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ALTERACOES CITOGENETICAS EM CAES PORTADORES DE LINFOMA
DETECTADAS COM AUXILIO DO TESTE MICRONUCLEO, UM INDICADOR DE
GENOTOXICIDADE

RESUMO - Carcinégenos ambientais, como 0s pesticidas aos quais cées e
humanos estéo expostos, podem levar a danos cromossémicos predispondo a tumores,
tais como o linfoma. Neste contexto, o biomonitoramento como forma de prevencéo e o
diagnéstico precoce séo essenciais para 0 sucesso na abordagem do paciente. O teste
do micronucleo obtido por meio da coleta de células da mucosa oral, € um teste de baixo
custo capaz de detectar aberracbes cromossémicas. Este teste é de uso rotineiro na
medicina humana, se mostrando confiavel, seguro e de facil execu¢cdo. Com esse estudo,
objetivamos avaliar as possiveis alteracfes citogenéticas em cées portadores de linfoma,
comparativamente a outros sem neoplasias, utiizando o teste de microndcleo. Para tanto, foram
instrumentos da pesquisa caes atendidos pelo Setor de Oncologia do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel",no periodo de janeiro de 2020 a janeiro de 2021. Os animais
foram alocados em dois grupos: Grupo linfoma (GL; n = 14), composto por animais que
receberam o diagnéstico do tumor, e no Grupo controle (GC, n = 8), estes livres de
neoplasia detectavel e de outros problemas de saude. Todos os animais foram
submetidos a coleta de células da mucosa por meio de “cytobrush”. Foram observadas
as seguintes alteracGes celulares: micronucleo, células com botdo nuclear, caridlise,
cariorrexe, células binucleadas, picnose, cromatina frouxa e cromatina condensada. Para
comparacao das médias, foi utilizado o “One sample t test”, fixando-se os valores médios
de GC para comparacdo com GL. Os animais do GL apresentaram maior numero de
micronucleos, células com botdo nuclear e células binucleadas (p < 0,1), demosntrando
que o teste do micronucleo foi capaz de detectar alteragbescitogenéticas em caes e sua
aplicatibilidade na Medicina Veterinaria, o que possibilita novos estudos na area.

Palavras-chave: canino, cromossomos, sentinela, neoplasia, carcinogénese



CYTOGENETIC ALTERATIONS IN DOGS WITH LYMPHOMA DETECTED WITH THE
AID OF THE MICRONUCLEUS TEST, AN INDICATOR OF GENOTOXICITY

ABSTRACT - Environmental carcinogens such as pesticides to which dogs and
humans are exposed can lead to chromosomal damage predisposing to tumors such as
lymphoma. In this context, biomonitoring as a form of prevention and early diagnosis are
essential for a successful approach to the patient. The micronucleus test obtained by
collecting cells from the oral mucosa is a low-cost test capable of detecting chromosomal
aberrations. This test is routinely used in human medicine, proving to be reliable, safe and
easy to perform. With this study, we aimed to evaluate the possible cytogenetic alterations
in dogs with lymphoma and others without neoplasms, using the micronucleus test.
Therefore, the research instruments were dogs treated by the Oncology Sector of the
Veterinary Hospital "Governador Laudo Natel", from January 2020 to January 2021. The
animals were allocated into two groups: Lymphoma group (GL; n = 14), composed of
animals that received the diagnosis of the tumor, and in the control group (CG, n = 8),
these were free of detectable neoplasia and other health problems. All animals were
submitted to the collection of mucosal cells through “cytobrush”. The following cellular
changes were observed: micronucleus, cells with nuclear button, karyolysis, karyorrhexis,
binucleated cells, pyknosis, loose chromatin and condensed chromatin. To compare the
means, the “One sample t test” was used, fixing the mean values of GC for comparison
with GL. The GL animals had a greater number of micronuclei, ce squids with nuclear
button and binucleated cells (p < 0.1), demonstrating that the micronucleus test was able
to detect cytogenetic alterations in dogs and its applicability in Veterinary Medicine, which

allows new studies in the area.

Keywords: canine, chromosomes, sentinela, neoplasm, carcinogenesis
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CAPITULO 1 - Consideracbes gerais

INTRODUGCAO E REVISAO DE LITERATURA

A relacao entre caes e homens data de mais de 15.000 anos, sendo que, de inicio,
0Ss cdes eram selecionados para auxiliarem os humanos na caga e protegao,
estabelecendo entre eles uma relagcdo de codependéncia (Lindblad-toh et al., 2005). Nos
altimos séculos, nas sociedades industrializadas, essa relacdo mudou. Cées tornaram-
se, entre outras fungdes, animais de companhia para os humanos, dividindocom esses, 0
mesmo ambiente, 0 mesmo ar, agua e alimento (Schiffman et al., 2015),estando, desta
forma, expostos aos mesmos desafios ambientais.

