com 0s animais
higidos ou com neoplasias benignas (P < 0,001). Ainda, 30 dias apds o tratamento observou-
se uma diminuigdo significativa (P < 0,001) no valor médio de MDA (27,37+7,86) nos
animais com neoplasias malignas. Em concluséo, os resultados deste estudo evidenciam uma
associacdo entre niveis séricos aumentados de MDA e presenca de neoplasias mamarias em
cadelas. Os resultados sugerem que este fator pode ser utilizado como biomarcador de
estresse oxidativo em cdes, com provavel impacto no progndstico dos tumores mamarios, uma
vez que niveis significativamente mais altos de MDA foram detectados especialmente nas
cadelas portadoras de tumores malignos e apresentando anemia.

Palavras-chave: Caninos. Malondialdeido. Radicais livres. Tumores de Mama.
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ABSTRACT

The result of the reaction of free radicals with biomolecules is the formation of substances
with the potential of inducing oxidative damage, a condition known as oxidative stress. There
are voluminous literature data reporting the association, both as a cause and as a consequence,
between different diseases and oxidative stress. In this study, 144 bitches with mammary
neoplasia were analyzed. The animals were submitted to clinical evaluation for disease
staging, hematological evaluation, serum biochemistry (renal and hepatic function tests), and
dosage of the oxidative damage biomarker, malondialdehyde (MDA), at the time of its
approach and 30 days after treatment. A control group of 100 healthy bitches was also
submitted to determination of serum MDA levels. The mean age of the animals affected by
mammary neoplasms was 9.88 + 2.95 (4 to 14) years, while in healthy animals it was 2.31 +
1.90 years (1 to 6). Of the 144 animals, 113 (78.9%) had malignant neoplasms, and 15, 21, 46,
17 and 14 animals were in clinical stage I, Il, 1ll, IV and V respectively and the carcinoma in
a mixed tumor was the most frequent histological pattern in this group (26%). Thirty-one
animals were diagnosed with benign neoplasms, 7 of which were in stage I, 16 in stage Il and
8 in stage Ill, and mammary adenoma was the most frequent histological pattern in 15
animals (51.61%). Hematological changes in the preoperative period were observed in 44
(38.9%) and 12 (38.7%) animals with malignant and benign neoplasias, respectively, and
there was a positive correlation between anemia and higher levels of MDA (P = 0.0008) for
animals with malignant tumors. Regarding serum biochemical parameters, the most frequent
alterations in animals with malignant neoplasms were elevated ALT levels in 12 animals
(10.6%), creatinine in 10 animals (8.84%) and urea in eight animals (7.07%). Females with
benign neoplasms presented less occurrence of changes in these parameters. In the group of
healthy animals (control), the mean serum MDA values were 12.08 + 4.18, whereas in the
pre-treatment group, mean MDA was 24.80 + 5.74 for bitches with benign neoplasms and
32.27 + 10.24 for bitches with malignant tumors. A significant increase (P < 0,001) in MDA
levels was observed in animals with malignant mammary neoplasms when compared to
healthy animals and with benign tumors. In addition, a significant reduction (p <0.001) was
observed 30 days after treatment in MDA levels (27.37 £ 7.86) in animals with malignant
tumors. In conclusion, our results indicate an association between MDA seric levels and
mammary neoplasms in dogs. In addition, the results suggest that this factor can be used as a
biomarker of oxidative stress with a potential impact in the prognostic of mammary tumors,
since significantly higher levels of MDA were detected especially in dogs carrying malignant
tumors and presenting anemia.

Keywords: Canine. Free Radicals. Malondialdehyde. Mammary Tumors.
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INTRODUCAO

O estresse oxidativo € um tema que ha anos vem chamando a atencao de pesquisadores
em razdo de suas correlacbes com processos como o envelhecimento e o surgimento de
algumas doencas. A formacdo de compostos denominados espécimes reativos de oxigénio
(ERO), ocorre fisiologicamente como parte do metabolismo celular, e possui importantes
funcbes, como por exemplo, a destruicdo de agentes agressores por fagocitose (SCHAFER,;
BUETTNER, 2001).

Em situacOes onde haja aumento na producdo de ERO, o organismo possui um eficiente
sistema de defesa antioxidante capaz de restabelecer o equilibrio (FINKEL; HOLBROOK,
2000). Quando ha perda do equilibrio com predominio de agentes oxidantes, se estabelece o
estresse oxidativo, que levara a ocorréncia de dano a célula. A membrana celular, bem como
as membranas de organelas intracitoplasmaticas do nucleo, mitocondrias e reticulo
endoplasmatico sdo os principais locais de atuacdo dos ERO (BARREIROS et al., 2006). O
dano celular resulta basicamente do ataque dos ERO as macromoléculas que compdem as
membranas, como carboidratos, proteinas e lipideos. A peroxidacédo lipidica das membranas
celulares decorrente da acdo dos ERO culmina com mudancas quimicas e fisicas, levando a
alteracOes na fluidez e permeabilidade da membrana, com risco de ruptura e consequente
morte celular (VASCONCELOS et al, 2007).

Os produtos da oxidacdo podem reagir entre si e resultar em novos produtos, que podem
ser utilizados como biomarcadores de dano oxidativo. O malondialdeido (MDA) é atualmente
considerado um biomarcador geral de dano oxidativo presente no plasma (KADIISKA et al.,
2005). Produto da peroxidacdo lipidica das membranas celulares, sua quantificacdo em
sistemas biologicos é um importante parametro para a avaliacdo do estresse oxidativo celular
(PILZ et al., 2000; SIM et al., 2003). Andrade (2005) e Del Rio et al. (2005) referem que o
MDA ¢ altamente citotoxico e genotoxico, devendo ser considerado mais que um
biomarcador de dano oxidativo, devido a sua interacdo com DNA e outras proteinas. Niveis
elevados de MDA séo rotineiramente utilizados como forma de detecgéo de estresse oxidativo
em diversas doengas em humanos, tais como, lUpus eritematoso sistémico, diabetes, doencas
pulmonares, doenca de Alzheimer, cancer, entre outras, 0 que nos gera subsidio para a
pesquisa em animais (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;: ANDRADE et al., 2005; PEREZ et
al., 2012). A técnica mais utilizada para mensuracéo inespecifica de MDA é conhecida como

quantificacdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico ou TBARS. Essa técnica
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quantifica produtos denominados de substancias reativas ao &cido barbiturico, dentre as quais
o MDA é o principal componente, porém é uma técnica de baixa sensibilidade e
especificidade para a deteccdo de aldeidos em fluidos bioldgicos, 0 que tem justificado a
busca por técnicas de maior fidelidade, como a deteccdo de MDA (ABDALLA; SENA,
2008).

Na medicina veterinéria, estudos prévios avaliaram a ocorréncia de estresse oxidativo
em cdes portadores de linfoma (WINTER et al.,, 2009; MACEDO, 2010), insuficiéncia
cardiaca (FREEMAN et al., 2005), neoplasias mamarias (SZCZUBIAL et al., 2004) e doenga
renal (GALVAO, 2009). Alteragdes no status oxidativo em animais portadores de neoplasias
(incluindo as mamarias) foram evidenciadas por meio da mensuracdo de biomarcadores de
dano, como as substancias reativas ao &cido barbitarico (TBARS) e Oxido nitrico,
concentracdes de metais como ferro, cobre e zinco e antioxidantes como o acido ascérbico
(ASKAR et al., 2009). A determinacdo de fatores progndsticos em neoplasias, inclusive as
mamarias, tem sido objeto de interesse crescente na oncologia veterinéria, 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;
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 prognostico sdo escassos na literatura veterinaria. O objetivo deste estudo foi
avaliar a ocorréncia de estresse oxidativo em cadelas portadoras de neoplasias mamarias antes
e apds o procedimento cirargico por meio da mensuracdo de malondialdeido sérico, bem
como determinar sua possivel associa¢do ao prognéstico da doenca. Ainda, foi estabelecido o

valor médio de MDA em cadelas saudaveis para fins de comparacao.

Material e Métodos

Animais

Foram incluidas neste estudo 144 cadelas portadoras de neoplasias mamarias atendidas
em dois Hospitais-Escola Veterinarios localizados nos municipios de Maringé, Parana e
Ourinhos, S&o Paulo. O estudo foi aprovado pelos Comités Institucionais de Uso de Animais
em Experimentacdo (COBAC/CESUMAR 014/2012 e CEUA/FIO 04/2014), e os
proprietarios esclarecidos sobre o termo de concordancia e compromisso. Apds o

consentimento de seus tutores, os animais incluidos no estudo (grupo pre-tratamento)
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passaram por avaliagdo fisica para estadiamento clinico da doenca de acordo com Cassali et
al. (2014).

Foram utilizadas ainda 100 cadelas saudaveis, jovens, com idades variando entre 1 e 6
anos para determinacdo dos valores séricos de malondialdeido (grupo controle), tendo em
vista que ndo ha valores de referéncia para este biomarcador na espécie canina. Os animais
incluidos neste grupo foram encaminhados ao Hospital Veterinario para realizacdo de cirurgia
de ovariosalpingohisterectomia eletiva. Os critérios de inclusdo no grupo controle foram
estado de salde geral e pardmetros hematologicos avaliados por meio de hemograma
completo e bioquimicos, incluindo fungdo renal (uréia e creatinina) e atividade enzimatica

hepatica (ALT e FA) dentro dos valores de referéncia para a espécie.

