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Resumo
O objetivo deste trabalho foi analisar a atividade antiproliferativa do sulfato de vincristina em cultivos de 
tumores mamários caninos in vitro por meio da determinação de concentração inibitória e estabelecimento 
do estadiamento clínico. Amostras frescas obtidas de 20 pacientes caninas com neoplasia mamária foram 
fatiadas e cultivadas individualmente na presença e ausência de sulfato de vincristina durante três dias 
para determinar a viabilidade e a citotoxicidade. Quinze amostras apresentaram sensibilidade ao sulfato 
de vincristina proporcional à dose. Amostras com o estágio clínico avançado apresentaram crescimento 
celular correlacionado ao potencial proliferativo dos tumores malignos de se desenvolverem melhor que os 
benignos em cultivo celular. Concluiu-se que o método utilizado pode ser adaptado como modelo de aplica-
bilidade no estudo de resposta tumoral a drogas antitumorais em cultivos primários.  

 [P]
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Activity of vincristine sulfate on the primary culture of canine mammary tumor 
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Abstract
The aim of this study was to analyze the antiproliferative activity of vincristine sulfate on canine mammary tumor 
cells in vitro through the determination of its inhibitory concentration and clinical staging establishment. Samples 
obtained from 20 patients with mammary neoplasia were sliced and individually cultured on the presence or ab-
sence of vincristine sulfate during three days to determine viability and cytotoxicity parameters. Fifteen samples 
showed sensitivity to vincristine sulfate in a dose-dependent manner. Tumor samples in advanced clinical stage 
showed cellular growth correlated to the proliferative potential of malignant tumors to develop better than be-
nign tumors in cell culture procedures. This method may be adapted as a model to apply on the study of tumoral 
cell response to antitumoral drugs in primary culture. 

 [K]

Keywords: Vincristine. Chemotherapy. Breast neoplasm. Dog. In vitro. 

Introdução

Tumores mamários são as neoplasias mais co-
muns em cães, e são caracterizados como doenças 
refratárias. Recidivas e metástases são frequentes. 
A ocorrência de neoplasias mamárias represen-
ta cerca de 50% dos tumores em cadelas entre 6 e 
9 anos, e destes, metade são diagnosticados como 
malignos (CASSALI et al., 2011). 

O risco de desenvolvimento de neoplasias ma-
márias varia entre cadelas. Fêmeas da espécie ca-
nina não esterilizadas cirurgicamente apresen-
tam prevalência de tumores mamários de quatro 
a sete vezes maior quando comparadas às fêmeas 
submetidas a ovariohisterectomia antes do pri- antes do pri-
meiro estro (DE NARDI et al., 2002). Os horm�-. Os horm�-
nios sexuais estão envolvidos na patogênese des-
sas neoplasias, e a castração até o segundo estro, 
apresenta influência sobre o seu desenvolvimen-
to (FELICIANO et al., 2008). A ovariohisterecto-
mia realizada no momento da exérese cirúrgica 
do tumor de mama não tem efeito protetor sobre 
o aparecimento de novos tumores, metástases ou 
mesmo sobre o prolongamento de vida do pacien-
te (FONSECA; DALECK, 2000).

Para a obtenção de diagnóstico, a biópsia aspira-
tiva por agulha fina pode ser indicada como um mé-
todo auxiliar de utilização simples e imediata. É um 
procedimento rápido, barato e seguro, induz injúria 
tecidual mínima, não havendo necessidade de se pro-
ceder à anestesia do animal. Ela permite a obtenção de 
resultados confiáveis na maioria dos casos, proporcio-
nando ao clínico uma conduta rápida e objetiva com 
relação ao prognóstico e tratamento de seu paciente 
(CASSALI et al., 1999; OLIVEIRA FILHO et al., 2010; 

PEREIRA et al., 2009; PLIEGO et al., 2008; ZUCCARI; 
SANTANA; ROCHA, 2001).

O método adequado e definitivo para a classifica-
ção detalhada de neoplasias mamárias em cadelas, 
principalmente na caracterização de tumores ma-
lignos é o exame histopatológico, que além de con-
cluir o diagnóstico, oferece importantes informa-
ções prognósticas como o grau histopatológico e o 
comportamento tumoral (DALECK et al., 1998).

