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ALTERACOES GLOMERULO-TUBULARES EM CADELAS COM CARCINOMA
MAMARIO

RESUMO - O presente estudo buscou avaliar as alteragbes glomerulares e tubulares
associadas com o carcinoma mamario em cadelas. Para tanto foram utilizadas 11
fémeas caninas como controle e 32 com diagnodstico de carcinoma mamario, atendidas
pelo Servigo de Oncologia e Obstetricia do Hospital Veterinario “Governador Laudo
Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - UNESP, campus de
Jaboticabal, SP. O protocolo experimental incluiu a obtencdo de histérico clinico e
exames inerentes ao hemograma, bioquimica sérica, excregao fracionada de sodio,
eletroforese de proteinas séricas e urinarias e presséao arterial sistémica em conjunto da
avaliagdo do tecido renal obtido por tru-cut logo apds a realizagdo da ovario-
histerectomia (OH), os quais foram avaliados por microscopia de Iluz,
imunofluorescéncia e microscopia eletrébnica de transmissdo. Vale ainda ressaltar que
exames soroldgicos, PCR e testes hormonais foram utilizados para exclusao/inclusao
de animais nos seus respectivos grupos. O grupo carcinoma apresentou maior
concentragao de globulinas, haptoglobina e transferrina séricas, indicando provavel
estimulo e produgao de substancias provenientes do carcinoma mamario. A proteinuria
associada a maior frequéncia no aparecimento de proteinas urinarias de baixo, médio e
alto pesos moleculares e sua relagdo com as alteragbes da microscopia de luz
evidéncia que existem tanto alteragcbes glomerulares quanto tubulares. Ademais a
associacao desses achados ao depdsito de diferentes classes de imunoglobulinas e
complemento C3 (C3) na imunofluorescéncia renal, e a presenca de depésitos
eletrodensos subendoteliais no glomérulo confirmam a existéncia de importantes

alteracdes renais relacionados ao carcinoma mamario em cadelas.

Palavras-chave: caes, neoplasia mamaria, glomerulonefrite, tubulopatias.
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GLOMERULAR AND TUBULAR ALTERATIONS IN BITCHES WITH MAMMARY
CARCINOMA

ABSTRACT - The present study evaluated the glomerular and tubular alterations
associated with mammary carcinoma in bitches. Eleven animals was used for control
and 32 bitches with diagnosis of mammary carcinoma was assisted by Oncology and
Obstetrics Service of the Veterinary Teaching Hospital "Governador Laudo Natel" of
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - UNESP, campus de Jaboticabal. The
experimental protocol included obtaining clinical history and examination inherent to the
blood count, serum biochemistry, urinary fractional excretion of sodium, electrophoresis
of serum and urinary protein and blood pressure in combination with the evaluation of
renal tissue obtained by tru-cut after the achievement of ovariohysterectomy (OH), which
were evaluated by light, immunofluorescence and transmission electron microscopy
(TEM). Serological tests, PCR and hormonal tests were used for animal’s exclusion or
inclusion in their respective groups. Carcinoma group had higher concentration of
globulins, haptoglobin and serum transferrin, indicating probable stimulation and
production of substances from mammary carcinoma. Proteinuria associated with higher
frequency of low, medium and high molecular weights of urinary proteins and their
relationship with glomerular and tubular alterations evidenced by light microscopy and
the association of these findings to the deposit of different classes of immunoglobulins
and complement C3 (C3) in renal immunofluorescence, and the presence of
subendothelial electron-deposits in the glomerulus might support the hypothesis of

existence of renal alterations associated with mammary carcinoma.

Keywords: Dogs, mammary neoplasia, glomerulonephritis, tubulopathy.



| REVISAO DE LITERATURA

Da mesma maneira que os seres humanos e animais com cancer
ocasionalmente desenvolvem insuficiéncia renal, glomerulopatias paraneoplasicas e,
algumas vezes, sindrome nefrética (ALVES, 2006; YHEE, et al., 2010; TAKEDA et al.,
2013). Embora o cancer de mama seja considerado um dos maiores problemas em
mulheres (LACOMBE et al., 2013) e cadelas (De NARDI et al., 2009; CASSALI et al.,
2011) nos paises ocidentais, a fisiopatologia dos tumores soélidos e sua relagdo com a
ocorréncia de glomerulopatia ainda se mantém obscura (CAMBIER; RONCO, 2012),
dificultando o entendimento da influéncia das referidas doengas neoplasicas na
fisiopatogenia das lesbdes glomerulares e tubulo-intersticiais.

As doencas glomerulares sao importantes causas de insuficiéncia renal terminal
tanto em humanos (HUMPHREYS et al.,, 2005; ALVES, 2006) quanto em animais
(LESS, 2004; HEIENE et al., 2007). Dentre os mecanismos que conduzem ao seu
desenvolvimento, destacam-se os de natureza imunoldgica, cuja proteinuria € o marco
tanto da doenga, quanto de sua perpetuacédo (VADEN, 2004; HEIENE et al., 2007).

De acordo com Grant e Forrester, (2001), a doenga tubulo-glomerular, de ordem
imune, pode ocorrer de duas maneiras; por deposi¢gdo do complexo antigeno-anticorpo
nos glomérulos, ou pela adesao de antigenos a parede capilar glomerular, estimulando
a producdo de anticorpos e causando lesdo. Ato continuo, em fungdo de uma
estimulagdo continuada, estabelece-se uma reagdo inflamatéria e consequente
destruicdo progressiva dos glomérulos e tubulos, os quais sdo substituidos
paulatinamente, por tecido cicatricial afuncional (ALVES, et al. 2006).

Seja qual for a modalidade especifica assumida pelas glomerulopatias de origem
imunoldgica, sua evolugado natural leva a hialinizagcéo, fibrose e oclusdo das algas
glomerulares, consequentes a producao excessiva de elementos da matriz extracelular.
A lesao perpetua-se mesmo quando a agressao inicial € descontinuada, tornando esse
processo um dos principais promotores e mantenedores da doencga renal cronica
(LEES, 2004, GRAUER, 2005).



Os tumores de mama estdo entre os mais prevalentes tumores de cadelas (DE
NARDI, 2009). As neoplasias malignas sdo as mais comuns encontradas na casuistica
nacional chegando a 80% dos casos (ZUCCARI et al., 2001; DE NARDI, 2002;
OLIVEIRA FILHO et al., 2010), sendo os carcinomas simples e os tumores mistos
mamarios, os de maior ocorréncia (FERREIRA et al., 2003).

A classificacéo histopatologica dos tumores de mama esta fundamentada na sua
estrutura tecidual, incluindo epitelial glandular (adenoma/adenocarcinoma), mioepitelial
ou ambas as origens (CASSALI et al.,, 2011). Mais especificadamente o carcinoma
mamario é classificado em carcinoma in situ, carcinoma complexo, carcinoma simples e
ha ainda tipos especiais de carcinomas. O carcinoma simples possui trés variantes
histomorfologicamente distintas: tubulo, papilar e sélido. Além disso, sdo encontrados
nos carcinomas especiais 0s carcinomas micropapilar, mucinoso, secretorio, rico em
lipideos, e os de células fusiformes e escamosas (CASSALI et al., 2011).

Ja o estadiamento clinico tumoral segue a classificagdo TNM (tamanho, linfonodo
e metastase) estabelecida pela Organizagdo Mundial da Saude (DE NARDI et al.,,
2009), recentemente modificada para adequagao a espécie canina (CASSALI et al.,
2011). No geral, tumores mamarios apresentam diversos tamanhos, variando de
milimetros até massas extremamente volumosas, manifestando-se em uma ou em
ambas as cadeias mamarias. As caracteristicas relacionadas a dimens&o, forma e
delimitagdo da massa tumoral, muitas vezes, guardam estreita coeréncia com o
aparecimento de micrometastases ou metastases em outros 6rgéos, principalmente nos
pulmbes (DE NARDI et al., 2009). Grandes massas, ou mesmo numero elevado de
nodulos mamarios podem ter maior relagdo com o aparecimento de metastases a
distancia, e correlacionam-se com pior prognostico ao paciente (CASSALI et al., 2011).

Além da possibilidade da metastase local e a distancia, as neoplasias mamarias
também podem promover o aparecimento de lesdes renais. Estudos em seres humanos
com neoplasia evidenciaram que as glomerulopatias advindas da deposicdo de
imunecomplexos no territério tubulo-glomerular sejam provavelmente as mais
comumente encontradas, podendo evoluir desfavoravelmente e resultar em déficits
funcionais (EAGEN; LEWIS, 1977; FILGUEIRA et al., 2010). Entretanto, salienta-se que



a incidéncia e a prevaléncia das glomerulopatias associada aos carcinomas ainda é um
assunto de debate (CAGNOLI, 2010), pois devido a correlagdo entre o cancer e as
doencas glomerulares ser reportado como de ocorréncia casual e de ainda nao
existirem modelos experimentais fidedignos, até mesmo sua existéncia & discutida
(TAKEDA et al., 2012). A maior revisao de literatura humana que aborda a correlagao
entre as glomerulopatias e o cancer reportou a prevaléncia de 10% de nefropatia
membranosa e esta estava relacionada, principalmente, ao carcinoma em diversos
orgaos (JHAVERI et al., 2013).