Exames hematoldgicos e bioquimicos

Os animais foram submetidos a colheita de sangue para avaliagdo hematoldgica,
bioquimica sérica, incluindo perfil renal com dosagem de uréia e creatinina, hepatico, com
dosagem de alaninaaminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) realizadas nos
laboratdrios de Patologia Clinica dos respectivos Hospitais-Escola. Amostras de soro de cada
animal foram utilizadas para mensuracdo das concentracfes de malondialdeido (MDA),
realizadas no laboratério de nutricdo e metabologia da USP de Ribeirdo Preto. Os exames
foram realizados no momento da abordagem clinica inicial e 30 dias ap6s o procedimento
terapéutico, levando-se em consideracdo 0 periodo necessario para recuperacdo pos-
operatoria.

Para determinagdo de parametros hematoldgicos foram utilizadas as técnicas de rotina
descritas por Jain (1993). As amostras de sangue foram acondicionadas em frasco contendo o
anticoagulante acido etileno-diaminotetracético (3 ml de sangue). As contagens totais de
eritrocitos e de leucocitos e a determinacdo da concentracdo de hemoglobina foram realizadas
com contador automatico de células (Celm CC 530/ DA 500®, Brasil). O volume globular foi
determinado pelo método do microhematdcrito e as concentracfes de proteinas plasmaticas
pelo método do refratbmetro. O volume corpuscular médio (VCM) e a concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados seguindo as formulas descritas
por Wintrobe (1974).

Para realizacdo dos exames bioquimicos foram colhidas amostras de sangue (10 ml) de
cada animal por puncdo da veia jugular. As amostras foram acondicionadas em tubos sem

anticoagulante para a determinacdo das concentracdes bioquimicas de ureia e creatinina, e
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atividade das enzimas ALT e FA, seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante (Kits
comerciais especificos Gold Analisa®). Para determinagdo da ureia e ALT utilizou-se o
método cinético-UV e para a determinacdo da creatinina e FA 0 método cinético-
colorimétrico. A leitura e obtencdo dos resultados foram realizadas em analisador fotométrico
Bioplus-2000®, Brasil.

Determinacéo serica de malondialdeido (MDA)

Para realizacdo da dosagem de MDA, foram colhidas amostras de 5 ml de sangue da
veia jugular, em tubos sem anticoagulante, submetidas a centrifugacdo para separacdo do
soro. O soro foi entdo acondicionado em tubos plasticos apropriados e congelados a -20°C até
0 seu processamento. A dosagem sérica de MDA foi realizada de acordo com o método
proposto por Gérard-Monnier et al. (1998), com adaptacdes. Para a dosagem de MDA no soro
foram utilizados 100ul da amostra. A este foi adicionado 300ul de solu¢do de 10mM de 1-
metil-fenilindol em acetonitrila e metanol (2:1, v/v) e 75ul de HCI (37%). Logo apos, os tubos
foram agitados em vortex e incubados em banho-maria a 45°C por 40 minutos. Apds o banho,
houve resfriamento das amostras em gelo e em seguida os tubos foram centrifugados a 4000
rpm por 10 minutos. Do sobrenadante foi feita a leitura de absorbancia em espectofotdmetro
com comprimento de onda de 586 nm. A concentracdo de MDA foi calculada comparando-a a
uma curva de 1,1,3,3- tetrametoxipropano (TMP) hidrolisado. Os exames de determinacdo de
MDA foram conduzidos no Laboratério de Nutricdo e Metabolismo da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, SP.
Abordagem Terapéutica e Diagnostica

Apos o estadiamento clinico e a avaliagdo dos resultados dos exames laboratoriais, as
cadelas foram submetidas a mastectomia total unilateral, bilateral, ou regional, com remocéo
de linfonodos inguinais e/ou axilares, de acordo com o caso, com objetivo terapéutico e para
realizacdo de analise histopatoldgica dos tecidos neoplésicos e linfonodos. O diagnostico
definitivo foi determinado por meio de avali¢do histopatologica e a correcdo do estadiamento
clinico, quando necessaria, foi realizada por meio do estadiamento patoldgico apés analise
microscopica dos linfonodos. Para as cadelas que apresentaram neoformacdo mamaria, com
aspecto clinico eritematoso, doloroso e inflamado, ou seja, quando houve suspeita de que

pudesse se tratar de carcinoma inflamatorio de mama (primario ou secundario), foi indicada
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apenas biopsia incisional, com fim diagnostico e para possibilitar a escolha de abordagem
terapéutica mais apropriada e defini¢éo de prognostico.

Trinta dias apds a realizacdo das cirurgias ou biopsias, as cadelas foram submetidas
novamente a colheita de sangue para repeticdo das mesmas avaliacdes hematologicas e
bioquimicas realizadas inicialmente (grupo pos-tratamento). Seis animais, do grupo dos
tumores malignos ndo foram avaliados nesse periodo, pois foram a 6bito ou submetidos a
eutanasia em decorréncia de complicacGes. No grupo das cadelas com tumores benignos, dois
animais ndo foram submetidos a tratamento cirdrgico devido a alteragfes encontradas nos
exames bioquimicos que indicavam comprometimento da funcdo renal. As cadelas que
tiveram o diagnostico clinico, posteriormente confirmado por exame histopatoldgico, de
carcinoma inflamatorio primario ou secundario foram tratadas de modo paliativo, com
protocolo de analgesia multimodal, anti-inflamatério ndo esteroidal (firocoxibe,

5mg/Kg/SID), quimioterapia e terapia de suporte.

Andlise Estatistica

Os dados de cada fase foram testados para normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk
(SHAPIRO; WILK, 1965) e para homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett
(BARTLETT, 1950). Para comparacdes dentro de cada grupo e entre grupos foi feita analise
de variancia e em caso de significancia, foi realizado o teste de Tukey (COOLEY; TUKEY,
1965). Os valores de MDA foram testados para associagdes, nos grupos de animais em pré e
pos-tratamento, com tumores benignos e malignos diagnosticados por meio de avaliagdo
histopatol6gica, com as variaveis idade, estadiamento clinico, padréo histolégico dos tumores,
parametros hematoldgicos e bioquimicos. Para comparacdo dos momentos em pré e pés-
tratamento foi feito o teste t pareado. Utilizou-se o software R para as analises considerando-

se 5% de significancia.
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Resultados

Animais

No periodo de realizacdo deste estudo foram examinadas 144 fémeas caninas
portadoras de neoplasias mamarias. A idade média dos animais acometidos foi de 9,88+2,95
(4 a 14) anos, enquanto que nos animais saudaveis a idade média foi de 2,31+1,90 anos (1 a
6). Em relacdo a raca, as maiores ocorréncias foram de animais sem raca definida (52/144),
poodle (17/144) e pit bull (8/144). No grupo controle, o predominio também foi de animais
sem raca definida (89/100), shih tzu (4/100) e poodle (3/100).

Dos 144 animais, 113 (78, 9%) apresentavam neoplasias malignas e 31 animais
(21,52%) tiveram diagnostico de neoplasias benignas, em estadiamentos variados conforme
tabela 1.

Tabela 1 — Estadiamento clinico verificado nos grupos de tumores malignos e benignos no

momento pré—tratamento

ESTADIAMENTO MALIGNOS

| 15 (13,27%)
I 21 (18,60%)
I 46 (41,00%)

\Y% 17 (15,00%)
Vv 14 (12,40%)
TOTAL 113

Em relagdo a classificacdo histologica, as neoplasias mamarias malignas mais
frequentes foram os carcinomas em tumor misto (26,5%), os carcinossarcomas (CASA —
15,92%) e os adenoepiteliomas malignos (11,5%). Os tumores benignos mais frequentes

foram os adenomas mamarios (51,61%) e os tumores mistos benignos (32,2%).
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Exames hematoldgicos e bioquimicos

Nos animais com neoplasias os resultados dos exames hematoldgicos e bioquimicos
foram avaliados na abordagem clinica inicial e 30 dias apds o procedimento terapéutico. Os
animais do grupo controle ndo apresentaram alteracdes nos parametros hematoldgicos ou
bioquimicos. Alteracfes hematoldgicas no periodo pré-operatério foram observadas em 44
(38,9%) e 12 (38,7%) animais portadores de neoplasias malignas e benignas, respectivamente.
Em ambos o0s grupos destes animais as alteracbes mais frequentes foram anemia e
trombocitopenia (Quadro 1). Leucocitose neutrofilica foi observada em quatro cadelas com
neoplasias malignas no periodo pré-tratamento, apresentando tumores ulcerados.

