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Proteinas de fase aguda em cadelas com neoplasia mamaria

Acute phase proteins in female dogs with mammary tumors
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RESUMO

As proteinas de fase aguda (PFA) apresentam
concentracdes séricas alteradas mediante processos infecciosos,
inflamatorios e neoplasicos. Objetivou-se com este trabalho
avaliar as variagOes séricas das PFA em cadelas portadoras de
neoplasia mamaria, comparando com a avalia¢do histolégica e
leucograma. As PFA foram avaliadas em 45 cadelas com tumor
de mama, distribuidas nos grupos neoplasia benigna (n=13),
maligna nédo ulcerada (n=24) e maligna ulcerada (n=8). O grupo
controle foi composto por 20 cadelas saudaveis. Foram realizados
o teste de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) para identificar as PFA (albumina,
ceruloplasmina, transferrina, haptoglobina Hp, o-1 antitripsina
e a-1 glicoproteina dcida) e o teste ultrassensivel para proteina
C reativa (PCR). As pacientes com neoplasia mamaria maligna
ulcerada apresentaram elevagdes sérica para PCR e Hp e reducéo
da albumina (P<0,05, one-way ANOVA e Teste de Dunn). Nessas
pacientes, foi observada correlagdo positiva entre o leucograma
inflamatorio e o aumento das PFA (P=0,002, Teste de Fisher) e
ndo foram observadas correlagdes entre as PFA e o0s subtipos
histolégicos. Conclui-se que avaliagdes conjuntas da PCR, Hp
e albumina podem ser utilizadas como ferramenta de auxilio
diagndstico e progndstico em cadelas com neoplasia mamaria.

Palavras-chave: cancer, proteina C reativa, haptoglobina, albumina.
ABSTRACT

Acute phase proteins (APPs) are serum proteins
whose concentrations change after infectious and inflammatory

disease, and cancer. The aims of this study were to evaluate
changes in APPs concentration and to correlate these findings with

histological classification and WBC in female dogs with mammary
tumors. APPs were studied in 45 female dogs with mammary
tumor distributed in the following groups: benign (n=13),
malignant without tumor ulceration (n=24), and malignant with
tumor ulceration (n=8). SDS-polyacrylamide gel (SDS-PAGE)
electrophoresis was used to measure APPs concentrations
(albumin, ceruloplasmin, transferrin, haptoglobinHp, a-1-acid
glycoprotein and a-1-antitrypsin) and ultrasensitive assay was
used to evaluate serum C-reactive protein (CRP). Patients with
malignant mammary neoplasia plus ulceration had significant
increase of CRP and Hp, and had decreased levels of albumin
(P<0.05, one-Way ANOVA and Dunn Test). Positive correlation
among APPs and inflammatory leukocytosis were observed
(P=0.002, Fisher test). No correlation was observed between
APPs and histological subtype. In conclusion, combined changes
of CRP, Hp and albumin may be used as a prediagnostic tool and
prognosis in dogs with mammary tumors.
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INTRODUCAO

Os tumores mamarios sdo as neoplasias
mais frequentes em cadelas com idade superior a
cinco anos que ndo foram submetidas a castragdo
antes do primeiro cio. Aproximadamente 50 a 70%
das neoplasias mamarias apresentam classificagdo
histolégica maligna, contudo, a evolucdo clinica
e a ocorréncia de metastase regional e/ou distante
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podem variar drasticamente entre os individuos
(FONSECA & DALECK, 2000; ZUCCARI et al.,
2001). Marcadores tumorais vém sendo utilizados
para auxiliar no diagndstico precoce e no progndstico
de diferentes neoplasias. Muitos desses marcadores
sdo substancias detectadas e quantificadas no sangue,
fluidos e/ou tecidos corporais, dentre os quais se
destacam as proteinas de fase aguda (PFA).

As PFA sido classificadas em positivas e
negativas, sendo positivas aquelas cuja concentracdo
sérica eleva-se nos processos  infecciosos,
inflamatérios ou neoplédsicos e, por sua vez, as
negativas sdo aquelas na qual a concentracdo sérica
reduz em resposta a algum desses processos. As PFA
positivas sdo subdividas em PFA positivas maiores
(quando a concentragdo serica se eleva rapidamente,
retornando aos valores basais também de forma
rapida) e PFA positivas moderadas (quando a
concentracdo sérica aumenta lentamente e permanece
elevada por mais tempo). No céo, as principais PFA
positivas maiores sdo a proteina C reativa (PCR) e 0
amiloide sérico A (ASA), e a principal PFA positiva
moderada é representada pela Haptoglobina (Hp).
As principais PFA negativas sdo a albumina e a
transferrina (CERON et al., 2005).