Exame radiográfico completo do tórax deve ser 
realizado para detecção de metástase e o estabele-
cimento do prognóstico. Três posições laterolateral 
direita e laterolateral esquerda e ventrodorsal são 
necessárias. O uso da ultrassonografia no diagnós-
tico de neoplasia mamária em cadelas ainda é restri-
to, particularmente pela falta de estudos que corre-
lacionem os achados macroscópicos e microscópicos 
das neoplasias com as imagens ultrassonográficas. 
Esse método de diagnóstico é mais amplamente uti-
lizado para a detecção de metástase em órgãos abdo-
minais. Já a dopplervelocimetria colorida associada à 
ultrassonografia convencional tem mostrado alta sen-
sibilidade e especificidade no diagnóstico dos tumores 
mamários. A sensibilidade do método em diferenciar 
tumores benignos de malignos varia entre 91 a 95%, 
com especificidade de 89 a 97% e acurácia de 90%. 
O exame se baseia no aumento da vascularização e da 
neovascularização nas neoplasias. As lesões malignas 
costumam apresentar maior vascularização que as be-
nignas e, às vezes, é possível observar neovasculariza-
ção no interior dos tumores malignos. Adicionalmente, 
a vascularização está relacionada com a invasividade 
(FELICIANO et al., 2008).

As metástases e recidivas são as principais com-
plicações das neoplasias malignas com localização 
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ocorrer destruição das células tronco (CIRILLO, 
2008; DALECK et al., 1998). 

A quimioterapia é um tratamento adjuvante cuja fi-
nalidade é evitar recidivas locais e metástases e tam-
bém em casos em que já houve metástase para os 
linfonodos regionais, ou nos pulmões ou em outros lo-
cais. Nesses casos, a quimioterapia é apenas paliativa, 
porém, não é inútil, pois a qualidade de vida pode me-
lhorar, e em alguns casos, as metástases podem regre-
dir, prolongando, dessa forma, a sobrevida do paciente 
(CIRILLO, 2008; WATANABE et al., 2009).

No carcinoma inflamatório, tumor mamário de 
pior prognóstico, ou em extensão metastática na 
pele, os resultados da quimioterapia não são sa-
tisfatórios, com fracasso terapêutico quase total. 
Deve-se considerar a idade do animal, assim como 
o seu estado geral, na escolha da(s) medicação(ões) 
quimioterápica(s) mais apropriada(s) de acor-
do com o diagnóstico histopatológico do tumor 
(CIRILLO, 2008; CLEMENTE et al., 2009).

Os principais quimioterápicos antineoplásicos em-
pregados no tratamento das neoplasias mamárias são 
a doxorrubicina, a ciclofosfamida e o 5-Fluorouracil 
(CIRILLO, 2008; DALECK et al., 1998). Outros fárma-
cos menos utilizados são o sulfato de vincristina, que 
pode ser associada à doxorrubicina e à ciclofosfami-
da; mitoxantrona, em substituição à doxorrubicina 
em virtude da cardiotoxicidade desta. A maioria dos 
protocolos quimioterápicos usados na medicina ve-
terinária são originariamente associações dos proto-
colos aplicados para tratamento de pacientes huma-
nos e tem uma similaridade de atividade de espectro 
(WITHROW; VAIL, 2007). Segundo Ershler (1992), em 
pacientes com idade avançada, a redução em certas 
funções orgânicas, está associada a deficiências que 
podem ser magnificadas pela condição comórbida. 
Portanto, o tratamento do câncer, especialmente a qui-
mioterapia, pode ser mais tóxica em pacientes idosos. 

Outro benefício da quimioterapia adjuvante é 
oportunizar a avaliação da resposta tumoral in vivo 
e a possibilidade da determinação de fator prediti-
vo na qual pode influenciar a decisão clínica a ser 
indicada no futuro. Entretanto, esse potencial ainda 
não é conhecido, e embora esse fator preditivo pos-
sa auxiliar na seleção de tratamento apropriado de 
cada paciente individualmente, até o momento, não 
existe um marcador com valor preditivo para res-
posta do paciente à quimioterapia (HORTOBAGYI, 
2002). A avaliação de ensaios clínicos para avaliar 