Em relacdo aos parametros bioquimicos séricos, as alteracdes mais frequentes nos
animais com neoplasias malignas foram a elevacdo dos niveis de ALT em 12 animais
(10,6%), de creatinina em 10 animais (8,84%) e de ureia em oito animais (7,07%) (Tabela 2).
Cadelas portadoras de neoplasias benignas apresentaram menor ocorréncia de alteracfes
nesses parametros. A alteracdo mais frequente foi a elevacdo do nivel sérico de creatinina,
observada em quatro animais (12,90%) (Quadro 1). Em ambos 0s grupos, observou-se apos 0
tratamento uma diminuicdo no ndmero de animais com alteracbes hematoldgicas e
bioquimicas. Os valores médios obtidos nas avaliacbes hematoldgicas e bioquimicas séricas
dos animais com alteracBes nos parametros avaliados e portadores de neoplasias mamarias

estdo demonstrados no quadro 1.
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Alteracéo Valores Neoplasias Benignas Neoplasias Malignas
Laboratorial Normais de
Referéncia Pré Pos Pré Pos
5 N (%) N (%) N (%) N (%)
Anemia 8 (25,8) n5(16,1) n 37 (27,43) n 21 (18,58)
Hemoglobina 12-18 g/di 9,4 +1.2 9,7t1.1 8.1+0.9 9.9+1.0
g/dl (9.0-11.9) (9.2-11.9) (7.9-11.8) (8.3-11.6)
Trombocitopenia 2-5X n 3(9,6) n2(6,4) n 10 (8,8) n2(1,7)
n° de células x 10°/puL 1.2+05 1.0£0.7 1.3+0.4 1.1+0.5
105/uL (0.9-15) (0.9-1.7) (0.6 -1.6) (0.9-1.6)
Neutrofilia 6.000 — nl(3,2) n4(3,5) n1(0,8)
N° de células/pL 17.000/pL 24.700 - 25.900+1.600 28.300
(21.600-38.000)
Aumento de nl(3,2) n 12 (10,6) n4 (3,5
Atividade de ALT 0-102 U/L 190 - (1%7_1r 385) (1%20::255)
uU/L
Aumento de 0-156 U/L nl(3,2) nl(32) n2(1,7)
Atividade de FA 230 250 (195 — 245) i
U/L
Azotemia 05-15 n4(12,8) nl(32) n 10 (8,8) n2(1,7)
(Creatinina) mg/dL 2.4+1.0 2.1 2.1+1.2 2.5+0.9
mg/DI (1.7-4.1) (1.9-4.3) (2.1-3.2)
Azotemia (Uréia) 21 -60 n8 (7,0 n4(3,5)
mg/DlI mg/dL - - 148+45 11025
(82-199) (95-145)

Quadro 1 — Frequéncia de animais com neoplasia mamaria maligna e benigna, em pré e p6s-
tratamento que apresentaram alteracdes hematoldgicas e bioquimicas sérica. * KANEKO et al.,

1997; YJAIN, 1993. n= nimero de animais.

Determinacéo sérica de malondialdeido (MDA)
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Os valores médios de MDA (nmol/dl) obtidos nos animais controle, com neoplasias
benignas e malignas foram de 12,08(+4,18), 24,80(x5,74) e 32,85(x10,24), respectivamente.
Verificou-se um aumento significativo nos niveis médios de MDA sérico nos animais com
neoplasias em comparagdo com o0s animais controle (P<0,001). Ainda, cadelas com
neoplasias malignas apresentaram niveis significativamente mais elevados em relacdo aos
animais com tumores benignos (P<0,001). Os niveis médios de MDA sérico em animais com
neoplasias benignas e malignas antes e ap0s o procedimento terapéutico estdo dispostos na
Tabela 2.

Ao avaliar o efeito do procedimento terapéutico sobre os niveis de MDA constatou-se
uma diminuicdo significativa (P=0,0001) no MDA sérico apds o procedimento terapéutico em
animais com neoplasias malignas. No entanto, em animais com tumores benignos os niveis de

MDA néo diferiram antes e ap6s o tratamento (Tabela 2).

Tabela 2 — Médias e desvios padrdo de malondialdeido sérico (nmol/mL)
nos animais do grupo controle, portadores de neoplasias benignas e
malignas, antes e ap0s o tratamento.

Grupos Pré-tratamento p valor
Controle 12,08+4,18 c
Benignos 24,80+5,74 b <0,001
Malignos 32,85+10,24 a
Benignos
Pré-tratamento 24.8045,75 a 0.7506
Pds-tratamento 24 58+5,18 a '
Malignos
Pré-tratamento 32,85+10,24 a
Pds-tratamento 27,37+7,86 b 0,00013

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Avaliou-se a relacdo entre os niveis de MDA nos animais com neoplasias e 0s demais
parametros. Para as cadelas portadoras de tumores benignos, tanto antes quanto apds o
tratamento ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os niveis de MDA
e a idade dos animais, estadiamento clinico, presenca de alteracfes hematoldgicas ou

bioquimicas e classificacao histologica dos tumores.
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Nos animais com tumores malignos observou-se apenas no periodo pré-tratamento
associacao entre os niveis séricos de MDA e alteracbes hematoldgicas e classificacdo
histologica. No entanto, quanto a classificagdo histologica observou-se que cadelas com
carcinomas solidos apresentaram um nivel de MDA significativamente menor do que 0s
demais tipos histologicos (Tabela 4). Em relacdo a presenca de alteragcBes hematoldgicas
constatou-se que 0s animais com anemia apresentaram 0s niveis mais elevados de MDA
(P=0,0008) (Tabela 3).

Tabela 3 - Associagdo entre anemia e niveis séricos mais elevados de MDA no grupo de

neoplasias malignas, em pré-tratamento.

Anemia MDA (nmol) p valor
SIM (n=37) 40,88+7,51

_ 0,000844 *
NAO (n=76) 27,80+8,23

*significativo (p<0,05)



Tabela 4 — Correlacdo entre os valores médios de malondialdeido
sérico (x desvio padrdo) e demais varidveis em cadelas com
neoplasias mamarias malignas antes e ap0s o tratamento.

Pré-tratamento | Pds-tratamento
nmol/mL nmol/ml
4 (n=02) 22,99+7,93 29,51+5,77
5 (n=05) 33,58+9,00 24,89+9,35
6 (n=08) 25,43+9,82 24,43+10,25
7 (n=10) 33,85+12,61 27,13+£9,90
8 (n=05) 35,66+11,12 29,55+9,49
Idade (Anos) 9 (n=11) 31,40+9,29 27,72+£7,21
10 (n=19) 28,89+10,33 26,58+8,08
11 (n=20) 35,70+6,96 28,29+7,63
12 (n=17) 36,40+5,00 29,77+8,44
13 (n=04) 37,58+13,06 29,46+6,59
14 (n=02) 33,58+7,27 22,78+8,00
P valor 0,207032 0,5935
I (n=15) 33,58+9,00 28,76+9,62
Estadiamento 11 (n=21) 25,43+9,82 24,58+7,74
11 (n=46) 33,85+12,61 27,10+7,14
IV (n=17) 35,66+11,12 26,66+9,76
V (n=14) 31,40+9,29 33,74+5,48
P valor 0,30968 0,1983
Anemia N{?lo 35,70+6,96 b 27,38+7,90
Sim 36,40+5,00 a 27,29+9,05
P valor <0,0001 0,9865
Alteracdes Néo 33,58+7,27 26,98+7,64
Bioquimicas Sim 31,87+7,59 28,79+9,84
P valor 0,603002 0,8377
DMEM 36,97+11,78 a 29,02+8,50
Classificacio CAN 36,69+6,21 a 31,76%1,34
Histoldgica CASA 34,48+11,70 a 27,68+10,96
CiM1 27,03£15,61 a -
CIM 2 40,00+2,58 a -
CP 31,93+8,69 a 23,84+6,18
CS 28,12+421 a 29,35+7,56
CSO 19,3248,81 b 23,90+6,67
CT 33,80+11,16 a 29,50+8,01
CT™M 32,48+8,18 a 25,56+6,88
FSA 30,20+4,33 a 36,80+3,60
OSA 44,73+5,48 a 35,72+4,16
P valor 0,000309 0,3071

Meédias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (p<0,05)
Nota: CTM = Carcinoma em Tumor Misto, CASA = Carcinossarcoma, DMEM =

Adenomioepitelioma Maligno, CT = Carcinoma Tubular, CSO =
Sélido, CS = Carcinoma in Situ, CP = Carcinoma Papilar, CAN
Anaplésico, CIM 1 = Carcinoma Inflamatério Priméario, CIM 2

Carcinoma
Carcinoma
Carcinoma

Inflamatério Secundario, FSA = Fibrossarcoma, OSA = Osteossarcoma
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Das 144 cadelas portadoras de tumor de mama, 136 foram submetidas a tratamento
cirargico, 6 animais foram submetidos apenas a biopsia incisional e 2 animais ndo passaram
por nenhum tipo de tratamento cirurgico. Das 136 cirurgias com objetivo terapéutico
realizadas durante este estudo, 29 foram mastectomias totais bilaterais, 99 animais foram
submetidos a mastectomia total unilateral e 16 animais foram tratados por meio de
mastectomia regional. Foi realizada linfadenectomia inguinal ou axilar, uni ou bilateral de
acordo com o tipo de cirurgia realizada. Das 144 cadelas, 112 ndo eram castradas no momento
do diagnostico e foram entdo submetidas a ovariohisterectomia no mesmo momento das

mastectomias.
Discussao

O aumento da ocorréncia de neoplasias em animais de companhia tem sido associado ao
incremento da longevidade em decorréncia da melhoria da nutricdo e sanidade animal
(RIBAS et al., 2012). Dados internacionais sobre o risco de desenvolvimento de tumores
mamarios malignos na espécie canina indicam variagdes entre 2 e 58% (ITOH et al., 2005;
MCEWEN; WITHROW, 2007). No Brasil, a ocorréncia de neoplasias mamarias malignas é
maior que a média internacional, situando-se acima de 80% (ZUCCARI et al. 2001; De
NARDI et al. 2002; MARTINS et al. 2002; OLIVEIRA et al. 2003). No presente estudo, a
ocorréncia de neoplasias mamarias malignas (78,5%) foi similar aos dados nacionais. Essa
ocorréncia elevada foi associada a acdo de hormonios sexuais principalmente em cadelas néo
castradas antes do primeiro ou segundo cio (LANA, 2007). Neste estudo, 77,8% dos animais
ndo eram castrados no momento do diagnéstico da neoplasia mamaria, apresentando atividade
hormonal ovariana. Em relacéo a idade, os resultados deste estudo (idade média de 9,9 anos)
estdo de acordo com os dados da literatura que relatam maior incidéncia de neoplasias
mamarias em animais com idade entre 7 e 12 anos de idade (DE NARDI et al., 2016).