As PFA participam da resposta inflamatoria
inicial e sdo mediadas por citocinas pro-inflamatorias
como a interleucina-1 (IL-1), fator de necrose
tumoral o (FNTa) e interleucina-6 (IL-6). Possuem
diversas funcgdes que incluem o auxilio da homeostase
corporal pelo controle da infecgdo e inflamagdo que
se estabelece logo apds o dano celular, inibicdo da
quimiotaxia ¢ modulagdo dos neutrdfilos, indugao
de citocinas e formacdo de anticorpos (MURATA
et al., 2004; CERON, et al., 2005; THEILGAARD-
MONCH, et al., 2006).

As PFA também sofrem alteracfes frente
a processos neopléasicos (CERON, et al., 2005;
CALAZANS et al., 2009; MYLONAKIS et al.,
2011). Estudos recentes demonstraram variacdes
nas PFA em cdes portadores de tumores mamarios,
pancreaticos, carcinoma de células escamosas e
linfoma (CALAZANS et al., 2009;GALEZOWSKI
et al., 2010; MUKORERA et al., 2011), e em seres
humanos no céancer de prostata e mama (STARK et
al., 2009). Nas neoplasias mamarias, as variagcdes
dos valores séricos das PFA podem ocorrer em
fun¢do da inflamagdo tecidual cronica, do tamanho
do tumor primario e da presenca de metéstases
(TECLES et al., 2009; CROSSLEY et al., 2010).
N&o ha consenso em relagdo as alteracdes séricas
das PFA em cadelas com neoplasia mamaéria e o0
perfil analitico dessas, associadas a classificagdo
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histopatolégica e ao leucograma dos pacientes, é
desconhecido. Objetivou-se com este trabalho avaliar
as alteragcdes nas concentragdes séricas das principais
PFA positivas (PCR, Hp, ceruloplasmina, alfa-1-
antitripsina, alfa-1-glicoproteina &cida) e negativas
(albumina e transferrina) e comparar os achados ao
leucograma e a andlise histopatoldgica, em cadelas
com neoplasia mamaria.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 45 cadelas de idades e
racasvariadas, diagnosticadascomneoplasiamamaria,
atendidas no Hospital Veterindrio da Universidade
Federal do Parana - Curitiba (HV-UFPR), no periodo
entre margo e dezembro de 2011. Foram excluidas
do estudo cadelas com doengas concomitantes a
neoplasia e/ou submetidas a tratamento oral, injetavel
ou topico (anti-inflamatdrios, antiparasitarios,
antibidticos e antiflngicos) ou vacinadas em periodo
inferior a quatro meses da data da consulta.

O sangue colhido das pacientes durante o
diagnostico clinico foi armazenado em tubos de ensaio
com anticoagulante &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) para realizacdo do leucograma e sem
anticoagulante para realizacdo do proteinograma
sérico e analise da PCR. Apds centrifugacdo a 2500
rotages por minuto, durante 5 minutos, o soro obtido
foi armazenado em freezer comum a -20°C até a
realizacdo do proteinograma.

A determinacdo da concentragdo da
proteina sérica total (PST) foi realizada pelo método
de Biureto (Labtest®, Belo Horizonte) com leitura em
espectrofotdmetro  semi-automatizado (Labquest®,
Sdo Paulo). A determinacdo das concentracBes
das fracOes proteicas foi realizada por eletroforese
em matriz gel de poliacrilamida, contendo dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE), utilizando o sistema
vertical para eletroforese (LAEMMLLI, 1970). A placa
gel foi colocada em cuba com solugdo tampéo de pH
8,5. As amostras para fracionamento das proteinas
foram preparadas com 10uL de soro sanguineo
diluido em 30uL de tampao fosfato (PBS) e 20uL
de gel, e aquecidas sobre 4gua em ebuli¢do por 10
minutos. As aliquotas de 5uL foram depositadas nos
fossos da placa gel para receber estimulo elétrico e
iniciar a corrida. Terminada a separagéo, o gel foi
corado com Coomassie blue 0,2% e depois descorado
até que as bandas de proteinas estivessem nitidas. Os
pesos moleculares e as concentragBes das proteinas
foram obtidos por densitometria computadorizada
(SHIMADZU (CS-9301, Kyoto, Japdo), através
do escanecamento das amostras. O resultado final
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foi demonstrado em graficos com curvas que
representaram as fracdes das proteinas e dados de
percentual e peso molecular de cada proteina obtida
na analise.