Embora praticamente todos os estudos do cancer estejam voltados para a
avaliagdo das lesdes glomerulares, € sabido que o envolvimento tubulo-intersticial € um
importante componente no agravamento de lesbes renais, independentemente da
causa. Neste contexto, os eletrdlitos presentes na urina podem ser mensurados
diretamente e servem também para estimar o trabalho tubular despendido na sua
reabsor¢ao (LEFEBVRE, 2011).

A excregao fracionada de sédio € a mais estudada em geral, em termos praticos,
e pode ser utilizada clinicamente para diferenciar azotemias pré-renais e renais.
Ademais, seu aumento também é reconhecido nos casos de nefrites tubulointersticiais e
doencgas renais cronicas, especialmente quando a taxa de filtragdo glomerular ja esta
diminuida (BURANAKARL et al., 2007).

Apesar de existirem poucos relatos sobre glomerulopatias caninas (YHEE et al.,
2010), sua associagao com doengas neoplasicas € frequente, podendo alcangar 17 a
40% em caninos e felinos (GRANT; FORRESTER, 2001). Na literatura médica, a
associagao entre neoplasias e glomerulopatias € bastante referida e, muitos relatos tém
evidenciado que a proteinuria apresenta correlagbes positivas com o grau de
malignidade e com prognostico reservado (SAWYER et al., 1988; PEDERSEN;
MILMAN, 1996; JORGENSEN et al., 2008).

O achado de proteinuria tem sido reportado em neoplasias de pulméo, eséfago,
estdbmago, célon, rins e mama em humanos, ocasionando lesées glomerulares como
glomerulonefrite membranosa, glomerulopatias de lesbées minimas, amiloidose

(EAGEN; LEWIS, 1977), glomerulopatia por IgA, glomerulopatia segmentar focal



(GESF), membranoproliferativa, crescéntica e microangiopatia trombdética (FILGUEIRA
et al., 2010). A proteinuria glomerular patologica ocorre devido lesbes na barreira de
filtracdo tanto pela carga quanto pelo tamanho das proteinas. Neste caso, s&o
encontradas na urina proteinas de peso molecular médio (aproximadamente 60 a 80
kDa) ou mesmo proteinas de alto peso molecular (acima de 80 kDa), sendo a
proteinuria classificada como seletiva e ndo seletiva, respectivamente (SCHAEFER et
al., 2011). Para essa diferenciagéo, pode se usar o indice de seletividade protéica. Esse
pode ser usado para avaliar a permeabilidade capilar glomerular a macromoléculas
(clearance de globulinas), em que sao necessarias avaliagbes eletroforéticas de
proteinas sanguineas e urinarias. Ja, no caso da proteinuria tubular sdo encontradas
proteinas de baixo peso molecular na urina (abaixo de 60 kDa) decorrente da nao
reabsorgao protéica nos tubulos (GRAUER, 2005; ALVES et al., 2006).

Outro fator que pode agravar e contribuir com a deposicédo de imunecomplexos
sao as gamopatias encontradas em alguns casos de neoplasias, cujas imunoglobulinas
ou subunidades podem ser determinadas tanto no soro quanto na urina (GIRAUDEL et
al., 2002). Nesse ambito a eletroforese em gel de poliacrilamida, confeccionado na
presenca de SDS (sédio-dodecil-sulfato), € um dos métodos mais utilizados para
determinagcdo do peso molecular das proteinas, através da comparagédo com proteinas
de pesos moleculares ja conhecidos, submetidas as mesmas condigdes (NAOUM,
1999).

A histopatologia renal, observada na microscopia de luz, bem como
concomitante analise imunofluorescente e pela microscopia eletrénica possibilitam o
pronto reconhecimento da lesdao (ALVES et al., 2006), elucidagcdo dos mecanismos
fisiopatogénicos e, assim com o enquadramento terapéutico mais adequado para cada
situacédo (ARESU et al., 2008).



Il OBJETIVOS

Objetivo geral
Objetivou-se com este estudo a avaliacédo a existéncia de alteragdes, e em caso
afirmativo, caracterizar os tipos de glomerulopatias e tubulopatias que acometem

cadelas portadoras de carcinoma mamario.

Objetivos especificos

Avaliar parametros que possam identificar alteracbes glomerulares e tubulares,
partir da excrecédo fracionada de soédio, eletroforese de proteinas séricas e urinarias,
pressao arterial sistolica e da analise histopatolégica do tecido renal obtido por
intermédio de bidpsia renal utilizando-se das técnicas de microscopia de luz,

imunofluorescéncia e microscopia eletronica de transmisséao.



Il MATERIAL E METODOS

Animais e grupos experimentais

A utilizagdo dos animais seguiu protocolo experimental previamente aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCAV-UNESP (protocolo
n°0118662/11). Em adi¢gdo, nenhum paciente fez parte deste estudo sendo apos
consentimento expresso do proprietario, por intermédio de preenchimento e subscrigcao
de ficha de consciéncia e de concordancia com as condi¢cdes do protocolo experimental
(Apéndice 3A).

Ao final deste estudo foram avaliadas 43 cadelas adultas, atendidas pelos
Servigos de Oncologia Veterinaria e Reprodugao e Obstetricia do Hospital Veterinario
“‘Governador Laudo Natel” (HVGLN) da FCAV/UNESP, Cémpus de Jaboticabal, as

quais foram distribuidas em dois grupos experimentais, como a seguir:

Grupo Controle (GC): o grupo controle constituiu-se de 11 cadelas adultas e
inteiras provenientes da casuistica do setor de Obstetricia e Reprodugdo do HVGLN
que foram submetidas a ovario-histerectomia (OH) eletiva. Esses animais foram
selecionados para pareamento entre a idade do grupo carcinoma. O peso do grupo
controle variou entre trés e 63 kg (13,8+17,8 kg) e a idade entre seis e 12 anos (8,7+2,2
anos), e o bom estado de saude foi aquilatado com base em exame fisico, exames
laboratoriais de rotina (hemograma, bioquimica sérica e urinalise), exames especificos
como reagao em cadeia da polimerase (PCR) e sorologias (descritos nos critérios de

exclusdo), além de ultrassom abdominal.

Grupo Carcinoma Mamario (CM): o grupo carcinoma mamario compds-se de
32 cadelas inteiras provenientes da casuistica do setor de Oncologia e Obstetricia e

Reproducéo do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” que foram submetidas a



ovario-histerectomia (OH) eletiva com posterior mastectomia, com diagndstico
histopatologico de carcinoma mamario, e sem historico ou alteragdes clinicas de outras
doencgas, cujo peso oscilou entre 3,2 e 39 kg (13,61£9,8 kg) e a idade entre seis e 16
anos (9,5 £ 2,2).

Foram também avaliados, além do tamanho tumoral usado para a classificagao
TNM, o numero total de nédulos em cada cadela, o volume tumoral individual de cada
nddulo, o qual foi obtido pela formula 11/6 x comprimento x largura x altura (TOMAYKO
e REYNOLDS, 1989), e finalmente, somando-se todos os volumes individuais, o volume
total tumoral em cada paciente estudada. Ademais, com o objetivo de verificar se os
resultados obtidos poderiam ser alterados quando se levasse em consideracdo nao
somente o volume tumoral total caracterizado pela formula supracitada, mas também
sua relacdo com o porte de cada fémea, o volume total tumoral foi divido pelo peso do

animal, gerando um resultado em cm?3/kg.

Critérios de exclusao

Nao foram incluidas no grupo CM cadelas que apresentassem quaisquer
evidéncias de metastases em oOrgaos alvos e/ou comorbidades potencialmente
causadoras de alteragdes tubulo-glomerulares, tais como dermatopatias cronicas,
endocrinopatias, erliquiose, babesiose e leptospirose. Vale ressaltar que a presenga de
ulceragcdo e/ou contaminagcédo do(s) tumor(es) de mama, bem como a existéncia de
outros tipos de neoplasias concomitantes também perfizeram motivos de excluséo.

Para tanto, além da anamnese e do exame fisico detalhado foram realizados
exames complementares para pesquisa de metastases, incluindo radiografias toracicas
em trés projecdes (VD, LD e LE) e ultrassonografia abdominal, assim como sorologia
para Leptospira spp. € Ehrlichia canis e PCR para E. canis e Babesia canis. Foram
também excluidos do grupo CM e controle, pacientes que tivessem sido imunizados
recentemente (periodo inferior a 3 meses) que fossem portadores de outras doencgas,
ou ainda quando paciente pertencesse a uma raga sabidamente predisposta a algum

tipo de glomerulopatia.



Obtencao das amostras

1. Sangue

Amostras de sangue, dos animais de ambos os grupos, foram coletadas por
venopunc¢ao jugular, obtendo-se um volume total de 5-7 mL antes da cirurgia em jejum.
Uma aliquota de 2-3 mL foi armazenada em tubo apropriado contendo acido
etilenodiaminotetracético a 10%, (K,EDTA) para realizagdo de hemograma e posterior
PCR, e a aliquota remanescente (3-4 mL) envasada em tubo sem anticoagulante
(Vacutainer®), previamente identificado. Apds coagulagdo, o sangue foi centrifugado a
800G, durante 5 minutos, para separacdo do soro. Uma vez separado, o soro foi
transferido, em subaliquotas de 1-2 mL, para microtubos plasticos previamente

identificados, e congelados a -20°C.

2. Urina

As amostras de urina foram obtidas por cistocentese para realizacédo de urinalise
antes e apds a cirurgia para avaliagdo da urindlise e bioquimicos e avaliagdo da
hematuria, respectivamente. Apds centrifugacdo, fragbes do sobrenadante foram
acondicionadas e mantidas congeladas a -20°C até o momento das analises

bioquimicas.