Os padrdes histoldgicos mais frequentemente diagnosticados nas neoplasias mamarias
apresentam grandes variacdes de acordo com os autores. A grande variabilidade histogenética
das neoplasias mamarias, levou a necessidade de padronizacéo das classificagdes, destacando-
se as classificacbes de Misdorp et al. (1999) e de Goldschmidt et al. (2011) previamente
utilizadas. No Brasil, Cassali et al. (2014) propuseram uma nova classificacdo que foi a
utilizada neste estudo. O padréo histoldgico de maior frequéncia observado foi o carcinoma
em tumor misto (26,54%). O carcinoma em tumor misto possui como caracteristica a
apresentacdo de um componente de origem epitelial maligna e um componente de origem

mesenquimal com caracteristicas benignas, com presenca de microinvasdo, ou seja, uma
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caracteristica histoldgica relacionada ao pior prognostico (CASSALI et al, 2014). Nao foi
observada correlacdo estatisticamente significativa entre os niveis mais elevados de MDA e o
padrdo histologico das neoplasias, porém, foi observada uma correlagdo estatisticamente
significativa entre niveis menores de MDA e os tumores diagnosticados como carcinomas
solidos, que somaram 7,1% (n=8) dos tumores diagnosticados neste estudo. Os carcinomas
solidos sdo considerados tumores frequentes na espécie canina, geralmente como evolucao de
grandes tumores em cédes que ndo foram tratados cirurgicamente em fases mais precoces da
doenca (CASSALI et al., 2014). Nas cadelas com neoplasia maligna com diagnéstico de
carcinoma sélido, ndo foi observada diferenca significativa quando comparadas aos demais
padrBes histolégicos com relacdo ao niUmero de mamas acometidas, estadiamento clinico e
alteracdes hamtoldgicas ou biogquimicas, porém foi constatada diferenca significativa com
relacdo a idade média neste grupo (7,1+1,4 anos) quando comparada a idade média de todas
as cadelas com neoplasia maligna de mama (9,88+2,95), o que pode estar relacionado aos
valores menores de MDA sérico encontrado neste grupo (19,32+8,81), justificando a
necessidade de que sejam estabelecidos valores de referéncia de MDA de acordo com a faixa

etaria.

O estadiamento clinico das neoplasias mamarias na cadela, € um momento em que se
deve detalhar a extensdo da doenca e sua gravidade, podendo ser citado como uma fase de
extrema importancia no diagndstico, pois, assim como os padrdes histologicos dos tumores de
mama, o0 estadiamento clinico da doenca esta diretamente relacionado a abrangéncia da
abordagem terapéutica e progndstico. Neste estudo verificou-se que 39% das cadelas estavam
em estadiamento clinico Il (LANA, 2007). Neste estagio da doenca, 0s tumores apresentam
um tamanho maior que 5 cm em seu didmetro méaximo, porém sem evidéncia de migracao
para linfonodos ou metastase distante. No entanto, quando se avaliou apenas as cadelas
portadoras de neoplasias malignas constatou-se que 68% estavam em estadiamentos clinicos
entre Il e V. Ndo ha na literatura consultada estudos demonstrando quais seriam 0s
estadiamentos clinicos mais frequentes em cadelas portadoras de neoplasia mamaria no
momento da abordagem diagnéstica, porém, estadiamentos mais tardios podem estar
relacionados aos padrdes histologicos mais agressivos (RIBAS et al., 2012). Em pacientes da
espéecie humana, os diagnosticos tardios estdo relacionados a um nivel baixo de escolaridade,
com baixo indice de realizacdo de auto-exame das mamas (MONTEIRO, 2003; PIRES,
2007). Segundo Toribio et al. (2012), a procura tardia por assisténcia médico veterinaria por

parte dos tutores de cadelas com neoplasias mamarias estd diretamente relacionada as
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caracteristicas socioecondmicas da populagdo, salientando em seu estudo a necessidade de
programas de orientacdo que enfatizem a importancia do diagndstico precoce das neoplasias

mamarias em cadelas de forma a possibilitar um melhor progndstico.

Muitas doencas, que acometem 0 homem e 0s animais, estdo relacionadas ao estresse
oxidativo causado por espécies reativas de oxigénio ou de Oxido nitrico. Os danos mais
graves sdo aqueles causados ao DNA ou ao RNA da célula. Quando ocorre a quebra da cadeia
de DNA, ela pode se reconectar em outra posi¢do, alterando a ordem de suas bases. Este
evento é um dos processos desencadeadores de mutacdo, que pode estar relacionado a
oncogénese. No presente estudo, o marcador de lipoperoxidacdo lipidica de componentes da
membrana celular, o MDA, considerado um biomarcador de dano oxidativo, apresentou
aumento serico significativo (2,0 e 2,7 vezes) nas neoplasias benignas e malignas,
respectivamente em relacdo ao controle. Resultados semelhantes foram relatados em mulheres
portadoras de cancer de mama por meio da avaliacdo dos niveis de capacidade antioxidante e
dos niveis séricos de MDA (SENER et al., 2007). Em animais, os estudos sobre a associacdo
entre neoplasias e estresse oxidativo sdo escassos. Niveis significativamente mais elevados de
MDA foram observados em cédes com diferentes tipos de neoplasias, incluindo as mamarias
em comparacdo com animais saudaveis (MACOTPET et al., 2013). Nesse trabalho, a
concentracdo sérica de MDA foi determinada pelo método conhecido por TBARS, ou seja,
pela determinagdo sérica de substancias reativas ao acido barbitdrico, onde o MDA ¢é o
principal componente. Outros estudos indicam também a relacdo entre dano oxidativo e o
desenvolvimento de tumores mamarios em cadelas, correlacionando, principalmente, valores
séricos e teciduais de MDA, por meio da técnica de TBARS, e também de niveis de
antioxidantes como a vitamina E e vitamina C (SZCZUBIAL et al., 2004; FRANCISCO
NETO et al., 2005; KUMARAGURUPARAN et al., 2005; ASKAR et al., 2009; GALVAO,
2009). Ainda, Askar et al.(2009) demonstrou a existéncia de concentragdes aumentadas de
MDA e oxido nitrico (NO) e diminuicdo das concentracOes sericas de vitamina C,
considerada a primeira linha de defesa antioxidante, em dez cadelas portadoras de neoplasias
mamarias malignas. Além do estresse oxidativo detectado, segundo este autor, a diminui¢do
de defesas antioxidantes como a vitamina C, poderia estar relacionada a carcinogénese. No
presente estudo, valores bem mais elevados em cadelas portadoras de neoplasia maligna, e
valores tambem mais elevados no grupo de tumores benignos sustentam a afirmacéo de que a
presenca de neoplasia mamaria esta relacionada com estresse oxidativo. Outro aspecto a ser

destacado foi a diminuicdo significativa (0,8 vezes) nos niveis de MDA nos animais com
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tumores malignos ap6s o tratamento, o que indica uma reducdo no estresse oxidativo apos a

remocao dos tumores.

A anemia é considerada como uma das alteracdes hematologicas mais frequentes em
pacientes com cancer, podendo estar relacionada a infiltracdo da medula dssea por células
neoplasicas, mais comum nas doengas sistémicas, como o linfoma. Pode ainda estar
relacionada aos efeitos citotoxicos de farmacos durante o tratamento, secundaria a perdas
sanguineas, hemolise, geralmente imunomediada e tambeém, por citocinas inflamatorias
relacionadas a doenca cronica (VAIL; THAMM, 2005; KOBUNE; KATO; NIITSU, 2008).
No presente estudo verificou-se que cadelas portadoras de neoplasias malignas de mama
apresentaram correlacdo significativa entre a presenca de anemia e niveis séricos mais
elevados de MDA. No entanto, apds o tratamento ndo se observou mais essa diferenca
significativa, sugerindo que o estresse oxidativo esta relacionado a ocorréncia de anemia nos
animais com tumores malignos de mama. Em cées portadores de linfoma multicéntrico
observou-se aumento da lipoperoxidacao lipidica de membranas, por meio de concentraces
aumentadas de TBARS, sem correlacionar, no entanto, a condicdo de estresse oxidativo com
anemia (LUCAS et al., 2008; WINTER et al., 2009). Em pacientes humanos com linfoma as
concentracOes elevadas de TBARS foram associadas ao aumento da peroxidagéo lipidica na
na membrana eritrocitaria resultando em aumento da fragilidade osmética e morte de
eritrocitos (ABOU-SEIF; RABIA; NASR, 2000). Em criangas portadoras de leucemia
linfoblastica aguda, também foi detectada a condicdo de estresse oxidativo por meio da
verificacdo de elevadas concentracfes de TBARS, considerada como uma das causas de

anemia nesses pacientes (GOHSH, 2005).

