1 CO2014

CONGRESSO HNICIACAO
DA NIVERSIDADEFEDERALD PElOTAS

AVALIACAO DA ATIVIDADE DA PONL1, DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
TOTAL E DAS ENZIMAS HEPATICAS EM CAES COM TUMORES MAMARIOS

CLAUDIA BEATRIZ DE MELLO MENDES®; CAMILLA FEDERIZZI VEDANA?;
ANDREIA NOBRE ANCIUTI®; MARIANA TEIXEIRA TILLMANN* ANELIZE DE
OLIVEIRA CAMPELLO FELIX>; MARCIA DE OLIVEIRA NOBRE®

Unlver3|dade Federal de Pelotas — claudiabeatrizmm@gmail.com
Unlver3|dade Federal de Pelotas — camilla.vedana@hotmail.com
*Universidade Federal de Pelotas — andreianciuti@hotmail.com
“Universidade Federal de Pelotas — mariana.teixeira.tilmann@gmail.com
®Universidade Federal de Pelotas — anelizecampellofelix@gmail.com
®Universidade Federal de Pelotas — (CNPq: 305072/2012-9)marciaonobre @gmail.com

1. INTRODUCAO

Entre todas as neoplasias, as mamarias sdo as mais frequentes em mulheres
INCA (2012), e em fémeas caninas (FIGHERA et al. 2008; CASSALI et al.2009).
Estudos realizados em cadelas podem ser extrapolados para as mulheres, devido a
similaridade nas formas de apresentacdo destes tumores entre as duas espécies
(PINHO et al., 2012). O estabelecimento de metastases, assim como 0 surgimento
de tumores mamarios esta relacionado com uma serie de fatores, dentre eles a
liberacdo de radicais livres (PANIS et al., 2011). que séo produtos intermediarios do
metabolismo celular oxidativo, atuando como sinalizadores moleculares vasculares
(HALLIWELL, 2006).

A enzima paraoxanase (PON1) é produzida pelo figado, e é capaz de remover
os produtos da peroxidacédo lipidica FANG (2013), possuindo um papel importante
no estresse oxidativo ligado ao surgimento do cancer. Em humanos, ja foi relatado
gue a atividade PON1 € menor nos pacientes com varios tipos de cancer do que nos
pacientes controles (BOBIN-DOUBIGEON, 2012). Os niveis da CAT esta
diretamente ligada ao fenbmeno do surgimento de tumores, sofrendo grande
influéncia da presenca de radicais livres (VERA-RAMIREZ, et al, 2011).

A enzima alanina amino transferase (ALT) € uma enzima de extravasamento
que fica livre no citoplasma, sua maior concentracdo € nos hepatocitos de cées e
gatos, ela néo esta relacionada com a gravidade da lesdo e sim com a quantidade
de células envolvidas. A enzima aspartato amino transferase (AST) sua maior
concentracdo € nas membranas das mitocondrias, sendo mais abundante nos
hepatocitos e nas células musculares. E a fosfatase alcalina (FA) € uma enzima de
inducéo que é sintetizada no figado, podendo ser encontrada em diversos tecidos.
Estas enzimas sdo utilizadas na medicina veterinaria para a avaliacdo de lesdes
hepaticas nos animais (Thrall et al., 2007). O objetivo deste estudo é demonstrar a
atividade da PON 1, da capacidade antioxidante total e das enzimas hepéaticas, em
pacientes com neoplasias mamarias.

2. METODOLOGIA

Este trabalho foi submetido a analise pela CEEA - UFPel e obteve parecer
favoravel a sua execucéao (8529). Para a realizacao deste estudo foram utilizados 17
animais, da espécie canina, fémeas, onde dez animais apresentavam diagndstico de
neoplasia mamaria, cujo o diagndstico histopatoldgico fosse de carsinossarcoma
(Grupo Neoplasma), e sete animais higidos (Grupo Controle), os quais nao
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apresentavam histérico de nodulacbes mamarias,. Foram obtidas amostras de
sangue imediatamente antes da realizagdo da mastectomia nos animais do grupo
Neoplasma, que foram acondicionados em tubos contendo gel ativador de coagulo,
e obtido o soro. Este era armazenado em microtubos e mantido congelado a -80°C
até o momento das analises.

A atividade da PONL1 foi determinada através da técnica do fenilacetato (Sigma
— Aldrich). A atividade foi avaliada a partir da taxa de formacéo de fenol monitorada
através da absorbancia a 207 nm e 25 °C. O reagente de trabalho utilizado é
composto por 100 ml de Tampéao 20 mM Tris/HCI pH 8.0, contendo 1 mm CaCl2 e
50 uL de fenilacetato como substrato. As amostras foram diluidas 1 para 3 em
Tampao 20 mM Tris/HCI (10 uL de amostra e 20 uL de Tampao) e foi adicionado 3.3
ul desta diluicdo em 500 uL da solucdo de trabalho. A leitura foi realizada em
espectrofotdometro utilizando cubeta de quartzo, na faixa de 270 nm, 20 seg de
tempo de retencdo, 1 min de tempo de leitura.