3. Fragmentos renais

As biopsias renais foram realizadas com o paciente em decubito dorsal logo apos
a realizagdo da ovario-histerectomia (OH). Para tanto foi utilizado dispositivo
semiautomatico por agulha cortante tipo Tru-cut®' calibre 18, 16 ou 14 gauge
dependendo do tamanho do animal. Nenhuma imagem ultrassonografica foi necessaria
para realizagdo do procedimento, a agulha foi direcionada horizontalmente na superficie
do cortex renal do rim esquerdo (Figura 1). Foram realizados trés repeticdes do
procedimento e colhidos fragmentos do cértex renal conforme ja preconizado em outros
trabalhos (DONNELLY et al., 2008; HUSSAIN et al., 2010). E importante ressaltar ainda
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que o procedimento foi realizado igualmente nos dois grupos estudados. Ato continuo a

biopsia renal a compressao local foi realizada durante 3-5 minutos para minimizar o

sangramento local e reduzir o risco de hemorragias (Figura 1).

Figura 1. Etapas relacionadas a bidpsia renal. (A) Inser¢do da agulha tipo tru-cut horizontalmente na
superficie do cortex renal do rim esquerdo. (B) Compressao local durante 3-5 minutos para
minimizar o sangramento local e reduzir o risco de hemorragias. (C) Presenga de provavel
hematoma moderado (seta) apds a terceira repeticdo do procedimento, sem a presenga de
hemorragia ativa. Jaboticabal, 2014.
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Os fragmentos apresentaram tamanho padréo da agulha (+ de 1-2 cm) e foram
removidos através de jato de solugdo salina ou por gentil deslocamento do tecido por
agulha fina, e inicialmente reservados em solugdo salina (10 min). O material foi
examinado visualmente e adequadamente separado para microscopia de luz,
imunofluorescéncia e microscopia eletrénica de transmissdo. O maior fragmento foi,
preferencialmente, selecionado para microscopia de luz, e em seguida para a
fluorescéncia. Para a microscopia eletrénica dois pequenos fragmentos (1-2 mm) foram
selecionados da terceira amostra e eventuais tecidos remanescentes foram
incorporados a amostra destinada a microscopia de luz.

Salienta-se que todos os cuidados referentes aos momentos pré, trans e pos-
cirurgicos foram rigorosamente observados, e as pacientes receberam fluidoterapia
isoténica (10 mL/kg/h), durante e apds a cirurgia com o intuito de estimular a diurese.
Ao final da cirurgia, as amostras de urina foram avaliadas quanto a presenca de

hematuria macroscépica e microscopica.
Analises das amostras de sangue e urina

As anadlises das amostras de sangue e urina foram realizadas no Laboratério de
Patologia Clinica Veterinaria “Prof. Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto” do HVGLN,

Campus de Jaboticabal, SP.

1. Hematologia e bioquimica sérica
Foram realizadas as contagens globais de hemacias, leucécitos e plaquetas em
contador automatico de células®. A contagem diferencial dos leucdcitos foi obtida em
laminas de esfregacos sanguineos, devidamente fixados ao ar e corados com uma
mistura de metanol, May-Grunwald e Giemsa. A partir da contagem leucocitaria global e
da formula leucocitaria relativa, obteve-se a formula leucocitaria absoluta, por uma regra

de trés simples.

2 ABC Vet — Horiba ABX — Sio Paulo, Brasil.
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As amostras de soro foram analisadas para determinagcao das concentracdes de
creatinina (método Jaffé modificado), ureia (método enzimatico-urease), proteinas totais
(método biureto), albumina (método verde de bromocresol) alanina aminotransferase
(método Reitman e Frankel), fosfatase alcalina (método Roy modificado), calcio total
(reagdo cromogénica com cresolftaleina complexona) e fosfato (método de Daly e
Ertingshausen modificado). Neste caso, utilizou-se o sistema Labtest® para diagnéstico
e as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro* semi-automatico para provas

bioquimicas.

2. Urinalise e determinagbes bioquimicas urinarias

O exame fisico da urina foi realizado por intermédio da observagao
macroscopica, restrito a cor e aspecto urinarios. A densidade urinaria foi mensurada em
refratdmetro digital®. As caracteristicas quimicas da urina foram avaliadas com o auxilio
de fitas reagentes comerciais®, de acordo com as recomendagdes do fabricante, onde a
presenca de proteina foi classificada como negativa ou positividade de tragos, 1+, 2+ e
3+. Para realizagdo da analise do sedimento urinario as amostras foram centrifugadas a
800 G, durante cinco minutos. O sobrenadante foi desprezado na sua quase totalidade,
o sedimento ressuspendido e depositado entre lamina e laminula. Ato continuo, a
preparacdo entre lamina e laminula foi analisada a fresco, com auxilio de um
microscopio fotdnico, empregando-se objetivas secas de 10x e 40x para contagens de
cada elemento figurado por campo microscoépico.

As dosagens de proteinas e creatinina urinaria foram obtidas a partir do
sobrenadante. Para a determinagao da razao proteina creatinina urinaria (UP/C), foram
feitas dosagens de proteina urinaria pelo método de vermelho de pirogalol (kit

Sensiprot7) e creatinina pelo método de picrato em meio alcalino, ambas com leitura em

> LABTEST - Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil

* LABQEST-LABTEST - Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil

> Refratometro de Mesa — UGI (1,000 — 1,050) - Atago - Tokio — Japdo

% Combur'’Test*UX — Boehringer Mannheim S.A. - Buenos Aires- Argentina
7 Labtest Diagnostica — Belo Horizonte — MG — Brasil
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aparelho semi-automatico® em modo colorimétrico. Para o calculo da raz&o

proteina/creatinina urinaria utilizou-se da formula:

UPt (mg/dL)
Ucr (mg/dL)

UP/C =

Onde:
UP/C = razao proteina creatinina urinaria
UPt = concentracao urinaria de proteinas

Ucr = concentragdo urinaria de creatinina

As concentragdes séricas e urinarias de sodio foram determinadas utilizando-se
método ion-seletivo®. Para os calculos da excrecdo fracionada de solutos utilizou-se a

férmula que se segue:

Una (MEQ/L) x Scr (mg/dL)
EFNa = x 100
Ucr (mg/dL) x Sna (MEg/L)

Onde:

EFna = excrecao fracionada de sddio
Una= concentracdo urinaria de sédio

Scr = concentragao sérica de creatinina
Ucr = concentragdo urinaria de creatinina

SNa= concentragao sérica de sédio

Mensuracgao da pressao arterial sistélica

A pressao arterial sistolica (PAS) foi aferida, e sempre que possivel foi avaliada

em trés momentos distintos (consulta inicial, segunda avaliagado e avaliagdo no dia da

¥ Labquest — Labtest Diagnostica - Belo Horizonte — MG — Brasil
? ISLAB — Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil
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cirurgia), por método indireto, utilizando-se de manguito inflavel aplicado ao redor do
membro toracico direito, entre o cotovelo e o carpo, para ocluir o fluxo sanguineo. Foi
obtida a média de 5 afericbes apds completa tranquilizagdo do paciente. O manguito
utilizado correspondeu a 40-50% da circunferéncia da extremidade envolvida, e para
tanto foi empregado manguito habitualmente utilizado na area de pediatria humana,
tamanho infantil e neonatal. A PAS foi entdo aferida utilizando um aparelho ultrassénico
com doppler vascular'®, através da deteccdo do fluxo sanguineo nas artérias

superficiais do carpo.
Analise microscépica dos fragmentos renais

As amostras foram transferidas para frasco contendo Bouin, aldeido glutarico e
congeladas em nitrogénio liquido para avaliagdo por microscopia de luz, microscopia
eletrbnica de transmissdo e imunofluorescéncia, respectivamente. O fragmento foi
considerado satisfatério para avaliagdo na microscopia de luz quando tivesse mais de 5
glomérulos. Todo o processamento histotécnico dos fragmentos do parénquima renal foi
realizado conforme a rotina do Laboratdrio de Patologia Renal da FMRP-USP, Ribeirdo
Preto, SP.

1. Microscopia de luz

A fixagdo da amostra em Bouin alcodlico ou formoldeido teve a duragdo minima
de 5 horas, e apés este periodo, a amostra foi entdo desidratada em alcool, diafanizada
em xilol e incluida em parafina. Cortes com 3um de espessura foram obtidos em
microtomo e corados com Hematoxilina-Eosina, Tricrdbmico de Masson, Vermelho do
Congo, impregnados com Prata Metenamina (PAMS), montados em laminas de
microscopia e recobertos por laminulas. Os cortes, entdo, foram examinados em

microscopio optico Universal ZEISS.

1 MICROEM - Ribeirdo Preto, SP/Brasil
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2. Imunofluorescéncia

A amostra de tecido renal destinada ao congelamento foi incluida em “tissue
tek”'!, e congelada em nitrogénio liquido. Foram obtidos cortes de 2-3um de espessura
em criostato a 20°C negativos, os quais foram deixados em repouso em temperatura
ambiente durante uma hora. Posteriormente, foram incubados durante 30 minutos em
temperatura ambiente, em camara umida, com os seguintes anti-soros policlonais: IgM
anti-cao (Goat anti-Dog IgM, mu chain specific FITC), IgA anti-cao (Goat anti-Dog, IgA,
alpha chain specific FITC), IgG anti-cao (Goat anti-Dog, 1gG, specific FITC) e C3 anti-
cdo (Goat anti-Dog, C3, FITC)', conjugados ao isotiocianato de fluoresceina. Apds a
incubagdo, as laminas foram montadas em glicerina tamponada em pH 8,5 e
examinadas em microscopio universal ZEISS equipado com sistema para microscopia

de imunofluorescéncia.