Em conclusdo, os resultados deste estudo indicam que o estresse oxidativo estd
associado as neoplasias mamarias em cadelas de modo similar ao relatado em mulheres.
Devido a deteccdo de concentragfes significativamente maiores de MDA sérico nas cadelas
portadoras de neoplasia mamaria maligna, quando comparadas aos grupos de neoplasias
benignas e controle, e também nas cadela com anemia, pode se afirmar que a identificacdo do
estado de estresse oxidativo nestes animais, pode ser utilizada tembém como um fator
preditivo de progndstico. Deve-se destacar ainda que neste estudo mensurou-se diretamente
0s niveis de MDA, ao contrario de outros estudos em que o estresse oxidativo foi verificado
de modo indireto, por meio de substancias reativas aos barbituratos (TBARS). Outro aspecto
importante € a necessidade de ampliar os estudos para determinacdo de parametros de

referéncia na espécie canina para MDA e outros biomarcadores de dano oxidativo.
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A mensuragdo de biomarcadores de estresse oxidativo ou mesmo de substancias
antioxidantes a partir do soro ou de tecidos, pode possibilitar uma série de novas informacoes
a partir de pesquisas que mostrem a relacdo entre os radicais livres e as doencas, quer como
causa, quer como efeito de condi¢des patologicas. A importancia do uso de antioxidantes
como tratamento adjuvante que objetive minimizar o dano oxidativo também pode ser objeto
de estudo na medicina de cdes. Estudos que busquem a padronizacdo de técnicas laboratoriais
e a definicdo de parametros que possam ser utilizados como referéncia nas diferentes espécies

de interesse médico veterinario serdo de grande utilidade.
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5 ARTIGO B

HIPERCALCEMIA EM CADELAS PORTADORAS DE NEOPLASIAS MAMARIAS
MALIGNAS

HYPERCALCEMIA IN BITCHES WITH MALIGNANT MAMMARY NEOPLASMS

RESUMO

A hipercalcemia maligna, ou seja, aquela que ocorre como um processo mdrbido conhecido
por sindrome paraneoplasica, tem sido detectada em diversos tipos de tumores malignos na
espécie canina, como os linfomas, neoplasias dos sacos anais e também nas neoplasias
mamarias, nestas ultimas porém, sem a determinacdo exata de quais 0S mecanismos
envolvidos em sua ocorréncia bem como sua incidéncia. Neste estudo, 100 cadelas com
cancer de mama, com diagnostico histopatoldgico confirmado, foram submetidas a avaliacdo
clinica para estadiamento da doenca, avaliacdo hematoldgica, biogquimica sérica, incluindo
testes de funcdo renal, hepatica e niveis séricos de célcio total e a fracdo ionizada, no
momento de sua abordagem e 30 dias ap0s realizacdo de tratamento. O carcinoma em tumor
misto foi o padrdo histologico mais frequente (26%). Em 52 (52%) das cadelas doentes, foi
constatada a hipercalcemia, por meio da dosagem de célcio ionizado, o que nao foi verificado
guando a analise foi feita por meio de dosagem de célcio total, onde apenas 4 (4%)
apresentaram hipercalcemia. N&o foi verificada associacdo entre hipercalcemia e o padréo
histolégico das neoplasias, porém a correlacdo foi verificada entre hipercalcemia e
estadiamentos mais avancados da doenca, principalmente a partir do estagio Ill, sugerindo
que a deteccdo de hipercalcemia possa estar correlacionada ao pior progndstico,
demonstrando a importancia da pesquisa referente a presenca de sindromes paraneoplasicas
em cadelas com neoplasias mamarias.

Palavras-chave: Célcio ionizado. Caninos. Tumores de mama. Sindromes Paraneoplasicas.
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ABSTRACT

Malignant hypercalcemia is a morbid process known as paraneoplastic syndrome. It has been
detected in several types of malignant tumors in the canine species, such as lymphomas,
neoplasms of anal sacs and also in mammary neoplasms, without the exact determination of
the mechanisms involved in its occurrence as well as its incidence. In this study, 100 bitches
with mammary malignant neoplasia, diagnosed by histopathological analysis, were submitted
to clinical evaluation for disease staging, hematological evaluation, serum biochemistry,
including renal function tests, hepatic and total calcium serum levels and ionized fraction.
These parameters were analyzed at the time of the initial attendance and 30 days after the
treatment. The most frequent histological pattern was carcinoma in mixed tumors (26%). In
52 (52%) of the diseased dogs, hypercalcemia was observed by means of ionized calcium
dosing, which was not verified when the analysis was done by means of total calcium dosing,
where only 4 (4%) presented hypercalcemia. No correlation was found between
hypercalcemia and the histological pattern of the neoplasms. However, the correlation was
verified between hypercalcemia and more advanced stages of the disease, mainly from stage
I11, suggesting that the detection of hypercalcemia may be correlated with worse prognosis,
showing the importance of the research concerning the presence of paraneoplastic syndromes
in bitches with mammary neoplasms.

Key words: lonized Calcium. Canine. Mammary Neoplasms. Paraneoplastic Syndromes.
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Introducéo

As neoplasias mamarias na cadela correspondem a aproximadamente 52 % de todos 0s
tumores caninos, sendo considerada uma alteracdo de grande interesse na oncologia
veterinaria, pois devido a sua elevada incidéncia, representam um amplo tema de pesquisas
acerca de métodos diagnosticos, tratamentos e fatores prognésticos (QUEIROGA; LOPES,
2002; CASSALI et al., 2014).

As neoplasias mamarias podem estar relacionadas a uma série de alteracGes sistémicas
denominadas de sindromes paraneoplasicas. Alteracfes hematolégicas como anemia,
leucocitose, coagulopatias, trombocitopenias e coagulacgdo intravascular disseminada tém sido
mais frequentemente identificadas e estudadas (BERGMAN, 2007). Em um estudo prévio
com 25 cadelas portadoras de tumor de mama, diversas alteracbes hematoldgicas como
anemia (24%) e leucocitose (44%) e bioquimicas, como hipocalcemia (76%) e
hipoalbuminemia (32%) foram detectadas em um namero significativo de animais (DUDA,
2014). Estes dados indicam que as neoplasias mamarias podem também ser a causa de outros
distdrbios ndo relacionados a presenca local do tumor ou suas metastases. Os mecanismos
pelos quais ocorrem as sindromes paraneoplésicas em cadelas portadoras de tumores de
mama, bem como a sua frequéncia e incidéncia, ndo sdo bem esclarecidos.

A hipercalcemia na espécie canina tem sido relatada em diversos tipos de tumores,
incluindo as neoplasias mamarias, porém, sua frequéncia tem sido associada com maior
frequéncia a linfomas e neoplasias dos sacos anais (BERGMAN, 2013). Em mulheres, a
hipercalcemia associada as neoplasias mamarias malignas foi relacionada a producao de um
polipeptideo denominado proteina relacionada ao paratormdnio (PTHrP) e outras citocinas
pelas células neoplasicas. Esses fatores, além de promover a reabsorcdo Ossea de calcio,
também influenciam a liberacdo de fatores de crescimento presentes na matriz 0ssea,
estimulando o crescimento das células malignas (KHOSLA, 2001). Embora a hipercalcemia
seja frequentemente citada em artigos sobre neoplasias mamarias na cadela, seu mecanismo
ndo é ainda bem elucidado.