nas mamas, sendo os nódulos linfáticos regionais 
e os pulmões os mais frequentemente afetados; e 
outros órgãos são afetados com menor frequência 
como o fígado, coração, rim, baço, adrenais e encé-
falo (DALECK et al., 1998; OLIVEIRA FILHO et al., 
2010). A drenagem linfática dos tumores mamá-
rios caninos é complexa e com existência de comu-
nicações linfáticas entre a cadeia mamária direi-
ta e esquerda e entre glândulas adjacentes de uma 
mesma cadeia; isso contribui para a metastização 
(FELICIANO et al., 2008). Em trabalho realizado por 
Oliveira Filho et al. (2010), o carcinoma simples, 
carcinossarcoma, tumor misto maligno, carcinoma 
complexo e o carcinoma em tumor misto foram os 
tipos histológicos mais prevalentes nas metástases 
para linfonodos.

A condição dos linfonodos, o tamanho dos nó-
dulos, a presença de ulceração, e envolvimento de 
cavidades serosas são fatores com importantes im-
plicações terapêuticas e prognósticas nos casos de 
neoplasias mamárias. Oliveira Filho et al. (2010) ci-
tam a condição dos linfonodos como um importante 
fator prognóstico, pois o tempo de sobrevida é infe-
rior a dois anos para 85,7% dos cães com metásta-
ses para linfonodos. Os autores também descrevem 
que, de acordo com o tamanho do nódulo, é possível 
estabelecer um melhor prognóstico. 

O tratamento de eleição é a exérese cirúrgica do 
tumor (CIRILLO, 2008; DE NARDI et al., 2002), en-
quanto a quimioterapia e a radioterapia são também 
indicadas. Para a escolha da medicação quimioterá-
pica, deve-se considerar: (1) classificação histopa-
tológica do tumor; (2) classificação de acordo com 
o sistema TNM (tumor-nódulo-metástase) em que 
são classificados em estágios de I a V de acordo com 
o diâmetro do tumor, envolvimento de linfonodos 
regionais e presença de metástase; (3) estado geral 
do animal; e (4) os efeitos colaterais que podem de-
correr da aplicação dos fármacos, como mielossu-
pressão e toxicidade gastrointestinal devido à pre-
dileção dos quimioterápicos por células em intensa 
atividade proliferativa. Em relação ao nível hema-
tológico periférico, a toxidade pode acarretar dimi-
nuição no número de glóbulos brancos, tromboci-
topenia e anemia. Na medula óssea, a agressão se 
traduz por destruição das células do compartimen-
to de multiplicação e maturação celular, bem como 
de células maduras funcionais, podendo, também, 
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(TPA) e trichostatin  (TSA). Eles demonstraram a 
inibição no crescimento tumoral, a indução da di-
ferenciação e o efeito antitumoral de cada um dos 
produtos químicos em fenótipos distintos do tumor 
mamário.

A caracterização da atividade antiproliferativa 
de agentes citotóxicos para cada tipo de tumor/pa-
ciente diagnosticado com tumor mamário e a ava-
liação dessa associação com a proposta terapêutica 
poderão contribuir na terapia e prognósticos mais 
precisos (SIMON et al., 2001). 

Sulfato de vincristina é o sal de um alcaloide obtido 
de uma planta – a pervinca (Vinca rosea Linn) – e seu 
mecanismo de ação consiste na inibição da formação 
de microtúbulos intracelulares, importante na mitose 
celular. É amplamente utilizado como agente único ou 
em protocolo múltiplo quimioterápico na rotina da clí-
nica veterinária. A vincristina ganhou sua aceitação na 
comunidade veterinária devido ao seu baixo custo e à 
associação na maioria dos protocolos dos pacientes 
oncológicos veterinários. A dose terapêutica do sul-
fato de vincristina é de 0,025 mg/kg (HARVEY, 1993; 
WITHROW; VAIL, 2007) 

O objetivo deste trabalho foi analisar a atividade 
antiproliferativa do sulfato de vincristina em culti-
vos in vitro de tumores mamários caninos por meio 
da determinação de concentração inibitória e a clas-
sificação do estadiamento clínico dos tumores. 

Materiais e métodos 

Amostras teciduais 

Amostras de tecidos tumorais de 20 cadelas fo-
ram colhidas assepticamente por meio de mastec-
tomias realizadas na rotina do Hospital Veterinário 
da Unopar durante maio e dezembro de 2011. Este 
estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética para Uso 
de Animais n. 13/11. 