A concentracdo sérica da PCR foi obtida
pelo teste turbidimétrico ultrassensivel com latex
aprimorado (Biotécnica® Varginha, Minas Gerais).
O método consiste na aglutinacdo de particulas de
latex recobertas com anticorpo que aglutinam quando
entram em contato com a PCR presente na amostra,
causando mudanga de absorbancia, proporcional
a concentragcdo da PCR existente. A alteracdo na
absorbancia foi quantificada em analisador de
quimica clinica automatizado (BS200 Mindray®,
China). A calibracdo do equipamento foi realizada
com calibrador para PCR (Biotécnica® Varginha,
Minas Gerais), com cinco pontos de diferentes
concentracdes de 0a8mgL*em 546nm, de acordo com
a programagdo do equipamento (BS200 Mindray®,
China; 300uL de reagente e 3uL de amostra). Apos
a calibracdo do equipamento, antes da realiza¢éo dos
testes da PCR no soro dos pacientes, foi dosada a
PCR em soro controle (Biotécnica® Varginha, Minas
Gerais) para avaliar a precisdo das determinagdes, e
0 resultado obtido encontrou-se dentro da faixa de
referéncia indicada na bula do controle.

A contagem de leucécitos foi realizada
em hemocitdmetro e os esfregacos sanguineos
foram utilizados para a contagem de diferencial. A
presenga de inflamagdo foi avaliada pelo leucograma
(leucocitose, neutrofilia, monocitose, desvio nuclear
a esquerda).

As pacientes com neoplasia mamaéria
foram submetidas & mastectomia e o tecido
mamario encaminhado para andlise histopatolégica
e classificagdo, segundo critérios da Organizagdo
Mundial da Saide (MEUTEN, 2002). Ap6s aavalia¢do
histopatolégica, as pacientes foram divididas em trés
grupos: portadoras de neoplasia benigna, neoplasia
maligna ndo ulcerada e maligna ulcerada.

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

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi
empregado para verificar a normalidade dos
resultados. As concentragdes séricas das PFA
obtidas por eletroforese resultaram em dados ndo
paramétricos, que foram avaliadas pelo teste de
analise de variancia de Kruskal-Wallis e o teste Dunn

para a comparacao dos grupos. A PCR e a idade das
pacientes resultaram em dados paramétricos, sendo
empregado o teste de analise de variancia one-way
ANOVA, seguido do teste de Tukey para comparacéo
entre os grupos. O teste exato de Fisher foi aplicado
para verificar a correlagdo entre as PFA e a presenga
de inflamagao. Valores de P<0,05 foram considerados
significativos.

RESULTADOS

As pacientes portadoras de neoplasia
apresentaram média de idade semelhante entre os
grupos (P>0,05). A média de idade para o grupo de
pacientes com neoplasia benigna foi de 8,8 anos (3
a 16 anos), para as pacientes com neoplasia maligna
n&o ulcerada 9,8 anos (5 a 15 anos) e as com neoplasia
maligna ulcerada 9,1 anos (5 al4 anos).

De acordo com o resultado da avaliacdo
histopatolégica, 71,1% (32/45) das cadelas
apresentaram tumores mamarios malignos e 28,9%
(13/45) benignos. Nenhuma paciente com neoplasia
mamaria benigna apresentou ulceragdo tumoral e, no
grupo de neoplasias mamarias malignas, 25%(8/32)
estavam ulceradas e 75%(24/32) ndo apresentaram
ulceracéo tumoral.