Considerando que os dados disponiveis na literatura sobre ocorréncia de hipercalcemia
em cadelas portadoras de neoplasias de mama séo escassos, 0 presente estudo teve como
principal objetivo verificar a frequéncia de hipercalcemia em cadelas portadoras de neoplasia
mamaria maligna, por meio da mensuragdo dos valores séricos de calcio total e calcio
ionizado, bem como averiguar possiveis correlagdes entre hipercalcemia, estadiamento clinico

e classificacdo histologica dos tumores, alteracdes bioquimicas e hematologicas.
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Material e Métodos

Para a realizacdo deste estudo foram selecionadas 119 cadelas com cancer
mamario atendidas no periodo de outubro de 2012 a dezembro de 2013, no Hospital
Veterindrio do Centro Universitario de Maringa — Unicesumar, localizado no municipio de
Maringa, no Parand, apds aprovacdo pelo comité de bioética em experimentacdo animal
institucional (COBAC/CESUMAR 014/2012). Os animais incluidos no estudo, apos
autorizacdo de seus tutores, passaram por avaliacdo clinica, estadiamento clinico da doenca,
colheita de sangue para realizacdo de avaliagdo hematoldgica, bioquimica sérica e dosagem de
calcio total (Cat) e fracdo ionizada (iCa). Para determinacdo de pardmetros hematoldgicos
foram utilizadas as técnicas de rotina descritas por Jain (1993). As amostras de sangue foram
acondicionadas em frasco contendo o anticoagulante acido etileno-diaminotetracético (3 ml
de sangue). As contagens totais de eritrécitos e de leucdcitos e a determinacdo da
concentracdo de hemoglobina foram realizadas com auxilio do contador automatico de células
(Celm CC 530/ DA 500®, Brasil). O volume globular (VG) foi determinado pelo método do
microhematdcrito e as concentracfes de proteinas plasmaticas pelo método do refratbmetro. O
volume corpuscular médio (VCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) foram calculados seguindo as férmulas descritas por Wintrobe (1974). A contagem
diferencial de leucdcitos e estimativa da concentracdo de plaquetas foi realizada em
esfregacos sanguineos corados com corante rapido Instant-Prov® contadas em 10 campos

com média de 200 eritrécitos.

Para realizacdo dos exames bioquimicos foram colhidas amostras de sangue (10 ml) de
cada animal por pungdo da veia jugular. As amostras foram acondicionadas em tubos sem
anticoagulante para a determinacdo das concentragfes bioquimicas de ALT, FA, ureia e
creatinina, seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante (kits comerciais especificos
Gold Analisa®). Para determinacédo da ureia e ALT utilizou-se 0 método cinético-UV e para a
determinacdo da creatinina e FA 0 método cinético-colorimétrico. A leitura e obtencdo dos
resultados foram realizadas em analisador fotométrico Bioplus-2000®, Brasil. As dosagens
séricas de calcio total e fracdo ionizada foram realizadas no Laboratorio S&o Camilo, no
municipio de Maringd — PR. A determinagdo da concentracdo de célcio ionizado foi feita
pelo método do eletrodo seletivo com correcdo automatica para variacdo de pH e a
concentracéo de célcio total por espectrofotometria com o uso de kit comercial Labtest®.
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Para a realizago de estadiamento clinico foram também incluidos exames de imagem
para pesquisa de metéstase distante por meio de ultrassonografia abdominal e avaliacdo
radiogréafica do térax, de acordo com Cassali et al., 2014.

Ap0s avaliacdo clinica inicial e obtencdo dos resultados das andlises clinicas, os
animais foram submetidos ao tratamento cirurgico, conforme indicagdo para cada caso. Nos
casos onde houve suspeita de diagnostico de neoplasias mamérias sem indicacdo para
tratamento cirdrgico, como o0s carcinomas inflamatérios, foi realizada apenas biopsia
incisional.  Apds realizacdo dos procedimentos cirdrgicos, os fragmentos de tecidos
neoplédsicos e linfonodos inguinais e axilares foram encaminhados para analise
histopatoldgica, permitindo desta forma a obtencdo de todas as informacGes necessarias para
estadiamento e confirmacdo do diagnoéstico de neoplasia maligna de mama. Trinta dias apds a
realizacdo das cirurgias ou biopsias, as cadelas foram submetidas novamente a colheita de
sangue para repeticdo das mesmas avalia¢Oes laboratoriais realizadas inicialmente (grupo p6s-
tratamento). Quatro animais ndo foram avaliados nesse periodo pois foram a ébito ou
submetidos a eutandsia em decorréncia de complicacdes. As cadelas que tiveram o
diagnostico clinico e histopatoldgico de carcinoma inflamatoério primario ou secundario foram
tratadas de modo paliativo, com protocolo de analgesia multimodal, anti-inflamatérios ndo

esteroidais, quimioterapia e terapia de suporte.

Andlise Estatistica

Os dados foram testados para normalidade pelo teste de Shapiro Wilk (SHAPIRO;
WILK, 1965) e para homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett (BARTLETT, 1950).
Valores normais de referéncia e em pré-tratamento foram comparados pelo teste t para
amostras independentes e 0s grupos em pré-tratamento e em pds-tratamento foram
comparados pelo teste t pareado. Para verificar associagdes entre os niveis séricos de calcio e
alteracdes nos exames hematologicos, bioquimicos e o efeito do estadiamento dos tumores foi

realizada andlise de variancia e analise de regresséo.
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Resultados

Mensuracao de calcio total e ionizado

Os animais com céancer de mama apresentaram valores séricos de célcio total dentro
dos parametros de normalidade tanto antes quanto apds o tratamento. Em relacdo ao célcio
ionizado foram observados niveis superiores aos parametros de normalidade antes do
tratamento. No entanto, ap6s o tratamento os valores apresentaram diminuicdo para 0s
pardmetros de normalidade. Os valores médios de célcio total e ionizado mensurados nos

animais antes e apos o tratamento estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores de referéncia, médias e desvios padrdo, valores minimos e maximos
mensurados para célcio total e céalcio ionizado dos animais em pré e pos-tratamento.

_ Valores Normais de Pré-tratamento Pds-tratamento
Variavel . P

Referéncia** (n=100) (n=94)
2,56+0,70 2,57+0,90

Cat (mmol/L) 2,25-2,99 a a 0,9691
(2,02- 3,79) (2,22-3,54)
1,68+0,55 1,46+0,31

iCa (mmol/L) 1,00 -1,45 a b <0,001
(1,19-4,11) (1,12-2,88)

CAT: Célcio Total; CAl: Calcio lonizado
Médias seguidas de letras minGsculas diferentes diferem pelo teste t pareado (p<0,001). ** SCHENK; CHEW,
2005

Foram analisados também os coeficientes de correlacBes entre as varidveis Cat e iCa
para os dois grupos estudados. Verificaram-se correlagdes baixas, embora seja verificada
correlacdo significativa e positiva entre Cat e iCa em pré-tratamento (0,39, P<0,01), enquanto

que no pos-tratamento ndo héa correlacdo entre essas variaveis (0,18, P>0,01).

Foram incluidas neste estudo apenas cadelas portadoras de neoplasias malignas de
mama. Dentre as 119 cadelas incluidas inicialmente no estudo, 100 cadelas (84,1%) foram
diagnosticadas neoplasias malignas, sendo as mais frequentes o carcinoma em tumor misto
(CTM - 26%), os carcinossarcomas (CASA — 14%) e os adenomioepiteliomas malignos
(CACO - 13%). A frequéncia dos demais padrfes histologicos das neoplasias mamarias

malignas observadas neste estudo esta disposta na Tabela 2. Observou-se que na maioria dos
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casos de tumores malignos houve hipercalcemia detectada pela dosagem sérica de célcio
ionizado, 0 mesmo ndo ocorrendo para o célcio total.

Dentro do grupo de 100 cadelas portadoras de neoplasia maligna de mama, em 24
animais (24%) também foram detectados tumores benignos em diferentes mamas acometidas.
Vinte e nove (29%) animais apresentaram tumores em apenas uma mama e 71 (71%)
apresentaram mais de uma mama acometida. As cadelas portadoras de neoplasias malignas
apresentaram meédia de idade de 9,24+2,89 anos, sendo a mais jovem com dois anos e a mais
idosa com 15 anos de idade. As mamas mais acometidas por tumores malignos foram as
inguinais (31%), seguidas pelas abdominais caudais (27%), abdominais craniais (20%),
toracicas caudais (13%) e torécicas craniais (9%).

Com relacdo as racas de cadelas acometidas por neoplasia maligna de mama neste
estudo, 41 (41%) animais eram sem raca definida, 15 (15%) animais eram da raca poodle e 5
(5%) cadelas da raca rottweiler, sendo os demais animais distribuidos em baixa frequéncia nas

outras ragas.
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Tabela 2 - Frequéncia de hipercalcemia (Céalcio Total e Calcio lonizado) de
acordo com padréo histolégico* dos tumores no grupo pré-tratamento.

Hipercalcemia
Padrao Histologico* Frequéncia (%)
iCa (%) Cat (%)
Carcinoma em Tumor Misto 26 10 -
Carcinossarcoma 14 11 1
Adenomioepitelioma Maligno 14 9 1
Carcinoma Tubular 12 5 -
Carcinoma Sélido 8 6 1
Carcinoma in Situ 7 - -
Carcinoma Papilar 5 4 -
Carcinoma Anaplasico 4 - -
Osteossarcoma 4 3 1
Fibrossarcoma 2 2 -
Sarcoma em tumor misto 2 - -
Carcinoma de Células Escamosas
Mamario : : .
Carcinoma Micropapilar 1 1 -
Total n=100 n=52 n=4

*CASSALL, 2014

Quanto ao estadiamento, verificou-se que a maioria dos animais estava em
estadiamento clinico I1l, com 38 animais, sendo que nos demais estadiamentos houve um
namero similar de animais (Tabela 3). Das 38 cadelas em estagio I1l (tumores com mais de 5
cm), 16 cadelas (50%) apresentavam tumores de grandes dimensfes e ulcerados. Nas 15
cadelas em estagio IV, 10 animais também apresentaram tumores de grandes dimensfes e
ulcerados, além da presenca de metéstase em linfonodos inguinais ou axilares. Nas 14 cadelas
em estagio V, foram observadas a presenca de metastases em pulmao em oito cadelas (57%
das metastases), em linfonodos distantes em trés animais (21%), em tecido 6sseo em dois
animais (14%), sendo um em costela e outro no esterno, e um animal (7%) apresentou
metastase no figado.