Estadiamento clínico

As pacientes foram previamente avaliadas pelo 
histórico clínico e exame físico incluindo a mensu-
ração do tumor mamário e palpação dos linfono-
dos inguinais e axilares. Radiografias torácicas fo-
ram realizadas para detectar possíveis metástases. 

a eficácia da quimioterapia é pequena diante da alta 
ocorrência de tumor mamário. Itharat et al. (2004) 
e Rousseau et al. (2000) testaram agentes antican-
cerígenos com doses individualizadas, as quais fo-
ram adaptadas como método controle para testar a 
eficácia da terapêutica anticâncer. 

Na imunoterapia, medicações antiestrogênicas 
como o tamoxifen foram testadas em cadelas com 
tumores mamários malignos. Estudos demonstra-
ram que as cadelas sujeitas a tratamento com tamo-
xifen desenvolviam muitos efeitos secundários, dei-
xando de ser recomendado para cães (QUEIROGA; 
LOPES, 2002).

Os inibidores da Cicloxigenase-2 (Cox-2) es-
tão relacionados com o aumento da expressão 
de Cox-2 em tumores mamários caninos, associa-
da com tumores mais agressivos e de pior prog-
nóstico. Fármacos como o Piroxicam, Docetaxel e 
Firocoxib já têm sido utilizados com melhoria das 
condições clínicas e aumento da sobrevida dos ani-
mais tratados (CASSALI et al., 2011).

Simon et al. (2001) estudaram a eficácia in vitro 
de quimioterápicos determinada pela concentra-
ção inibitória 50% em culturas de células de tumo-
res da glândula mamária. As variações na susceti-
bilidade foram evidentes e enfatizam a importância 
de avaliar tais padrões de resistência para cada tipo 
de tumor.

Além disso, estudos como o de Konno (2004) 
sobre o efeito inibitório de crescimento do extrato 
bioativo do cogumelo maitake fração D em células 
cancerígenas caninas demonstraram que este com-
posto é um potente agente natural que pode ser útil 
no tratamento de câncer canino.

Adlam, Dabbous e Wooley (2008) estudaram a 
aplicação de biossensor eletroquímico para deter-
minar mudanças no potencial de células de adeno-
carcinoma mamário de ratos tratados in vitro com 
quatro medicações anticancerígenas (cisplatina, 
doxorrubicina, pacitaxel e vinblastina) para prever 
os efeitos in vivo. Observaram alterações induzidas 
pelas drogas em tempo real observado na monitora-
ção eletroquímica das células.

Watanabe et al. (2009) pesquisaram a inibição 
de crescimento tumoral e análise de diferenciação 
celular em uma linhagem de células tumorais ma-
márias caninas (MCM B2) tratadas com quatro rea-
gentes químicos: 5 azactidine (azaC), all-trans-reti-
noid acid (ATRA), phorbol 12-myristate 13-acetate, 
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(Figura 1). Do grupo controle de cada caso foi separa-
do um fragmento contendo somente meio de cultura. 
Todas as amostras foram incubadas por 24, 48 e 72 
horas a 37 °C e 5% CO2 (Figura 1) (FRESHNEY, 2002; 
SOBRAL et al., 2008). 

Efeito do sulfato de vincristina no crescimento 
tumoral e determinação de concentração inibitória

As fatias foram expostas a cinco diluições cres-s fatias foram expostas a cinco diluições cres-
centes de sulfato de vincristina em triplicata e incu- e incu- incu-
badas a 37 °C e 5% CO2 (Figura 2). 

Após cada período de tratamento (24, 48 e 72 
horas), fatias (controle e tratamento) de cada tecido 
foram fixadas em formalina para análise histológica 
e contagem de células viáveis (Figura 1 e 2). 

As respostas aos testes foram analisadas por 
meio de contagem de células das fatias fixadas 
em parafina e coradas com hematoxilina e eosi-

na das fatias não expostas (controle) e das fatias 
correspondentes à exposição com sulfato de vin-
cristina (Figura 1) 

A determinação da concentração inibitória de 
50% (CI-50) foi realizada por meio da análise de 

As pacientes foram classificadas de acordo com o 
estadiamento clínico das neoplasias utilizando-se 
o sistema tumor, nódulo, metástase (TNM) da OMS 
(OWEN, 1980). Fragmento de cada amostra tumoral 
foi analisado por exame histopatológico. 