No mundo, o linfoma é a neoplasia hematopoiética que mais afeta o céo, vindo a
representar 7 a 9% das neoplasias malignas e 83% dos casos no mundo, sendo o linfoma
multicéntrico o mais comum (Vail e Young, 2007; Zandvliet, 2016) e o subtipolinfoma
difuso de grandes células B o mais caracterizado, tanto em caes quanto em humanos
(Marconato et al., 2011).

No Brasil os dados s&o mais escassos. Neuwald et al. (2014), em Porto Alegre,
RS observaram que o linfoma multicéntrico em cées foi o mais comum, sendo a linhagem
B a mais caracterizada. Da mesma forma, Jark et al. (2020) avaliaram o imunofendétipo
do linfoma multicéntrico canino em 203 casos oriundos de cidades do interior do Estado
de Séo Paulo, sendo inclusive o maior estudo populacional realizado no Brasil até o
momento. Neste estudo foi observado que 71,4% dos linfomas eram de linhagem de
células B, 27,1% de células T e 1,5% das linhagens de células ndo B e ndo T, sendoo
linfoma difuso de grandes células B o mais comum, representando 59,1% dos casos,
ratificando resultados de estudos realizados em outras partes do mundo e sugerindo
fatores etiolégicos similares aos descritos por outros pesquisadores (Modiano et al., 2005;
Ponce et al., 2010).

Gavazza et al. (2001), observaram que caes que viviam proOximos a areas
industriais e em casas onde os tutores utilizavam produtos quimicos, apresentavam risco
maior de desenvolvimento precoce de linfoma,com sinais aparecendo 1,4 anos ante a
demais animais em outras regides. Posteriormente, Zanini et al. (2013), realizaram estudo
epidemioldgico para avaliar a incidénciade linfoma em caes que viviam em regifes com

intensa poluicdo na cidade de Sao Paulo, observando que, animais que viviam a 100
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metros de ruas movimentadas e viviam 25% do tempo em areas externas, apresentavam
risco significativo de desenvolvimento de linfoma (p < 0.05).

Na regidao de Jaboticabal, Estado de Sao Paulo, cidade na qual parte da pesquisa
de Jark et al. (2020) foi desenvolvida, diversos outros estudos com linfoma em cées vém
sendo realizados, evidenciando assim a importante incidéncia dessa neoplasiana regido
supracitada. Silva et al. (2010) e Anai et al. (2013) realizaram avaliac6es hematologicas
em animais submetidos a quimioterapia para tratamento do linfoma, enquanto Bottari et
al. (2015) avaliaram estresse oxidativo em cédes com linfoma multicéntrico. Matiz et al.
(2018) avaliaram marcadores progndésticos, como ki67, em casos de linfoma multicéntrico
em cédes e Canavari et al. (2021) utilizaram-se das concentracdes séricas do receptor
soluvel de interleucina-2 e antigeno do cancer como marcadores prognosticos em linfoma
multicéntrico e cutaneo, além de outros em fase de publicacao.

A alta incidéncia deste tipo neoplasico também inclui o linfoma cutaneo, que no
Brasil aparenta ter maior casuistica que em outros paises, (Duarte et al., 2016; Vargas-
Hernandez, 2017), porém, mais estudos que comprovem essa alta casuistica séo
necessarios. Jark et al. (2014) relataram o atendimento de 60 casos de linfoma cutaneo
em caes, atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” entre os anos de 2007 e 2013, concluindo que este foi o segundo tipode
linfoma mais frequente, possivelmente diferindo de dados mundiais, que relatam
incidéncia inferior a 1% (Fontaine et al., 2010; Vail et al., 2019). Em um levantamentode
casos realizado recente no mesmo Hospital Veterinario nos anos de 2014 a 2019 foram
atendidos 128 casos de linfoma cutdneo; uma média de 25,6 casos por ano, mostrando
um aumento expressivo do numero de casos,quando comparado ao levantamento feito
anteriormente (Jark et al., 2014).

Diversos estudos epidemiolégicos relacionaram a exposicdo a pesticidas ao
desenvolvimento de linfoma ndo Hodgkin (LNH) em humanos (Hoar et al., 1986; Zahme
Blair, 1992; Hardell et al., 2002; Burns et al., 2011). Fritschi et al. (2005) observaram na
Australia, que o tempo de uso de pesticidas triplicou o risco de desenvolvimento de LNH,

corroborando um estudo americano e outro italiano, nos quais se demonstrou
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que a exposicao por mais de 10 anos aumentava em trés e cinco vezes, respectivamente,
o0 risco de desenvolvimento da neoplasia (La Vecchia et al., 1989; De Roos et al., 2003).
Em uma analise combinada de trés estudos de coorte, mais de 300.000 agricultores e
trabalhadores agricolas de regifes da Franca foram avaliadospara determinacéo do risco
de desenvolvimento de linfoma. Dos 33 principios ativos listados, observou-se elevacao
do risco de linfoma difuso de células B em associagdocom a exposi¢cado ocupacional ao
glifosato (Brouwer et al.,2016).