Apo0s a realizacdo de abordagem clinica inicial, estadiamento clinico e realizacéo de
exames complementares, as cadelas foram submetidas ao tratamento apropriado para cada

caso. Foram realizadas 23 mastectomias totais bilaterais, mastectomia total unilateral em 60
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animais, mastectomia regional em 10 animais, quimioterapia em trés animais e quatro animais
receberam apenas cuidados paliativos. Em 89 (89%) das cadelas submetidas a procedimento
cirurgico foi também realizada a ovariosalpingohisterectomia.

As complicacbes observadas no grupo das 100 cadelas portadoras de neoplasia
maligna de mama foram a morte de quatro animais antes dos 30 dias de acompanhamento da
evolucdo (4%), deiscéncia parcial de sutura da ferida cirargica (5%), insuficiéncia renal aguda
(5%) e um caso (1%) de comorbidade, onde o animal teve também o diagnostico de leucemia.

Em 43 (43%) animais constatou-se alteracdo nos parametros hematoldgicos e em 25
(25%) animais nos parametros bioquimicos. Os resultados das avaliagdes hematoldgicas e
bioguimicas estdo dispostos no quadro 1 e 2, respectivamente.

Para os animais em pré e pés-tratamento ndo foi observado o efeito da idade sobre
nenhuma das variaveis (p>0,05). Quanto aos exames biogquimicos (ALT, FA, ureia e
creatinina) verificou-se que 77% das cadelas em pré-tratamento e 81% das cadelas em pos-
tratamento apresentaram valores dentro da normalidade. Entre os animais em pré-tratamento e
pos-tratamento, ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre presenca (SIM) ou auséncia
(NAO) de alteracdes bioquimicas séricas, e também ndo houve efeito significativo (p>0,05)
do estadiamento sobre o Cat. Para iCa houve efeito quadratico do estadiamento (p=0,026),
mostrando que do estadiamento | para o Il o nivel de iCa diminuiu e depois esses niveis

tiveram acréscimo até o estadio V (Tabela 3).
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Tabela 3 — Médias e desvios padrdo, para Calcio Total e Calcio lonizado dos animais em pré-
tratamento em relacdo a presenca de outras alteragdes bioquimicas e ao estadiamento clinico.

Variaveis Cat (mmol/L) iCa (mmol/L)
g ©
O .
S E Sim (n=23) 2,58+1,27 1.88+0,64
T
£ 9
< 5 N3o (n=77) 2,57+1,01 1.65£0,53
P valor NS NS
| (n=15) 2,62%0,5 1,5+0,4 @
Il (n=18) 2,54+0,7 1,4+0,2 a
(@]
5
£ Il (n=38) 2,57+0,5 16104 a
=
i
(NN}
IV (n=15) 2,59+0,4 1,90,6 b
V (n=14) 2,59+0,5 2,10,7 b
P valor NS <0,001*

NS: Nao Significativo; *: significativo (p<0,05); R? Coeficiente de Determinagdo. Equagdo de regressdo para
CAI em funcéo do estadiamento: Y=1,65-0,187x+0,066x? - R?= 0,27



Alteragoes
Hematoldgicas

Anemia
(Hb)

Trombocitopenia

Neutrofilia

Trombocitose

Leucopenia

Eritrocitose

Valores Normais de

Referéncia *

12-18 g/dl

2-5x10°/uL

6.000 — 17.000/puL

2-5x10%/uL

6.000 — 17.000/puL

5.5—8.5 x 106/pL

Pré-Tratamento
(n=100)
31%
9,2+1.4
(8.9-11.6)
11%
1.240.3 x 10°/uL
(0.8-1.7)
6%
25.300+1.400/uL
(21.200-32.000)

4%
9.5+2.1 x 105/pL
(7.8-10.3)
1%
3.100/pL
1%

10.25 x 108/pL

Pos-Tratamento
(n=96)

23%
9,3+1.1
(9.0-11.8)
4%
1.0+0.4 x 10°/pL
(0.7-1.6)

9%
22.000+1.900/puL
(19.300 - 25.500)

1%
9.8 x 10°/uL
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Quadro 1 - Valores normais de referéncia, média, desvio padrdo e frequéncia de alteracdes

hematoldgicas verificadas nos grupos pré e pds-tratamento. *JAIN, 1993.
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Parametros Bioquimicos | Valores Normais Pré-Tratamento Pés-Tratamento
Alterados/ Elevados de Referéncia * (n=100) (n=96)
ALT 0-102 U/L 9% 7%
235+20 U/L (190435) U/L
(210-420) (170-280)
Creatinina 0.5-1.5 mg/dL 8% 6%
1.8+1.3 mg/dL 2.0+£1.5 mg/dL
(1.6 —3.3) (1.7- 3.6)
Ureia 21 -60 mg/dL 5% 4%
155+35 mg/dL 130+15 mg/dL
(82- 230) (90-155)
FA 0-156 U/L 4% 1%
200+30 U/L 250 U/L
(170-230)

Quadro 2 - Valores normais de referéncia, média, desvio padréo e frequéncia de alteracdes

bioquimicas séricas verificadas nos grupos pré e pds-tratamento. * KANEKO et al., 1997

Discussao

De acordo com a maioria dos autores consultados, o risco de desenvolvimento de tumores
mamarios malignos na espécie canina pode variar. De acordo com a maioria dos autores de
artigos internacionais, cerca de 54 % dos tumores de mama na cadela sdo benignos
(RUTTEMAN et al. 2003; MISDORP, 2002, ITOH et al. 2005; SORENMO et al., 2013),
havendo discrepancias quando comparados a maioria dos artigos brasileiros, que referem de
68 a 91% de prevaléncia de tumores malignos (ZUCCARI et al. 2001; De NARDI et al. 2002;
MARTINS et al. 2002; OLIVEIRA et al. 2003). No presente estudo, das 119 cadelas
abordadas portando neoplasia mamaria, 100 (84,1%) animais apresentaram neoplasias
malignas, ou seja, uma alta incidéncia de tumores malignos quando comparados a grande
maioria dos estudos epidemioldgicos. Alguns fatores de risco podem ser citados,
principalmente o fato de que as cadelas participantes deste estudo eram em sua maioria
idosas, com média de idade superior a nove anos (9,24+2,89) e ndo ovariohisterectomizadas

precocemente. Segundo um estudo retrospectivo de prevaléncia de neoplasias mamarias em
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caes, onde foram avaliados os formulérios de avaliacdo histopatoldgica de 1.465 caes, com
diagndstico de neoplasias mamarias, 390 (26,6%) eram neoplasias benignas e 1.075 (73,3%)
eram malignos, apresentando uma relacdo préxima, com a grande maioria de tumores
malignos, quando comparado a este estudo (OLIVEIRA FILHO et al., 2010).

Em relacdo ao padrdo histologico, estudos prévios com frequéncia sdo baseados na
classificacdo histoldgica de tumores de mama sugerida por Goldschmidt et al., 2011 ou a
classificacdo de Moulton, da Organizacdo Mundial da Saude apud Misdorp et al.,1999,
relatando maior frequéncia de carcinomas tubulo-papilares e carcinomas complexos. Um
artigo publicado recentemente sobre a existéncia de hipercalcemia em cadelas com neoplasia
mamaria, onde a classificacdo histologica utilizada foi a proposta por Cassali et al., 2014,
demonstrou a ocorréncia de carcinoma em tumor misto ocupando a segunda posi¢do dentre 0s
tumores diagnosticados em 33% dos casos (RAPOSO-FERREIRA et al., 2016). No presente
estudo, o padrdo histolégico de maior ocorréncia foi o carcinoma em tumor misto (26%),
segundo a classificacdo proposta por Cassali et al., 2014. O carcinoma em tumor misto possui
como caracteristica a apresentacdo de um componente de origem epitelial maligna e um
componente de origem mesenquimal com caracteristicas benignas. Nao foi observada
correlacdo estatisticamente significativa entre os niveis aumentados de calcio e o padrdo

histol6gico das neoplasias.

