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RESUMO

Nas Ultimas décadas uma maior relevancia tem sido dada as habilidades do tecido adiposo
desde que foi atribuida a ele a fungdo enddcrina, sugerindo que provavelmente trate de
um componente do metabolismo hormonal no organismo, mais um fator que se soma para
relacionar a obesidade ao cancer. Em adicdo estudos demonstraram que elementos
relacionados a obesidade, como exemplo de excesso de colesterol, induzem angiogénese
e aceleram o desenvolvimento e o crescimento in vivo de tumores mamarios. Neste
contexto objetivou-se avaliar a existéncia da conversdo de androstenediona em estrona
no tecido adiposo de cadelas portadoras de carcinoma mamario e tragar o perfil lipidico
e metabolico das fémeas com neoformac6es mamarias e comparar os resultados com a
condicdo corporal, malignidade, obesidade e status reprodutivo, além de estudar o efeito
da suplementacdo de omega-3 como um tratamento complementar em cadelas com
carcinoma mamario. A amostragem de sangue periférico pré e pos-mastectomia foi
colhida para avaliacdo de androstenediona/estrona (Kits ELISA de competicdo) e perfil
lipidico - colesterol total, HDL-colesterol, VLDL, LDL e triglicerideos, bem como
lactato, célcio, glicose, albumina, proteina total e globulina (Kits bioquimicos). Apds 15
dias da cirurgia, 7 fémeas foram selecionadas para suplementagcdo com 6mega 3 a 90%,
seguido de 6mega 3 a 60% durante 30 dias. O perfil lipidico e metabdlico foi avaliado no
inicio, meio (30° dia) e final (60° dia) do periodo de suplementagdo, comparando 0s
resultados com a condicdo corporal, obesidade, status reprodutivo, além de avaliar a
expressdo dos receptores para estrogeno, progesterona e aromatase P 450 por meio de
imunohistoquimica em cadelas com carcinoma mamaério. Com isso foi observado que
houve maior envolvimento de cdes da raca poodle 26,09% (12/46). As fémeas
apresentaram predominantemente escore corporal 4 (45,65%), indice de massa corporal
acima do valor de referéncia (45,65%) e 39,13% das fémeas apresentaram porcentagem
de gordura corporal dentro do padrdo. Houve diferenca significativa nos valores médios
dos niveis de triglicerideos (p = 0,0363) e VLDL (p = 0,0181). A concentracdo de
albumina e lactato foi maior em cées fémeas com tipo histolégico mais agressivo (CTM
pré = 2.685; pds = 2.53, pré-Ca = 2.85; pos = 2,75). Nao houve alteracdo no perfil lipidico
apos suplementacdo com éleo de peixe em gqualquer concentracdo. No entanto, observou-
se alteracdes na glicose (p = 0,0067), proteina total (p = 0,0002) e globulina (p = 0,0002)
quando o 6leo de peixe com 90% de omega-3 foi utilizado como suplementacdo. N&o
houve diferenca estatistica na concentracdo de androstenediona no que tange o tipo
histoldgico, mas houve diferenca com relacdo a porcentagem de gordura corporal. A
avaliacdo da aromatase P450 indicou maior expressao dessa enzima no tecido adiposo,
sugerindo aromatizacdo da androstenediona, com producdo de estrdgeno no tecido
adiposo. Com relagé@o aos receptores, observou-se maior expressao de receptores para
progesterona em tecido adiposo peritumoral. Assim é possivel afirmar que ha
aromatizacao da androstenediona em cadelas com excesso de tecido adiposo, sendo um
possivel fator envolvido na carcinogénese mamaria e as cadelas obesas apresentam perfil
lipidico alterado e tumores mais agressivos (Ca), sugerindo uma relacdo entre
agressividade tumoral e perfil lipidico e metabolico.
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ABSTRACT

In the last decades a greater relevance has been given as adipose tissue abilities
since it has been attributed to an endocrine function, suggesting that it is efficient to be a
component of the hormonal metabolism in the body, plus a factor that is added to relate
an obesity to cancer. In adittion Studies have shown that elements obesity-related, as
example of excess of cholesterol, induce angiogenesis and accelerate the development
and the in vivo growth of mammary tumors. In This context the objective was to evaluate
the conversion of androstenedione to estrone on adiposity tissue of female dogs with
mammary carcinoma and to trace the lipid and metabolic profile of female dogs with
mammary and compare the results with body condition, malignancy, obesity and
reproductive status, besides studying the effect of omega-3 supplementation as a
supporting treatment in female dogs with mammary carcinoma
Pre- and post-mastectomy peripheral blood sampling was performed to evaluate the
concentration of androstenedione and estrone using ELISA kit and lipidic profile - total
cholesterol, HDL-cholesterol, VLDL, LDL and triglycerides, as well as lactate, calcium,
glucose, albumin, total protein and globulin of female canine (n=46). After 15 days of the
surgery, 7 female dogs were selected to supplementation with omega 3 at 90%, followed
by omega 3 at 60% for 30 days. The lipid and metabolic profile was evaluated at the
beginning, middle (30th day) and end (60th day) of the supplementation period and
compare results with body condition, obesity, reproductive status, besides evaluate the
expression of estrogen, progesterone and P 450 aromatase receptors in female dogs with
mammary carcinoma. It was observed that there was greater involvement of Poodle dogs
26.09% (12/46). The female dogs presented predominantly score 4 (45.65%), body mass
index above the reference value (45.65%) and 39.13% of female dogs presented body fat
percentage within the standard. There was a significant difference in the mean values of
triglyceride levels (p = 0.0363) and VLDL (p = 0.0181). The concentration of albumin
and lactate were higher in female dogs with a more aggressive histological type (CTM
pre = 2.685; post = 2.53, pre-Ca = 2.85; post = 2.75). There was no change in the lipidic
profile after supplementation with fish oil at any concentration. However, it was observed
changes in glucose (p = 0.0067), total protein (p = 0.0002) and globulin (p = 0.0002)
when fish oil with 90% of omega-3 was used as supplementation. It was observed that
there was no statistical difference in the concentration of androstenedione in relation to
the histological type, however there was difference in the percentage of body fat. The
evaluation of the P450 aromatase shows greater expression of the enzyme in the adipose
tissue, suggesting androstenedione aromatization, with production of estrogen in the
adipose tissue. It was observed a greater expression of progesterone receptors in
peritumoral adipose tissue, in this way, it is possible to say that there is aromatization of
androstenedione in female dogs with adipose tissue excess, being a possible factor
involved in mammary carcinogenesis Obese female dogs present altered lipidic profile
and more aggressive tumors (Ca), suggesting a relationship between tumor
aggressiveness and lipidic and metabolic profile.
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1. INTRODUCAO

As neoplasias mamarias sdo frequentes em cadelas e 50% das neoformacdes
apresentam caracteristicas malignas no momento do diagnostico (DALECK et al., 1998).
Cerca de 32% das cadelas com tumores mamarios maiores que cinco centimetros morrem
um ano apés a mastectomia (ESTRELA-LIMA et al., 2010). Por meio destes dados é
possivel perceber a alta incidéncia de casos e compreender que a oncologia veterinaria
precisa avancar em pesquisa, diagnostico e tratamento.

A etiologia do céncer de mama envolve participacdo de fatores genéticos,
ambientais e principalmente hormonais (SILVA et al., 2004). A maior concentragéo de
horménios sexuais no tecido adiposo de mulheres tem sido associada a carcinogénese
mamaria, visto que no tecido subcutaneo de mulheres obesas apds a menopausa ocorre a
conversdo da androstenediona em estrona e 0 excesso de tecido adiposo acentua esse
processo, a partir do aumento da transcri¢do da aromatase P450 (CLELAND et al., 1985).

Além da producdo hormonal a partir do tecido adiposo, as dislipidemias também séo
associadas ao surgimento e progressdo de ndédulos mamarios em mulheres (ALIKHANI
et al., 2013; GONG et al., 2014; JEON, 2015; KIMBUNG et al., 2016). Uma forma de
controlar a hiperlipidemia em humanos consiste na suplementacdo com acidos graxos
poliinsaturados (BORGES, 2013; SELTING et al., 2014). Além dos efeitos sobre as
dislipidemias, de acordo com pesquisas in vitro, o 6mega 3 é capaz de inibir a
carcinogénese ao retardar o crescimento de células tumorais de mama, Utero, bexiga,
neuroblastoma, glioblastoma, além de aumentar a eficAcia de diferentes drogas
quimioterapicas, tais como doxorrubicina, epirrubicina, paclitaxel, 5-fluorouracil,
mitomicina C e trioxido de arsénio (BIONDO et al., 2008; CARMO; CORREIA, 2009).

Deste modo, baseando-se em pesquisas realizadas em mulheres e considerando as
semelhangas com a espécie canina no que concerne a neoplasia mamaria, surgem os
questionamentos se cadelas obesas com carcinoma mamario possuem maior concentragao
de estrona sérica, decorrente da aromatizacdo da androstenediona no tecido adiposo
peritumoral. E também se existe alteracdo na concentragdo de colesterol total, HDL, LDL,
VLDL e triglicerideos em cadelas com carcinoma mamario, com as dislipidemias estdo

relacionadas a maior agressividade de neoplasias mamarias em cadelas.



Frente a estes questionamentos, objetivou-se com a realizacéo deste estudo avaliar
a influéncia do tecido adiposo na carcinogénese de cadelas com carcinoma mamario, bem
como verificar o efeito da suplementacdo pds-cirdrgica com 6leo de peixe (bmega 3)

sobre o perfil lipidico, metabdlico e taxa de sobrevida.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais das neoplasias mamarias de cadelas

Epidemiologia e etiologia das neoplasias mamarias canina

As neoplasias mamarias correspondem a 52% de todos casos de neoplasias que
afetam as fémeas da espécie canina e 50% das pacientes no momento do diagnostico
apresentam lesGes multicéntricas devido a rapida progressao tumoral e/ou adiamento na
apresentacdo dos animais a avaliacdo clinica do médico veterinario (SILVA et al., 2004).
Os tumores mamarios acometem cadelas de meia idade a idosas, castradas ou inteiras e
ndo ha predisposicdo racial (CASSALLI et al., 2014). Relatos recentes constataram um
maior envolvimento de cées da raga Poodle (34,2%), seguidos por cées sem raga definida
(SRD) (28,6%), provavelmente pelo fato desses animais representarem a maior parcela
da populacdo canina (CASSALI et al., 2014; TORIBIO et al., 2012).

A etiologia dos tumores mamarios da cadela é multifatorial, com participacao
de fatores genéticos, ambientais e hormonais (SILVA et al., 2004). A administracdo de
progestagenos, a exemplo do acetato de medroxiprogesterona, acetato de megestrol e
acetato de clormadinona pode aumentar o risco de desenvolvimento de tumor mamario
em cadelas (MORRIS; DOBSON, 2001). Hormonios, tais como o estrégeno, prolactina
(DENG; BRODIE, 2001), andrégenos (KODAMA; KODAMA, 1970) e tireoidianos
também estdo envolvidos na carcinogénese maméria (NOGUEIRA; BRENTANI, 1996).

Até o momento, sabe-se que cadelas castradas apresentam uma incidéncia de
tumores mamarios trés a sete vezes menor do que o0s animais ndo castrados (MULLIGAN,
1975; PRIESTER, 1979; HAHN et al., 1992). Schneider (1969) constatou que, quando a
castracdo € realizada antes do primeiro estro, reduz-se em 99,95% o risco de
desenvolvimento da neoplasia mamaria e este risco aumenta, caso a cirurgia seja realizada
apos o primeiro ciclo estral com o efeito protetor da castracdo reduzido para 92%, e se a
castracao ocorre ap6s o segundo ciclo estral o efeito protetor da castracdo cai para 73%.
Entretanto, Cassali et al., (2014) indicam a realizacdo da OH ap6s o primeiro estro, para

que haja um completo desenvolvimento musculoesquelético, imunologico e endocrino,



reduzindo as possibilidades de problemas decorrentes da privagdo dos hormonios
ovarianos.

Fatores nutricionais também tém sido apontados como promotores da
carcinogénese (PEREZ-ALENZA et al., 1998; FELICIANO, 2012). A correlagéo entre
os fatores nutricionais e neoplasias mamarias esta diretamente relacionada com a dieta
baseada em comida caseira ndo balanceada e a obesidade (PEREZ-ALENZA et al., 1998).
Queiroga e Lopes (2002) sugerem que cadelas obesas com idade inferior a um ano tém
maior risco de desenvolvimento de tumores de mama na idade adulta. Em humanos, a
obesidade estd associada as altera¢cbes hormonais, visto que mulheres obesas apds a
menopausa apresentam elevadas concentragdes de estrdgeno sérico proveniente da
transformacéo, no tecido adiposo, da androstenediona em estrona e, posteriormente, em
estrégeno, hormonio envolvido na carcinogénese mamaria (CLEVELAND et al., 1985;
YOO etal., 2001; SILVA et al., 2004).

Caracteristicas clinicas e diagnéstico das neoplasias mamarias canina

Do ponto de vista clinico, 0s tumores mamarios apresentam-se como nodulagoes
circunscritas, com dimensdo, consisténcia e mobilidade a pele e musculatura variavel,
podendo estarem associados & ulceragio cutanea e reacdes inflamatorias locais. E comum
serem observados mdltiplos tumores em uma mesma mama (tumores maultiplos) ou
envolvendo simultaneamente diferentes mamas (tumores multicéntricos), os quais podem
apresentar diferentes tipos histoldgicos (CASSALI et al., 2014), e nestes casos a
neoformacdo de pior progndstico determinard a evolugdo clinica do paciente
(GOLDSCHMIDT et al., 2017).

Cerca de 75% dos tumores mamarios caninos envolvem o 4° e 0 5° pares de
glandulas. Essa maior incidéncia se deve possivelmente aos maiores estimulos hormonais
nessas glandulas e maior quantidade de parénquima mamario (WITHROW, 1975;
WITHROW; VAIL, 2007). O exame clinico envolve uma anamnese detalhada, na qual é
questionado o tempo de evolucdo do nédulo mamério, status reprodutivo (castrada ou
inteira, cio regular, histérico de pseudociese, aplicacdo de progestagenos) e idade. Apos

a anamnese, segue-se o exame fisico geral e especifico, no qual as duas cadeias mamarias



e linfonodos regionais (forma, tamanho e consisténcia) sdo examinados (CASSALI et al.,
2014).

O estadiamento clinico da paciente pode ser realizado com base no sistema TNM
(Tumor Linfonodo Metéastase). Nesse sistema, devem ser avaliados tamanho da lesdo
priméria (T), disseminacdo para os linfonodos regionais (N) e presenca ou auséncia de
metastases a distancia (M) (OWEN, 1980). A distribui¢do dos animais em estadios auxilia
na determinacdo do prognostico e permite o planejamento do tratamento e a avaliacdo
dos resultados (QUEIROGA; LOPES, 2002).

A pesquisa de metéstases a distancia é realizada por meio de radiografia do torax
em trés incidéncias (latero-lateral direita - LLD, latero-lateral esquerda - LLE e
ventrodorsal - VD), na qual podem ser detectadas lesdes pulmonares a partir de 6 mm de
didametro e ultrassonografia do abdémen (SORENMO, 2003). Dentre os sitios mais
acometidos por metéstases decorrentes das neoplasias mamarias, destacam-se 0s
linfonodos regionais, o pulmao, o figado e, menos frequentemente, 0ssos, coracao e pele
(LANA, et al., 2007; CASSALI et al., 2014; GOLDSCHMIDT et al., 2017).

O exame histopatoldgico € a forma definitiva para diagnostico de neoformacdes
mamarias, visto que por meio dele é possivel saber informacGes acerca da natureza, tipo
histolégico e infiltragdo microscépica das células tumorais (CASSALI, 2000;
CAVALCANTI, 2006). A fim de permitir uma padronizagdo, aconselha-se o uso da
classificacdo histopatoldgica proposta pela Organizacdo Mundial de Saude (MISDORP
etal., 1999). Dentre os tumores mamarios malignos, 0os mais frequentes sao os carcinomas
(BRODEY et al., 1983; PELETEIRO, 1994), sendo o carcinoma em tumor misto (CTM)
0 subtipo predominante (CASSALLI, 2000; CAVALCANTI, 2006; DAMASCENO, 2009;
RIBEIRO et al.,, 2009). Por meio da avaliacdo microscopica das neoformacdes a
graduacdo histologica é avaliada, sendo considerados como critérios o indice de formacéo

tubular, o pleomorfismo nuclear e a contagem mitética.
Tratamento das neoplasias mamarias canina
De acordo com Voorwald et al., (2013) a ovariohisterectomia € um procedimento

profilatico e terapéutico para o tratamento das neoplasias mamarias, visto que € uma

afeccdo mediada por hormdnios gonadais. Todavia, é crescente o debate entre os



pesquisadores a respeito do melhor momento para realizar a castragédo, promovendo
prevencdo sem alteragdes sistémicas observadas com a castragdo antes do primeiro cio
(MORRIS et al., 1998; ESTRELA-LIMA, 2010; KRISTIANSEN et al., 2016).