Em cées, Reynolds et al. (1994) e Knapp et al. (2013) correlacionaram a exposi¢cao
desses animais a gramados tratados com defensivos agricolas, observando que cées
expostos absorviam, metabolizam e excretavam dose biolégica substancial de produtos
qguimicos herbicidas, na mesma proporcao ao nivel de exposicao relatado.

No Brasil, o sistema de producdo de monoculturas esta vinculado ao uso intenso
de pesticidas, o que favorece o surgimento de pragas e patdgenos resistentes. Desde
2019, 475 novas substancias foram aprovadas para uso, sob alegacdo governamental
de desburocratizacdo (ANVISA, 2019; Braga et al., 2020). Essecenario resulta em um
aumento progressivo das doses e tipos de compostos quimicosutilizados na lavoura, com
o objetivo de controlar o crescente estresse bidtico (Nuneset al., 2021). AQUI VOCE
DEVE DIZER QUAIS SAO ESSES PRINCIPIOS

Vale acrescentar que o Hospital Veterinario da Unesp em Jaboticabal, SP, local
onde se originou amaior parte desses estudos, situada na regido norte do Estado de S&o
Paulo é um polo com aptiddo agricola. Jaboticabal, € a cidade responséavel por cerca de
um quarto da producdo nacional de amendoim, no periodo da entressafra dacana de
acucar (Minke, 2018). Este fato instiga a investigacdo de uma possivel relacdo entre a
exposicao direta ou indireta a pesticidas e a elevada casuistica de linfoma em cées nesta
regiao.

Os diversos agentes carcinogénicos aos quais animais e humanos estao expostos
sdo capazes de induzir instabilidade cromoss6mica, como aberragdescromossémicas
ndo casuais, dele¢des, duplicacdes, inversdes e até a perda de cromossomos inteiros
levando ao aparecimento de processos celulares malignos (Yunis, 1983; Pacheco e
Hackel, 2002; Speit e Schimid, 2006).



O biomonitoramento e diagndstico precoce sdo essenciais para estudos sobre
prevencdo e tratamento, sendo primordial que, para isso, se tenham biomarcadores
confiaveis de danos gendmicos e minimamente invasivos. Entre 0s ensaios biolégicospara
0 monitoramento de individuos sob risco carcinogénico, destaca-se o0 teste do
micronucleo (MN) (Holland et al., 2008). Micronucleos referem-se a nucleos celulares
pequenos, que se formam a partir de um ou mais cromossomos ou fragmentos
cromossémicos e ndo sao incorporados ao nucleo das células filhas apdés a divisdo
celular. Esses fragmentos sao corpusculos de DNA sem conexdo com o nucleo principal
(Agostini, 1993). A formacao de micronucleos indica efeitos genotoxicos e instabilidade
cromossOmica, seja herdada ou induzida (Ye et al., 2019).

Em comparacdo com outros ensaios citogenéticos, sdo varias as vantagens de
guantificar micronucleos, incluindo velocidade e facilidade na analise. Assim, muitos tipos
de células séo passiveis de analise de microndcleos, e a maioria pode ser empregada
em estudos com seres humanos e também seu uso extrapolado a outrasespécies (Tucker
et al., 1996; Luzhna et al., 2013).

A cultura de células e a citologia esfoliativa podem ser utilizadas para se pesquisar
0s micronucleos. Essa ultima é uma técnica barata e simples quando comparada a cultura
de células, o que permite o estudo em ambito populacional (Carrard et al., 2008). O
epitélio bucal estd em constante contato com agentes ambientais, portanto € um sitio alvo
importante para substancias toxicas que humanos e animais entram em contato (Majer et
al., 2001). O epitélio bucal € constituido de epitélio escamoso estratificado e a camada
queratinizada protege a mucosa oral de agressfes mecanicas (Junqueira e Carneiro,
2013).

A frequéncia de micronucleos para avaliacédo de lesfes pré neoplasicas vem sendo
estudada, sendo observado em pacientes com lesdes na mucosa oral maior frequéncia
de microndcleos do que em pacientes com a mucosa integra (Holland et al., 2008).
Pacheco e Hackel (2002) observaram uma frequéncia duas vezes maior demicronucleos
em trabalhadores agricolas expostos a pesticidas em Passo Fundo/RS, regido
caracterizada pela producao de grédos e uso de grandes quantidades de pesticidas. De
maneira semelhante, Silveira et al. (2013) observaram maior presencade micronucleos
tanto pela citologia esfoliativa quanto pela cultura de células em trabalhadores da lavoura
da cana de acgucar na regido de Barretos/SP, relacionando maior frequéncia em
decorréncia da exposi¢do a hidrocarbontos ciclicos, subprodutos da queima da cana.
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Com o auxilio do teste micronucleo € possivel também avaliar diversas alteracfes
nucleares, tais como, cromatina frouxa, cromatina condensada, cariorrexe, caridlise,
picnose, células com botéo nuclear (“broken egg”) e binucleagdo (Thomas et al., 2009)