Cultivo tecidual

As amostras tumorais foram colhidas logo após 
remoção cirúrgica de forma asséptica. Os fragmen-
tos foram mantidos em meio de cultura Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium (DMEM) com antibiótico 
(penicilina e estreptomicina) para transporte. Foram 
preparados e seccionados em pequenos fragmen-
tos de 10 × 20 mm. Seis fragmentos foram fatiados 
a 0,3 – 0,4 mm e cultivados em meio de cultura (10 
mL Eagle, suplementado com 10% soro fetal bovino 
e antibiótico 100 U/mL penicilina G) em placas de 
Petri (90 × 15 mm) e depois transferidos para placas 

1   Disponível em: <http://gentox.bio.br/?page_id=3>. Acesso em: 1 abr. 2013.

Figura 2 - Esquema representativo da determinação de 
concentração inibitória

Fonte: Adaptado de Gentox Laboratório de Genética Toxicológica1.
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(53,33%), demais cadelas, 4, 5, 9, 10, 11, 12, 13 
e 15 anos (6,66% cada). Em relação às raças, 
foram atendidos cinco animais sem raça defini-
da (33,33%), dois cockers spaniel (13,33%), 
dois dachshunds, dois rottweilers (13,33%), um 
schnauzer (6,66%) e um shitzu (6,66%). Dez ani-
mais não eram castrados (66,66%). Dos quinze, 
quatro (25,66%) recebiam ou já haviam recebi-
do progestágeno. Os nódulos estavam assim dis-
tribuidos: sete (52%) em mamas abdominais, 
cinco (33,33%) em mamas inguinais e três (16%) 
em mamas torácicas. O tamanho dos tumores 
variaram entre 0,5 e 20 cm de diametro. O trata-
mento indicado para todos os animais foi a mas-
tectomia e, em seis pacientes, também foi realiza-
do ovario-salpingo-histerectomia. 

O estadiamento clínico demonstrou: sete pacientes 
T0N0M0, quatro pacientes T1N0M0, dois pacientes 
T2N2M1 e dois pacientes T4N0-1M0. A histopatologia 
revelou um sarcoma anaplásico, um adenocarcinoma 
túbulo papilar, e nove carcinoma simples, dois carci-
noma complexos e dois carcinossarcomas (Quadro 1). 

Quatro pacientes foram submetidos à eutanásia 
por causa da deterioração do quadro clínico. 

As amostras de tecidos tumorais mamários foram 
expostas ao sulfato de vincristina nas concentrações 

inibição do crescimento das culturas com mensura-
ções após 24, 48 e 72 horas de cultivo (Figura 1).  

Análise estatística

A análise de significância estatística dos resul-
tados qualitativos foi realizada por meio dos testes 
de Qui-quadrado ou Exato de Fischer. Para os dados 
quantitativos, foi utilizado o teste t de Student, ao 
nível de significância de 5% (MILTON, 1992). 

Resultados

Das 20 amostras iniciais, 15 apresentaram 
viabilidade para o prosseguimento do estudo. 
Fatores como a contaminação e inviabilidade no 
cultivo de linhagem celular tentada no início in-
viabilizaram cinco amostras. Ao se adaptar o cul-
tivo para fatias de tecidos, obteveram-se condi-
ções para prosseguir o experimento (FRESHNEY, 
2002; SOBRAL et al., 2008).

Baseado na avaliação clínica, a faixa etária 
das 15 pacientes com tumor mamário variou 
entre 4 e 15 anos. Sete animais tinham 8 anos 

Quadro 1 - Características das pacientes quanto ao estadiamento clínico

Paciente Idade Raça Castração T N M Estágio Clinico Tipo de tumor Grau histológico