O principal resultado obtido neste estudo foi a constatacdo da presenca do estado de
hipercalcemia em 52 (52%) das cadelas portadoras de neoplasia maligna de mama, no grupo
pré-tratamento, quando a avaliacdo foi realizada por meio da dosagem sérica de calcio
ionizado (CAl), ou seja, nestes animais, a dosagem sérica de célcio ionizado estava acima de
1,45 nmol/L. Em contrapartida, em apenas 4 animais (4%), a dosagem sérica de célcio total
(CAT) estava aumentada, demonstrando a importancia de utilizar a dosagem de calcio
ionizado, e ndo célcio total, para deteccdo de estados de hipercalcemia. No grupo pos-
tratamento, esse evento também foi constatado. Além disso, para CAl houve efeito quadratico
do estadiamento (p=0,026), mostrando que do estadiamento | para o Il o nivel de CAI
diminuiu e depois esses niveis tiveram acréscimo até o nivel V. Esses resultados demonstram
gque mesmo quando os animais apresentaram alteragdes nos exames bioquimicos ou com o
aumento da gravidade do estadiamento, CAT néo sofreu modificacBes importantes. Ou seja,
foi observado aumento nos niveis do CAl a medida em que o estagio clinico da doenca estava

mais avancgado, principalmente no estagio Il1.
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Assim como estagios avancados das neoplasias mamarias estdo correlacionados ao
pior progndstico, poderiamos sugerir que os niveis séricos de calcio ionizado, também possam
ser incluidos como um fator relacionado a piores prognosticos para pacientes com neoplasia
maligna de mama. Neste estudo foram observadas 39% das cadelas em estadiamento clinico
Il (LANA, 2007; CASSALI, 2014). Neste estagio da doenga, 0s tumores apresentam um
tamanho maior que 5 cm em seu didmetro maximo, porém sem evidéncia de migracdo para
linfonodos ou metéstase distante. No presente estudo, 67% das cadelas estavam entre
estadiamento clinico Ill e V, estagios da doenca onde os niveis de calcio ionizado estavam
significativamente mais elevados (p<0,05).

A hipercalcemia maligna em animais portadores de neoplasias tém sido frequente
tema de estudo em cdaes portadores de carcinomas de sacos anais e linfoma, relacionada
principalmente a producdo de um peptideo semelhante ao paratorménio (JARK et al., 2011;
SILVA, 2012). Nas neoplasias mamérias de cadelas, a ocorréncia de hipercalcemia é referida
com frequéncia, porém a sua prevaléncia e mecanismos séo pouco elucidados. Um estudo que
incluiu a pesquisa de niveis de calcio sérico em 20 cadelas portadores de tumores de mama,
por meio de dosagem de célcio total e calcio ionizado, detectou a presenca da alteracdo em
apenas dois animais que apresentavam neoplasias malignas, mas que foram posteriormente
diagnosticadas com hiperparatireoidismo primario, concluindo que a hipercalcemia
relacionada ao céncer de mama nas cadelas é de baixa ocorréncia, sugerindo porem, a
realizacdo de estudos com um nimero maior de animais (RIBEIRO, 2010). Em outro estudo,
onde pesquisou-se a ocorréncia de hipercalcemia por meio da dosagem de célcio total em 51
cadelas portadoras de tumores malignos de mama, a condicdo foi confirmada em 35% dos
animais estudados (RAPOSO-FERREIRA et al., 2016), discordando deste estudo, pois
guando a dosagem de calcio total foi utilizada, apenas 4% dos animais apresentaram
hipercalcemia. No presente estudo, verificou-se a presenca de hipercalcemia em mais da
metade do grupo de animais estudados (52%), quando o método utilizado foi a dosagem de

calcio ionizado.

No estudo realizado por Schenk e Chew (2005) quando a concentracdo de célcio total foi
utilizada para prever a fragdo ionizada, a discordancia chegou a 27%. Segundo Barber (2013)
apenas a determinacéo direta da concentracdo de calcio ionizado deve ser considerada, e ndo a
sua previsao através de formulas de correcdo. No presente estudo, verificou-se a presenca de

hipercalcemia em apenas 4% dos animais portadores de neoplasia maligna de mama quando a
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concentracdo de célcio foi obtida por meio da dosagem sérica de célcio total, contra 52%
quando o método utilizado foi a dosagem de célcio ionizado, mostrando discordancia de 48%.

A hipercalcemia maligna pode ocorrer devido a mecanismos diferentes em pacientes
humanos portadores de neoplasia, por ostedlise em neoplasias 6sseas primarias ou
metastaticas, por hiperparatireoidismo ectdpico, pela secrecdo do peptideo relacionado ao
paratormonio (PTHrP) ou pela producgéo de 1,25 (OH) 2 D pelo tumor (FARIAS, 2005). No
presente estudo, foram verificadas as concentracdes de creatinina, que poderia correlacionar a
presenca de hipercalcemia em pacientes apresentando a condicdo ndo relacionada a
malignidade, mas devido a alteracdo de funcdo renal, presente em oito animais do grupo pré-
tratamento e seis do grupo pos-tratamento, levando-se em consideracdo a possibilidade de
ocorréncia de hipercalcemia em quadros de insuficiéncia renal cronica ou, ainda, o quadro de
hipercalcemia crénico como fator desencadeante de insuficiéncia renal (COUTO, 2009).
Porém, associa¢Bes entre niveis aumentados de calcio e creatinina ndo foram observadas.
Dosagens aumentadas de FA tambeém poderiam estar relacionadas a atividade osteocléstica
guando da presenca de metastase 0ssea, 0 que nao foi confirmado. Estudos que verifiquem a
frequéncia de ocorréncia de hipercalcemia como sindrome paraneoplasica em animais, bem
como 0s seus mecanismos, devem ser realizados, pois a condi¢do esta relacionada a um pior
progndstico em humanos e, além disso, a hipercalcemia pode ser considerada como um fator
agravante de condi¢cdes morbidas, pois pode levar a alteracBes renais, cardiovasculares,
gastrointestinais e neurologicas (DE MORAES; BIONDO, 2012).

Devido a observacdo dos resultados obtidos neste estudo pode se inferir que as cadelas
portadoras de neoplasia maligna de mama apresentam hipercalcemia maligna e que a
condicdo pode estar relacionada aos estdgios mais avancados da doenca, sugerindo a
realizacdo de novos estudos que busquem definir os mecanismos relacionados a ocorréncia de

hipercalcemia.
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6 CONCLUSAO

1. As cadelas com neoplasias mamarias, estudadas nesta pesquisa, estio em estresse
oxidativo, devido aos niveis elevados de MDA quando comparadas as cadelas
saudaveis do grupo controle, sendo esta condicdo mais exacerbada nos animais

portadores de neoplasias malignas de mama.

2. As cadelas com neoplasia maligna de mama apresentaram anemia associada a
condig&o de estresse oxidativo,

3. As cadelas portadoras de neoplasia mamaria maligna apresentam hipercalcemia
maligna.

4. O estado de hipercalcemia deve ser verificado por meio da mensuragdo de calcio
ionizado e ndo por meio da dosagem de célcio total.

5. O estado de hiperclacemia esta relacionado ao estadiamento clinico mais avancado da

doenca.
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7 CONSIDERACOES

A alta incidéncia das neoplasias mamarias na espécie canina em paises como o Brasil,
onde a ovariosalpingohisterectomia precoce ainda ndo € amplamente realizada, proporciona a
existéncia de um grande numero de animais acometidos, favorecendo desta forma, a
realizacdo de inUmeras pesquisas que contribuem para uma melhor compreensdo de fatores
envolvidos, que vao desde o comportamento biolégico dos tumores, alteracbes metabdlicas
presentes, métodos diagnosticos que proporcionem informacdes mais abrangentes sobre a
doenca e utilizacdo de novos protocolos terapéuticos, até a possibilidade de predicdo de

prognosticos mais acurados.

A deteccdo de alteracBGes causadas pela doenga, como as sindromes paraneoplésicas nas
cadelas com neoplasia maligna de mama, ndo sdo ainda muito bem estabelecidas com relacdo
a frequéncia de ocorréncia e mecanismos envolvidos, mas sdo, certamente acontecimentos
importantes a se levar em conta na evolugdo da doenca , ndo apenas com relagéo ao transtorno
local devido a presenca de um tumor, mas a toda uma serie de alteracfes metabolicas que
devem ser detectadas e tratadas, ou minimizadas, como por exemplo a hipercalcemia

verificada em um grande nimero de animais neste estudo.

Informacdes sobre a condicdo de estresse oxidativo em animais portadores de neoplasias
malignas vem sendo cada vez mais estudados, ndo havendo, atualmente, a padronizagédo de
testes clinicos mais indicados para cada situacdo, ou seja, ndo existe ainda a definicdo de
quais biomarcadores de dano oxidativo seriam mais apropriados, bem como valores de
referéncia, que possam ser utilizados de forma padronizada na espécie canina. O presente
estudo demonstrou que, nas cadelas portadoras de neoplasia maligna de mama, a condi¢édo de
hipercalcemia existe e deve ser verificada, de forma mais eficiente pela dosagem da fracéo
ionizada do calcio e pode estar relacionada aos estadiamentos mais avangcados da doenca, bem
como demonstrou de forma significativa que, estes animais encontram-se em desequilibrio
oxidativo quando comparados a uma populacdo de animais saudaveis, demonstrando a
importancia de novos estudos que possam estabelecer valores de referéncia e definicdo de
quais biomarcadores de dano oxidativo seriam mais eficientes para deteccdo de tal condigéo,
ja que na medicina humana, esta condi¢cdo, quando presente, esta relacionada a maior
morbidade e piores prognoésticos. Uma vez que as neoplasias mamaérias nas cadelas e nas

mulheres apresentam grande semelhanca sob varios aspectos, € provavel que as informagdes
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sobre a presenca de estresse oxidativo na espécie humana, brevemente, também podera ser

utilizada na rotina oncoldgica de animais de companhia.
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