As células com cromatina condensada apresentam padrao nuclear estriado. Essas
células podem aparecer em estagios iniciais de apoptose (Frankfurt e Krishan, 2001). As
células com cromatina frouxa apresentam-se com o nucleo mais claro (Junqueira e
Carneiro, 2013) As células cariorréticas, apresentam maior agregacao de cromatina
nuclear em relacdo as células de cromatina condensada (Thomas et al., 2009). Ja as
células carioliticas séo células nas quais o nucleo nao possui DNA. Essas células estdo
passando por um estégio tardio de apoptose (Wyllie, 1981)

As células picnéticas sdo caracterizadas por um pequeno nucleo, com alta
densidade de material nuclear, uniformemente corado (Tolbert et al., 1991). O mecanismo
que leva a sua formacao € desconhecido, mas acredita-se que essas células possam
estar passando por uma forma Unica de morte celular (Thomas et al., 2009)

As células com botdes nucleares (“Broken egg”) contém nucleos com uma
aparente constricdo em uma extremidade. O botdo nuclear tem a mesma morfologia e
propriedade de coloracdo como o ndcleo, no entanto, seu diametro pode variar de meio
a um quarto do nucleo principal. O mecanismo para sua formacao pode estar relacionado
a eliminacédo de amplificacdo ou reparacdo de DNA (Nersesyan, 2005, Thomas et al.,
2009)

As células binucleadas contém dois nucleos principais. Os nucleos séo préximos,
geralmente apresentam a mesma morfologia que a observada em células normais. O
significado dessas células é desconhecido, mas sao indicativo de falha na citocinese apoés
a ultima divisdo na camada de células basais (Shi, 2005; Thomas et al., 2009).

Apesar de amplamente utilizado na Medicina Humana, o teste micronucleo a partir
de células esfoliadas da mucosa oral ndo é utlizado rotineiramente na Medicina
Veterinaria. Adicionalmente, o cdo, sendo considerado sentinela ambiental, por sua
proximidade com humanos, e da mesma forma com maior risco de exposicdo a
carcinogenos ambientais, pode contribuir como modelo de estudo de tumores,
principalmente daqueles que tenham em sua etiologia possiveis contaminantes
ambientais.

Diante do exposto, o0 objetivo desta pesquisa foi avaliar, com auxilio do teste do
micronucleo, alteracdes citogenéticas em cdes com diagnostico de linfoma multicéntrico
e cutaneo e em cées livres dessa e de outras neoplasia. Ademais, por se tratarEM de

animais provenientes da mesma regidao do Estado, busca-se saber se esses cdes com
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diagndstico positivo e negativo de linfoma expressam diferentes alteracdes citogenéticas.

Por fim,avaliar a confiabilidade da utilizacdo deste ensaio em cées.
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CAPITULO 2 - Teste do micronticleo como ferramenta para avaliaras alteracdes
citogenéticas em cdes com linfoma *

[Micronucleus test as a tool to assess cytogenetic changes in dogs with lymphoma]

P.R.Lima', N.R.N.Cruz' I.P.Rabelo’ L.G.Méaximo* H. C. S. Silveira® L.Veiga?®; J. Pazzini’,
A.B.De Nardi*,M.Tinucci-Costa®

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias — UNESP, Jaboticabal-SP
2Fundacéo Pio X1, Hospital do Cancer de Barretos-SP

RESUMO

Pesticidas sdo carcindgenos ambientais aos quais cdes e humanos estdo expostos e este contato pode
levar a danos cromossdmicos predispondo ao aparecimento de tumores. Neste contexto, o
biomonitoramento como forma de prevencao e diagnostico precoce sdo essenciais para 0 sucesso na
abordagem do paciente oncoldgico. O teste do micronucleo, obtido atraves da coleta de células da
mucosa oral, € um teste de baixo custo capaz de detectar aberracbes cromossémicas. Este teste é de
uso rotineiro na medicina humana, se mostrando confiavel, seguro e de facil execucdo. Com esse
estudo, objetivamos avaliar as possiveis alteracGes citogenéticas em cdes portadores de linfoma e de em
outros cdes sem neoplasias, mas viventes namesmaregiao, utilizandoo teste de microndcleo. Para tanto, foram
instrumentos da pesquisa cdes atendidos pelo Setor de Oncologia do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel",no periodo de janeiro de 2020 a janeiro de 2021. Os animais foram
alocados em dois grupos: Grupo linfoma (GL; n = 14), composto por animais que receberam o
diagnostico do tumor, e no Grupo controle (GC, n = 8), estes livres de neoplasia detectavel e de outros
problemas de satde. Todos oa animais foram submetidos a coleta de células da mucosa por meio de
“cytobrush”. As células foram transferidas para laminas de microscopia, secadas e coloradas, lidasem
microscopia de luz. Foram observadas as seguintes alteracfes celulares: microntcleo, células com
botdo nuclear, caridlise, cariorrexe, células binucleadas, picnose, cromatina frouxa e cromatina
condensada. Para comparacao das médias, foi utilizado o0 “One sample t test”, fixando-se os valores
médios de GC para comparacdo com GL. Os animais do GL apresentaram maior nimero de
micronucleos, células com botdo nuclear e células binucleadas (p < 0,1), demosntrando que o teste
do micronucleo foi capaz de detectar alteracdescitogenéticas em cdes e sua aplicatibilidade na
Medicina Veterinaria, o que possibilita novos estudos na area.