A mastectomia realizada com ampla margem de seguranca constitui a terapia de
eleicdo para cadelas com neoplasia mamaria (RUTTEMAN et al., 2001; MISDORP,
2002; DE NARDI et al., 2002; WITHROW; VAIL, 2007), sendo uma exce¢do 0
carcinoma inflamatdrio (CASSALI et al., 2017). O tipo de cirurgia a ser realizada
dependera do tamanho da lesdo, da sua localizacdo e da drenagem linfatica. Dentre as
técnicas empregadas, destacam-se a lumpectomia (remocdo do nodulo mamério),
mamectomia (remogdo da glandula maméaria afetada), mastectomia regional e a
mastectomia radical (retirada de toda a cadeia mamaria) (MORRIS; DOBSON, 2001).

Dependendo da graduacao histopatoldgica e presenca de metastase a distancia
ou em linfonodos regionais, pode ser necessaria a ado¢do de protocolos coadjuvantes a
cirurgia. Nesse contexto, a quimioterapia com carboplatina e/ou doxorrubicina tem sido
utilizada para o controle de micrometastases em potencial, prevencao de recidivas de
tumores solidos e tratamento paliativo de tumores irressecaveis (RODIGHERI; DE
NARDI, 2013).

A eletroquimioterapia, cujo principio é baseado na administracdo do agente
antineoplasico apos a realizacdo da eletroporacdo tem sido proposta no controle local
para neoplasias sélidas e apresenta efeitos colaterais minimos, redugdo no niumero de
pacientes mutilados e auséncia de resisténcia das células neoplésicas ao tratamento
(RANGEL et al., 2008). Além das técnicas citadas, diferentes substancias tém sido
associadas aos tratamentos convencionais, a exemplo do acido graxo 6mega 3 (AG n-
3), visando o aumento de sobrevida (VARA-MESSLER et al., 2015).

2.2 Tecido adiposo e obesidade

Constituicdo do tecido adiposo e funcdo

O tecido adiposo pode ser dividido em tecido adiposo branco ou tecido adiposo

marrom, constituidos respectivamente por adipdcitos brancos e castanhos. Além dos

adipdcitos, que representam 50% de sua constituicdo, é também formado por tecido



nervoso, fibras de coldgenos, nodulos linfaticos, leucdcitos, células mesenquimais
multipotentes, células endoteliais, fibroblastos e pré adipécitos (CINTI, 1999).

A funcéo do tecido adiposo esta relacionada a sua constituicdo. O tecido adiposo
marrom é responsavel por produzir calor, enquanto o tecido adiposo branco é conhecido
pela protecdo mecénica dos 6rgdos e armazenamento de reservas energéticas na forma de
triacilglicerdis (KITAHARA et al., 2004; ZORAN, 2010). Desde a descoberta do
horménio peptidico, constatou-se a fungdo enddcrina do tecido adiposo branco
(AHIMA, FLIER, 2000; FONSECA-ALANIZ et al., 2007; WOZNIAK et al., 2009).

Os adipdcitos produzem peptideos, horménios e citocinas denominadas
adipocinas que possuem efeito enddcrino, autdcrino ou paracrino e sao responsaveis por
modular a inflamacdo, influenciar no metabolismo lipidico, glicidico, na coagulacao
sanguinea, pressao sanguinea, modulacdo hormonal, homeostase, angiogénese e sistema
imune (HAMPER, 2016). Existem mais de 50 adipocinas e as mais conhecidas sao
interleucinas, fator de necrose tumoral (TNF), resistina e adiponectina (ZORAN, 2010).

Obesidade canina

A obesidade ¢ caracterizada pelo excesso de tecido adiposo capaz de prejudicar
as funcdes fisiologicas do organismo (CARCIOFI et al., 2005). Pesquisas realizadas em
diferentes paises apontam que a incidéncia de obesidade na populacdo de animais de
companbhia situa-se entre 22% e 40% (BRUNETTO, 2011). Nos animais de estimacédo, a
obesidade é influenciada por fatores raciais, etarios, sexuais, genéticos, ambientais,
nutricionais e enddcrinos que desencadeiam um desequilibrio entre o consumo e o gasto
caldrico, gerando um balango energético positivo, acumulado na forma de gordura, ganho
de peso e mudancas na composicao corporal (CASE et al., 1995; ZORAN, 2010).

As racas mais acometidas pela obesidade, segundo Zoran (2010) sdo Labrador
Retriever, Boxer, Scottish Terrier, Sheepdog Shetland, Basset Hound, Cocker Spaniel e
Beagle. A faixa etaria de maior prevaléncia estd situada entre 5 e 10 anos (DIEZ;
NGUYEN, 2006; LAFLAMME, 2006) e quanto mais idosos ficam, maior é a chance de
apresentarem ganho de peso em virtude da diminuigcdo da taxa metabolica basal (BMR)
que ocorre com 0 avango da idade e consequente substituicdo da massa magra por massa

gorda (DIEZ; NGUYEN, 2006). Outro fator que, associado ao sedentarismo, contribui



paraadiminuicdo da BMR, é a gonadectomia, e por isso se apresenta como um importante
fator de risco para o desenvolvimento da obesidade, principalmente em fémeas, que
naturalmente ja apresentam menor taxa metabdlica basal, comparadas aos machos (DIEZ;
NGUYEN, 2006; BURKHOLDER; TOLL, 2000; KIL, SWANSON, 2010).

A obesidade também pode ser produto de uma desordem poligenética, com
importante influéncia ambiental. A influéncia genética como causa de obesidade pode
manifestar-se através de alteracfes no apetite ou no gasto energético (HAMPER, 2016).
Em humanos existem mais de 200 genes que, quando modificados, influenciam na
obesidade (SWITONSKI et al., 2013; RANKINEN et al., 2016). Apds sequenciamento
do genoma canino, foram identificados polimorfismos nos genes do receptor 4 da
melanocortina (MC4R), cuja ativacdo reduz o apetite e leva a perda de peso; gene
associado a massa de gordura e a obesidade (FTO), o qual tem papel no controle da
ingestdo alimentar e na queima caldrica e no gene dos receptores ativados por proliferador
de peroxissoma do tipo y (PPARY), que regulam a homeostase da glicose, metabolismo
de lipideos e inflamacéo. Entretanto a influéncia destas alteragcbes em cdes ainda néo é
conhecida (SWITONSKI et al., 2013).

Fatores relacionados as praticas alimentares adotadas pelos guardifes para 0s
animais de estimacao também estdo envolvidos na obesidade. Nesse contexto se incluem
principalmente a alta densidade energética, numero de refei¢des, quantidade de alimento
oferecido por refeigdo e o fornecimento de sobras de alimentos e petiscos (GERMAN,
2006). Aptekmann (2014) observou, em um estudo realizado no Rio Grande do Sul, que
49% dos cées tem petiscos comerciais diariamente adicionados a dieta.

O vinculo entre os animais de estimacdo e seus guardiBes resultou em uma
antropomorfizagdo com reflexo na mudanga do padrédo alimentar dos cées. Diferente de
seus ancestrais, que possuiam uma alimentacao baseada em proteina e lipidios advindos
da caca, os animais de hoje possuem uma grande quantidade de carboidrato e lipidios,
além do acesso facilitado a alimentacéo (VEIGA, 2007).

Dentre os distarbios hormonais que devem ser levados em consideragdo neste
quadro, destacam-se o hipotireoidismo e hiperadrenocorticismo (BORGES; NUNES,
1998; MORGANTE, 1999). Existem as doencas que desencadeiam a obesidade e existem
as enfermidades que surgem como consequéncia da obesidade, as chamadas co-

morbidades, que podem resultar em reducdo da qualidade de vida e da longevidade do



animal. Tais doencas sdo consequéncias fisicas do excesso de peso ou da desordem
metabdlica desencadeada pelos adipécitos (FARCAS; MICHEL, 2016). Em cdes, a
obesidade predispde as doencas cardiorrespiratérias (HENEGAR, ZHANG, RAMA,
2014), distarbios do sistema locomotor (discopatias e ruptura de ligamento cruzado),
prejuizos a resposta imunoldgica, endocrinopatias, afec¢bes reprodutivas, dermatopatias
(piodermites e seborréia) e maior incidéncia de dislipidemias (GERMAN, 2006;
LAFLAMME, 2006). A obesidade também aumenta o risco para o desenvolvimento de
diferentes neoplasias em humanos, a exemplo de cancer de mama, Gtero, rim, tiredide e
figado (TEOH; DAS, 2016).

Obesidade e cancer

A obesidade foi associada ao aumento do risco de desenvolver tumores mais
agressivos na préstata, que provavelmente estdo relacionados a uma baixa concentracéo
de andrégenos (SHI et al., 2013). As evidéncias que sugerem correlacao entre cancer de
mama e obesidade ainda ndo estdo completamente compreendidas. De acordo com Djuric
(2016) os quatro mecanismos citados para explicar a relagio obesidade e cancer de mama
sdo 0 metabolismo dos hormonios sexuais, desregulacdo da sinalizacdo da insulina, que
leva ao desequilibrio na proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose e expressdo
alterada de adipocinas.

Furukawa et al., (2004) demonstraram, por meio de estudos em roedores e
humanos, que a obesidade proporciona o aumento na producdo de radicais livres pelo
tecido adiposo, induzindo ao estresse oxidativo e aumento na producdo de marcadores
pré-inflamatorios, que por sua vez mantém um estado de inflamacdo cronica discreta.
Tabak (2014) relatou que, para cada 5 kg/m? de aumento do indice de Massa Corpérea
(IMC) se observa um aumento de 12% na incidéncia de cancer de mama p6s menopausa
em mulheres. Este aumento na incidéncia pode estar relacionado a uma maior sintese de
estradiol, agente promotor de cancer de mama. Além disso, observa-se uma diminui¢édo
do tempo de sobrevida em mulheres obesas com neoplasias mamarias, independente da

expressao de receptores para estrogénio ou fase reprodutiva da mulher.
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2.3 Hiperlipidemia e carcinogénese

Definicéo de lipidios

Os lipidios comp&em um grupo quimico que tem na insolubilidade em &4gua uma
caracteristica comum a todos. As gorduras e os 6leos, derivados dos acidos graxos, sao
as principais formas de armazenamento de energia. O excesso de combustivel metabdlico
das células e organismos é convertido em 4acido graxo e armazenado na forma de
triacilglicerdis. Estes sdo os tipos de lipidios mais simples, compostos por trés moléculas
de &cido graxo unidas a uma molécula de glicerol. Constituem uma das principais formas
de armazenamento energético do organismo, depositados nos tecidos adiposo e muscular
(LEHNINGER, 2014).

O colesterol ¢ um derivado lipidico precursor de componentes com atividade
bioldgica variada, dentre elas os &cidos biliares, vitamina D e alguns horménios, a
exemplo da testosterona, estradiol, cortisol e aldosterona. E constituinte das membranas
plasmaticas e, portanto, essencial ao organismo animal. Diversos receptores de fatores de
crescimento estdo localizados na raft lipidica, por¢des da membrana plasmatica rica em
colesterol. Em humanos, o colesterol é produzido por meio de sintese celular no figado
(colesterol enddgeno - 70%) e da dieta (colesterol exdgeno - 30%). O excesso de
colesterol decorre dos maus habitos alimentares ao longo da vida e resulta em sérias
enfermidades (LEHNINGER, 2014).

O colesterol, por ser um lipideo, ndo pode ser transportado na corrente sanguinea
de forma isolada. As lipoproteinas, compostas por lipideos e proteinas, sdo as principais
transportadoras de colesterol e acidos graxos. Existem quatro classes de lipoproteinas
divididas em dois grupos: lipoproteinas ricas em triacilglicerol, mais e menos densas,
representadas pelos remanescentes de origem intestinal, e pelas lipoproteinas de
densidade muito baixa ou “very low density lipoprotein” (VLDL), de origem hepatica. O
outro grupo é constituido por lipoproteinas ricas em colesterol de densidade baixa (“low
density lipoprotein” - LDL) e de densidade alta ou (“high density lipoprotein” - HDL).
Existe ainda um grupo de lipoproteinas de densidade intermediaria ou (“intermediary
density lipoprotein” - IDL) e a lipoproteina a [Lp(a)], resultante da ligagcdo covalente de
uma particula de LDL a apo (a) (SPOSITO et al., 2007; SICCHIERI, 2012).
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Alteracdes nas lipoproteinas sdo denominadas dislipidemias ou hiperlipidemias
(SPOSITO et al., 2007). A dislipidemia ocorre quando o colesterol total (CT) é elevado,
quer pelo valor da LDL ou dos triglicerideos, quer pelo valor HDL baixo ou ainda por
uma combinacao das alteracdes (PEREIRA et al., 2013). Perfis anormais de lipoproteina
tém sido associados a progressao do cancer de mama (SCHAIRER et al., 2017). Segundo
Kaneko (1997), Meyer, Harvey (2004) e Thrall (2007), os valores de colesterol total,

HDL, LDL, VLDL e triglicerideos sao classificados conforme a Tabela 1.

Tabela 1: Limites para os valores de colesterol total, HDL, LDL, VLDL e triglicerideos

em cées
Fracéo lipidica Valor de referéncia (mg/dL)
Colesterol total 135-270
HDL 60,0 - 140,0
LDL 34,0-115,0
VLDL até 25,0
Triglicérideos 20-112

Fonte: Kaneko, 1997; Meyer, Harvey, 2004; Thrall, 2007.

Atualmente, a classe de medicamentos mais indicada para o controle de
dislipidemia em humanos € denominada estatina, responsavel por regular a concentracdo
de lipoproteinas LDL, HDL e VLDL por meio do controle do colesterol (HEGELE,
2009). O uso de estatina foi associado ao controle do cancer de pancreas (YU et al., 2017),
rim (NAYAN et al., 2017; BERQUIST et al., 2017), prostata (ALFAQIH et al., 2017) e
reducdo dos efeitos apos quimioterapia em mulheres com cancer de mama (MICALLEF
etal., 2016).

Ao longo de 20 anos de estudo, Roffo (1943) induziu adenocarcinomas estomacais
e sarcoma em figado e peritdnio de camundongos, ap6s alimenta-lo com gordura pré-
aquecidas ao longo de dois anos. Estabeleceu-se também uma relagdo entre os niveis de
colesterol, a faixa etaria e a incidéncia do cancer, pois a faixa etaria com maior nivel de
colesterol em humanos, entre os 41 e 60 anos de idade, coincidiu com a maior incidéncia

de cancer. Ressaltou-se também a importancia da semelhanca da estrutura quimica do
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colesterol com os horménios sexuais (Figura 1) e os esteroides, além de explicitar a
influéncia do colesterol em tumores malignos cutaneos, constatando taxas de colesterol

sempre maiores nos tecidos neoplasicos.

Figura 1: Estrutura quimica do colesterol e horménios sexuais
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Fonte: adaptado de Principios de Bioquimica de Lehninger, 2014.

A incidéncia de neoplasias mamarias em mulheres é cerca de quatro vezes maior
em paises ocidentais que em paises orientais (GAROFALLO; PETRILLI, 2006). A maior
incidéncia pode estar relacionada as alteracGes das lipoproteinas. No entanto, pouco é
sabido a respeito do papel dessas lipoproteinas no desenvolvimento do cancer. Em face
dessa realidade, muitos estudos e revisdes (NELSON et al., 2013; MCDONNELL et al.,
2014; GONG et al., 2014; MURALI, 2015; KIMBUNG et al., 2016) tém sido realizados a
respeito.

Llaverias (2011) demonstrou que ratos alimentados com uma dieta rica em
colesterol desenvolveram tumores de mama mais agressivos e apresentaram taxa
significativamente maiores de metastases. Torres et al., (2013) indicaram que nddulos
mamarios de ratos com hipercolesterolemia apresentaram desenvolvimento mais rapido,

menos apoptose e maior atividade angiogénica, quando comparados aos ratos sem
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hipercolesterolemia. Os autores concluiram que o excesso de colesterol induz a
angiogénese e acelera o desenvolvimento e crescimento de tumores mamarios in vivo, no
entanto o mecanismo envolvido no processo nao foi definido.

No mesmo ano, Nelson et al., (2013) afirmaram que a hipercolesterolemia é um
fator de risco para o desenvolvimento de tumores de mama positivos para receptor de
estrogenos e ndo responsivo ao tratamento com terapias hormonais. Em busca do
mecanismo gque medeia tal processo, eles constataram que camundongos tratados com 27-
hidroxicolesterol (27 HC), subproduto da sintese do colesterol, apresentaram maior
infiltracdo macrofégica e angiogénese. Além disso, 0 metabdlito acelerou o crescimento
do tumor da mama positivo para o receptor de estrogénio in vivo.

Outros estudos demonstraram que o colesterol LDL e VLDL séo
significativamente elevados em mulheres com cancer de mama (RAY; HUSAIN, 2001;
KUMAR et al., 2015; WOLFE et al., 2015). Em 2017 Lu et al., afirmaram que, ap6s
incubar por 72 horas moléculas de LDL e VLDL a uma cultura de células neoplésicas
[MCF-7 (luminal-like cells) e MDA-MB-231 (basal like cells)], houve aumento da
tumorigénese in vitro e da concentracdo de marcadores mesenquimais, como vimentina e
B-catenina. O acamulo de B-catenina citoplasmatica livre e/ou sua translocacdo para o
nacleo tem sido associada a progressdo tumoral (CONACCI-SORRELL; ZHURINSKY,
2002), enquanto a vimentina tem sido descrita em células epiteliais migratorias
envolvidas na invasdo tumoral (GILLES et al., 1999).