1 4 Sem raça X 1 (-) 0 T0N0M0 Carcinoma simples I
2 11 Cocker Spaniel X 1 (-) 0 T1N0M0 Carcinoma complexo II
3 8 Sem raça X (-) T0N0M0 Carcinoma simples I
4 15 Daschund X (-) T0N0M0 Carcinoma simples I
5 8 Sem Raça X 3 (-) 0 T4N0-1M0 Carcinossarcoma II
6 8 Rotteweiler X 2 (+) 1 T2N2M1 Sarcoma anaplásico III
7 13 Cocker Spaniel X 3 (-) 0 T4N0-1M0 Adenocarcinoma III
8 8 Pinscher X 2 (-) 0 T1N0M0 Carcinoma simples I
9 8 Pastor Alemão X 1 (-) 0 T0N0M0 Carcinoma simples I

10 12 Boxer X 1 (-) 0 T0N0M0 Carcinossarcoma II
11 9 Sem raça X 1 (-) 0 T0N0M0 Carcinoma simples II
12 8 Sem raça X 2 (+) 1 T2N2M1 Carcinoma simples I
13 5 Sem raça X 1 (-) 0 T1N0M0 Carcinoma simples cístico III
14 10 Poodle X 1 (-) T1N0M0 Carcinoma complexo II
15 8 Sem raça X 1 (-) T0N0M0 Carcinoma simples II

Legenda: X = não castrado; T = tamanho do tumor; N = metástases em linfonodo; (-) = negativo; (+) = positivo; M = metástase regional ou distante.

Fonte: Dados da pesquisa.
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das pesquisas préclinicas em câncer de mama é ba-
seada no estabelecimento de linhagens celulares 
(BURDALL et al., 2003). Entretanto, essas linhagens 
de células frequentemente têm sofrido múltiplas 
alterações influenciadas por comportamentos bio-
lógicos que não exatamente refletem o tumor pri-
mário original. Além disso, ao tentar estabelecer a 
cultura primária, existe a dificuldade de adaptar as 
células de muitos tumores às condições in vitro. 

O método de cultivo de tecido combinado com o 
sistema de cultivo de tecido confere acesso rápido 
da eficácia da droga. O método apresenta relevância 
no estudo em identificar o potencial da resposta an-
ticâncer a drogas no complexo ambiente do tecido 
tumoral (VANDER KUIP et al., 2006).

As amostras tumorais foram expostas ao sulfato 
de vincristina em concentrações de 0,01 a 1,0 µM, 
próximas as doses terapêuticas em cães. Elas apre-
sentaram padrão de concentração clínica entre (0,3 
a 1,0 µg/ml no soro) de cães (DIXON et al., 1969; 
SIMON et al., 2001). Os valores de inibição de cres-
cimento (IC-50) observados neste estudo com o sul-
fato de vincristina permitiram determinar a dose 
dependência deste medicamento nas amostras cul-
tivadas e a concentração apropriada em cães. 

de 0,01 µM, 0,05 µM, 0,25 µM, 0,50 µM, 1,0 µM no cres-
cimento de células tumorais, sendo os ensaios realiza-
dos em triplicata. Observou-se que entre as concentra-
ções de 0,25 e 0,05 µM houve redução moderada no 
número de células viáveis, o que pode sugerir dose to-
lerância (Gráfico 1). 

Não foram observadas diferenças significativas 
em suscetibilidade in vitro das amostras entre os di-
ferentes subtipos tumorais (i. e., adenocarcinoma, car-
cinoma simples, carcinoma simples cístico, carcinoma 
complexo, carcinossarcoma, e sarcoma anaplásico).

O grupo controle também não demonstrou dife-
rença significativa in vitro. 

Os resultados sugerem que a prática combinada 
do sistema de estadiamento e determinação de con-
centração inibitória in vitro pode ser uma ferramen-
ta diagnóstica importante para determinação prog-
nóstica dos cânceres mamários caninos. 

Discussão 

Cultivo in vitro de tecidos tumorais é um mode-
lo interessante para avaliar a resposta da droga e 
preservar algumas características in vivo. A maioria 

Gráfico 1 - Viabilidade do cultivo de tecido tumoral de cadelas
Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: As amostras de tecidos tumorais mamários foram expostas ao sulfato de vincristina nas concentrações de 0,01 µM, 0,05 µM, 0,25 µM, 0,50 µM e 1,0 µM no 

crescimento de células tumorais, e os ensaios foram realizados em triplicata (p < 0,05). 
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combinada ao estadiamento clínico pode ser uma 
ferramenta diagnóstica útil para o prognóstico e 
resposta ao tratamento do câncer mamário canino.
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