Palavras-chave: canino, cromossomos, sentinela, neoplasia, carcinogénese
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ABSTRACT

Environmental carcinogens such as pesticides to which dogs and humans are exposed can lead to
chromosomal damage predisposing to tumors such as lymphoma. In this context, biomonitoring as
a form of prevention and early diagnosis are essential for a successful approach to the patient. The
micronucleus test obtained by collecting cells from the oral mucosa is a low-cost test capable of
detecting chromosomal aberrations. This test is routinely used in human medicine, proving to be
reliable, safe and easy to perform. With this study, we aimed to evaluate the possible cytogenetic
alterations in dogs with lymphoma and others without neoplasms, using the micronucleus test.
Therefore, the research instruments were dogs treated by the Oncology Sector of the Veterinary
Hospital "Governador Laudo Natel”, from January 2020 to January 2021. The animals were
allocated into two groups: Lymphoma group (GL; n = 14), composed of animals that received the
diagnosis of the tumor, and in the control group (CG, n = 8), these were free of detectable neoplasia
and other health problems. All animals were submitted to the collection of mucosal cells through
“cytobrush”. Cells were transferred to microscopy slides, dried and stained, read under light
microscopy. The following cellular changes were observed: micronucleus, cells with nuclear button,
karyolysis, karyorrhexis, binucleated cells, pyknosis, loose chromatin and condensed chromatin. To
compare the means, the “One sample t test” was used, fixing the mean values of GC for comparison
with GL. The GL animals had a greater number of micronuclei, ce squids with nuclear button and
binucleated cells (p < 0.1), demonstrating that the micronucleus test was able to detect cytogenetic
alterations in dogs and its applicability in Veterinary Medicine, which allows new studies in the
area.

Keywords: canine, chromosomes, sentinel, neoplasm, carcinogenesis
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INTRODUCAO

O linfoma ndo Hodgkin (LNH) tem sido uma das principais neoplasias descritas na
literatura recente associada a exposic¢ao ocupacional e ndo-ocupacional prolongada a defensivos
agricolas em diversos paises. Constantini et al. (2001) realizaram um estudo multicéntrico,
epidemioldgico, com casos de LNH na Italia, observando maior risco da doengcaem algumas
ocupacdes, principalmente trabalhadores rurais e da industria, mais comumente expostos
diretamente a pesticidas e solventes. Da mesma forma, Fleming et al. (2003) e Hardell et al.
(2002) avaliaram a exposicao de trabalhadores rurais a pesticidas como um fatorde risco ao LNH,
nos Estados Unidos e Suécia, observando maior predisposicdo a neoplasia nesse grupo
ocupacional.

Paralelamente, em cdes, foi observado que, quando expostos a defensivos agricolas com
potencial carcinogénico, os animais absorviam, metabolizavam e excretavam metabdlitos diasapos
a exposicdo, podendo também indicar risco de exposi¢do humana (Reynolds et al., 1994;Knapp et
al., 2013). Com vistas a isso, em 2019, Pinello et al correlacionaram casos de linfomacanino (LCn)
e humano em diferentes areas geogréaficas de Portugal, observando distruibuicdosemelhante entre
ambos, considerando que cdes poderiam figurar como sentinelas importantes para neoplasias
decorrentes de contaminantes ambientais. Estes achados corroboram com o postulado de que o cédo
é considerado um bom modelo experimental para o estudo do LNH em humanos, em decorréncia
de semelhancas clinicas, histopatologicas, fatores predisponentes e resposta ao tratamento similares
em ambas espécies (Takashima-Uebelhoer, 2012).

Jaboticabal, cidade situada no estado de S&o Paulo, de extensiva aptidao agricola, onde é
produzida cerca de um quarto da producdo nacional de amendoim, no periodo da entressafra da
cana de agucar (Minke, 2018), ha frequente diagndstico de lifoma em cdes. Esse fato instiga a
investigacdo de uma possivel relacdo entre a exposicdo direta ou indireta a pesticidas e a elevada
casuistica de linfoma em cées nessa regido. Jark et al. (2014), apresentaM o diagndstico em um
intervalo de seis anos de 60 casos de Linfoma Cutaneo (LCt). Em um levantamento subsequente
feito no mesmo Hospital Veterinario da Unesp, Campus de Jaboticabal entre os anos de 2014 a
2019 foram atendidos 128 casos de Linfoma Cutaneo, o que representa uma media anual de 25,6
casos. Somado-se a outra pesquisa do mesmo pesquisador (Jark et al., 2020) que avaliou o
imunofenotipo do linfoma multicéntrico canino em 203 casos provenientes de Jaboticabal e de
outras cidades,tem-se registrado um expressivo numero de cdes que recebem o diagndstico de
Linfoma.