O VLDL ativa a angiogénese e Akt (um tipo de proteina quinase B envolvida no
processo de multiplicacdo celular, transcricdo, migragédo celular e apoptose), fato que
pode justificar o envolvimento da dislipidemia na progresséo do cancer de mama. Ainda
com relacdo a associacdo do VLDL ao cancer, outros estudos demonstraram que o VLDL
aumentou a quantidade de proteinas fosforiladas. Proteina quinase B fosforilada tem sido
associada ao receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e demonstra ser
importante na resisténcia ao tratamento por meio de radiacdo in vitro (PREVO et al.,
2008; CHOl et al., 2010).

Mesmo diante de tantas evidéncias da relevancia das dislipidemias na medicina
veterinaria oncologica, sdo poucas as pesquisas relacionando a obesidade, alteracdes no

perfil lipidico e desenvolvimento do cancer de mama. Deste modo, conhecimentos



14

adicionais podem contribuir e servir de base para futuros estudos e possiveis alternativas

terapéuticas.

Omega 3

Os fosfolipidios sdo componentes importantes das membranas e da matriz
estrutural de todas as células, modulando a funcgéo celular ao agirem como mediadores
intracelulares de transducéo de sinais ou moduladores de interacdo entre células. Dentre
as fungdes que os &cidos linoléico (18:2 n-6, AL) e alfa-linolénico (18:3 n-3, AAL)
desempenham no organismo, destaca-se a manutencdo das membranas celulares, as
funcGes cerebrais e a transmissdo de impulsos nervosos. Atuam ainda na transferéncia do
oxigénio atmosférico para o plasma sanguineo, sintese da hemoglobina e divisdo celular.
Dentre os acidos graxos da familia 6mega 3, destacam-se o acido eicosapentaenoico
(EPA) e &cido docosahexaenoico (DHA) (CARMO; CORREIA, 2009). Sdo encontrados
em algumas sementes, a exemplo da linhaca e alguns peixes de agua salgada, como o
atum, a sardinha, o salmdo e a cavala, que quanto mais ricos em gordura, maior teor de
AG n-3 apresentam (HARDMAN, 2004).

Sabe-se que a suplementacdo da dieta com 6leos contendo EPA ou DHA, em ratos
ou camundongos portadores de cancer diminuiu o crescimento de tumores do pulméo, do
colon, das mamas e da prostata, além de aumentar a eficacia da quimioterapia com
doxorrubicina, epirrubicina, 5-fluoruracil, mitomicina C, arabinosilcitosina e tamoxifeno
(HARDMAN, 2004). Com relacdo ao cancer de mama, foi constatado que o émega 3
induz a diferenciacdo das células neoplésicas. Ressalta-se que células diferenciadas nao
se multiplicam e a inducdo da diferenciacdo pode parar o crescimento do tumor
(CARMO; CORREIA, 2009).

Dentre 0os mecanismos de acdo do AGs n-3 na carcinogénese, cita-se a diminuicéo
da proliferacdo celular, estimulo na apoptose e diminuicéo na disseminagdo de metastases
e angiogénese. A influéncia do 6mega 3 na atividade do fator de transcricdo nuclear, na
expressdo génica e nas vias de transducgdo de sinais, levam a mudancgas no metabolismo
celular, estimulando o crescimento e diferenciacéo das células e alteracdo no metabolismo
do estrogénio. Com isso, existe um menor estimulo ao crescimento das células hormonio

dependentes e diminuigéo da producéo de radicais livres.
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Vale ressaltar que uma das fung¢fes mais importantes do dmega 3 esta relacionada
a sua conversdo enzimatica em eicosanoides, responsaveis por modularem a resposta
inflamatdria, imunologica, além de atuarem na agregacéo plaguetaria e no crescimento e
diferenciacdo celular. A liberacdo de acidos graxos poli-insaturados pela acdo das
fosfolipases estimula a producdo de eicosandides. O &cido graxo liberado serve como
substratos para as enzimas cicloxigenases, lipoxigenases e citocromo P450
(HARDMAN, 2004). Cicloxigenases (COX) e lipoxigenases (LOX) agem nos AGs de 20
carbonos produzindo moléculas de sinalizacdo celular, tais como prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos. As prostaglandinas da série dois, produzidas a partir do &cido
araquidoénico, possuem acdo pré-inflamatoria e proliferativa, ao passo que as
prostaglandinas da série trés, produzidas a partir do EPA, tém acdo inflamatdria e
proliferativa menor (HARDMAN, 2004).

As neoplasias da glandula mamaria sdo tumores hormdonio-dependentes
(WITHROW, SUSANECK, 1986; SILVA et al., 2004). Acredita-se que o 6mega 3 possa
reduzir o crescimento dos tumores de mama a partir da diminuicdo da estimulacao
estrogénica nesses tumores, uma vez que inibe a producdo de prostaglandina E2. A
prostaglandina E2 ativa a aromatase P450 e aumenta a producdo de estrogénio
(HARDMAN, 2004).

Os eicosandides gerados pela oxidacdo do acido araquidénico (AA), tais como
prostaglandina E2, leucotrieno B4, tromboxano A2 e acido 12-hidroxieicosatetraenoico
ja foram positivamente ligados a carcinogénese. Por exemplo, a prostaglandina E2
promove a sobrevivéncia das células tumorais e é encontrada em concentracdes maiores
nas células tumorais do que nas células normais. Se AGs n-3 estdo disponiveis, eles serdo
usados como substrato pela COX-2. Portanto, se 0s AGs n-3 forem incluidos na dieta e
incorporados as membranas celulares, menos prostaglandina E2 sera produzida nos
tecidos normais e tumorais. Os produtos das COX e LOX derivados do AA estimulam a
mitose, enquanto os derivados do EPA diminuem o crescimento do tumor (HARDMAN,
2004).

O 6mega 3 também pode influenciar na atividade do fator de transcri¢do nuclear
NFkB. Quando esse fator de transcricdo € ativado, a morte celular programada, ou
apoptose, é blogueada. Esse fator nuclear esta frequentemente alterado nas células

tumorais, resultando em células resistentes as drogas quimioterapicas e a radiagdo, as
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quais ndo morrem em resposta ao dano genético ocorrido. De modo semelhante, a
expressdo dos genes da familia Bcl-2 e da COX-2 também pode bloquear a apoptose,
resultando em células que ndo sofrem apoptose na hora apropriada. Os AGs n-3 podem
restaurar a apoptose fisiologica pela regulacdo do fator de transcricdo nuclear, o qual
regula a expressdo da COX-2, e pela regulacdo da expressdo dos genes da familia Bcl-22
(HARDMAN, 2004).

Os animais que receberam suplementacéo de acidos graxos 6mega-3 apresentaram
baixas concentracdes de interleucina pré-inflamatoria (interleucina-6) e triglicerideos.
N&o apresentaram efeitos adversos. Houve diminuicdo também na expressao de genes
inflamatorios, como MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos-1) e MIP-lalfa
(proteina inflamatdria derivada de macrofagos-lalfa) no tecido adiposo subcuténeo,
maior producdo de eicosandides anti-inflamatdrios no tecido adiposo visceral e tecido
adiposo subcutaneo e constatou-se que o EPA induziu apoptose celular por ativacéo da
caspase-3, alem de diminuir niveis de COX-2 (SHIROTA et al., 2005).

Em adicdo, mulheres que consumiram 6mega 3 ao longo da vida apresentaram
remissdo total ou parcial de metastase decorrente do cancer de mama em resposta a
quimioterapia citotoxica e possuiram maiores niveis de DHA no tecido adiposo da mama.
Sabe-se ainda que é possivel aumentar a concentracdo de DHA no parénquima mamario
ao consumir AG ao longo de trés meses (BOUGNOUX et al., 1999; BAGGA etal., 1997).
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3. HIPOTESES

1. Cadelas obesas com carcinoma mamario possuem maior concentracdo de estrona
sérica, decorrente da aromatizacdo da androstenediona, via enzima aromatase, no tecido

adiposo peritumoral;

2. Cadelas obesas portadoras de carcinoma mamario, independentemente do tipo tumoral,
possuem maior expressao de receptores para estrogeno e aromatase no tecido adiposo

peritumoral;

3. As dislipidemias e alteracGes na concentracdo de albumina, proteina total, globulina,
calcio, glicose e lactato estdo relacionadas ao status corporal e maior agressividade de

neoplasias mamarias em cadelas;

4. Cadelas acima do peso ou obesas, apresentam alteracdo no perfil lipidico e essa
alteracdo pode contribuir para a progressao e agressividade tumoral ou neoplasias mais

agressivas alteram o perfil lipidico das pacientes;

5. A ingestdo diaria de 6leo de peixe com 90% de 6mega 3 promove o controle da
concentracdo de colesterol total, HDL, LDL, VLDL, triglicerideos, albumina, proteina
total, globulina, célcio, glicose e lactato, além de incrementar a taxa de sobrevida de

cadelas com carcinoma mamario.
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4. OBJETIVO
4.1 Objetivo geral

Avaliar em cadelas com carcinoma mamaério a influéncia do tecido adiposo,
enquanto 6rgdo enddcrino, na carcinogénese, bem como, verificar o perfil lipidico e
metabolico das cadelas e o efeito da suplementacdo pos-cirargica com 6leo de peixe

(6mega 3) sobre o perfil lipidico, metabolico e taxa de sobrevida.

4.2 Objetivo especifico

Determinar as concentracfes séricas de androstenediona e estrona, bem como a
expressao da enzima aromatase P450 no tecido adiposo peritumoral de cadelas

portadoras de carcinomas mamarios;

e Auvaliar a expressao dos receptores de estrdgeno e progesterona no tecido adiposo

peritumoral de cadelas portadoras de carcinomas mamarios;

o ldentificar o perfil lipidico (colesterol total, HDL, LDL, VLDL, triglicerideos) e
metabolico (albumina, proteina total, globulina, célcio, glicose e lactato) de
cadelas com carcinoma mamario antes e ap0s a mastectomia e sua possivel

associacdo com a agressividade tumoral;

e Estudar o efeito da suplementagdo com 6leo de peixe com diferentes
concentracfes de 6mega 3 (90% e 60%) sobre o perfil lipidico, metabodlico e

sobrevida de cadelas com carcinoma mamario.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Aspectos Eticos e financiamento

Todos os tutores legais foram previamente informados sobre a realizacdo do
projeto de pesquisa, mediante assinatura em Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndice 1). O projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)
com numero de protocolo 05/2015 (Anexo 1). O projeto obteve financiamento da
FAPESB por meio do edital 23/2014, Programa de Apoio a Pesquisas Interdisciplinares
— PROINTER.

5.2 Infra-estrutura e equipe de trabalho

Foi utilizada a infraestrutura do Hospital de Medicina Veterinaria Professor
Renato Rodemburg de Medeiros Netto (HOSPMEV/UFBA), envolvendo os setores de
Clinica e Cirurgia de Pequenos Animais, Laboratério de Analises Clinicas, Laboratério
de Patologia Veterinaria. Como unidades parceiras, foram envolvidas nesse trabalho:
Laboratdrio de Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncia da Saide/UFBA,;
Laboratorio de Patologia Comparada (LPC) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais; Centro de Pesquisas Gongalo Muniz - Fundacao
Oswaldo Cruz (Salvador, Bahia), que disponibilizou o Laboratério de Patologia
Experimental (LAPEX); e o Laboratério de Chagas Experimental, Autoimunidade e
Imunologia Celular (LACEI). A pesquisa foi desenvolvida com o apoio do grupo de
pesquisa em Patologia Mamaria composta por professores, pds-graduandos (mestrandos,

doutorandos, residentes e pds doutorandos) e estudantes de graduacéo.
5.3 Desenho experimental
Os animais foram agrupados de acordo com a classificacdo histopatoldgica do

tumor mamario em: cadelas com Carcinoma em Tumor Misto (CTM) e cadelas

portadoras de outros tipos de carcinomas (Ca) (Figura 2). Nos casos de tumores multiplos
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ou multicéntricos, foi considerado o diagnoéstico histoldgico do tumor mais agressivo para

compaor os grupos.

Figura 2: Fluxograma de desenho experimental desse estudo, e divisdo dos animais com

carcinoma mamario divididas de acordo com o tipo histolégico

Cadelas com Carcinoma
Mamario (n=46)

Cadelas com CTM Cadelas com Ca
(n=28) (n=18)
| [
[ | | |
Pré-mastectomia Pds-mastectomia Pré-mastectomia Pds-mastectomia

Para avaliacéo do perfil lipidico, metabolico e concentracéo de androstenediona e
estrona foram realizadas colheitas de 4mL de sangue de todos os animais. O sangue
colhido foi centrifugado a 3000 rotagdes por minutos, durante 10 minutos. O soro obtido
foi armazenado sob refrigeracdo. A pesquisa foi realizada conforme ordem descrita pela

linha do tempo abaixo descrita e esquematizada na Figura 3.

Dia 0: Atendimento clinico, no qual foi realizada a anamnese clinica, exame fisico geral
e especifico das neoformacdes e realizacdo das medidas morfométricas. Neste momento
foram solicitados os exames pré-operatorios, exames de imagem e avaliacdo cardiaca.
Dia 1: Quarenta e oito horas antes do procedimento cirurgico. Colheita de sangue para
avaliacdo sérica do perfil lipidico e metab6lico pré-operatorio.

Dia 2: Dia do procedimento cirargico. Colheita de sangue para avaliacdo do perfil sérico
de estrona e androstenediona.

Dia 15: Dia da retirada de pontos. Colheita de sangue para avaliacdo sérica do perfil
lipidico e metabolico pds-operatorio. Inicio da ingestdo de 6mega 3. Os valores de exames

pos-operatdrios sdo 0s mesmos utilizados no momento pré-émega 3 90%.
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Dia 45: Trinta dias apds o inicio da ingestdo de émega 3. Colheita de sangue para
avaliacdo do perfil lipidico e metabdlico, visando avaliar o efeito da suplementagdo com
0mega 3 90% apos 30 dias de uso. Inicio de dmega 3 60%.

Dia 75: Sessenta dias apds o inicio da ingestdo de 6mega 3. Colheita de sangue para
avaliacdo do perfil lipidico e metabdlico, visando avaliar o efeito da suplementagdo com
Odmega 3 apo6s 60 dias de uso. Em todos os momentos de colheita de sangue os animais se

encontravam em jejum de 12 horas.
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Figura 3: Desenho experimental utilizado neste estudo
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5.4  Selegéo dos animais

Foram selecionadas 46 cadelas de diferentes racas com idade variando de 06 a 18
anos e media de 9,7 anos de idade, com diagnostico de carcinoma mamario, atendidas no
Hospital de Medicina Veterinaria Professor Renato Rodemburg de Medeiros Netto, no
periodo de abril de 2015 a agosto de 2016. Todos os animais foram acompanhados por

um periodo minimo de um ano.

Critérios de exclusao

Nenhum dos animais fez uso prévio (minimo de trinta dias antes da cirurgia) de
farmacos antineoplasicos, suplementacdo com dmega 3 ou apresentaram histérico de

endocrinopatia, sendo estes aspectos critérios de exclusdo dos animais na pesquisa.

5.5  Auvaliacdo clinica de cadelas com carcinoma mamario

As cadelas com lesdo mamaria foram submetidas ao exame fisico geral e
especifico. Os exames consistiram na avaliacdo da condicdo clinica geral, coleta de
informacdes sobre o historico clinico e ciclo reprodutivo (ciclo estral regular, castragéo,
periodo de desenvolvimento e evolucdo das lesGes, histérico de pseudociese e aplicacao
de progestagenos), bem como habitos alimentares (alimenta-se de racdo, comida caseira
ou petisco com as respectivas frequéncias e quantidades). Essas informacdes foram
transcritas para uma ficha oncolégica especifica segundo o protocolo modificado de
Ferreira et al., (2003) (Anexo 2) e ficha de anamnese dietética (Anexo 3), seguindo
modelo proposto pelo Manual de Obesidade canina e felina da Nestlé Purina® (JERICO
etal., 2014).

Exame de patologia clinica e imagem
Com objetivo de avaliar se o animal possuia condicdo clinica de ser submetido ao

tratamento cirdrgico foram realizados hemograma e exames de bioquimica sérica através

de kits de bioguimica clinica comerciais [alanina aminotransferase (ALT), fosfatase
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alcalina (FA), creatinina, uréia, glicose e calcio] (LABTEST®), além dos exames de
imagem [raio-x simples de torax em trés incidéncias latero-lateral direita (LLD), latero-
lateral esquerda (LLV) e ventro-dorsal (VD)] para pesquisa de metastase pulmonar e
ultrassonografia de abdémen total. Também foram realizados eletrocardiograma e
ecocardiograma. Apo6s a avaliagdo do risco cirurgico, os animais foram encaminhados

para a cirurgia.

Determinacéo antropométrica

Visando agrupar os animais segundo a sua condi¢éo corporal em cadelas com peso
adequado ou acima do peso, foi realizada a avaliacdo da condicdo corporal. A faixa de
condicdo corporal foi baseada em quatro métodos e estes foram comparados entre si:

a) Escore de Condigdo Corporal (ECC)

b) Indice de Massa Corporal Canino (IMCc)
c) Medicdo Morfométrica (MM) (Figura 4)

d) Porcentagem de Gordura Corporal (%GC)

O ECC, de acordo como proposto por Laflamme (1997), tem escala de 1 a 9.
Sendo assim, os animais com sobrepeso ou obesos sdo identificados com ECC > 6,
animais com peso normal (ECC = 4 ou 5), magros ou ECC <3 (Anexo 4).
O indice de massa corporal canino (IMCc) seguiu recomendacdes de Muller et al.,
(2008):
IMCc = peso (kg)/(estatura em m)?