A capacidade antioxidante total foi determinada com o uso do kit comercial
“Cayman Antioxidant Assay Kit” (Cayman Chemical Company, 1180 E. Ellsworth Rd.
Ann Arbor, Ml 48108 - USA), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Brevemente, a capacidade antioxidante total foi aferida atravées de reacgéo
colorimétrica, medida a 405 nm, que avaliou a capaxidade dos antioxidantes de inibir
a oxidacéo de ABTS (2,2"-Azino-di-[sulfato-3-ethilbeztiazolina]) pela metamioglobina.
A capacidade antioxidante das amostras foi comparada com um padréao (Trolox) e o
resultado expresso em equivalente trolox (mM).

Para a avaliagdo das enzimas ALT, AST e FA, foram utilizados kit's comerciais
da Labtest, de acordo com as recomendacfes do fabricante. E os seus niveis foram
determinados através do método cinético-colorimétrico, a leitura foi realizada em
espectrofotometro, com 120 segundos de tempo de leitura. Todas as leituras foram
feitas em duplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A média da atividade da PONL1 foi significativamente maior nos animais do
grupo controle (p=0,002), quando comparado ao grupo neoplasma(Figura 1). Em
relacdo a CAT, foi observada diferenca significativamente maior (p=0,003) nos
animais do grupo controle, a0 comparar com 0S animais que apresentaram
nodulagées (Figura 2). Quanto a avaliagdo das enzimas ALT e FA, nao teve
diferenca significativa entre os grupos. A avaliagdo da AST foi significativamente
maior no grupo controle (p=0,03), ao comparar entre os grupos (Figura 3). Apesar
da diferenca encontrada nos resultados da enzima AST, ndo € uma alteragédo
significativa Bush (2004), pois as demais enzimas hepaticas ndo estao alteradas,
indicando que a fungéo hepatica ndo deve estar afetada.

A reducao da atividade da PON1 ja vem sendo relatada em pacientes humanos
com diversos tipos tumorais (KARAMAN et al, 2010).Esta reducao ocorre devido ao
aumento dos radicais livres no organismo de pacientes, que tem surgimento de
tumores (BALCI et al, 2012).. Além dos relatos da sua relagcdo com o surgimento de
neoplasmas, ja foi observado uma relacdo com o tempo de sobrevida de pacientes
humanos com cancer de mama e niveis reduzidos da atividade da PON 1 (BOBIN-
DUBIGEON et al, 2012). A atividade da PON1 tem sido estudada como um
biomarcador do estadiamento do céancer, podendo ser utilizada como uma
alternativa de monitoramento dos pacientes (MAFFEI et al, 2011). Em caes, néo ha
até o momento relatos do estudo da PON 1 em pacientes com neoplasmas.
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A capacidade antioxidante total representa os niveis de antioxidantes no
organismo capazes de inibir a formagéo e a liberagcdo de radicais livres. Quanto
maior a CAT, menor a possibilidade das moléculas resultantes da peroxidacao
lipidica causarem danos aos organismos, reduzindo as chances do surgimento de
tumores (VERA-RAMIREZ et al, 2011). Além disso, em pacientes que ja
desenvolveram o céancer, h4 uma maior probabilidade de desenvolvimento de
metastases, visto que o0 estresse oxidativo é um dos responsaveis pelo
estabelecimento de novos focos da doenca (PANIS et al, 2011). Pacientes humanos
qgue sofrem a remocao cirargica do tumor e sdo submetidos a quimioterapia também
tem a sua CAT alterada, pois a medicacdo induz a liberacdo de radicais livres
(CONKLIN, 2004). Nos céaes, o foco € a prevencdo do estresse oxidativo,
considerando que o tratamento quimioterapico ainda ndo se mostra eficaz em alguns
casos de cancer de mama (SORENMO, 2003).
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Figura 1: Atividade de PON 1 em cdes com neoplasia mamaria (Grupo
neoplasma) comparado com animais higidos (Grupo Controle).
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Figura 2: Capacidade antioxidante total Figura 3‘:& Niveis de aspartato amino
em cdes com neoplasia mamaria transferase (AST) em caes com neoplasia
(Grupo neoplasma) comparado com mamaria (Grupo neoplasma) comparado
animais hiaidos (Grupo Controle). com animais hiaidos (Gruoo Controle).

4, CONCLUSOES

Conclui-se, com os resultados obtidos, que a capacidade antioxidante total, e
a enzima PON1 estdo significativamente reduzidas em cdes com neoplasias
mamarias. Este resultado indica que o estresse oxidativo esta diretamente ligado ao
surgimento de tumores mamarios.
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