3. Microscopia eletrénica

As amostras destinada a microscopia eletronica de transmissao foram fixadas
com aldeido glutarico a 2,5% em tampao cacodilato de sodio 0,2M (pH 7,3) por 2 horas.
Posteriormente foram pds-fixadas em tetréxido de ésmio a 1% em tampao cacodilato de
sédio 0,2M por 2 horas. A desidratacdo foi realizada em uma série crescente de
acetona (uma imersao de 10 minutos nas concentragdes de 30%, 50%, 90% e 95%, e 3
imersdes de 20 minutos na concentragado de 100%). O material foi infiltrado com uma
mistura de resina e acetona nas propor¢des 3:1, 1:1 e 1:3 (1 hora cada) e por resina
pura (3 trocas de 1 hora cada) e, finalmente incluido em resina Araldite 502

(Polysciences Inc., Warrington, PA, EUA).

4. Avaliagéo e interpretacdo das analises microscopicas
A leitura das laminas e o material da microscopia de luz quanto eletrénica de

transmissdo dos fragmentos renais foram realizados em ensaio cego por

1 MILES INC., Diagnostics Division, Elkart, IN 46515 USA, cédigo 4583
12 Bethyl Laboratories, Inc.- Montgomery, USA
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nefropatologista, levando-se em consideragao os critérios da Organizagao Mundial de
Saude (World Health Organization) conforme trabalhos apresentados em Medicina
Veterinaria (VADEN, 2004; ZINI; BONFANTI; ZATELLI, 2004; HEIENE et al., 2007;
ARESU et al., 2008).

A avaliacéo de imunofluorescéncia foi classificada em granular ou linear, com a
inclusdo da localizagdo dos depdsitos (mesangio, membranas basais, tubulos e vasos
sanguineos), distribuicdo (focal, difusa, segmentar ou generalizada) e intensidade
(graduada em campo escuro usando a escala semiquantitativa de 0, tragos, 1+, 2+ e
3+).

Histopatologia da neoplasia mamaria

Apos a mastectomia da cadeia afetada pela neoplasia, os nédulos foram
mensurados com auxilio de paquimetro, para dimensionamento da area total da(s)
neoplasia(s). A(s) mama(s) e linfonodos regionais foram fixados em solugdo tamponada
de formol 10%, por 24 horas, processados para inclusdo em parafina. Os cortes foram
seccionados e as laminas preparadas e coradas por HE, para determinacdo das
neoplasias. A classificagcdo dos tumores mamarios foi realizada nos laboratorios
VETMOL (Consultoria e Diagnostico em Patologia Molecular Veterinaria e Pesquisa,
Botucatu, Sao Paulo) e VETPAT (Patologia Biologia Molecular Banco de Sangue
Veterinario, Campinas, Sdo Paulo) seguindo os critérios de grau, diferenciagao celular,
pleomorfismo, anaplasia, ulceragbes e contaminacdo bacteriana, invasdo em vasos
sanguineos e linfaticos e metastases em linfonodos estabelecidos por Cassali et al.
(2011).

Eletroforese de proteinas séricas e urinarias

A eletroforese das proteinas séricas e urinarias foi realizada tanto nas amostras

do Grupo CM quanto no GC. Tal técnica foi efetuada segundo a rotina do Laboratério
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do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da UNESP, Campus de Jaboticabal, SP.

Apos a montagem da cuba de eletroforese, as placas foram preenchidas com o
gel de separagao “Separating Gel” até a marca de 1,5 cm de referéncia e uma fina
camada de alcool absoluto (etanol 99,5°), suficiente para formar uma pelicula no topo
do gel (+ 0,6 mL).

Apos a polimerizacdo, o gel de empilhamento “Stacking Gel” foi adicionado e os
pentes foram inseridos em cada placa. Estas foram entdo colocadas na cuba e os
pentes, removidos. Por ultimo, a solugdo tampéo de corrida foi adicionada na parte
superior da cuba até cobrir todo o gel (+ 1 cm acima) que receberiam as amostras.

As amostras séricas foram previamente preparadas da seguinte forma:
adicionou-se, em cada amostra, 30 yL de PBS, 10 uL do soro a ser analisado e 20 uL
de gel mix (corante) e aqueceu-se sobre agua em ebuligdo por 10 minutos. Ato
continuo, 5 yL de cada amostra foi depositada em cada “pocinho” da placa contendo o
gel e o tampao de corrida. Para referéncia, no “pocinho” de numero 7 colocou-se uma
amostra padréo.

Em seguida, as amostras de soro sanguineos dos animais acometidos por
neoplasias foram aplicadas com o auxilio de uma pipeta, sendo 5 uL de amostra em
cada “pocinho”. Ao final desse processo, a cuba de eletroforese foi conectada a uma
fonte de energia, regulada para 90 volts. Apds a passagem da amostra pelo gel de
empilhamento, chegando ao gel de separagéo, a voltagem foi aumentada em torno de
20%. Ao final da corrida (ap6s 3 h), a fonte foi desligada e o gel retirado da placa
cuidadosamente, fixado e corado em Coomassie Blue 0,2% durante 2 horas. O excesso
de corante foi desprezado (com descolorante a base de metanol, acido acético e agua
destilada) até que o gel ficasse transparente.

A leitura dos géis foi entdo realizada em densitbmetro e os graficos com as
fracdes proteicas encontradas foram montados.

A metodologia para realizagdo da eletroforese das proteinas urinarias foi a
mesma, porém, antes de serem utilizadas, as amostras passaram pelo processo de

liofilizagdo (aproximadamente 2000 pL de cada amostra) e depois foram



17

ressuspendidas com 100 pL de PBS e centrifugadas durante 10 minutos. Foram
utilizados 50 pL do sobrenadante de cada amostra e 20 pyL de gel mix (corante). Foram
levadas para o aquecimento como descrito anteriormente e, a partir de entdo, o

processo foi semelhante aquele aplicado ao soro dos animais.
Avaliagao sorolégica e PCR

Cabe rememorar que tanto as avaliagdes soroldgicas como as de PCR foram
realizadas em todos os animais, e seguindo os critérios de exclusdo explicitados no
item animais e grupos experimentais, para serem incluidas nos grupos CM ou GC, as
fémeas caninas foram, impreterivelmente, negativas em todas as avaliagbes que se

seguem.

1.“Dot-ELISA” para detecg¢do de anticorpos anti-Ehrlichia canis

Os testes utilizados para detecgdo de anticorpos anti-Ehrlichia canis da classe
IgG foi realizado no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria Prof. Dr. Joaquim
Martins Ferreira Neto (UNESP, campus de Jaboticabal) empregando-se o Kkit
Immunocomb® (Biogal, Israel). Utilizou-se a metodologia empregada e descrita pelo

fabricante, a qual considera titulos positivos (reagentes) acima de 1:80.

2. Técnica sorolégica para detecgdo de anticorpos IgG e IgM anti-leptospira
canina.

Os testes utilizados para deteccédo da presenca de anticorpos anti-lepfospira sp.
nos soros caninos foram também realizados nas dependéncias do Laboratério de
Patologia Clinica Veterinaria Prof. Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto (UNESP, campus
de Jaboticabal) através de kits especificos para deteccdo de IgM™ e IgG™ seguindo as

informacdes do fabricante.

P Test-IT™ Leptospira canine IgM, IMR Trading LTDA, Parana, Brazil.
'* Immuno Comb Leptospira canina IgG, JMR Trading LTDA, Parana, Brazil.
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3. Reagéo em Cadeia da Polimerase (PCR) para Ehrlichia canis e Babesia sp.

As técnicas de PCR foram realizadas conforme orientagbes e a rotina do
Laboratorio de Imunoparasitologia Veterinaria do Departamento de Patologia da
UNESP, campus de Botucatu, SP, nas quais a extragdo do DNA de amostras do
sangue toral foram realizadas empregado-se a nPCR para os sistemas Ehrlichia canis e

Babesia sp.

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia do programa estatistico
JMP® e GraphPad Prism software. Todos os resultados foram submetidos ao teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov e analise de via unica ou teste de Friedman, com
posterior avaliagdo pelo teste de t student ou Tukey, quando mais de duas variaveis
fossem analisadas. Valores de P < 0,05 foram considerados significativos. Correlagbes
entre o volume tumoral (tamanho), volume tumoral total e nimero de nédulos com os
dados de proteinuria, pardmetros sanguineos e histopatologia renal foram obtidas pelo

teste de Pearson.
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IV RESULTADOS

Aspectos clinicos

Foram realizadas, no total, biopsias renais em 67 cadelas, dentre as quais 24
foram excluidas por apresentarem outros tipos de neoplasia mamaria e/ou positividade
para alguma das doencgas utilizadas como critério de exclusado (doencgas infecciosas —
E. canis, Babesia sp., Leptospira sp.). A idade foi considerada como critério de selegao
dos animais controle, os quais foram pareados aos animais do grupo CM; n&do havendo,
portanto, diferencga significativa entre esta variavel nos animais estudados (P=0.5108).