Os carcinogénicos ambientais, aos quais 0s humanos e animais estao expostos, levam
aalteragcdes cromossdmicas estruturais e numéricas (Speit e Schimid, 2006) e um bom teste parase
avaliar os biomarcadores de danos gendmicos, confiavel e minimamente invasivo é o teste do
micronucleo (MN) (Holland et al., 2008). O teste do micronutcleo (MN) €é proposto como um
método de avaliacdo de danos cromossémicos em células expostas a agentes genotoxicos, sendo
considerado padrdo ouro, juntamente com a andlise de aberracbes cromossémicas. Esseteste,
amplamente utilizado na medicina humana, auxilia no monitoramento para carcindégenos
ambientais, sendo possivel extrapolagdo para uso na medicina veterinaria. Em células da mucosa
oral, uma taxa elevada de microndcleos € indicativa de altas taxas de mutagdo(Rodrigues et al.,
2013).

Neste contexto, o teste de micronucleo foi empregado com o objetivo de avaliar avaliar
asalteracOes citogenéticas em cdes com diagnostico positivo e negativo de linfoma,provenientes da
mesma regido geogréafica e, portanto, expostos aestressores ambientais similares. Dessa forma,
busca-se conhecer se cdes com diagnostico de linfoma apresentam maior nimero de alteragdes
citogenéticas, que animais sem a neoplasia eavaliar confiabilidade da utilizacdo deste ensaio em
caes.
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias — Unesp/ Jaboticabal (protocolo
nimero 012760/19). Foram selecionados cées, sem predilecdo de raga, sexo ou idade,
diagnosticados com Linfoma Multicéntrico (LM) e Linfoma Cuténeo (LC), entre Janeiro de 2020
e Janeiro de 2021, atendidos no Servico de Oncologia do HospitalVeterinario “Governador Laudo
Natel” — FCAV/UNESP Jaboticabal. O diagndstico foi firmado por meio de exame clinico,
citologico e histopatologico. O estadiamento tumoral foi realizado pela analise de dados obtidos
por meio da anamnese, exame fisico, hematoldgico, bioquimica sérica e avaliacdo
ultrassonografica.

Para o grupo controle, foram selecionados animais que ndo apresentavam neoplasia,
também provenientes de Jaboticabal e regido, sem histérico prévio de neoplasia e de
doenca periodontal, sem predilecdo por raca ou idade, que foram ao Hospital Veterinario
FCAV/UNESP Jaboticabal para realizacdo de avaliacdo geral de rotina. Os tutores foram
devidamente instruidos sobre o teste e a sua finalidade e consentiram com a coleta

Dessa forma, foram organizados dois grupos:

. GC (n = 8): grupo controle, composto por cées que ndo apresentavam linfoma

. GL (n = 14): grupo linfoma, composto por cdes acometidos por linfoma cutaneoou
multicéntrico.

As amostras foram coletadas da mucosa bucal de cdes com auxilio de um cytobrush (BD
Bioscienses®). Apds a coleta, o0 material foi agitado em solucdo SurePath, confome descrito por
Silveiraet al. (2013). A seguir, foi centrifugado a 1.500 rpm durante 10 minutose o sobrenadante
desprezado, obtendo-se dessa forma um precipitado com alta concentracdo de células. Essas
células foram ressuspendidas em liquido preservativo SurePath (BD Bioscienses®) e
posteriormente transferidos para laminas. Apds secagem durante 1 hora, as laminas foram coradas
por Fuelgen/Fast green, secas e montadas, em triplicata, com laminulas, utilizando balsamo do
Canada. Com auxilio de microscopia Otica, foi realizada a contagem e categorizacdo de 100
células por campo. As alteracdes encontradas foram classificadas em: Micronucleo, células com
botdo nuclear (Broken-eggs), caridlise, cariorrexe, células binucleadas, picnose, cromatina frouxa
e cromatina condensada.