No grupo com neoplasia benigna 53,8%
(7/13), foram classificadas como adenoma simples,
23,1% (3/13) adenoma complexo e 23,1% (3/13)
tumor misto benigno. No grupo com neoplasia
maligna, 59,4% (19/32) foram classificadas como
carcinomasimples, 15,6% (5/32) carcinoma papilifero
cistico, 12,5% (4/32) carcinoma papilifero simples a
complexo, 9,4% (3/32) carcinoma complexo e 3,1%
(1/32) carcinoma sélido.

A eletroforese evidenciou seis PFA:
ceruloplasmina, transferrina, albumina, alfa-1-
antitripsina, haptoglobina (Hp) e alfa-1-glicoproteina
acida. O resultado do proteinograma sérico dos grupos
controle, neoplasia benigna, neoplasia maligna néo
ulcerada e neoplasia maligna ulcerada estdo na tabela 1.

A Unica alteracdo proteica observada
nas pacientes com neoplasia benigna (n=13) foi
a elevagdo da Hp (21,94+6,65mgL?; P=0,0016,
Teste de Dunn), quando comparado ao controle
(12,52+4,64mgL ). A média da PCR para o grupo
neoplasia benigna (0,49+0,45mgdL*; P=0,09, One-
Way ANOVA, post hoc Tukey) foi semelhante ao
grupo controle (0,35+0,41mgL?). O leucograma nao
apresentou alteracfes nas pacientes portadoras de
tumores benignos.

O valor sérico médio da Hp elevou-se
nas pacientes com neoplasia de mama maligna néo
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Tabela 1-Valores séricos da proteina total, proteina C reativa (PCR) e das demais proteinas de fase aguda (PFA) em cadelas com neoplasia

mamaria e controle.

Proteinas Controle Neoplasia benigna ~ Neoplasia maligna ndo ulcerada Neoplasia maligna ulcerada
(Peso molecular kDa) (n=20) n=13) (n=24) (n=8)

Proteina total (gdL'l) 6,804 6,4+1,1 7.1+16 6,309

PCR (25) 0,35+0,4" 0,49 +0.4° 0,53 +0,7° 232+1,6™
Ceruloplasmina(125) 29+ 8,1 279+11,9 26,7 +10,7 39,1+10,3
Transferrina(85) 77,2 48,4 74,6 = 89,4 54,7 £36,9 80,5 +24,1
Albumina (65) 3713%+689,3 3640%+740,3 3555%+1230 2959°+305,1
Alfal-antitripsina (60) 350 £56 2974 £75,2 348 +£25,5 307,6 £95,9
Haptoglobina(39) 12,5"+4.6 21,9°+6,6 22,8°+10,7 34,7°+21,3
Alfal-glicoproteina acida (37) 11,2 46,1 19,6 £8,1 22,9 £24.9 22,9 £18

Os valores sdo apresentados como médiatdesvio padrio. Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si, One-way
ANOVA post hocTukey para a PCR ¢ teste multiplo de comparagdo de Dunn para as outras proteinas (P<0,05). *Valor zero atribuido a

proteina ndo mensurada em uma amostra.

ulcerada (22,81+10,79mgL; P=0,0003, Teste de
Dunn) e ulcerada (34,71+21,34mgL; P=0,0002,
Teste de Dunn), quando comparados ao grupo
controle (12,52+4,64mg L*). A PCR apresentou
concentragdo sérica elevada nos grupos neoplasia
mamaria ndo ulcerada (0,53+0,71mgL?; P=0,0097,
One-Way ANOVA, post hoc Tukey) e neoplasia
mamaria ulcerada (2,32+1,63mgL™; P=0,0012, One-
Way ANOVA, post hoc Tukey), quando comparados
ao grupo controle (0,35+0,41mgL™) e entre o0s
grupos malignos (P=0,002, One-Way ANOVA, post
hoc Tukey). A albumina teve a média diminuida
apenas para 0 grupo neoplasia maligna ulcerada
(2959+305,1mgdL; P=0,007, Teste de Dunn), quando
comparada ao grupo controle (3713+689,3mgdL ).
O leucograma revelou inflamacdo em 50%
das pacientes com neoplasia mamaria maligna nao
ulcerada (12/24) e 87,5% (7/8) das ulceradas. O grupo
neoplasia mamaria maligna ulcerada apresentou
correlacdo positiva entre as alteracbes nas PFA
(PCR, Hp e albumina) e a presenca de leucograma
inflamatério (P=0,002, Teste de Fisher). Nao foi
observada correlagdo entre as alteracBes nas PFA
(PCR, Hp e albumina) e a presenca de leucograma
inflamatorio para os grupos neoplasia benigna e
maligna ndo ulcerada (P>0,05, Teste de Fisher).