Os parametros bioquimicos séricos alanina aminotransferase (ALT), fosfatase
alcalina (FA), sédio, potassio, fosfato e calcio total foram utilizados como método de
triagem para inclusdo dos animais no estudo e, portanto, também nao apresentaram
diferenca significativa entre os grupos analisados (Apéndice 1A).

A presséao arterial sistdlica ndo variou significativamente entre os grupos CM e
controle (138,0+20,6 mmHg e 125,0+13,8 mmHg, respectivamente; P=0,4375), e
salienta-se que nenhum dos animais apresentou valores de PAS superiores a 180

mmHg.

Provas de fungao renal

A andlise das variaveis bioquimicas séricas creatinina, ureia, assim como
densidade urinaria e excregcao fracionada de soédio (EFns) revelaram n&o haver
diferenca entre os grupos estudados. No entanto, a razdo proteina creatinina urinaria
(UP/C) foi significativamente superior no grupo CM quando comparada ao GC
(0,40£0,52 e 0,11£0,08, respectivamente; P<0.0001). Nenhum animal do GC
apresentou proteinuria, ao passo que 31,25% das fémeas caninas do grupo CM (n=10)

apresentaram proteinuria, exibindo valores de UP/C >0,5 (Tabela 1).
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Tabela 1. Provas de fungéo renal — densidade especifica urinaria, creatinina e ureia séricas, excrecao
fracionada de sddio (EFy,) e razédo proteina creatinina urinaria (UP/C). Resultados obtidos nas
avaliacoes de 11 cadelas sadias (grupo controle) e em 32 cadelas com carcinoma mamario.
Jaboticabal, 2014.

Variaveis GRUPOS - — Valor de P
Controle Carcinoma mamario
Densidade especifica urinaria 1,037 £ 0,009 1,035 £ 0,01 0,1602
Creatinina sérica (mg/dL) 0,98 + 0,26 0,91 £ 0,21 0,1774
Ureia sérica (mg/dL) 26,15+ 10,24 32,53 + 15,11 0,1309
Excrec¢éo fracionada de sodio (%) 0,45+ 0,34 0,53 £ 0,38 0,7646
Razdo proteina creatinina urinaria (UP/C)* 0,11+0,08 0,40+0,52 < 0,0001

Variaveis seguidas de asterisco (*) apresentam diferencga significativa entre grupos analisados (P<0,05).

Hemograma

Os valores obtidos das variaveis hematécrito, hemoglobina e hemacias,
leucdcitos totais e plaquetas (Tabela 2), assim como as subpopulagdes leucocitarias
(neutrofilos segmentados, neutrdfilos bastonetes, linfocitos, eosindfilos, basdfilos e
monocitos) nao foram diferentes entre os grupos estudados. Faz-se importante recordar
que a auséncia de alteragbes nas variaveis hematoldgicas satisfez parte dos critérios
para inclusdo dos animais em ambos 0s grupos, e que animais portadores de quaisquer

alteragcbes hematolégicas importantes foram excluidos deste estudo.

Tabela 2. Hemacias, hemoglobina, hematécrito, leucécitos totais e plaquetas. Resultados obtidos nas
avaliagdes de 11 cadelas sadias (grupo controle) e em 32 cadelas com carcinoma mamario.
Jaboticabal, 2014.

Variaveis GRUPOS - — Valor de P
Controle Carcinoma mamario
Hemacias (x10%/uL) 6,42 £0,73 582+1,12 0,1143
Hemoglobina (g/dL) 13,9+1,9 13,9127 0,0742
Hematdcrito (%) 42,2+4,9 41,2+8,0 0,6523
Leucécitos totais (x103/pL) 8,26 + 2,35 10,18 £ 5,26 0,5703
Plaquetas (x103/uL) 310,1+£0,9 347,013 0,7695

Urinalise
Na urindlise foi observado, embora subjetivamente, maior positividade da
proteina durante a reagdo quimica da tira reagente no grupo CM quando comparado

com o GC (P=0,0167). Outros parametros quimicos como pH, glicose, corpos
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cetbnicos, bilirrubina e sangue oculto, assim como as variaveis encontradas no
sedimento urinario se mantiveram dentro do esperado para a espécie canina e

nenhuma diferenga foi observada entre os grupos estudados.

Avaliagao urinaria pés-bidpsia renal

A hematuria macroscopica e microscopica, analisadas em amostras de urina
obtida conseguinte a finalizagdo do procedimento cirurgico, foram as consequéncias
imediatas mais comuns relacionadas a biépsia renal, ocorrendo em 21% e 97% dos
casos, respectivamente. Ressalta-se que nao existiram maiores complicagdes, e todas
as cadelas recuperaram-se espontaneamente apds 24 horas do procedimento.
Ressalta-se ainda que nao foram requeridas transfusdo sanguinea e/ou reoperagao
relacionadas ao procedimento bidpsia renal. Os animais foram acompanhados por até 3

meses apos o procedimento e fazem parte de outro experimento em andamento.

Neoplasias mamarias

As neoplasias mamarias variaram desde pequenos nodulos (< 1 cm de didametro)
até grandes massas (> 10 cm de diametro) (Figura 2). Conforme critério de selegao
para inclusdo no grupo CM, reforga-se que nenhuma fémea apresentava evidéncia de
metastase a distancia (pulmao e érgdos abdominais) e nem em linfonodos adjacentes,
visiveis ao raio-X, ultrassonografia e histopatologia, respectivamente. A classificagcao
histopatologica utilizada pelos laboratérios VETPAT e VETMOL foi empregada segundo
a classificagao estabelecida no consenso de tumor de mama no Brasil no ano de 2011
(CASSALI et al. 2011) (Apéndice 2A).

O numero de nodulos por animal variou de um a dez (3,7+2,8) e o volume total
das neoplasias apresentou variagdo de 0,04 a 767,15 cm® (109,27+199,43 cm®).
Levando-se em consideragdo a variedade de pesos apresentados pelas fémeas
caninas com carcinoma mamario, como critério adicional de analise optou-se por
realizar a avaliagdo do volume tumoral em relacdo ao peso do animal. Nesse sentido
foram observadas neoplasias com volume variando de 0,002 a 65,35 cm®kg de peso
(7,48+15,09 cm®/kg).
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Figura 2. Fotos ilustrativas da variedade no tamanho das neoplasias mamarias caninas. As neoplasias
variaram de pequenos nédulos (< 1 cm de diametro) (A- seta vermelha) até grandes massas (>

10 cm de didmetro) (B — seta branca). Jaboticabal, 2014.

No que se refere a classificagcdo das neoplasias mamarias, todas se constituiram
de carcinomas mamarios. A maioria apresentou-se como baixo grau de malignidade
(n=27, 84,4%). Grau intermediario e alto grau de malignidade foram encontrados em
dois (6,2%) e trés (9,4%) animais, respectivamente. Dentre as 32 fémeas do grupo CM,
21 (65,6%) apresentaram apenas um tipo histopatolégico de carcinoma mamario e 11
delas (34,4%) apresentaram mais de dois tipos histopatolégicos. A classificagcao
histopatoldgica predominante foi o carcinoma tubular (19 nédulos, 19 fémeas), seguido
de carcinoma complexo (13 nddulos, 13 fémeas), carcinoma em tumor misto (6 nédulos,
4 fémeas), carcinoma tubular e papilifero (4 nodulos, 3 fémeas) e carcinoma solido (3
nodulos, 3 fémeas). As informagdes detalhadas sobre a classificacdo histolégica das
neoplasias mamarias, bem como distribuigdo tumoral e numero de nédulos de todas as
fémeas caninas acometidas por carcinoma mamario podem ser encontradas no
Apéndice 2A.

Nao foram encontradas correlacdes entre o0 niumero de ndédulos por animal ou o
grau histolégico e as variaveis analisadas (descritas no material e métodos). Todavia,

foram encontradas correlagbes positivas entre o volume tumoral total e as globulinas
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séricas (r=0,36; P=0,0423) e entre as alteragdes renais presentes na microscopia de luz
(r=0,56; P=0,0008). Quando o volume tumoral ajustado pelo peso corporal foi utilizado,
este também se apresentou correlacionado positivamente com as alteragdes renais
encontradas na microscopia de luz (r=0,49; P=0,0047).

Correlagdes positivas também foram verificadas entre o tamanho do carcinoma
mamario segundo a classificagdo tamanho (TNM) e o volume tumoral total (r=0,87;
P<0,0001), globulinas séricas (r=0,21; P=0,0087) e alteragbes renais visibilizadas a
microscopia de luz (r=0,24; P=0,0038).

Avaliagao dos fragmentos renais
Microscopia de luz

Foram identificadas alteragdes renais em 25 cées (78,1%) no grupo CM. Dentre
tais alteragdes, o espessamento da membrana basal glomerular foi a anormalidade
mais encontrada (50,0%), seguida pela proliferacao celular (30,0%), lesdo segmentar
focal (30,0%), sinéquia (23,3%), glomeruloesclerose (20,0%), fibrose intersticial e atrofia
tubular (FIAT) (16,7%). Foi ainda observado um caso (3,1%) de espessamento fibro-
elastico em arteriola. Na avaliacdo tubular observou-se 5 cadelas (15,6%) com
degeneracgao hidrépica (Figura 3). Nenhuma alteragdo na avaliagdo por microscopia de

luz foi observada nos animais do GC.