O IMCc ideal para cdes de médio porte compreende valores entre 11,8 e 15 kg/m?,
conforme determinado por Muller (2008). Para o exame de composic¢do corporal, foi
realizada a medicdo morfométrica proposta por Burkholder (2000) e em seguida a
porcentagem de gordura corporal (%GC) gue, em animais com peso ideal esta entre 16 e
25%. Segundo Burkholder (2000), os valores da medicdo sdo inseridos na equagao a

seguir para determinacdo da % de gordura corporal:

% GC em cadelas = - 1,7 (MP cm) + 0,93 (PAcm) +5
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Na qual % GC significa porcentagem de gordura corporal, MP indica o
comprimento do membro posterior direito, mensurado desde a tuberosidade calcanea até

a metade do ligamento patelar e PA significa perimetro do abdome (Tabela 2).

Tabela 2: Valores de referéncia para avaliagdo da condicdo corporal canina. Adaptado
de Laflamme (1997), Burkholder (2000) e Muller (2008)

ABAIXO DO PESO PESO IDEAL ACIMA DO PESO
ECC 1-3 4eb 6-9
IMCc Abaixo de 11,7 11,8 e 15 kg/m2 Acima de 15,1

%GC Abaixo de 16% 16 a 25% Acima de 25%




Figura 4: As medidas morfométricas foram obtidas utilizando fita métrica. Para
a estatura, a medida foi desde a articulacdo atlanto-occipital até a regi&o posterior
aos membros posteriores, passando e apoiando a fita sobre a Gltima vértebra
sacral. (CC - comprimento da coluna; PA - Perimetro do abdome; PT - Perimetro
do torax; PC - Perimetro da coxa; MP - Comprimento do membro posterior e
AC - Altura da cernelha). Adaptado de Burkholder, 2000.
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Obtenc¢éo do sangue periférico

Para a avaliacdo do perfil lipidico, metabdlico e hormonal, o sangue foi colhido
em seringas descartaveis estéreis de 5mL por meio da venopuncao jugular e transferido
para tubos estéreis bioquimicos mantido a temperatura ambiente. Em seguida, 0 sangue
foi centrifugado a 3000 rotag¢fes por minuto por 10 minutos para obtencdo do soro, que

foi armazenado e refrigerado para posterior processamento.

Avaliacao do perfil lipidico sérico

A colheita foi realizada dois dias antes da mastectomia, 15 dias apds a
mastectomia e 30 e 60 dias da suplementacdo com Gleo de peixe (6mega 3). Foram
utilizados Kits de bioquimica clinica comerciais para a determinacgdo do colesterol total,
triglicérides e colesterol HDL (LABTEST®), sendo que todas as colheitas foram
realizadas ap0s jejum de 12 horas. Os valores do colesterol VLDL e LDL foram obtidos
por meio da Férmula de Friedwald (1972), sendo os valores expressos em mg/dL
(FISCHBACH, 2002; SCHMIDT et al., 2004).

Avaliacéo do perfil metabdlico

Foi considerado para determinacdo do perfil metabolico a avaliacdo sérica de
glicose, célcio, albumina, lactato e proteinas totais. A avaliacdo de patologia clinica foi
realizada por meio de Kits de bioquimica clinica comerciais, tais como glicose, calcio,
albumina, lactato e proteinas totais (LABTEST®). A globulina foi calculada por meio da

férmula: Proteinas totais — albumina = globulinas.

Estadiamento clinico

Foi realizado o estadiamento clinico com base no tamanho do tumor (T),
envolvimento neoplasico de linfonodos regionais (N) e presenca de metastases a distancia
(M), de acordo com o sistema TNM para carcinomas de mama em cadelas (CASSALI et
al., 2014, modificado de OWEN, 1980) (Tabela 3). Os tumores foram mensurados em
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pelo menos duas dimensdes. Quando o animal apresentou mais de um nddulo, cada um
deles foi medido separadamente, sendo considerada para a realizagdo do estadiamento
clinico a maior medida do tumor invasivo, conforme critérios adotados pelo sistema
TNM. A avaliacdo macroscopica dos linfonodos inguinais e axilares foi realizada por
palpacdo e a presenca ou ndo de envolvimento neoplésico determinada pelo exame

histopatologico, apds a exérese cirlrgica da cadeia mamaéria envolvida.

Tabela 3: Estadiamento clinico (TNM) dos carcinomas mamarios da cadela

Tumor Primario (T) Linfonodos Regionais (N)

TO Tumor néo detectavel NO Sem evidéncia de linfonodo regional
(axilares ou inguinais)
T1Tumor<3cm

a: nao fixo N1 Linfonodo Ipslateral envolvido
b: fixo a Pele a: nao fixo

c: fixo ao Musculo b: fixo

T2 Tumorde3-5cm N2 Linfonodos bilaterais envolvidos
a: nao fixo a: nao fixo

b: fixo a Pele b: fixo

c: fixo ao Musculo
Metastases a distancia (M)
T3 Tumor >5cm

a: nao fixo MO Sem evidéncia de metastase distante
b: fixo a Pele
c: fixo ao musculo M1 Metastase distante incluindo

linfonodos ndo-regionais
T4 Tumor de qualquer tamanho
(Carcinoma inflamatorio)

5.6 Cirurgia

A abordagem cirurgica foi a mastectomia radical unilateral. As cadelas foram
monitoradas durante o periodo pos-cirargico com utilizacdo de bandagem compressiva e
no décimo quinto dia foi realizada a retirada de pontos e colheita de sangue periférico

mediante jejum alimentar de 12 horas para avaliagdo do perfil lipidico pos-operatorio.



29

5.7 Caracterizacdo histopatoldgica da neoplasia

Biopsia excisional e Exame histopatoldgico

Imediatamente apds a cirurgia, a cadeia mamaria acometida, incluindo pele, tecido
subcutdneo e linfonodos regionais, foi encaminhada ao Laboratorio de Patologia
Veterinaria (LPV). Os fragmentos foram fixados em formol neutro e tamponado com
fosfato a 10% e processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina (PROPHET;
MILLS; ARRINGTON, 1992). As secc¢des histoldgicas de 4um foram coradas pelas
técnicas da Hematoxilina-Eosina (HE) (LUNA, 1968) para posterior classificacdo e

graduacéo histopatoldgica.

Classificacdo Histologica

Todos os exames histopatolégicos foram processados no Laboratério de Patologia
Veterinaria HOSPMEV/UFBA e para todos os casos foram confeccionadas duplicatas
das laminas, visando a analise independente por dois patologistas veterinarios
(LPV/UFBA e IGM/Fiocruz). A identificacdo do tipo histoldgico seguiu a classificacdo
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (MISDORP et al., 1999) e padronizagdo do
Consensus for the Diagnosis, Prognosis and Treatment of Canine Mammary Tumors
(CASSALI et al., 2014). O grupo de estudo foi composto por carcinomas em tumores

mistos (CMT) e outros carcinomas (Ca).
Graduacéo histopatologica
Os tumores foram graduados pelo Sistema de Nottingham (ELSTON e ELLIS,

1998) (Tabela 4), e os critérios incluiram formacédo tubular, pleomorfismo nuclear e

contagem mitdtica.
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Formacéo tubular

As estruturas tubulares foram definidas como aquelas que apresentaram lumen
claro e visivel. O escore 1 foi atribuido aos tumores que apresentaram mais de 75% da
area carcinomatosa formada por tubulos, comescore 2 entre 10% - 75% e escore 3 entre
0 - 10% da &rea do tumor.

Pleomorfismo nuclear

Para andlise de pleomorfismo nuclear, foram observados tamanho e forma dos
nucleos das células epiteliais normais adjacentes ao tumor, sendo utilizado como
parametro para avaliacdo da agressividade tumoral. Escore 1 foi atribuido para nucleos
pequenos e regulares e cromatina uniforme. Quando os nlcleos que apresentaram
tamanho aumentado e com variabilidade foi conferido escore 2. A presenca de células
com acentuado pleomorfismo, com grande variacdo no tamanho e forma do nucleo,
apresentando ainda nuacleos bizarros e vesiculosos, com multiplos nucléolos

caracterizaram o escore 3.

Contagem mitética

A contagem mitotica foi realizada por dois observadores de forma independente,
sendo o resultado final obtido a partir da média dos valores. Foi utilizado o microscépio
BX-41 (Olympus Latin America) com ocular de 10x e objetiva de 40x. Este equipamento
fornece uma area de 0,237 mm visualizada em campo de maior aumento (CGA). As
figuras mitéticas foram contadas em 10 CGA, selecionados preferencialmente na
periferia do tumor onde se observa maior atividade de proliferacdo celular (ELSTON e
ELLIS, 1998). O escore foi atribuido de acordo com o nimero de mitoses detectadas:
escore 1 (0-8 mitoses); escore 2 (9-16 mitoses) e escore 3 (acima de 17 mitoses). Nucleos
picnoticos ou hipercromaticos ndo foram contados uma vez que estas células podem estar

relacionadas com processos de necrose ou apoptose.
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Tabela 4: Critérios utilizados na graduacdo de tumores mamarios de cadela conforme o
grau de malignidade

Caracteristicas Pontuacao

Formacdo tubular

75% do tumor 1
10 a 75% do tumor 2
< 10% do tumor 3

Pleomorfismo nuclear

Tamanho nuclear semelhante a célula normal (2a3x o0 1
tamanho da hemacia)

Moderado aumento e variabilidade 2

Grande variagao 3

Indice mitotico

0 a 8 mitoses 1
9 a 16 mitoses 2
17 ou mais mitoses 3

Alocacao do grau histopatolégico

Para a obtencdo do grau histoldgico combinado do tumor, o escore para cada fator
foi somado, resultando em um valor total que varia de 3 a 9. O grau tumoral foi alocado
baseado nos valores a seguir:

3 —5 pontos: grau | — baixo grau;
6 — 7 pontos: grau Il — grau intermediério;

8- 9 pontos: grau Il —alto grau.
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5.6 Avaliacdo da concentragdo de androstenediona e estrona sérica

Estrona e Androstenediona

Para avaliar a concentragdo sérica dos hormonios estrona e androstenediona foram
utilizados kits ELISA de competicdo multiespécie de competicido (Develop®), e o

procedimento foi realizadode acordo com instrucdes do fabricante.

5.9 Imuno-histoquimica (Expressdo dos Receptores Hormonais e Aromatase)

Foram utilizados os anticorpos anti-aromatase, anti-receptor de estrégeno e anti-
receptor de progesterona (Tabela 5) em sec¢des histologicas com 4um, contendo
fragmentos de tecido adiposo peritumoral. Foi utilizado kit comercial com sistema de
amplificacdo polimérica (NovoL ink Max Polymer Detection System, LEICA®). Os
reagentes foram aplicados pela técnica manual, sendo o tempo de incubacao do anticorpo
priméario de 1 hora. Para os demais reagentes, o tempo foi de 30 minutos, com excecao
do cromdgeno DAB que foi de dois minutos. Como controles positivos foram utilizadas
amostras de mama previamente testadas para avaliagdo do anticorpo e os controles
negativos foram obtidos por substituicdo do anticorpo primério pelo soro normal.

Na avaliacdo semiquantitativa da imunomarcacdo de RE e RP, amostras contendo
>1% de adipocitos marcados foram consideradas positivas, segundo os critérios de
Hammond et al., 2010. Para avaliacdo da expressdo de aromatase, a porcentagem de
adipdcitos marcados foi classificada seguindo os cinco respectivos componentes: 0: <
1%, 1. 1-25%, 2: 26-50%, 3: 51-75%, 4: 76-100%. A intensidade de marcacdo da
aromatase foi determinada segundo a graduacdo: 0: sem marcacdo; 1: fraca; 2: moderada
e 3: intensa. O escore de cada caso foi obtido pela multiplicagdo do componente da
porcentagem de células pela graduacéo da intensidade de marcacgédo (adaptado de Sasano
et al., 2005). Como controles negativos foram utilizadas amostras de parénquima

mamario saudaveis.
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Tabela 5: EspecificacBes dos anticorpos utilizados nos ensaios imuno-histoquimicos de

carcinomas mamarios em cadelas

Clone Marca Recuperacao Diluicio  Tempo de
Antigénica Incubacéo
Anti- M22 Biovision Calor umido 1:100 1 hora
aromatase Research EDTApPH9
Products
Anti-RE 1D5 Dako Calor umido 1:50 1 hora
Citrato pH 6
Anti-RP  HPRAZ2 Dako Calor umido 1:50 1 hora
Citrato pH 6

5.10 Suplementacdo com 6leo de peixe (dmega 3)

Apbs quinze dias do procedimento cirdrgico, sete cadelas ingeriram junto a
refeicdo uma capsula de dleo de peixe (Inovet®) (Anexo 5) administrada para cada 10 kg
de peso vivo. No 6leo de peixe 500mg, 90% e 60% da composi¢cdo era 6mega 3, sendo
60% EPA (acido eicosapentaendico) e 40% DHA (&cido docosahexaenoico). No primeiro
més, a suplementacdo foi realizada com 6leo de peixe (6mega 3 90%) e no segundo més
a suplementacdo foi realizada com 6leo de peixe (6mega 3 60%), de acordo com
recomendacdo do fabricante, com colheita de sangue no inicio, 30 dias e 60 dias ap6s
inicio do tratamento. Foi recomendada a conservacdo em temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. As cadelas foram selecionadas de acordo com o comprometimento e
responsabilidade dos tutores e 0s animais apresentavam os diagndsticos histopatoldgicos
CTM (n=3) e Ca (n= 4).

5.11 Acompanhamento e sobrevida

Recomendou-se a realizagdo de exames radioldgicos a cada 60 dias, exames

laboratoriais (hemograma, bioquimico — ureia, creatinina, ALT e FA) e clinicos
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mensalmente até 12 meses apds a cirurgia, periodo de acompanhamento no qual foram
coletados dados a respeito da sobrevida global. O tempo de sobrevida global foi definida
como sendo o periodo em dias entre a exérese cirargica do tumor primario e a data de
oObito pela doenca.

Os animais que evoluiram para o 6bito foram necropsiados no Laboratorio de
Patologia Veterindria/HOSPMEV-UFBA para determinacdo da causa mortis e detecgdo
de possiveis metastases. Este procedimento foi realizado apds autorizacdo dos

proprietarios por escrito em formulario especifico (Anexo 6).

5.12 Andlise estatistica

As analises do perfil lipidico e metabdlico foram realizadas em duas fases. Na
primeira fase as anélises foram realizadas utilizando o procedimento GLINMIX do SAS
(versdo 9.2), sendo as variaveis gonadectomia, tipo histoldgico e a interacdo entre estes
considerados fixos no modelo estatistico. Foram testadas as seguintes distribuicGes de
probabilidade continua em cada variavel: exponencial, log-normal, Gamma, Weibull,
distribuicdo t, inversa gaussiana e normal. Os critérios para obtencdo do melhor ajuste
relativo a estas distribui¢cdes foram o critério de maxima verossimilhanca e a relagdo entre
Chi-quadrado e graus liberdade, que foram melhores quanto maior a proximidade de 1.
Para comparacdo entre as médias de maxima verossimilhanca o valor de p de cada
comparacdo foi conclusivo. Todas as analises foram conduzidas utilizando 0,05 como
nivel critico de probabilidade para o erro tipo I.

Para a avaliacdo do perfil lipidico e metabdlico frente a suplementacdo com dleo
de peixe (émega 3) foi utilizado o procedimento GLINMIX do SAS (versao 9.2), sendo
a suplementacdo considerada efeito fixo no modelo estatistico. Nesta etapa foram
realizados dois contrastes ortogonais: 1) Pré x 60: médias de maxima verossimilhanca
comparadas antes da suplementacgdo e apds 30 dias de suplementagdo com 6leo de peixe
(6mega 3 60% 3); 2) Pré x 90: médias de maxima verossimilhanca comparadas antes da
suplementacéo e apds 30 dias de suplementacdo com dleo de peixe (6mega 3 90%).

Para estrona e androstediona, foram avaliadas as relagcbes das concentracfes
séricas destes hormonios (variaveis dependentes) com o IMC, peso corporal e o

percentual de gordura corporal (variaveis independentes). Estimou-se o coeficiente de
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determinacdo parcial de cada varidvel independente no modelo e se adotou o
procedimento de selecdo de equagdes ajustadas denominado stepwise (DRAPER;
SMITH, 1981), utilizado o procedimento REG do SAS (versdo 9.1). Apenas as variaveis
significativas (p < 0,05) foram mantidas na composicdo do modelo matematico final. A
avaliacdo da aromatase foi realizada pelo teste de qui-quadrado.