DISCUSSAO

O presente trabalho revelou que a PCR
e a Hp estdo positivamente associadas a neoplasia
mamaria, estando ou néo relacionadas ao leucograma
inflamatdrio. No entanto, conforme verificado neste
estudo, a avaliagcdo em conjunto de uma PFA positiva
maior como a PCR, com uma moderada (Hp),
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apresenta vantagens quanto a avaliacdo individual
dessas proteinas (TECLES et al., 2009). Desse modo,
este estudo observou aumento na PCR e na Hp em
todas as pacientes com neoplasia mamaria maligna,
ulcerada ou ndo. As pacientes com neoplasia mamaria
benigna apresentaram aumento apenas da Hp e ndo da
PCR, confirmando que a neoplasia mamaria maligna
¢ uma doenca que promove inflamagao cronica, maior
leséo tecidual e necrose tumoral, quando comparada
a neoplasia mamaria benigna (PLANELLAS et al.,
2009; TECLES et al., 2009).

A presenca de ulceracdo é caracteristica
de um estadio mais avancado da neoplasia mamaria
e, nessas pacientes, a inflamagdo tecidual da massa
tumoral é evidente. No presente estudo, o leucograma
inflamatério associado ao aumento expressivo
da PCR e da Hp e reducdo na albumina foram
observados nas pacientes com neoplasia ulcerada.
Esse resultado indica que o aumento das PFA em
cadelas com neoplasia mamaria maligna ulcerada
ocorre pela maior inflamagio tecidual (CERON et al.,
2005; GRIEBSCH et al., 2009; GALEZOWSKI, et
al., 2010). A inflamag@o peritumoral leva a ativagao
de macrofagos e a liberagdo de citocinas, que sao
importantes na ativagdo da resposta de fase aguda,
com consequentes alteragdes das PFA (BALKWIL Let
al., 2005; ROXBURGH & McMILLAN, 2010).
Outro fator a ser considerado é a maior expressdo de
ciclooxigenase 2(COX2) no carcinoma mamario,
0 que leva a maior liberacdo das PFA através da
estimulag&o desses receptores (HELLER et al., 2005;
PLANELLAS et al., 2009). A avaliagéo individual
do leucograma das pacientes com neoplasia mamaria
ndo revelou um padrdo no perfil inflamatorio, apesar
do aumento da PCR e da Hp sérica, revelando que as
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PFA podem estar aumentadas, mesmo em pacientes
sem alteracGes no hemograma.

Alteracdo individual de PFA em cdes com
neoplasia foi demonstrada em pesquisas recentes,
apesar do ndo estabelecimento de um padrdo dessas
alteragbes (PLANELLAS et al., 2009; TECLES et
al., 2009; CROSSLEY et al., 2010; GALEZOWSKI
et al., 2010; MUKORERA et al., 2011). O aumento
da PCR foi demonstrado em cdes com neoplasia
mamaria e correlacionado com pior prognostico
(CROSSLEY et al., 2010; MUKORERA et al., 2011).
Contraditoriamente, a avaliacdo sérica em conjunto
da Hp e da PCR ndo apresentou valor diagnostico
ou progndstico em cadelas com tumor de mama
(PLANELLAS et al., 2009), apesar de observagdes
na elevagdo da Hp em seres humanos com cancer de
ovério (YE et al., 2003), pancreas (OKUYAMA et al.,
2006) e adenocarcinoma uterino (NABLI et al., 2009).

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

CONCLUSAO

A PCR e a Hp sdo proteinas inespecificas,
porém, altamente sensiveis, podendo ser usadas
como ferramentas auxiliares no diagndstico e
prognostico de neoplasia mamaria em cadelas. A
avaliacdo combinada da PCR e Hp é mais vantajosa
que a individual e pode sugerir malignidade, ndo
havendo aparente relacdo com o tipo histolégico ou
leucograma inflamatodrio, que esta mais associado ao
padrdo ulcerativo do tumor.
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