Imunofluorescéncia
Dos 43 rins biopsiados, trés animais do grupo CM n&o apresentavam glomérulos
adequados para avaliagdo a imunofluorescéncia. O numero de caes positivos para IgG,

IgM, IgA e complemento C3 podem ser visibilizados na Tabela 3.

Tabela 3. Numero de caes que apresentavam positividade para imunofluorescéncia para IgG, IgM, IgA e
complemento C3. Resultados obtidos nas avaliacdes de 11 cadelas sadias (grupo controle) e
em 29 cadelas com carcinoma mamario. Jaboticabal, 2014.

1gG IgM IgA C3

Controle 0/11 3/11 0/11 0/11
Carcinoma mamario 4/29 28/29 7/29 5/29
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Figura 3. Fotomiografias das alteragées mais prevalentes na microscopia de luz observadas nas cadelas
com carcinoma mamario. (A) Proliferagéo celular e lesdo segmentar focal (seta) na coloragéo
de ftrichromio de Masson. x400. (B) Expansdo de matriz (seta vermelha). x400. (C)
Glomeruloesclerose segmentar focal com sinéquia (seta) na coloragdo de trichromio de
Masson. x400. (D) Glomeruloesclerose segmentar focal com sinéquia (seta) na coloragao de
prata metenamina (PAMS). x400. Jaboticabal, 2014.

Das 29 amostras analisadas do grupo CM, 97% (n=28) apresentaram
positividade para IgM. Desses animais, 14 apresentaram positividade apenas para IgM
(50,0%), quatro para IgM/IgA (14,3%), quatro para IgM/C3 (14.3%), trés para IgM/IgG
(10,7%), dois para IgM/IgA/C3 (7,2%) e um para IgM/IgG/IgA (3,6%). Trés controles

(27,3%) foram graduados em tracos a 1+. As imunoglobulinas foram distribuidas
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predominantemente em mesangio em 20 animais (71,4%), sendo sete casos em alca
glomerular (25,0%) e um em polo vascular (3.6%) (Figura 4).

Positividade moderada a forte foram observadas em cinco cadelas com
carcinoma mamario nos depositos de IgG e IgA em mesangio e em alga glomerular. A
positividade de C3 foi observada em cinco cadelas em membrana tubular basal (MTB).
IgM demonstrou forte, moderada e fraca positividade em 64,3%, 28,6% e 7,1% dos

casos, respectivamente.

Figura 4. Imunofluorescéncia renal dos animais com carcinoma mamario. (A) Positividade forte granular
de IgM em polo vascular (seta). x400. (B) Moderada positividade granular de IgM em
mesangio associada com extensdo para algca capilar e forte positividade segmentar (seta).
x400. (C) Positividade forte granular de IgM em mesangio associada com extensao para alga
capilar. x400. (D) Evidéncia de IgA negativa. Observar apenas a presenga de cilindro
fortemente marcado (controle positivo - seta). x100. Jaboticabal, 2014.
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Microscopia eletrénica de transmisséo

Na microscopia eletrénica foram evidenciados depdsitos de material eletrodenso
em regido subendotelial em mesangio. Algumas vezes, os depdsitos eletrodensos
estenderam-se do mesangio para alga capilar, assim como previamente verificado na
imunofluorescéncia. Fusao focal de pedicelos também foi encontrada em grande parte

dos animais com carcinoma mamario (Figura 5).

Figura 5. Fotomicrografia da microscopia eletronica dos fragmentos renais das alteracdes mais
prevalentes encontradas nos animais com carcinoma mamario, aumento de 44000. (A)
Espaco subendotelial ndo organizado associado a depdsitos eletrodensos (setas brancas) (em
destaque ampliado - seta), aumento de 70000. (B) Presenga de depdsitos eletrodensos (setas
brancas) e fusédo de pedicelos (setas pretas), aumento de 120000. Jaboticabal, 2014.

Eletroforese das proteinas séricas e urinarias

Proteinas séricas

Proteina total e globulinas apresentaram suas concentragdes séricas
significativamente mais elevadas no grupo CM que os animais controle (P=0,008 e
P=0,011, respectivamente) (Tabela 4).
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A diferenciacao e fracionamento através da técnica de eletroforese permitiu-nos
observar aumentos significativos tanto na concentracdo da haptoglobina (139,1+91,4
mg/dL) quanto da transferrina (349,2+145,9 mg/dL) séricas no grupo CM (P=0,0013 e
P=0,0117, respectivamente). Outras proteinas mensuradas, tais como ceruloplasmina,
alfa 1 — antitripsina, albumina e alfa1l — glicoproteina acida nao se diferenciaram entre
os grupos. No que concerne as globulinas analisadas, a IgG sérica, imunoglobulina
encontrada em 13,8% das amostras de bidpsias renais pela técnica de
imunofluorescéncia no grupo CM manteve-se estavel em ambos os grupos, e embora a
concentragdo de IgA sérica do grupo CM tenha se mostrado reduzida quando
comparada ao GC, esta nao foi estatisticamente significativa (P=0,09) (Tabela 4).

Tabela 4. Valores da média e desvio padrao das proteinas séricas. Resultados obtidos nas avaliagdes
de 11 cadelas sadias (grupo controle) e em 32 cadelas com carcinoma mamario. Jaboticabal,

2014.
Proteinas (mg/dL)
Perfil seroproteico Valor de P
Controle Carcinoma mamario

Proteina total* 6043,0 + 1153,8 7218,2 £ 950,4 0,0084
Albumina 3311,94£376,4 3716,9+706,8 0,150
Globulinas* 2763,3 + 656,7 4265,6 + 1162,1 0,0117
Ceruloplasmina 29,0+ 11,4 39,6 + 28,6 0,0568
Transferrina* 230,0+51,5 349,2+145,9 0,0104
Alfa 1 - Antitripsina 165,1£53,5 162,1£53,7 0,4278
Haptoglobina* 43,9+37,4 139,1191,4 0,0013
Alfa 1 — Glicoproteina Acida 43,3152,6 50,1+34,1 0,5879
IgA 62,0+32,6 22,7£15,5 0,090
IgG 1254,24+1056,8 1523,4+810,6 0,4409

Variaveis seguidas de asterisco (*) apresentam diferencga significativa entre grupos analisados (P<0,05).

Proteinas urindrias
Com relacdo as proteinas urinarias, houve maior numero de fragdes proteicas
sendo excretada na urina das cadelas com carcinoma mamario em comparagao ao

grupo controle (P=0,0009). Pode-se observar que animais com CM apresentaram maior
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frequéncia de aparecimento tanto de proteinas de baixo (10 a 50 kDa) quanto de médio
(60 a 80 kDa) e alto pesos moleculares (> 81 kDa). Com relagdo ao numero de
proteinas excretadas na urina, aquelas com peso molecular entre 21 a 30, e 31 a 40
kDa foram as que apareceram em maior quantidade (171 proteinas), principalmente no
grupo carcinoma mamario (92,4 e 85,9%, respectivamente). As proteinas urinarias com
os intervalos de peso molecular variando de 71 a 80, 81 a 90 e 101 a 110 kDa diferiram

estatisticamente entre os grupos estudados, conforme Tabela 5.

Tabela 5. Aparecimento das proteinas urinarias conforme seu peso molecular (kDa) nas amostras de
urina. Resultados obtidos nas avaliagbes de 11 cadelas sadias (grupo controle) e em 32
cadelas com carcinoma mamario. Jaboticabal, 2014.

Peso Frequéncia
Molecular n Valor de P
Controle (%) Carcinoma mamario (%)
(kDa)
10a 20 21 9.52 90.48 0.258
21a30 79 7.59 92.41 0.267
31a40 92 14.13 85.87 0,200
41 a 50 52 19.23 80.77 0,577
51a60 64 20.31 79.69 0,218
61a70 43 20.93 79.07 0,427
71 a 80* 25 28.00 72.00 0,034
81 a 90" 26 23.08 76.92 0,010
91a 100 9 33.33 66.67 0,327
101 a 110* 20 10.00 90.00 0,003
111 a120 18 33.33 66.67 0,166
121 a130 3 - 66.67 0,571
131 a 140 0 - - -
141 a 150 5 16.67 100.00 -
151 a 160 6 - 83.33 0,142
161 a 170 6 - 100.00 -
171 a 180 2 50.00 50.00 -
>180 22 22.73 77.27 0,299

Dados adicionais: n, numero de proteinas observadas em cada intervalo conforme o peso molecular.
Valores seguidos de * diferiram significativamente entre si nos grupos estudados (P<0,05).
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V DISCUSSAO

Essa pesquisa teve como foco principal a avaliagcdo das alteragbes renais
relacionadas com o carcinoma mamario na espécie canina. Embora a associagao entre
as alteracdes glomerulares e as neoplasias hematopoiéticas (HAAS e VANBEEK, 2011)
e os carcinomas sélidos (BACCHETTA et al.,, 2009) ja esteja estabelecida e
reconhecida, e haja grandes avangos nestas areas, infimos sdo os dados encontrados
na literatura a respeito das alteracdes renais relacionadas aos carcinomas mamarios. O
presente estudo, utilizando-se de microscopia de luz e eletrdnica, imunofluorescéncia,
eletroforese das proteinas séricas e urinarias e exames de rotina laboratorial
pertinentes a avaliagdo da funcionalidade renal, demonstrou haver maior perda de
proteinas urinarias, deposigao de diferentes classes de imunoglobulinas (IgA, 1gG, IgM)
e complemento C3 (C3), bem como a presengca de depdsitos eletrodensos nos
glomérulos de cadelas portadoras de carcinoma mamario, evidenciando uma importante
associagao entre carcinoma mamario e alteracdes renais.