As curvas de sobrevida foram estimadas pelo metédo de Kaplan-Meier e
comparadas pelo teste de Log-rank (Mantel-Cox) ou Cox na andlise univariada ou
multivariada, respectivamente e utilizando o softwares Prism 5.0 (GraphPad, San Diego,
CA, EUA). Em todos os casos, valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados sob a forma de dois artigos cientificos

elaborados submetido para publicacéo.
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ESCOPO

PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA

QUALIS: A2

GUIA PARA A COMPOSICAO DO ARTIGO

Os artigos devem ser submetidos através do Sistema Scholar One, com o0s
arquivos de texto na versao mais recente do Word e formatados de acordo com o0 modelo
de apresentacdo disponiveis no ato de submissao e no site da revista (www.pvb. com.br).
Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda ndo publicados e ndo considerados
para publicacdo em outro periddico. Apesar de ndo serem aceitas comunicacdes (Short
commu-nications) sob a forma de “Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do numero
de paginas do artigo enviado. Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides
e conceitos emitidos nos artigos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria
Cientifica, reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificacdes aconselhaveis ou
necessarias. Os artigos submetidos sdo aceitos através da aprovacdo pelos pares (peer
review). NOTE: Em complementacdo aos recursos para edi¢do da revista € cobrada taxa
de publicagdo (paper charge) no valor de R$ 2.000,00 por artigo editorado, na ocasido do
envio da prova final, ao autor para correspondéncia.

1. Os artigos devem ser organizados em Titulo, ABSTRACT, RESUMO,
INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO,
CONCLUSOES, Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo deve ser conciso e indicar o conteudo do artigo; pormenores de
identificacdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente abreviar seus nomes quando
compridos, mas mantendo o primeiro nome e o ultimo sobrenome por extenso, como por
exemplo: Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto (inverso, Peixoto
P.V.); Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa (inverso, Riet-Correa
F.). Os artigos devem ter no méximo 8 (oito) autores;

c) o ABSTRACT deve ser uma versdo do RESUMO em portugués, podendo ser
mais explicativo, seguido de “INDEX TERMS” que incluem palavras do titulo;

d) o RESUMO deve conter o que foi feito e estudado, indicando a metodologia e
dando os mais importantes resultados e conclusdes, seguido dos “TERMOS DE
INDEXACAO” que incluem palavras do titulo;

e) aINTRODUGAO deve ser breve, com citacdo bibliografica especifica sem que
a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicagdo do objetivo do artigo;
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f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo da experimentacdo por outros pesquisadores. Em experimentos com animais,
deve constar a aprovacio do projeto pela Comissio de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados obtidos.
Quadros (em vez de Tabelas) devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando,
sempre que indicado, médias de vérias repeticdes. E conveniente expressar dados
complexos, por graficos (=Figuras), ao invés de apresenta-los em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. N&o
convém mencionar artigos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma
obrigacgdo do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados;

J) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em notas
de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluira a bibliografia citada no artigo e a
que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada alfabetica e
cronologicamente, pelo sobrenome do primeiro autor, seguido dos demais autores
(todos), em caixa alta e baixa, do ano, do titulo da publicacédo citada, e, abreviado (por
extenso em casos de davida), o nome do periddico ou obra, usando sempre como exemplo
os ultimos fasciculos da revista (www.pvb.com.br).

2. Na elaboragdo do texto devem ser atendidas as seguintes normas:

a) A digitacdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entrelinha simples; a pagina
deve ser no formato A4, com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita), o
texto deve ser corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das
Figuras no final (logo ap6s as REFERENCIAS). As Figuras e os Quadros devem ter seus
arquivos fornecidos separados do texto. Os nomes cientificos devem ser escritos por
extenso no ini- cio de cada capitulo.

b) a redacgdo dos artigos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel,
no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdo
nameros arabicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase que motivou a nota.
Essa numeragdo sera continua por todo o artigo; as notas deverdo ser langadas ao pé da
pagina em que estiver o respectivo nimero de chamada, sem 0 uso do “Inserir nota de
fim”, do Word. Todos os Quadros e todas as Figuras tém que ser citados no texto. Estas
citacbes serdo feitas pelos respectivos numeros e, sempre que possivel, em ordem
crescente. ABSTRACT e RESUMO serdo escritos corridamente em um sé paragrafo e
ndo devem conter citagGes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional completo
de todos os autores (na lingua do pais dos autores), o e-mail do autor para correspondéncia
e dos demais autores. Em sua redacdo deve-se usar virgulas em vez de tragos horizontais;
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d) siglas e abreviacdes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela primeira
vez no artigo, serdo colocadas entre parénteses, apds o0 nome da instituicdo por extenso;

e) citacBes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; artigos de até
dois autores serdo citados pelos nomes dos dois, e com mais de dois, pelo nome do
primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois artigos nao se distinguirem por esses
elementos, a diferenciacdo sera feita através do acréscimo de letras minudsculas ao ano.
Artigos ndo consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados, colocando-
se no final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e 0 ano.)”’; a referéncia
do artigo que serviu de fonte, serd incluida na lista uma sé vez. A mencao de comunicacgéo
pessoal e de dados ndo publicados é feita no texto somente com citacdo de Nome e Ano,
colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituicdo de origem
do(s) autor(es). Nas citacOes de artigos colocados cronologicamente entre parénteses, ndo
se usard virgula entre 0 nome do autor e 0 ano, nem ponto-e-virgula ap6s cada ano, como
por exemplo: (Priester & Haves 1974, Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al.
2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada em caixa alta e baixa, com
0s nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade com o padrdo adotado
nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenacéo de seus varios elementos.
3. Os gréficos (=Figuras) devem ser produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e
preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convenc¢des adotadas sera incluida
preferentemente, na area do grafico (=Figura); evitar-se-a o uso de titulo ao alto do grafico
(=Figura). 4. As legendas explicativas das Figuras devem conter informacdes suficientes
para que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, independente do
texto). 5. Os Quadros devem ser explicativos por si mesmos. Entre o titulo (em negrito)
e as colunas deve vir o cabecalho entre dois tracos longos, um acima e outro abaixo. Ndo
h& tracos verticais, nem fundos cinzas. Os sinais de chamada serdo alfabéticos,
recomecgandos, se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo langadas logo abaixo
do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um trago curto a esquerda.
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Apéndice 1: Termo de esclarecimento/consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
HOSPITAL DE MEDICINA VETERINARIA PROF RENATO MEDEIROS

Termo de esclarecimento/consentimento livre e esclarecido

O presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido tem o objetivo de informar ao responsavel pelo paciente,
quanto aos principais aspectos relacionados ao projeto ao qual o animal sera submetido, complementando as
informag0es prestadas pelo seu médico veterinario e pela equipe de profissionais do Projeto Mama do Hospital de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Bahia.

Nome do projeto: Avaliacdo da eficacia da quimioterapia anti-neoplasica em cadelas portadoras de carcinomas de
mama selecionadas a partir do perfil de leucdcitos no sangue periférico

Nome dos Médicos Veterinérios responsaveis pelo estudo: Prof. Dra. Alessandra Estrela da Silva Lima, MV. Msc.
Mario Jorge Melhor Heine D" Assis, MV. Msc. Marilia Carneiro de Aradjo Machado, MV. Msc. Carlos Humberto da
Costa Vieira Filho, MV. Msc. Keidylania da Costa Santos, MV. Michelle Neves Pereira e MV. Aline Concei¢do dos
Santos

Propdsito e objetivo do projeto

Tumores de mama em cadelas séo os principais tumores observados na clinica de pequenos animais, sendo a taxa de
malignidade extremante variavel, podendo alcancar mais de 90% dos casos, muitos dos quais ja apresentam metastase
linfatica no momento do diagndstico. A partir deste estudo clinico, objetivamos determinar os principais achados
clinicos e conduta cirdrgica adequada; estabelecer o diagndstico e graduacdo histopatoldgica das neoplasias,
correlacionando com os fatores prognosticos; avaliar o potencial proliferativo dos tumores e a eficacia da cirurgia e
quimioterapia (convencional e metrondmica) no aumento da sobrevida global; utilizacdo de dmega 3 para melhoria do
sistema imunolégico; além do uso de eletroacupuntura como tratamento adjuvante a cirurgia.

Como eu fago para participar do projeto?

Todos os pacientes deverdo ser avaliados previamente pelos médicos veterinarios responsaveis pelo estudo e esta
avaliagdo devera ser realizada no Hospital de Medicina Veterinaria da UFBA. Para participacdo do projeto o
proprietério deve ser comprometer em realizar todo o tratamento recomendado, além de estar ciente dos custos que
terdo com o tratamento.

Quais sdo os exames necessarios para inclusdo do paciente no estudo?

Apds a avaliagdo inicial, o paciente serd encaminhado para radiografia de térax em 3 incidéncias, USG,
eletrocardiograma e ecocardiograma a serem realizadas em clinica indicada pelos médicos veterinarios responsaveis
pelo projeto. Apos este procedimento, serdo coletadas amostras de sangue destes pacientes para realizacéo de fungdo
hepatica (ALT, FA), funcéo renal (ureia e creatinina), hemograma completo, célcio e glicose.

Apds os exames pré-operatorios sera realizada a cirurgia (mastectomia unilateral total com castracdo), no qual 30
minutos antes do procedimento cirrgico sera coletada uma amostra de sangue para realizagcdo da imunofenotipagem e
perfil lipidico sérico. No dia de revisdo pos-operatoria e retirada dos pontos sera realizada uma colheita de sangue para
avaliagdo hormonal e perfil lipidico. Naqueles pacientes em que sera necessaria a quimioterapia, esta sera realizada
apos a retirada dos pontos e instituido suplementagdo com 6mega 3 e ragdo Proplan-Nestlé. A quimioterapia serad
realizada no total de 6 sessdes, com intervalo de 21 dias, sendo necessario 0 acompanhamento do paciente no intervalo
entre as sessdes.

Quais sdo os efeitos colaterais que meu animal podera apresentar durante o tratamento?

O seu animal pode apresentar efeitos colaterais devido ao tratamento, podendo ser leves a sérios. Os efeitos colaterais
mais comumente esperados sdo alteragBes gastrointestinais (vomito, diarreia e diminuicdo de apetite), que serdo
avaliados e entdo analisada a necessidade da interrupgéo do tratamento.
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Qual seré o custo do tratamento?

Exames de imagem (radiografia de toérax, USG, ECG E ECO)
Hemograma e bioquimica sérica

Cirurgia = de acordo com o peso do animal

Medicacgdes pos-operatorias e quimioterdpicas

Para fins de ordem legal, declaro que fui devidamente informado, em linguagem clara e objetiva, sobre as normas do
projeto descrito acima e autorizo a participacdo do meu animal especificado abaixo, estando ciente de que assumirei a
responsabilidade do tratamento bem como do acompanhamento do meu animal.

Aceito as responsabilidades pelos custos inerentes, bem como o fornecimento das medicacdes e os retornos marcados
pelo médico veterinario responsavel.

Foi-me concedida a oportunidade de esclarecer dividas e fazer questionamentos sobre a doenca do meu animal e
tratamento ao qual ele sera submetido, assim como me foi disponibilizada a possibilidade de novos esclarecimentos
caso eu julgue necessario.

Estou ciente dos riscos e beneficios do tratamento/procedimento proposto, assim como dos riscos decorrentes da ndo
realizacdo do(s) mesmo(s).

Declaro ter compreendido que ndo existe garantia absoluta sobre os resultados a serem obtidos, independentemente do
tipo de cirurgia e de quimioterapia, da eficiéncia dos cuidados médicos e da boa técnica cirurgica e anestésica.

Fui também informado que, apesar de incomum, durante ou apés qualquer procedimento cirdrgico, pode ocorrer parada
cardiorrespiratoria, edema de glote, embolia pulmonar, pneumonias, derrame cerebral (acidente vascular encefélico),
reacOes adversas a medicagdes utilizadas. Além disso, fui informado que, algumas vezes, estas complica¢des podem
levar ao encaminhamento do meu animal para internamento, incapacidade temporaria ou permanente e até 6bito.
Estou ciente que excepcionalmente pode haver necessidade do procedimento ser suspenso ou de haver mudanga da via
de acesso, técnica e/ou tatica cirdrgica. Estou ciente que situagbes imprevisiveis, imponderaveis e emergéncias podem
ocorrer. Autorizo, nestas circunstancias, qualquer outro procedimento, exames, tratamento ou cirurgia, para solucionar
tais situacdes de acordo com suas caracteristicas e peculiaridades técnicas, isto inclui a traqueostomia (abertura da
traqueia) e a toracotomia (abertura do torax).

Fui informado que, no periodo pds-operatério devo comunicar o médico veterinario responsavel e/ou retornar ao
hospital caso meu animal apresente febre, vermelhiddo ou saida de secrecdo do local da cirurgia, dor forte, vomitos,
dificuldades respiratorias, qualquer sangramento ou desmaio.

Confirmo que recebi explicagdes, li, compreendo e concordo com tudo que me foi esclarecido e que me foi concedido
a oportunidade de anular, questionar, alterar qualquer espaco, paragrafo ou palavras com as quais ndo concordasse.
Tive a oportunidade de fazer perguntas que me foram respondidas satisfatoriamente. Assim, tendo conhecimento,
autorizo a realizacdo do procedimento proposto em meu animal.

Dados do proprietario
Nome:
RG: Telefone:

Dados do animal

Nome: Espécie: Idade: Raca
Salvador / /

Ass:




Anexo 1: Protocolo n° 05/2015 da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
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Anexo 2: Ficha oncolégica adaptada de Ferreira et al., 2003
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Anexo 3: Ficha de Anamnese dietética Nestlé Purina®

FICHA DE ANAMNESE DIETETICA

Paciente: Peso:
Raca: Porte:
Castrado (sim ou nao): Idade: ECC:

Anamnese dietética

1 - Alimento habitual: comercial alimento caseiro

2 - Alimento seco: sim ndo

Marca: Quantidade: /dia  Frequéncia:
3 - Alimento Umido: sim ndo
4 - Alimento caseiro: sim nédo

Ingredientes:

5 - Petisco: sim  nédo

Marca: Quantidade: /dia Frequéncia: refeicBes

6 - Restos de alimentos: sim  ndo Descricdo/frequéncia:

7 - Apetite: Disorexia Normofagia Polifagia
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8 - Onde o seu animal de estimacdo permanece a maior parte do tempo:

9 - A preparagdo do alimento é realizada na presenga de animal de estimacao:

10 - E permitido que seu animal permanega presente durante as refeigdes da familia:

11 - Ha outros animais na casa? . Ha idoso/crianca
12 - Seu animal de estimacao realiza alguma atividade fisica: Qual?
13 - Frequéncia: tempo/dia

Outras informag0es:




Anexo 4: Escore de Condicdo Corporal de acordo com Laflamme, 1997

Animais subalimentados (Escores 1 e 3)
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Anexo 5: Laudo de analise do 6mega 3, Inovet

Catalent.

! DEPARTAMENTO DE CONTROLE DA QUALIDADE
[ LAUDO DE ANALISE

[PRODUTO: )
OLEO DE PEIXE 500 MG

LOTE CATALENT:  |ESPECIFICAGAO: FABRICACAO:  [VALIDADE:
- 17030348 05.0551.0001 03/2017 03/2020
LOTE CLIENTE: CLIENTE: QUANTIDADE:

INOVET 152.000 CAPSULAS

Ensaio Especificacdo ' Resultados

1. DESCRICAO Liquido oleoso amarelc claro ou|
amarelo, com odor caracteristico, |

isento de material estranho, contido De acordo
em Capsula Gelatinosa Mole
incolor, no formato oval.

2. PESO MEDIO 500 mg/cépsulz + 7,5% ou 463 a

538 mg/céps. )
3.DESINTEGRAGAO Maximo 30 minutos. 06 minutos
(dgua/37°C e ! ,

4. COMPOSICAO DE ACIDOS [EPA: 90,0 mg/capsula

GRAXOS (minimo 85,5 mg/céps). 99,5 mg/capsula

| DHA: 60,0 mg/cépsula

’ { (minimo 57,0 mg/cps). 70,5 mg/capsula
| Total de Omega: 150,0 mg/cépsula |

(minimo 142,5 mg/capsula). 180,3 mg/capsula

5. ARSENIO Maximo 0,10 ppm < 0,10 ppm

6. CHUMBO Maximo 0,10 ppm < 0,10 ppm

7. MERCURIO Méximo 0,10 ppm < 0,10 ppm

8.ANISIDINA Méximo 30,0 ) 6,1

9.INDICE DE PEROXIDO Maximo 10,0 mEq/Kg 1,6 mEq/Kg

10. TEOR Acetato de Racealfatocoferol: 0,500

ava t Vitamina E:
COPIA INF ()me?goe 2 120%) de 9,850 mgjehns
0,268 a 0,402 mg/caps
Méaximo 1000 UFC/g. <10 UFC/g

|

493 mg/capsuix

11. CONTAGEM TOTAL DE
BACTERIAS

12. CONTAGEM DE BOLORES
E LEVEDURAS

13. PESQUISA DE
PATOGENOS

E. coli

(Pseudomonas aeruginosa) Ausénciaem 1g. Ausente
(Staphylococcus aureus) Auséncia em 1 g. Ausente
(Salmonella sp) Auséncia em 10 g. el Ausente
CONDIGOES E CUIDADOS DE |Armazenar em temperatura maxima de 25°C e umidade relativa
ARMAZENAMENTO maxima de 65%. Manter na embalagem por no méaximo 30 dias

Maximo 100 UFC/g. <10 UFC/g

Ausénciaem 1g. Ausente

Av. José Vieira, 446 Distrito Industrial Indaiatuba SP CEP 13347 360 19 3936 9199 www.catalent.cem

Anexo 6: Formulario de autorizacdo de necropsia
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ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA
HOSPITAL DE MEDICINA VETERINARIA

JERMO DEDOACAO .