O processamento dos dados foi realizado com o auxilio do programa estatistico Graphpad
Prism 7.00. Calcularam-se as médias das amostras em triplicata para reducdo do erro amostral.
Todos os dados apresentaram distribuicdo normal apo6s logaritimizacdo. Para comparacao entre
0s grupos, foi utilizado o One sample t test, admitindo-se um intervalo de confianga de 90% (p <
0,1). Por ainda ndo existir um banco de dados sélido acerca das aleragdes citogenéticas da mucosa
bucal de cées, os valores médios das oito alteracfes descritas do grupo controle foram fixados
como padrdo e utilizados como “valor de teste” paracomparagdo com o grupo linfoma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliacOes das células obtidas da mucosa oral de cdes e submetidas ao teste de
microndcleo exibiram a presenca das seguintes alteracGes cromossdmicas: micronucleo,células
binucleadas, células com botdo nuclear (Broken-eggs), células picnoticas, cromatina frouxa e
condensada, cariolise e cariorrexe (Fig. 1). Tais alteracfes se mostraram mais evidentes no grupo
de cdes com linfoma (Tab. 1), e em particular a formacéo de microndcleos(p = 0,0278), células
com bot&o nuclear (p = 0,0445) e binucleagdes (p = 0,0593). O aparecimento dessas alteragdes
nucleares pode estar relacionado com a perda da capacidade de reparo do DNA (Zandvliet, 2016).
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Figura 1. Representacdo gréafica das contagens de células com alteragdes nucleares em cées
saudaveis (GC; n=8) e cdes com linfoma (GL; n=14), obtidas por meio do teste de micronucleo,
considerando-se a média para 0 GC e mediana para o GL. Servico de Oncologia do Hospital

Veterinario da FCAV/Unesp, cdmpus de Jaboticabal. Janeiro de 2020 a Janeiro de 2021.

*Aponta diferenca entre os grupos pelo One sample t test (p < 0,1).

»

R

Figura 2. Imagens de diferentes alteracfes nucleares (setas vermelhas) registradas a partir de
amostras da mucosal oral de cées diagnosticado com linfoma e coradas por fuelgen, e
posteriormente analisadas por microscopia ética no aumento de 1000x: (A) Binucleacéo, (B)

micronucleo, (C) cariorrexe, (D) picnose.
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Tabela 1. Média + desvio padrdo de alteracbes nucleares obtidas por meio do teste de
microndcleo, em cées saudaveis (grupo controle) e cdes com linfoma (grupo linfoma) atendidos
pelo Servigo de Oncologia do “Hospital Veterinario da FCAV/Unesp, campus de Jaboticabal,”
entre janeiro de 2020 e janeiro de 2021.

Alteragdes nucleares Grupo controle Grupo Linfoma Valnr da n
(por 100 células) (n=28) (n=14)

Cromatina frouxa 47,60 £ 18,50 47,37 £19,75 0,9067
Cromatina condensada 34,52 £ 18,63 31,40 £ 22,80 0,5654
Cariorrexe 11,31 +6,20 13,30+ 7,71 0,2848
Picnose 3,60+1,34 4,43 + 3,42 0,6474
Cariolise 2,56 + 4,46 2,80+2,13 0,7275
Micronucleo 0,40 £ 0,68 0,42 £ 0,63 * 0,0278
Broken-Egg 0 0,11+0,18 * 0,0445
Binucleagéo 0 0,18 +0,32 * 0,0593

Asterisco (*) aponta diferenca entre grupos pelo One sample t test (p <0,1).

O grupo linfomafoi composto por 50% (7/14) de cées sem definicdo racial (SRD), 29%
(4/14) por racas de médio porte (cocker spaniel, pit bull, boxer), 14% (2/14) por racas de pequeno
porte (lhasa apso), e 7% (1/14) por racas de grande porte (labrador). Ja o grupo controle foi
constituido por 75% (6/8) e 25% (2/8) de animais SRD e racas de pequeno porte (poodle, lhasa
apso), respectivamente. Os cdes SRD apresentaram peso médio de 15.8 £ 5.2 (GL) e 8.1 + 4.4
(GC).,.EmboraThamm e colaboradores (2013) identificaram que cées da raca Golden Retrievers com
linfoma apresentavam uma menor capacidade de reparo genético em comparagdo com cédes sem
raca definida (SRD) ou golden retrievers com diagndstico negativo para linfoma. No presente
ensaio, nenhum céo da raca Golden Retriever integrou os grupos, mas € interessante salientarque
muitos pesquisadores assinalam a ocorréncia de linfoma mais comumente em ragas de cdes de
médio e grande porte (Teske et al. 1994; Edwards et al. 2003; Villamil et al. 2009), corroborando
os resultados do presente estudo.

Os grupos de cdes da presente pesquisa foram compostos por 36% (5/14, GL) e 63% (5/8,
GC) de fémeas (castradas e ndo castradas). Com relacéo a idade, os animais do GL tinham 10.1
+2.1,e0sdo GC,entre 4.9 £ 2.2 anos.

O LCn afeta predominantemente animais de meia-idade e idosos, sem predisposi¢do por
género (Modiano et al., 2005; Ponce et al., 2010). Entretanto, foi sugerido que cadelas das ragas
Golden Retriever (Riva et al., 2013) e Vizsla (Zink et al., 2014) com menos de um ano tem um
risco aumentado de desenvolver a doenca.

Apesar de algumas similaridades no que se concerne a epidemiologia do linfoma, essa
amostragem reduzida (n = 22) limita possiveis conclus@es sobre fatores de risco relacionadosa
sexo, idade e raca na ocorréncia desta enfermidade.