De acordo com a reviséao feita por BACCHETTA et al. (2009), o primeiro trabalho
relacionado a alta prevaléncia de doengas glomerulares em pessoas com cancer foi
realizado no ano de 1966. Recentemente, um unico experimento com indug¢do do
carcinoma em modelos experimentais utilizando ratos geneticamente imunossuprimidos
(nude rat F344/NJcl-run) foi realizado para averiguar a relagdo entre carcinoma e as
glomerulopatias, no qual proteinuria e declinio da taxa de filtracdo glomerular foram os
resultados mais prevalentes, e fatores como a diminuicdo da pressdo do fluxo
sanguineo renal e deposi¢cdo de imunoglobulinas também foram relatados (TAKEDA et
al., 2012). Embora nenhum caso de tumor de mama tenha sido avaliado, demais
autores sugeriram tanto a produgao de substancias provenientes das células tumorais
(JHAVERI et al.,, 2013) quanto a deposi¢gdo de imunecomplexos como possiveis

causadores de alteragbes renais em humanos portadores de diversos tipos de
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neoplasias, incluindo carcinomas de pulméo e prostata, neoplasias hematopoiéticas e
lipossarcomas (PASCAL et al., 1976; LEFAUCHER et al., 2006).

No trabalho em tela, ndo foi possivel caracterizar a existéncia de alteragdes de
fluxo sanguineo renal, visto que os animais estudados foram provenientes da casuistica
natural e com isso, ndo ter sido possivel realizar a comparagao dos parametros com os
resultados prévios ao aparecimento do cancer, contudo, foi observada maior
concentragao de globulinas séricas, especialmente das proteinas de fase aguda (PFA)
transferrina e haptoglobina no grupo CM. Foi indicado através do proteinograma sérico
que algumas proteinas, principalmente as de fase aguda, apresentaram-se me maior
concentragao no grupo carcinoma. Embora esse aumento tenha sido importante, essa
se refere a uma reagdo complexa e inespecifica do organismo animal e se desenvolve
rapidamente apos qualquer dano tecidual. A origem desta resposta pode ser atribuida a
causas infecciosas, imunoldgicas, neoplasicas, traumaticas, ou outras e o seu proposito
€ restaurar a homeostase e remover a causa do desequilibrio. Ademais, cabe salientar
que a resposta de fase aguda € muito rapida. Desenvolve-se antes da resposta imune
especifica e, em muitos casos, antes do inicio dos sinais clinicos. Por isso, as PFA
podem ser consideradas marcadores precoces de qualquer processo patolégico ou
doenca (CERON et al., 2005), e poderiam, no caso aqui estudo estarem relacionadas
as lesdes renais encontradas, porém sdo necessarios futuros estudos para melhor
investigagao.

Observou-se que apenas uma cadela apresentou caracteristicas de nefropatia
membranosa (NM) (3,1%) e que, apesar dos trabalhos sugerirem a prevaléncia de 1%
até 22% desse tipo de glomerulopatia em humanos com carcinoma (LEFAUCHER et
al., 2006; CAMBIER; RONCO, 2012), é importante frisar que os animais foram
selecionados ao acaso, diferentemente dos trabalhos ja descritos em que a bidpsia foi
utilizada para diferenciar histopatologicamente glomerulopatias pré-existente. Pode-se,
inclusive verificar a prevaléncia de outros tipos de lesdes que acarretaram proteinuria
leve ou subclinica assim como verificada em trabalhos em humanos com neoplasias
subclinicas (PASCAL et al., 1976) e ratos utilizados como modelos experimentais de

carcinoma (TAKEDA et al., 2012). Leafaucher et al., 2006 reportou dois principais riscos
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de ocorréncia de NM paraneoplasica e sua diferenciacdo da primaria, pessoas com
mais de 65 anos e histoérico de consumo de mais de 20 pacotes de cigarros por ano. Tal
dado apresenta-se dificil de comparagdo, pois além de n&o haver nenhum caso de
nefropatia membranosa primaria descrito em cées, o pareamento por idade realizado no
grupo controle minimiza a possibilidade da influéncia dos supracitados fatores em
cadelas com tumor de mama.

Espessamento da membrana basal glomerular, proliferagcdo celular, lesao
segmentar focal, sinéquia, glomeruloesclerose e FIAT foram importantes alteragbes
encontradas a microscopia de luz. Embora, ndo tenham sido verificadas alteragbes no
trabalho experimental com carcinoma em ratos imunossuprimidos (TAKEDA et al.,
2012), pode-se sugerir que essas diferengas possam ter decorrido do curto espago de
tempo utilizado para avaliacdo de modelos experimentais com carcinoma induzido
quando comparado com o modelo natural, e do fato dos ratos utilizados serem oriundos
de animais geneticamente imunossuprimidos, o que pode ter alterado sobremaneira a
resposta do sistema imunolégico frente a neoplasia.

Embora a razdo nao esteja completamente esclarecida, foi observado um maior
numero de células inflamatérias infiltradas no glomérulo em 30% das cadelas do grupo
CM. Uma possivel justificativa para tal ocorréncia poderia ser advinda da deposi¢ao de
complexos imunes contendo antigenos tumorais no mesangio e algas glomerulares,
induzindo a producdo moléculas quimiotaticas proinflamatérias (LEFAUCHER et al.,
2006). Salienta-se que nenhuma alteracao foi verificada ao nivel imunoldgico celular, ou
seja, a contagem de leucdcitos totais e suas subpopulagées manteve-se dentro dos
valores considerados normais para a espécie canina, e dessa forma, apenas a biopsia
renal pode identificar a migracdo de células inflamatérias aos rins das cadelas com
carcinoma mamario.

Todavia tenha-se observado degeneragdo hidropica tubular renal leve a
moderada em 15,6% dos pacientes com carcinoma mamario, isto pode estar
correlacionado a processos isquémicos ocorridos durante o procedimento cirurgico.
Diante do fato dos animais do grupo controle também terem sido submetidos aos

mesmos procedimentos anestésicos e cirurgicos (incluindo protocolo de fluidoterapia
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suporte), e em decorréncia da alta frequéncia de proteinas de baixa densidade
encontrados na urina do grupo CM, é mais provavel que as alteragbes tubulares
estejam relacionadas a presenca da neoplasia.

Foi observado espessamento fibroelastico de arteriola em um unico animal com
carcinoma mamario, e apesar desse achado ser fortemente relacionado com processos
hipertensivos em humanos (ALVES, 2006), a pressao arterial sistélica nesse paciente
foi de 145 mmHg, considerado dentro do intervalo de referéncia para a espécie em
questdo. Dessa forma sugere-se que possam existir outras causas que levem a essa
alteracédo em cées, e embora ndo se pode incriminar o carcinoma mamario como
responsavel por tal alteracao, visto esta ter sido observada em apenas um caso isolado,
futuras investigagdes sao requeridas.

Em contraste com o trabalho de TAKEDA et al., 2012 onde a imunofluorescéncia
glomerular positiva para imunoglobulinas foi observada apenas nos ratos proteinurico o
mesmo nao foi verificado no presente estudo. Apesar de verificada positividade para
algum tipo de imunoglobulina e/ou C3 em 96,6% das cadelas estudadas, esse achado
nao apresentou correlagdo com o fator proteindria, ou seja, foi observado
imunofluorescéncia positiva mesmo em animais considerados nao proteinurico (UPC <
0,2). Os fatores tempo de desenvolvimento e progressao da neoplasia (longo periodo
de estimulo e secrecdo de substancias pelos tumores) talvez possam ser utilizados
para explicar a diferenga encontrada entre cides naturalmente acometidos e ratos
experimentalmente induzidos por neoplasia mamaria (LEFAUCHER et al., 2006), e que
possivelmente, lenta deposicdo e rearranjo glomerulares possam ocorrer nos casos
naturais.

Resultados dos trabalhos realizados em humanos e experimentos em ratos
exibiram predominio a deposi¢do de IgG e concomitante elevacado das fragbes das
mesmas imunoglobulinas séricas (TAKEDA et al.,, 2012; PASCAL et al., 1976),
enquanto a principal imunoglobulina depositada nas cadelas do grupo CM foram as
IgM. Embora ndo se possa precisamente afirmar, € possivel que exista um predominio
de IgM na espécie canina, pois as demais imunoglobulinas, identificadas pela técnica

de eletroforese sérica, ndo diferiram entre os grupos estudados, levantando a suspeita
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de que o aumento de IgG circulantes ndo é algo comum no carcinoma mamario em
cadelas, pelo menos nas fases estudadas.

De maneira geral, a reagdo positiva moderada-forte para IgM nos glomérulos
sugerem que exista um mecanismo imunologico subjacente e o achado de
fluorescéncia positivo possa ser oriundo do fato desta ser uma glicoproteina de alto
peso molecular (880 a 941 kDa) e ter sido aprisionada no glomérulo (ALVES, 2006).
Importante ainda frisar que apesar de 27,3% (n=3) dos animais controle terem
apresentando positividade a imunoglobulinas, essa foi considerada fraca, e
aparentemente sem significancia clinica. Estudos futuros, a espelho das
glomerulopatias encontradas em idosos em humanos (VIEIRA NETO; MOYSES-NETO;
DANTAS, 2006) devem ainda vir a suplantar esses achados.