Pelo presente termo eu

RG.N° LCP.Fn°

endereco

fago doagdo a este Hospital Veterindrio
de: raca SEXO0..crnurrrrrivcirsr PEIAGEM...cr e enesidOd e

para que esta Instituicdo utilize-o do modo que lhe aprouver | como seja:

manté-lo vivo para estudos, sacrificd-lo, inclusive dod-lo a pessoas ou Instituicdes.

Motivo da doagdo:

Salvador, .........de
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PERFIL LIPIDICO E METABOLICO DE CADELAS COM CARCINOMA
MAMARIO SUPLEMENTADAS COM OLEO DE PEIXE
LIPIDIC AND METABOLIC PROFILE IN FEMALE DOGS WITH
MAMMARY CARCINOMA AND SUPPLEMENTED WITH FISH OIL
Keidylania da Costa Santos?, Ricardo W.D. Portela?, Karine Araljo Damasceno?,
Alessandra E. S. Limat
!Departamento de Anatomia, Patologia e Clinicas, Escola de Medicina Veterinaria e
Zootecnia — P6s-Graduacdo em Ciéncia Animal dos Tropicos. Universidade Federal da
Bahia, Salvador, Bahia, Brasil.
2 Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular, Instituto de Ciéncias da Saude —
Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia, Brasil, 40110-100.
% Laboratorio de Patologia Experimental (LAPEX)- Instituto Gongalo Moniz, Fundagio
Oswaldo Cruz, Salvador, Bahia, Brasil.
4 Instituto Federal do Sertdo Pernambucano (IF - Sertio) — Santa Maria da Boa Vista,

Pernambuco, Brasil.

ABSTRACT.- Santos K.C., Portela R.W.D.P., Damasceno, K.A., Estrela-Lima, A.S.
2017. [lipidic and metabolic profile in female dogs with mammary carcinoma and
supplemented with fish oil.] Perfil lipidico e metabdlico de cadelas com carcinoma
mamario suplementadas com Gleo de peixe. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-
00. Universidade Federal da Bahia. Avenida Adhemar de Barros, s/n, Ondina, CEP
40170110. Bahia — Brazil. E-mail: alestrela@gmail.com

Studies have shown that elements obesity-related, as example of excess of
cholesterol, induce angiogenesis and accelerate the development and the in vivo growth
of breast tumors. In this context, the objective of this study was to trace the lipid and
metabolic profile of female dogs with mammary and compare the results with body
condition, malignancy, obesity and reproductive status, besides studying the effect of
omega-3 supplementation as a supporting treatment in female dogs with mammary
carcinoma. Pre- and post-mastectomy peripheral blood sampling was performed to
evaluate total cholesterol, HDL-cholesterol, VLDL, LDL and triglycerides, as well as
lactate, calcium, glucose, albumin, total protein and globulin of female canine (n=46).

After 15 days of the surgery, 7 female dogs were selected to supplementation with omega



62

3 at 90%, followed by omega 3 at 60% for 30 days. The lipid and metabolic profile was
evaluated at the beginning, middle (30th day) and end (60th day) of the supplementation
period. There was greater involvement of Poodle dogs 26.09% (12/46). The female dogs
presented predominantly score 4 (45.65%), body mass index above the reference value
(45.65%) and 39.13% of female dogs presented body fat percentage within the standard.
There was a significant difference in the mean values of triglyceride levels (p = 0.0363)
and VLDL (p = 0.0181). The concentration of aloumin and lactate were higher in female
dogs with a more aggressive histological type (CTM pre = 2.685; post = 2.53, pre-Ca =
2.85; post = 2.75). There was no change in the lipidic profile after supplementation with
fish oil at any concentration. However, it was observed changes in glucose (p = 0.0067),
total protein (p = 0.0002) and globulin (p = 0.0002) when fish oil with 90% of omega-3
was used as supplementation. Obese female dogs present altered lipidic profile and more
aggressive tumors (Ca), suggesting a relationship between tumor aggressiveness and
lipidic and metabolic profile.

INDEX TERMS: mammary neoplasia, obesity, fish oil, lipids.

RESUMO: Estudos demonstraram que elementos relacionados a obesidade, como
exemplo de excesso de colesterol, induzem angiogénese e aceleram o desenvolvimento e
0 crescimento in vivo de tumores mamarios. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi
tracar o perfil lipidico e metabdlico das fémeas com neoformacdes mamarias e comparar
os resultados com a condicdo corporal, malignidade, obesidade e status reprodutivo, além
de estudar o efeito da suplementacéo de omega-3 como um tratamento complementar em
cadelas com carcinoma mamario.

A amostragem de sangue periférico pré e pos-mastectomia foi colhida para avaliacdo de
colesterol total, HDL-colesterol, VLDL, LDL e triglicerideos, bem como lactato, calcio,
glicose, albumina, proteina total e globulina. Ap6s 15 dias da cirurgia, 7 fémeas foram
selecionadas para suplementacdo com dmega 3 a 90%, seguido de 6mega 3 a 60% durante
30 dias. O perfil lipidico e metabolico foi avaliado no inicio, meio (30° dia) e final (60°
dia) do periodo de suplementacéo.

Houve maior envolvimento de cdes da raca poodle 26,09% (12/46). As fémeas
apresentaram predominantemente escore corporal 4 (45,65%), indice de massa corporal

acima do valor de referéncia (45,65%) e 39,13% das fémeas apresentaram porcentagem
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de gordura corporal dentro do padrdo. Houve diferenca significativa nos valores médios
dos niveis de triglicerideos (p = 0,0363) e VLDL (p = 0,0181). A concentracdo de
albumina e lactato foi maior em cées fémeas com tipo histolégico mais agressivo (CTM
pré = 2.685; pds = 2.53, pré-Ca = 2.85; pos = 2,75). Nao houve alteracdo no perfil lipidico
apos suplementacdo com 6leo de peixe em qualquer concentracdo. No entanto, observou-
se alteragdes na glicose (p = 0,0067), proteina total (p = 0,0002) e globulina (p = 0,0002)
quando o 6leo de peixe com 90% de omega-3 foi utilizado como suplementacéo.

As cadelas obesas apresentam perfil lipidico alterado e tumores mais agressivos (Ca),

sugerindo uma relacdo entre agressividade tumoral e perfil lipidico e metabolico.

TERMOS DE INDEXAGCAO: neoplasias mamarias, obesidade, 6leo de peixe, lipidios
INTRODUCAO

Os tumores mamarios sao frequentes na clinica de pequenos animais e acometem
cadelas de meia idade a idosas, castradas ou inteiras, sem predisposic¢éo racial (CASSALI,
2014). Possuem etiologia multifatorial, com participacdo de fatores genéticos, ambientais
e hormonais (SILVA et al. 2004). Dentre os fatores ambientais, destaca-se a nutri¢do
representada por dietas desbalanceadas que culminam com a obesidade (FELICIANO et
al. 2012).

A obesidade esta relacionada ao surgimento de diferentes neoplasias em humanos,
a exemplo das neoplasias do trato digestivo, tais como esdfago, estdmago, figado,
vesicula biliar, pancreas, colon e reto. Além das neoplasias horménio-dependentes, tais
como mama, endométrio, colo uterino e ovarios (CALLE et al. 2003; LARSSON;
WOLK, 2007; KAIDAR-PERSON et al. 2011).

Dentre os possiveis mecanismos gque ligam a obesidade a carcinogénese, destaca-
se 0 metabolismo dos horménios sexuais, desregulacdo da sinalizacdo da insulina, que
leva ao desequilibrio na proliferacdo celular, diferenciagdo e apoptose e expressao
alterada de adipocinas (DJURIC, 2016). Além disso ja tem sido sugerida a participacdo
das dislipidemias, co-morbidade associada ao excesso de peso como fator de risco para o
desenvolvimento de neoplasias (GERMAN, 2006; GERMAN; HONDEN; MORRIS,
2010; LEKCHAROENSUK et al. 2000).

Estudos com roedores demonstraram que a hipercolesterolemia induz a formacéo

de tumores mais agressivos de evolucdo rdpida, menor apoptose e maior atividade
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angiogénica, e maior predisposi¢do para desenvolver metastases (LLAVERIAS, 2011;
TORRES, NORONHA, CASELLA, 2013). Em adicao, o colesterol LDL e o VLDL se
apresentam significativamente elevados em mulheres com cancer de mama. Em 2017, Lu
et al. verificaram que subfracdes de LDL e VLDL aumentaram a tumorigénese de células
neoplésicas da linhagem MCF7 e MDA-MB-231 in vitro.

Uma forma de controlar a hiperlipidemia em humanos consiste na suplementagéo
com 4cidos graxos polinsaturados (BORGES, 2013; SELTING et al. 2014). Essa
suplementacédo, de acordo com pesquisas in vitro, é capaz de inibir a carcinogénese ao
retardar o crescimento de células tumorais de mama, Gtero, bexiga, neuroblastoma,
glioblastoma, além de aumentar a eficacia de drogas quimioterapicas (BIONDO et al.
2008; CARMO, CORREIA, 2008).

Mesmo diante das afirmacGes que demonstram a relevancia das dislipidemias no
comportamento das neoplasias mamarias, pesquisas relacionando a obesidade e
alteragBes no perfil lipidico ao desenvolvimento de tumores mamarios caninos sdo
escassas. Por tais motivos, objetivou-se com esse estudo tracar o perfil lipidico de cadelas
portadoras de carcinoma mamario, comparar com o status reprodutivo e tipo histolégico
do tumor e avaliar o efeito da suplementacdo com 6leo de peixe sobre o perfil lipidico e
sobrevida.

MATERIAL E METODOS

Animais. Foram selecionadas 46 cadelas de diferentes racas, com idade variando
de seis a 18 anos e média de 9,7 anos de idade, e diagndstico de carcinoma mamario,
atendidas no Hospital de Medicina Veterinaria Professor Renato Rodemburg de Medeiros
Netto, no periodo de abril de 2015 a agosto de 2016. As cadelas foram divididas de acordo
com o tipo histolégico em cadelas com carcinoma em Tumor Misto (CTM) e demais
carcinomas (Ca). Todos os animais foram acompanhados por um periodo minimo de um
ano.

Animais elegiveis para o presente estudo nao fizeram uso prévio (minimo de trinta
dias antes da cirurgia) de farmacos antineoplasicos, suplementacdo com 0leo de peixe ou

ndo apresentaram historico de endocrinopatia.
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Avaliacdo clinica. As cadelas com lesdo mamaria foram submetidas ao exame
fisico geral e especifico. Os exames consistiram na avaliacdo da condicéo clinica geral,
coleta de informacdes sobre o historico clinico (periodo de desenvolvimento e evolugédo
das leses) e ciclo reprodutivo (ciclo estral regular, castracdo, histérico de pseudociese e
aplicacdo de progestadgenos). Todas as informagBes foram transcritas para uma ficha
oncoldgica especifica segundo o protocolo modificado de Ferreira et al. (2003). Foram
realizados hemograma e exames de bioquimica sérica (alanina aminotransferase,
fosfatase alcalina, creatinina, ureia, glicose e célcio, seguindo os valores de referéncia de
Thrall, 2007), além de exames de imagem (radiografia simples de térax em trés
incidéncias latero-lateral direita, latero-lateral esquerda e ventro-dorsal) para pesquisa de
metastase pulmonar e ultrassonografia de abdémen total. Também foi realizado
eletrocardiograma e ecocardiograma.

Cirurgia. Apo6s a avaliacdo do risco cirdrgico, os animais foram submetidos a
cirurgia. A abordagem cirurgica foi a mastectomia radical unilateral e gonadectomia em
cadelas ndo castradas. As cadelas foram monitoradas durante o periodo pds-cirdrgico
com utilizacdo de bandagem compressiva e no décimo quinto dia foi realizada a retirada
de suturas e colheita de sangue periférico mediante jejum alimentar de 12 horas para
avaliacdo do perfil lipidico pos-operatério.

Procedimento histopatologico. A cadeia mamaria retirada no momento da
cirurgia foi fixada em formol neutro e tamponado com fosfato a 10% e processada pela
técnica rotineira de inclusdo em parafina (PROPHET; MILLS; ARRINGTON, 1992). As
seccOes histologicas de 4um foram coradas pelas técnicas da Hematoxilina-Eosina
(LUNA, 1968) para posterior classificacdo e graduacéo histopatoldgica.

Determinacéo de condicdo corporal. Visando agrupar os animais segundo a sua
condicdo corporal em cadelas com peso adequado ou acima do peso, foi realizada a
avaliacdo da condicdo corporal, baseada em quatro métodos: Escore de Condicdo
Corporal (ECC), de acordo com Laflamme (1997); Indice de Massa Corporal Canino
(IMCc), que seguiu recomendac6es de Muller et al. (2008); Medi¢do Morfométrica (MM)
(Figura 1) e Porcentagem de Gordura Corporal (%GC), proposta por Burkholder (2000).
Os valores da medicdo foram inseridos na equacao % GC em cadelas = - 1,7 (MP cm) +
0,93 (PA cm) + 5 para determinagdo da % de gordura corporal, na qual % GC significa

porcentagem de gordura corporal, MP indica a longitude do membro posterior direito
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desde a tuberosidade calcinea até a metade do ligamento patelar e PA significa perimetro

do abdome.

Figura 1: As medidas morfométricas canina foram obtidas utilizando fita métrica. Para
a estatura, a medida foi desde a articulacdo atlanto-occipital até a regido
posterior aos membros posteriores, passando e apoiando a fita sobre a tltima
vertebra sacral, ficando a fita exatamente sobre o dorso do animal. (PA -
Perimetro do abdome; MP - Comprimento do membro posterior e AC - Altura
da cernelha) adaptado de Burkholder (2000).

Obtencéo do sangue periférico. Para a avaliacdo do perfil lipidico, metabodlico e
hormonal, o sangue foi colhido em seringas descartaveis estéreis de 5mL, por meio da
venopuncdo jugular e transferido para tubos estéreis bioquimicos mantido a temperatura
ambiente. Em seguida, o sangue foi centrifugado a 3000 rota¢des por minuto por 10
minutos para obtengdo do soro, que foi armazenado e refrigerado para posterior

processamento.
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Avaliacao do perfil lipidico sérico. A colheita de sangue para realizacéo do perfil
lipidico foi realizada dois dias antes da mastectomia, 15 dias ap6s a mastectomia e 30 e
60 dias ap6s a suplementacdo com 6leo de peixe (6mega 3). Foram utilizados Kits
bioquimicos comerciais para a determinacdo do colesterol total, triglicérides, colesterol
HDL e magnésio (Labtest®). Todas as colheitas foram realizadas apos jejum de 12 horas.
Os valores do colesterol VLDL e LDL foram obtidos por meio do resultado da Férmula
de Friedwald, sendo os valores expressos em mg/dL (FISCHBACH, 2002; SCHMIDT et
al. 2004). Os valores de referéncia seguiram descri¢do de Kaneko, 1997; Meyer, Harvey,
2004; Thrall, 2007, sendo colesterol total 135 — 270 mg/dL,; colesterol HDL 60.0 — 140.0
mg/dL; colesterol LDL 34.0 — 115.0 mg/dL; colesterol VLDL até 25.0 mg/dL e
triglicerideos 20 — 112 mg/dL.

Avaliacdo do perfil metabdlico. Foi denominado perfil metabdlico a avaliagdo
sérica de glicose, célcio, albumina, lactato e proteinas totais. A avaliacdo de patologia
clinica foi realizada por meio de colheita de sangue periférico e realizacdo de Kits
bioquimicos comerciais, tais como glicose, célcio, alboumina, lactato e proteinas totais
(Labtest®). A globulina foi calculada por meio da formula Proteinas totais — albumina =
globulinas. Os valores de referéncia seguiram descricdo de Kaneko, 1997; Meyer,
Harvey, 2004; Thrall, 2007, sendo glicose 70 - 110 mg/dL, proteina total 5.4 - 7.10 g/dL,
albumina 2.6 - 3.3 g/dL, globulina 2.7 - 4.4 g/dL e lactato 45 - 233 U/L.

Suplementacdo com 6leo de peixe (bmega 3). Ap0s quinze dias do procedimento
cirargico, sete cadelas ingeriram junto a refeicdo uma capsula de 6leo de peixe (Inovet®)
administrada para cada 10 kg de peso vivo. No 6leo de peixe 500mg, 90% e 60% da
composicao era Omega 3, e desta concentracdo, 60% EPA e 40% DHA. No primeiro més
a suplementacéo foi realizada com 6leo de peixe (dmega 3 90%) e no segundo més a
suplementacdo foi realizada com oOleo de peixe (bmega 3 60%), de acordo com
recomendacdo do fabricante, com colheita de sangue no inicio, 30 dias e 60 dias ap6s
inicio do tratamento. Foi recomendada a conservacdo do frasco contendo émega 3 em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As cadelas apresentavam os diagndsticos
histopatolégicos CTM (n=3) e Ca (n= 4).

Acompanhamento e sobrevida. Recomendou-se a realizagdo de exames

radiologicos a cada 60 dias, exames laboratoriais (hemograma, bioquimico — ureia,
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creatinina, alanina aminotransferase e fosfatase alcalina) e clinicos mensalmente até 12
meses apos a cirurgia como periodo de acompanhamento, no qual foram coletados dados
a respeito da sobrevida global. O tempo de sobrevida global foi definida (em dias) como
sendo o periodo entre a exérese cirargica do tumor primario e a data de dbito pela doenca.