No que tange a etiologia do LCn, ja foi demonstrado o papel crucial de estressores
ambientais no aumento do risco de desenvolvimento da doenca (Gavazza et al. 2001; Takashima-
Uebelhoer et al. 2012; Marconato et al. 2009; Pastor et al. 2009). Em humanos, acredita-se que
toxinas ambientais atuem em genotipos da enzima glutationa-S-transferase (GST) e GST teta 1
(GSTT1). Como essas enzimas desempenham papel fundamental na desintoxicagcdo organica,
Ginn e colaboradores (2014) cogitaram que mutacfes da GSTT1 estariam relacionadas ao
desenvolvimento de LCn. De fato, das 27 variantes de GSTT1
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identificadas no cdo, um genotipo foi encontrado em 18% de todos os casos de LCn (Ginn etal.
2014).

Diante do exposto, pode-se dizer que o teste do micronucleo foi eficaz em detectar
alteracOes citogenéticas em animais com linfoma, podendo-se suscitar a hipdtese de que o
desenvolvimento de linfoma pode ter relacdo com a exposicdo desses animais a estressores
ambientais. Essa confirmagdo demandaria um ensaio mais abrangnte, incluindo a identificacdo
de polimorfismo da variante GSTT1 nessa populacéo de cées.

Ainda sobre possiveis agentes ambientais, sabe-se que o estado de Sdo Paulo é o maior
produtor nacional de cana-de-aclcar e amendoim (CONAB, 2021). Em grandes areas de
monoculturas, os pesticidas sao pulverizados por avides sobre as lavouras, afetando ndo somente
as “pragas”, mas também o solo, ar, chuva e alimentos (Pignati et al., 2017). Hu et al. (2017),
realizaram um compilado de dez estudos em que se avaliaram os danos dos organofosforados a
salide humana, observando associacao estatisticamente significativa entreDiazinon e Linfoma nédo
Hodgkin. Engquanto Zhang et al. (2019) mostraram associagdo entreglifosato e linfoma néo
Hodgkin em humanos.

Em estudo epidemiologico (Jark et al., 2014), foi apontado que a incidéncia anual de LCt
na regido de Jaboticabal foi 0,35%, ou seja, 17 e 4 vezes superior as incidéncias reportadasna
Flérida (0,02%) e Reino Unido (0,08%), respectivamente (Edwards et al., 2003; Santoro etal.,
2007). Os animais que participaram do presente estudo foram provenientes das seguintes
microrregiGes: Araraquara, Barretos, Catanduva e Ribeirdo Preto, além daqueles do préprio
municipio, cidades que distam menos de 100km de Jaboticabal. Com isso, podemos sugerir uma
relacdo entre o uso de pesticidas na regido e o surgimento de aberracGes e instabilidade
cromossémica. Essahipétese aponta para necessidade de mais pesquisas sobre a relagdo entre o
uso de defensivosagricolas e a ocorréncia de LCt no estado de S&o Paulo.

Um estudo recente utilizou o teste do micronicleo em mucosa oral para avaliar estresse
ambiental em cées e gatos de abrigo (Santovito et al., 2022). Foi verificado que esses animais
apresentaram maior formacdo de alteracGes genéticas, quando comparados com aqueles
domiciliados, sugerindo uma possivel correlagdo entre condi¢des de estresse fisioldgico e niveis
aumentados de dano genémico. A auséncia de diferenca para algumas alteracdes citogenéticas
(cromatina frouxa e condensada, cariorrexe, picnose, cariélise) talvez seja um indicativo que
animais livres de linfoma ja apresentam alteracdes, por estarem expostos a0os mesmos estressores
ambientais que os animais do GL, o que demandaria um estudo com um maior nimero de animais
e principalmente um monitoramento por tempo prolongado.

Também, aponta-se para importancia de se utilizar a técnica do microntcleo em mucosaoral
em animais com diagnostico negativo de linfoma e oriundos de regides brasileiras com baixa
exposicao a agrotoxicos. Assim, partindo de uma projecéo otimista, seria possivel criarvalores de
referéncia mais fidedignos para alteracfes citogenéticas em animais livres dessa neoplasia. Por
fim, avaliar se o teste de micronucleo realizado precocemente em animais oriundos de regides
sujeitas a estressores ambientais poderia ter um valor preditivo no futurodiagndstico de linfoma
em cdes.

CONCLUSOES

Os resultados desse estudo evidenciam mutacGes citogenéticas significativas tais como
microndcleo, células com botdo nuclear e binucleacdo em cées com linfoma. Esses achados
sugerem possiveis relagdes entre carcin0genos ambientais e a ocorréncia de aberracdes
cromossdmicas na mucosa oral de cdes portadores de linfoma. Dessa forma, o teste de
micronucleo se mostrou confiavel para se detectar alteracbes cromossémicas em caes.
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