Na analise ultraestrutural pela microscopia eletronica de transmissao foram
observados depdsitos eletrodensos subendoteliais corroborando aos achados descritos
no modelo experimental de Takeda et al. (2012) e ao trabalho em humanos envolvendo
neoplasias subclinicas de Pascal et al. (1976). Porém, tais resultados diferem dos
encontrados nos carcinoma solidos em outros 6rgéos, onde foi observada a
predominancia de depdsitos subepiteliais. Diante desses fatos, o achado de depdsitos
eletrodenso subendoteliais, associado a maior frequéncia de globulinas concomitante
ao aparecimento de proteinas de alta densidade na urina poderia reafirmar a hipotese
que exista uma provavel deposicdo de complexos imunes (p.ex., imunecomplexos
classe IlI) (PASCAL et al.,, 1976). Ainda, considera-se que essa prerrogativa dos
depdsitos subendoteliais, provavelmente seja a principal explicagado da baixa ocorréncia
de proteinuria clinica (nefritica ou nefrotica) em pacientes com neoplasia mamaria
quando comparada com os carcinomas em outros 6rgaos.

Foi observado ainda nas analises das correlacbes que o fator tamanho e volume
tumoral estdo diretamente relacionados com as alteragbes renais. Dessa forma é
aconselhavel que os mesmos sejam resseccionado o mais precocemente possivel para
evitar que ocorram danos aos rins, e que novos estudos prospectivos devam ser

realizados para suplantar essa afirmativa.
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Embora n&o tenha sido o objetivo principal pode-se afiangar que a bidpsia renal é
um procedimento seguro, e apesar da hematuria macroscépica ter sido observada em
uma proporgdo superior a descrita na literatura veterinaria (20,4% e 1-4%,
respectivamente) (VADEN, 2004; VADEN, 2005), esse achado muito provavelmente
ocorreu devido a avaliagdo urinaria ter sido realizada logo apds a bidpsia renal em
comparacao com os outros trabalhos, nos quais fizeram a avaliagao apds 24 a 72 horas
do procedimento.

Ndo foram encontradas alteracbes de marcadores como creatinina, ureia,
densidade urinaria e EFn, entre os grupos estudados. Embora o grupo CM tenha
apresentado valores de UP/C superiores aos do GC, a média foi de 0,4, valor
considerada limitrofe e, ainda, sem significancia clinica em pacientes ndo azotémicos
segundo a International Renal Interest Society (IRIS 2009)". Dessa forma, diante da
suspeita de alteragbes glomerulares e tubulares em pacientes com proteinuria
subclinica a eletroforese das proteinas urinarias pode ser utilizada.

Este trabalho evidencia uma importante associagao e confirma a existéncia entre
a associacao do carcinoma mamario e alteragdes renais, particularmente depdsitos
eletrodensos subendoteliais, o que o diferencia dos depdsitos descritos nos demais
carcinomas encontrados em outros 6rgaos. Ademais, o carcinoma mamario em cadelas
€ um intrigante modelo da associacdo entre o cancer e as glomerulopatias, podendo

inclusive servir como modelo experimental para humanos.

'3 http://www.iris-kidney.com/pdf/IRIS%202006%20Staging%200f%20CKD.pdf
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VI CONCLUSAO

Existem importantes alteracdes renais relacionados ao carcinoma mamario em
cadelas, sendo que a prevaléncia dos achados estdo relacionados aos depositos

eletrodensos subendoteliais.
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APENDICES

Apéndice 1A. Médias e respectivos desvio padrdo dos parametros bioquimicos séricos Resultados
obtidos nas avaliacbes de 11 cadelas sadias (grupo controle) e em 32 cadelas com
carcinoma mamario. Jaboticabal, 2014.

o GRUPOS a
Variaveis - — Valores de referéncia**
Controle Carcinoma mamario

Alanina aminotransferase (U/L) 42,0 £ 321 66,0 £ 32,6 20-150
Fosfatase alcalina (U/L) 74,2 £+ 25,9 65,9 £ 47,7 20-150
Sadio (mEq/L) 151,9+2,6 149,1£4,9 146-156
Potassio (mEq/L) 4,0+£0,5 43+0,5 3,5-5,1

Calcio total (mg/dL) 10,5 £0,8 10,0¢1,7 8,6-11,2
Fosfato (mg/dL) 475+11 51+0,8 2,2-5,5
Creatinina (mg/dL) 0,98 + 0,26 0,91+0,21 0,5-1,5
Ureia (mg/dL) 26,1 £10,2 32,5+151 15-65

Proteina total* (g/L) 6,0+1,1 7,2+0,9 5,9-7,9
Albumina (g/L) 3,310,4 3,7+0,7 2,6-4,0

Variaveis seguidas de asterisco (*) apresentam diferenca significativa entre grupos analisados (P<0,05).
**Valores de Referéncia para a espécie canina do Laboratério de Patologia Clinica — Hospital Veterinario
UNESP — campus de Jaboticabal.
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Apéndice 2A. Descricdo dos pardmetros avaliados no grupo carcinoma mamario no que concerne a
ndmero de ndédulos mamarios,
histopatoldgica, e regido anatdmica e grau de malignidade da neoplasia mamaria de cada

cadela, individualmente. Jaboticabal, 2014.

volume total

das neoplasias,

classificacdo TNM e

Animais  Numerode  Volume total das  Tamanho Classificagéo Regido Grau de
nodulos neoplasias (cm3) (TNM) histopatolégica anatomica malignidade
1 2 90,37 T3 tubular e tubulopapilifero A (E), I(E) 1
2 3 3,97 T2 tubulopapilifero e complexo A(D), I(D) 1
3 2 3,12 T2 tubular C(E), I(D) 1
4 2 1,06 T1 tubular e complexo C(E), I(E) 1
5 1 0,04 T1 tubular T(E) 1
6 3 5,86 T1 complexo I(E), C(D), (ID) 1
7 1 0,04 T1 complexo A(E) 1
T(E), A(E)
8 4 57,07 T3 complexo A(D) 2
9 2 0,09 T1 tubulopapilifero A(E) 1
Ax(E), C(E),
10 10 6,82 T1 complexo I(E), C(D), 3
A(D), I(D)
11 3 0,58 T1 tubular A(E), I(E) 1
C(E), I(E),
12 6 5,57 T2 tubular C(D), A(D), 1
I(D)
13 4 282,84 T3 tubular C(I.EI.)(’ I()E)’ 1
14 6 4,43 T tubular e complexo A(EI)(’DA)(D)’ 1
C(E), C(D),
15 3 23,54 T2 complexo A(D) 1
16 2 573,52 T3 tubular C(E), I(D) 3
T(E), C(E),
17 6 58,85 T3 tubular e complexo A(E), I(E), 3
C(D), I(D)
18 1 0,18 T tubular e complexo (D), C(E) 1
19 1 5,57 T1 solido A(E) 1

17 Segundo os critérios estabelecidos por Cassali et al. (2011)

Continua na pagina seguinte...
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20

21

22

23

24

25

27

28

29

30

31

32

3

10

10

0,13

0,36

3,23

288,90

0,13

23,18

0,04

89,77

418,26

462,60

767,15

3,57

T

T1

T1

T3

T1

T2

T1

T3

T3

T3

T3

T

tubular
tubular
complexo
misto e solido
misto
tubular e sélido

tubular

tubular, complexo

complexo e tubular

misto e tubular

misto

tubular

A(D) 1
C(E), C(D) 2
C(E), A(E) 1
A(D) 1
A(D) 1
T(D) 1

C(E), I(E),

T(D), C(D), 1
A(D)

T(E), C(E),

A(E), I(E),

Ax(D), T(D), 1
C(D), A(D),

i(D)

AX(E), C(E),

AGE), IE), 1

C(D), A(D),

i(D)

AX(E), C(D), ;
A(D), I(D)

A(E) 1

Ax = axilar, T = toracica, C = central, A = abdominal, I = inguinal, (D) = direita, (E) = esquerda.
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Apéndice 3A. Ficha de consciéncia e de concordancia com as condigdes do protocolo experimental
utilizada. Jaboticabal, 2014.

Jaboticabal, de de 201 .

DECLARACAO DE AUTORIZACAO DE PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Eu, , RG Declaro

para os devidos fins que estou ciente do protocolo experimental do projeto de pesquisa intitulado
“CORRELACAO ENTRE ALTERACOES TUBULO-GLOMERULARES E O GRAU
HISTOPATOLOGICO DE NEOPLASIAS MAMARIAS EM CADELAS” sob responsabilidade
do Médico Veterinario Leandro Zuccolotto Crivellenti (Doutorando) e do Prof. Dr. Aureo
Evangelista Santana (Orientador) em desenvolvimento na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” campus de Jaboticabal —
SP (UNESP-Jaboticabal), cobre os custo dos exames laboratoriais realizados no laboratorio
clinico do Hospital Veterinario da UNESP conforme informado na tabela relacionada ao projeto
(ndo estdo inclusos os procedimentos relacionados com a cirurgia), e desejo que meu cao de

nome , raga , idade , seja

incluso no grupo experimental. Por estar ciente dos riscos inerentes a todo estudo experimental,
assumo a responsabilidade sobre minha decisdo e isento os pesquisadores ¢ a instituicdo (FCAV-
UNESP, Jaboticabal) sobre eventuais problemas que meu cdo possa apresentar durante ou apos o

periodo experimental.

Assinatura