Os animais que evoluiram para o obito foram submetidos a necropsia para
determinacdo da causa mortis e deteccdo de possiveis metéastases.

Analise estatistica. A analise do perfil lipidico e metabolico foi realizada em duas
fases. Na primeira fase as analises foram realizadas utilizando o procedimento GLINMIX
do SAS (versdo 9.2), sendo castracdo, tipo histoldgico e a interacdo entre estes
considerados fixos no modelo estatistico. Foram testadas as seguintes distribui¢fes de
probabilidade continua em cada variavel: exponencial, log-normal, Gamma, Weibull,
distribuicdo t, inversa gaussiana e normal. Os critérios para obtencdo do melhor ajuste
relativo a estas distribui¢cdes foram o critério de maxima verossimilhanca e a relagdo entre
Chi-quadrado e graus liberdade, que foram melhores quanto maior a proximidade de 1.
Para comparacdo entre as médias de maxima verossimilhanca o valor de p de cada
comparacdo foi conclusivo. Todas as analises foram conduzidas utilizando 0.05 como
nivel critico de probabilidade para o erro tipo I.

A avaliacdo do perfil lipidico e metabdlico durante e apds a suplementacdo com
6leo de peixe foi analisada utilizando o procedimento GLINMIX do SAS (versdo 9.2),
sendo a suplementacdo com 6leo de peixe considerada efeito fixo no modelo estatistico.
Nesta etapa foram realizados dois contrastes ortogonais: 1°) Pré x 60: médias de maxima
verossimilhanca comparadas antes da suplementacdo e apds 30 dias de suplementacéao
com Gleo de peixe composto por 60% de dmega 3; 2°) Pré x 90: médias de méxima
verossimilhanca comparadas antes da suplementacdo e apo6s 30 dias de suplementacédo
com 6leo de peixe composto por 90% de Omega 3.

As curvas de sobrevida foram estimadas pelo metdédo de Kaplan-Meier e
comparadas pelo teste de Log-rank (Mantel-Cox) ou Cox na analise univariada ou
multivariada, respectivamente. Em todos os casos, valor de p < 0.05 foi considerado
estatisticamente significativo. As andlises de sobrevida foram realizadas utilizando o
softwares Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA).
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RESULTADOS

Fatores clinicos, reprodutivos e patologicos

A idade das cadelas estudadas variou de seis a 18 anos, sendo de 9,76 anos a média
de idade de acometimento por carcinomas mamarios. Houve um maior envolvimento de
caes da raca Poodle 26,09% (12/46), seguida por cdes Sem Raca Definida (SRD) 21,74%
(10/46) e Pinscher 13,04% (6/46). As demais racas totalizaram 39,13% (18/46).

A respeito das caracteristicas reprodutivas, do total de animais, 11 (23,91%)
cadelas tinham sido castradas antes da presenca do nddulo e 35 (76,08%) cadelas néo
eram castradas. Notou-se ainda que cinco cadelas (10,86%) tinham sido medicadas com
contraceptivos injetaveis e 18 (39,13%) cadelas apresentaram pseudociese em algum
momento da vida.

Com relacdo as dimensdes, 15 (32,6%) cadelas possuiam tumor maior que cinco
centimetros, 11 (23,91%) cadelas apresentaram ndédulo com tamanho entre 3 e 5 cm e 20
(42,47%) cadelas apresentaram nodulos abaixo de 3 cm de diametro.

Neste estudo foram registradas 28 cadelas diagnosticadas com CTM e 18 cadelas

com outros carcinomas (Ca), conforme demonstrado na Quadro 1.

Quadro 1: Distribuicdo dos animais de acordo com os tipos histologicos.

CTM (n =28) Grau | (n = 25) Estadio | (n = 10)
Estadio Il (n=7)

Estadio Il (n=7)

Estadio IV (n=1)

Grau ll (n=3) Estadio Il (n =2)

Estadio IV (n=1)
Ca(n=18) Carcinoma tubular (n = 8) Graul(n=7) Estadio | (n = 6)
Estadio Il (n=1)

Graull (n=1) Estadio Il (n=1)

Carcinoma papilar (n = 6) Graul (n=3) N&o invasor (n = 1)

Estadio Il (n=2)

Grau 2 (n=3) Estadio Il (n = 3)
Carcinoma s6lido (n = 4) Graul (n=3) Estadio | (n=1)

Estadio Il (n=2)

Estadio Il (n=3)

Grau lll (n=1) Estadio IV (n =1)
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Parametros corporais das cadelas com neoplasias mamarias

Considerando ser pertinente a comparacdo entre os métodos de afericdo da
condicdo corporal dos cées, utilizou-se o escore de condi¢do corporal (LAFLAMME,
1997); indice de massa corporal canina (MULLER, 2008); medidas morfométricas
(BURKHOLDER; TOLL, 1997) e gordura corporal canina (BURKHOLDER, 2000). Os
resultados indicaram correlagdo significativa entre o peso e Indice de massa corporal
canina (r = 0,70; p < 0,001), baixa correlacéo entre gordura corporal e IMCc (r =0,45; p
=0,002), baixa correlacdo entre ECC e IMCc (r = 0,42; p = 0.004) e moderada correlagéo
entre ECC e gordura corporal (r = 0,57; p < 0,001).

Com relacdo ao escore corporal das cadelas com carcinoma mamario, uma cadela
(2,22%) pertencia ao escore 3; 21 cadelas (45,65%) pertenciam ao escore 4; nove cadelas
(20%) pertenciam ao escore 5; 11 cadelas (24,4%) pertenciam ao escore 6; uma cadela
(2,22%) pertencia ao escore 7; 3 cadelas (6,66%) pertenciam ao escore 8.

Com relacdo ao IMCc e %GC se constatou que 15 (32,6%) cadelas estavam abaixo
do IMCec, 10 (21,73%) cadelas estavam dentro do padrédo e 21 (45,65%) cadelas estavam
com IMCc acima do valor de referéncia. Quinze (32,6%) cadelas possuiam porcentagem
de gordura corporal abaixo do valor de referéncia, 18 (39,13%) cadelas apresentavam
%GC dentro do padrdo e 13 (28,26%) cadelas estavam acima do valor padrdo (Quadro
2).

Quadro 2: Agrupamento de cadelas de acordo com escore corporal, indice de massa
corporal e porcentagem de gordura corporal.

Abaixo Normal Acima
IMCc 15 (32.6%) 10 (21.73%) 21 (45.65%)
ECC 1 (2.22%) 30 (65.2%) 15 (32.6%)
%GC 15(32.6%) 18 (39.13%) 13 (28.26%)

Ao correlacionar o status reprodutivo com o status corpéreo foi possivel observar
diferencas significativas no IMCc (t = 2,18; p = 0,035) dos animais castrados (16,32 +
4,79) em comparacdo aos animais inteiros (13,49 + 3,37). A porcentagem de gordura

corporal também apresentou diferenga significativa (t = 2,06; p = 0,045) entre 0s grupos
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castrados e inteiros, com valores superiores nos castrados (25,09 + 11,09) em comparagéo
aos inteiros (19,54 £ 6,44) e a variagdo peso (t = 2,051; p = 0,046) se apresentou maior

nos castrados (18,25 + 13,00) em comparacgédo ao grupo de cadelas inteiras (11,62 + 7,89).

Perfil lipidico das cadelas diagnosticadas com CTM e Ca

Né&o foi observada influéncia da interacdo entre o tipo histoldgico e presenca do
tumor na concentracdo de colesterol sérico das cadelas (p = 0,577). Ao analisar as
variaveis, tipo histologico e presenca do tumor, de forma isolada, ndo houve diferenca
significativa nos valores médios do nivel de colesterol comparados ao tipo histoldgico (p
= 0.2003); da mesma forma néo foi observada diferenca ao comparar 0s momentos pré e
pOs mastectomia com a concentracdo de colesterol total (p = 0,4178).

Houve diferenca significativa nos valores médios dos niveis de triglicérides com
relacdo ao tipo histoldgico (p = 0,0363). Cadelas com CTM (pré = 212,7; p6s = 196,7)
apresentaram valores médios menores que as cadelas com Ca (pré = 227,0; pos = 212,3).
Entretanto, ndo foi observada diferenca ao comparar a concentracdo de triglicerideos
antes ou depois da cirurgia (p = 0,6841). N&o foi observada alteracdo significativa nas
concentragOes de triglicérides perante a interacdo do tipo histolégico e presenca do tumor
(p = 0,6418).

A concentracdo de HDL ou LDL ndo variou entre os diferentes tipos histologicos
ou apds a exerese do tumor. Ndo houve alteracdo significativa nos niveis de VLDL ao
analisar a relagdo entre tipo de tumor e presenca do tumor (p = 0,9626). Entretanto,
verificou-se que os tipos histolégicos mais malignos (Ca) estavam associados a alta
concentracdo de VLDL (p =0,0181) (CTM pre = 10,98; p6s = 12,46; Ca pré = 18,25; p6s
= 14,39). Nao foi observada diferenca da concentracdo na presenca ou auséncia do tumor
(p =0,9196) (Quadro 3; Figura 2).
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Quadro 3. Médias de méaxima verossimilhanca para variaveis referentes as concentracdes séricas avaliadas
em cadelas levando em consideracdo os fatores: tipo de cancer, a presenga/auséncia do tumor
e a interacdo dos mesmos, erro padrao da média (EPM) e p-valor fatores/interagdo.

TIPO MASTECTOMIA Valor de p

CMT Ca PRE POS EPM TIPO MASTEC TIPO*MASTEC

Colesterol 529 537 5.35 5.30 0.058 0.2003 0.4178 0.5766
Triglicérides 3.88  4.19 4.07 4.01 0.144 0.0363 0.6841 0.6418

HDL 349 371 3.39 3.81 0.251 0.3968 0.0995 0.7918
VLDL 227 2.66 2.46 2.48 0.159 0.0181 0.9196 0.9626
LDL 493 4.65 4.92 4.67 0.145 0.0603 0.1010 0.7159
Proteina 197 182 1.94 1.84 0.077 0.0517 0.1987 0.9483
Albumina 093 117 0.99 1.11 0.101 0.0188 0.2800 0.1207
Glicose 443 439 4.49 4.33 0.092 0.6901 0.0778 0.5528
Célcio 221 227 2.21 2.27 0.057 0.2728 0.3307 0.1106
Lactato 3.77 418 3.88 4.07 0.179 0.0255 0.3068 0.5437

Onde CMT = Carcinoma em Tumor Misto e Ca = Demais carcinomas.
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Figura 2: Representacdo grafica do perfil lipidico de cadelas com Carcinoma mamario.

Perfil metabdlico das cadelas diagnosticadas com CTM e Ca

As concentracOes de proteina total, glicose e calcio ndo demonstraram alteracdes

nos diferentes tipos histoldgicos ou apos a exérese do tumor ou ainda mediante a interacdo

destes. Todavia a concentracdo de albumina e lactato foram maiores em cadelas com tipo

histologico mais agressivo, sendo possivel observar parao CTM pré = 2,685; pos = 2,53;

Ca pré = 2,85; p6s = 2,75, respectivamente (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo grafica da concentracdo de proteina total, albumina, glicose,

calcio, lactato e globulina em cadelas com carcinoma mamario.
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Perfil lipidico e metabdlico mediante suplementacédo com 6mega 3

N&o houve alteracdo no perfil lipidico ap6s suplementacdo com éleo de peixe em

nenhuma concentracdo. Ao avaliar o perfil metabdlico, foi observada alteracdo na glicose,

proteina e globulina quando utilizado 6leo de peixe com 90% de dmega 3. Nas cadelas

suplementadas com 6mega 3 a 90%, observou-se altos indices glicémicos (pré = 80,60;

0-90% 107,4 p = 0,0067), redugdo nos niveis de globulina sérica (pré = 5,366; O-90%



75

3,52 p = 0,0002) e reducédo nos niveis de proteina sérica (pré = 8,133; 0-90% = 6,44 p =
0,0002) em comparagdo a0 momento pré-cirurgico (Figura 4).

Quadro 4. Médias de maxima verossimilhanca para variaveis referentes as diferentes
concentragdes de dmega 3, considerando erro padrdo da média (EPM) e p-valor
fatores/interagéo.

Omega IlI Valor de p

Pre 60 90 EPM Pré x 60 Pré x 90
Triglicérides 3,5404 3,4800 3,4573 0,279 0,8817 10,8772
Colesterol 53950 5,3008 5,3757 0,067 0,3348 0,7390
HDL 3,8330 3,9319 3,8341 0,189 0,7080 0,8407
LDL 49268 4,8881 5,0070 0,191 0,8843 0,6829
VLDL 2,1100 11,8704 11,8476 0,283 0,5574 0,6859
Glicose 43852 4,4847 4,6646 0,061 0,2658 0,0067
Albumina 0,9775 0,9543 11,0539 0,098 0,8699 0,4750
Proteina 2,0851 2,2081 11,8592 0,050 0,0989 0,0002
Calcio 2,2121 2,1605 2,3364 0,065 0,5811 0,0753
Lactato 3,9954 3,9262 13,9324 0,147 0,7433 0,8764

Globulina 2,0851 2,2081 11,8592 0,050 0,0989 0,0002
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Figura 4: Representacdo grafica do perfil lipidico de cadelas com carcinoma mamario

durante a suplementacdo com dmega 3 a 90% e 60%.
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Sobrevida

O tempo minimo de sobrevida foi de 97 dias atribuido ao animal do grupo Ca,
que evoluiu para ébito por metastase pulmonar ap6s a mastectomia e 0 maximo foi de
638 dias, apo6s mastectomia, atribuido ao animal do grupo CTM.

Com base na curva de sobrevida estratificada pelos grupos avaliados, observou-
se valores significativos (p = 0,0076) para o grupo CTM em relacdo ao grupo Ca (Figura
5).

Figura 5. Curva de sobrevida dos grupos CTM e Ca. Diferencas significativas quando

p < 0,05, sendo destacadas por *.
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Com relagdo a taxa de sobrevida das cadelas que ingeriram éleo de peixe (6mega
3) (331,0 + 20,91) e aqueles animais que ndo fizeram uso do 6leo de peixe (bmega 3)
(289,6 + 21,30) foi observado apenas diferenca numérica, visto que ndo houve diferenca

estatistica (Figura 6).
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Figura 6. Taxas de sobrevida dos animais de acordo com a ndo realizagdo do

tratamento com dmega 3 (controle) ou tratadas (6mega 3 90% e 60%).
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Diferencas significativas quando p < 0,05, sendo destacadas por *.

DISCUSSAO

Fatores clinicos, reprodutivos e patoldgicos

Os resultados do presente estudo, assim como a maioria dos relatos anteriores,
indicam maior acometimento de cadelas entre nove e 11 anos, com rara ocorréncia em
idades inferiores a dois anos (OLIVEIRA et al. 2003; PIRES et al. 2003; DE NARDI et
al. 2007; FURIAN et al. 2007; RIBEIRO et al. 2009; CASSALI et al. 2014). O aumento
da expectativa de vida dos animais de companhia acarreta maior exposicdo aos
carcindgenos e maior probabilidade do organismo em acumular ou desenvolver mutacdes
responsaveis pela multiplicacdo celular descontrolada e consequente neoplasia
(RODASKI e PIEKARZ, 2009).

Semelhante aos achados de Toribio et al. (2012), foi observado maior ocorréncia
de neoformacgBes mamarias em cdes da raca Poodle, seguida por animais sem raca
definida. Segundo Hataka (2004) e Estrela-Lima (2010), a elevada frequéncia é reflexo

da popularizacdo da raca e a existéncia de diversas linhagens e misturas entre elas.



80

A grande ocorréncia de tumores com dimensdes maiores que 5 cm observadas
neste estudo ainda é reflexo do diagnostico tardio, consequente ao fato dos tutores
demorarem para procurar a assisténcia médico veterinaria. Ferreira et al. (2009)
verificaram que a maioria das lesGes tumorais acima de cinco centimetros (T3) é maligna
e apresenta indice de proliferacdo mais elevado e menor positividade para receptores de
progesterona (RP), indicando independéncia hormonal e maior agressividade quando
comparados com tumores menores (T1 e T2). Contudo, cabe destacar que o tamanho per
si ndo confirma malignidade sendo a avaliacéo histopatoldgica, ferramenta decisiva para
o diagndstico.

A maior prevaléncia de neoformagdes mamarias em cadelas ndo castradas é
reflexo da influéncia dos hormonios sexuais na etiologia do cancer de mama (SILVA,
2004). O maior numero de cadelas ndo castradas, associado ao fato de ainda ocorrer a
aplicacdo de progestagenos pode evidenciar o desconhecimento, conforme relatado pelos
guardides legais, sobre os fatores predisponentes e formas de prevencdo do cancer de
mama em cadelas, demonstrando ser fundamental atividades relacionadas a
conscientizacdo dos riscos e cuidados referente aos tumores mamarios, inclusive
destinados aos profissionais da area.

Quanto aos tipos histoldgicos, foi observada maior frequéncia de carcinoma em
tumor misto, tipo histolégico que deriva da transformacdo maligna do componente
epitelial do tumor misto benigno (MOULTON; ROSENBLAT, 1970; DAMASCENO et
al. 2012; 2014; 2016; SAAD, MILLEY, AL-KHAN, 2017). O CTM, a principio
representa um tumor de melhor prognostico. Contudo sua graduacdo histolégica deve
sempre ser considerada e representa correlacdo direta com seu potencial de malignidade.
O carcinoma em tumor misto também foi o tipo histoldgico predominante em outros
estudos (CAVALCANTI; CASSALLI, 2006; RIBEIRO et al. 2009; ESTRELA-LIMA et
al. 2010; TORIBIO et al. 2012; SAAD, MILLEY, AL-KHAN, 2017).

Parametros corporais das cadelas com neoplasias mamarias

No presente estudo, observou-se fraca correlacdo entre as variaveis ECC/IMCc e
ECC/GC, sendo necessario identificar as possiveis particularidades que interferiram na
avaliacdo do animal. Um dos motivos aventados para justificar a fraca correlacdo do
escore corporal com gordura corporal € a conformagdo anatdbmica da raga. A

circunferéncia da cintura € o parametro para avaliacdo da gordura corporal total. Em racas
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curvilineas, a altura e comprimento predominam sobre os didmetros transversais. Portanto
essa medida em fungdo do tamanho do animal n&o é fidedigna.

Deve-se ressaltar que ndo existe uma avaliacdo universal para aferir sobrepeso e
obesidade. Apesar da dificuldade em agrupar animais de diferentes portes e area corporal
variada, os resultados obtidos foram considerados satisfatorios e por meio deles é possivel
afirmar que, neste estudo, a forma mais apropriada para a avaliacdo corporal foi a
avaliacdo em conjunto do peso e IMCc.

Ao correlacionar o status reprodutivo com o status corpéreo foi possivel observar
diferencas significativas no IMCc, porcentagem de gordura corporal e peso dos animais
castrados em relacéo aos animais inteiros. Weeth et al. (2007) observou que em cées néo
castrados a frequéncia de obesidade (7.2%) ou sobrepeso (14.2%) € menor quando
comparado ao peso normal (78.6%). Tais dados refletem que de fato as cadelas, apds
castracdo ganham peso, principalmente se ndo estimuladas para realizagdo de atividades
que permitam gasto de energia. A obesidade surge em cées castrados devido a reducgéo da
taxa metabodlica (GROSSELIN et al. 2007) e € associada a varias neoplasias, inclusive o
cancer de mama (TEOH; DAS, 2016).

As evidéncias que sugerem correlagdo entre cancer de mama e obesidade em
mulheres ainda ndo estdo completamente compreendidas, mas trés mecanismos podem
ser citados. O metabolismo dos hormonios sexuais, uma vez que em mulheres obesas foi
constatada uma baixa concentracdo de andrégenos (SHI et al. 2013); A producdo de
estrégeno, horménio implicado na carcinogénese mamaria, a partir da aromatizacdo da
androstenediona no tecido adiposo de mulheres apds a menopausa (CLELAND et al.
1985; SILTERI et al. 1987; ENGIN, 2017; MULLOLY et al. 2017; HETEMAKI et al.
2017).

Outro evento que liga a obesidade a ocorréncia de cancer de mama é a
desregulacdo da sinalizacdo da insulina, que leva ao desequilibrio na proliferacéo celular,
diferenciacéo, apoptose e expressdo alterada de adipocinas (DJURIC, 2016). Por fim, o
aumento de producdo de radicais livres pelo tecido adiposo induz ao estresse oxidativo e
aumento na producdo de marcadores pré-inflamatérios, mantendo um estado de

inflamacdo cronica no organismo (FURUKAWA et al. 2004).
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Perfil lipidico/metabdlico das cadelas diagnosticadas com CTM e Ca

Quando se comparou a concentracdo de VLDL entre os grupos CTM e Ca foi
possivel perceber que, na presenca dos carcinomas mais agressivos (grupo Ca), o VLDL
apresentava alta concentracdo. Para investigar os efeitos do VLDL sobre a viabilidade,
angiogénese, motilidade celular e estimulo a multiplicacdo (metastase) nas linhagens
MCF-7 e MDA-MB-231 de células tumorais de mama, Lu et al. 2017 as submeteram ao
tratamento in vitro com as lipoproteinas LDL, VLDL e HDL e com isso constataram que
0 VLDL aumentou a viabilidade da célula Human Umbilical Vein Endothelial (HUVEC),
além disso o tratamento in vitro com VLDL aumentou a formagdo de microvasos
endoteliais; O tratamento com VLDL aumentou a fosforilagédo da AKT Ser 473, fato que
aumentou a migracao celular. O tratamento com VLDL apresentou 0 maior efeito de
invasdo celular comparada as demais lipoproteinas e aumentou a viabilidade das células
endoteliais pelo aumento da concentragdo de amphiregulina (AREG) (LU et al. 2017). A
AREG pertence a familia EGFR e participa em diferentes aspectos da tumorigénese.

Também houve hipertrigliceridemia nas cadelas do grupo carcinomas (Ca). Essa
maior taxa de triglicerideo pode ser resultado da sindrome metabdlica desenvolvida no
grupo de animais com tipos histol6gicos mais agressivos. A sindrome metabdlica é um
grupo de desordens patolégicas que envolve a hiperlipidemia, com aumento de colesterol,
triglicérides ou de suas lipoproteinas e hipertensdo criando um ambiente com alta
concentracdo de estrégeno, adipocinas e citocinas inflamatorias, a exemplo da IL-6 e
TNFa, envolvidas na carcinogénese e metastase (TROPF et al. 2017). Aproximadamente
20% dos cdes obesos ndo portadores de neoplasias desenvolvem distdrbios similares a
sindrome metabolica observada nos humanos. Essa condicdo é relacionada a resisténcia
insulinica e diminuicdo da concentracdo de adiponectina (TVARIJONAVICIUTE et al.
2016).

O perfil metabdlico ndo apresentou diferenca estatistica entre 0s momentos pré e
pos excisdo cirdrgica, com excecdo da concentracdo de lactato, albumina e globulina em
cadelas com outros tipos de carcinoma (Ca), quando comparado ao carcinoma em tumor
misto (CTM). A Lactato Desidrogenase (LDH) é um dos sistemas enzimaticos
preferencialmente produzidos por células neopléasicas (SIMOES, 2013). O lactato,
proveniente da glicolise anaerobica liberado pelos tecidos extra-hepaticos

(principalmente musculos), é convertido em glicose por meio do ciclo de Cori, resultando
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em um consumo de seis moléculas de ATP (trifosfato de adenosina), fato que pode levar
0 animal de um estado corporeo obeso a um estado de perda de peso e massa corporea,
proveniente da espoliacdo energética (INUI, 2002; SHILS; SHIKE, 2003).

Sabe-se que o ciclo de Cori é cerca de 4 ou 6 vezes mais ativo em pacientes
humanos oncolégicos (RUBIN, 2003). Isso decorre da alta necessidade das células
tumorais por glicose para realizagdo da constante divisdo celular. Além disso, em
pacientes oncoldgicos humanos, o uso de glicose pelo tecido muscular é reduzido, visto
que ha um alto consumo de glicose pela via anabolica (WAITZBERG et al. 2006). Cabe
ressaltar que mulheres com carcinoma de Gtero com alta concentracdo de lactato
apresentaram maior risco de desenvolvimento de metéstase de acordo com Walenta et al.
(2000).

Perfil lipidico e metabdlico mediante suplementacdo com 6leo de peixe composto por
90% e 60% de Omega 3

As globulinas tém como fungéo o transporte de metais, lipidios e bilirrubina, além
do papel na imunidade (GONZALEZ; SILVA, 2006). Existe uma globulina denominada
globulina ligadora de hormonio especifica para ligacdo a testosterona e estradiol, cuja
funco é regular a concentracdo de hormonios esteroidais livres (NAIK et al. 2008). Os
hormdnios sexuais ttm um papel importante na etiopatogenia do cancer de mama e nesse
contexto a globulina modula as fungbes da testosterona e estradiol, alterando a sua
biodisponibilidade para os tecidos alvo.

Semelhante a um estudo realizado por Siméo (2010), o uso de 6mega 3 levou ao
aumento da glicemia das cadelas, mostrando que o metabolismo glicémico pode sofrer
prejuizo frente as altas concentracfes de dmega 3. Este aumento de glicose sugere o
aumento do fluxo de precursores hepaticos da gliconeogénese (MORI, 2000;
WOODMAN, 2002). O émega 3 simula o status de jejum metabolico sobre a gordura,
aumentando a oxidagdo, 0 que aumenta a gliconeogénese (GROOP, 1989; PINEDA,
1999).

Os valores de proteina total apresentaram diferencas significativas frente a
suplementacdo com émega 3 a 90%. A causa do aumento da proteina total, perante a
suplementacéo, esta relacionada ao aumento de globulina que apresentou valores médios
maiores que o valor antes da suplementacdo com émega 3.

Sobrevida
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Por fim ao realizar a andlise da sobrevida e taxa de sobrevida das cadelas com
carcinoma mamario comparadas aos animais com CTM foi possivel perceber que cadelas
portadoras de carcinoma em tumor misto apresentaram tempo de sobrevida maior em
relacdo as cadelas do grupo Ca. Este resultado se justifica, pois, a maior parte dos tumores
avaliados nesse estudo receberam o diagndstico histopatolégico de CTM com graduagéo
I, ou seja, uma neoplasia de menor malignidade comparada as demais graduagdes ou tipos
histologicos (CASSALLI et al. 2014).

Avaliando as cadelas que ingeriram dmega 3, ndo houve diferenca estatistica
direta sobre o tempo de sobrevida. Esta falta de significAncia pode ser creditada ao fato
dos efeitos do 6mega 3 serem observados a longo prazo. Além disso, a melhora na taxa
metabolica e perfil lipidico, observada nos animais tratados com 6mega 3, pode favorecer
0 aumento de sobrevida de forma indireta. Cabe ressaltar que a duracdo do tratamento
com 6mega 3 foi de apenas dois meses. Assim, € possivel que a acdo do mesmo seja
diferente ou potencializada se houver maior tempo de ingestdo. E vélido sugerir mais
pesquisas que sejam conduzidos com maior tempo de exposi¢do ao Gmega 3 e com maior
controle alimentar, evitando assim viés experimental.

Outro ponto a ser considerado € a dose nutracéutica utilizada. Em alguns casos, e
é considerada a proporcao de 6mega 3:6mega 6 (KAIN et al.2017). Inclusive, descreve-
se que mais importante que a concentracdo € a razdo entre os diferentes tipos de dmega
(6mega 3 e 6mega 6). Entretanto essa pesquisa visava aplicacdo real por proprietarios que
provavelmente ndo teriam controle sobre a proporcao ou razdo da ingestdo de dmega 3 e

O0mega 6 do pet.

CONCLUSOES

Cadelas obesas apresentam alteracdo do perfil lipidico e tumores mais agressivos
(Ca), sugerindo relacdo entre agressividade tumoral e a concentracdo de triglicerideo,
VLDL, albumina e lactato. Deste modo, o sobrepeso/obesidade pode ser fator de risco
para promocao e progressdo de ndédulos mamarios, inclusive em cadelas castradas.

A suplementacdo com 0Oleo de peixe, rico em dmega 3, pode auxiliar no controle
da dislipidemia e da obesidade em pacientes nédo castradas, além de favorecer maior taxa

de sobrevida.
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In the last decades a greater relevance has been given as adipose tissue abilities

since it has been attributed to an endocrine function, suggesting that it is efficient to be a
component of the hormonal metabolism in the body, plus a factor that is added to relate
an obesity to cancer. In This context the objective was to evaluate the conversion of
androstenedione to estrone on adiposity tissue of female dogs with mammary carcinoma.
So through pre-surgical blood sampling it was evaluated the concentration of
androstenedione and estrone in sérum female dog (n=46) using ELISA kit and compare
results with body condition, obesity, reproductive status, besides evaluate the expression
of estrogen, progesterone and P 450 aromatase receptors in female dogs with mammary
carcinoma. It was observed that there was no statistical difference in the concentration of
androstenedione in relation to the histological type, however there was difference in the
percentage of body fat. The evaluation of the P450 aromatase shows greater expression
of the enzyme in the adipose tissue, suggesting androstenedione aromatization, with
production of estrogen in the adipose tissue. It was observed a greater expression of

progesterone receptors in peritumoral adipose tissue, in this way, it is possible to say that


mailto:alestrela@gmail.com

91

there is aromatization of androstenedione in female dogs with adipose tissue excess, being

a possible factor involved in mammary carcinogenesis.

INDEX TERMS: mammary neoplasia, obesity, estrone, androstenedione

RESUMO.- Nas ultimas décadas uma maior relevancia tem sido dada as habilidades do
tecido adiposo desde que foi atribuida a ele a funcdo enddcrina, sugerindo que
provavelmente trate de um componente do metabolismo hormonal no organismo, mais
um fator que se soma para relacionar a obesidade ao cancer. Neste contexto se objetiva
avaliar a existéncia da conversdo de androstenediona em estrona no tecido adiposo de
cadelas portadoras de carcinoma mamario por meio de colheitas de sangue no momento
pré-cirurgico e avaliacdo por Kit ELISA e comparar os resultados com a condicao
corporal, obesidade, status reprodutivo, além de avaliar a expressao dos receptores para
estrogeno, progesterona e aromatase P 450 em cadelas com carcinoma mamario. Com
isso foi observado que ndo houve diferenca estatistica na concentracdo de
androstenediona no que tange o tipo histologico, mas houve diferenca com relacdo a
porcentagem de gordura corporal. A avaliacdo da aromatase P450 indicou maior
expressao dessa enzima no tecido adiposo, sugerindo aromatizacdo da androstenediona,
com producdo de estrdgeno no tecido adiposo. Com relacdo aos receptores, observou-se
maior expressdo de receptores para progesterona em tecido adiposo peritumoral. Assim é
possivel afirmar que ha aromatizacdo da androstenediona em cadelas com excesso de

tecido adiposo, sendo um possivel fator envolvido na carcinogénese mamaria.
TERMO DE INDEXACAO: neoplasia mamaria, obesidade, estrona, androstenediona
INTRODUCAO
As neoplasias mamarias sdo frequentes em cadelas e 50% das neoformacgoes
apresentam caracteristicas malignas no momento do diagnéstico (DALECK et al. 1998).

Cerca de 32% das cadelas com tumores mamarios maiores que cinco centimetros morre
um ano apos a mastectomia (ESTRELA-LIMA et al. 2010).
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A etiologia do céncer de mama envolve participacdo de fatores genéticos,
ambientais e hormonais (SILVA et al. 2004). Considerando a natureza hormonal
(FONSECA,; DALECK, 2000), a conduta veterinaria para a prevencdo de neoplasias
mamarias € baseada na ovariohisterectomia (OH) precoce que, de acordo com Schneider
et al. (1969), reduz o risco de desenvolvimento de neoformac6es. No entanto, a castragcéo
precoce retarda o fechamento de diéfises de ossos longos, predispde a dermatite de prega
vulvar recorrente, além de desencadear uma forte tendéncia para o ganho de peso, que
pode culminar com obesidade (O’FARRELL; PEACHEY, 1990; SALMERI et al. 1991;
SPAIN et al. 2004; SONTAS; EKICI, 2007).

Tabak (2014) sugeriu que a maior sintese de estradiol em mulheres obesas
predispe ao cancer. Tal afirmacdo decorre do fato que no tecido subcutaneo antes da
menopausa ocorre a conversao da androstenediona em estrona, mediada pela aromatase
P450, e 0 excesso de tecido adiposo acentua esse processo a partir do aumento da
transcri¢do desta enzima (CLELAND et al. 1985; ENGIN, 2017; MULLOLY etal. 2017,
HETEMAKI et al. 2017).

Em cadelas também se verificou uma maior atividade da aromatase P450 em
neoplasia mamaéria maligna, sendo que o nimero de tumores histologicamente mais
agressivos foi maior no grupo de cadelas acima do peso ou obesas. Adicionalmente,
Queiroga et al. (2015) constataram maiores concentracbes de estrogenos e seus
precursores na regido peritumoral do que no soro do préprio animal, o que pode sugerir a
ocorréncia da aromatizacdo da androstenediona em cadelas. Pérez Alenza et al. (1998)
verificaram que a obesidade é um fator de risco independente para o desenvolvimento de
neoplasias mamarias em cadelas, mesmo naquelas sem estimulo hormonal ovariano.

Uma vez que o tumor de mama em cadelas é um modelo experimental de estudo
do cancer em mulheres e que em humanos ocorre a conversdo hormonal no tecido
adiposo, acredita-se que tal fendmeno também ocorra na espécie canina. Assim,
objetivou-se avaliar as concentracdes séricas de androstenediona e estrona, bem como a
expressao da enzima aromatase P450 e receptores hormonais para estrégeno e
progesterona no tecido adiposo peritumoral de cadelas portadoras de carcinomas

mamarios.
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METODOLOGIA

Animais: Foram selecionadas 46 cadelas de diferentes ragas, com idade variando de 6 a
18 anos, agrupadas de acordo com o tipo histologico em Carcinoma em Tumor Misto
(CTM) e outros tipos de carcinomas (Ca). Os animais foram atendidos no Hospital de
Medicina Veterinéria da UFBA no periodo de 2015 a 2016. Todos os tutores legais foram
previamente informados sobre a realizacdo do projeto de pesquisa e assinatura em termo
de livre consentimento esclarecido. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA), com numero de protocolo 05/2015.

Nenhum dos animais selecionados fez uso prévio (minimo de trinta dias antes da

cirurgia) de farmacos antineoplasicos e ndo apresentaram histérico de endocrinopatia.

Avaliacao clinica: As cadelas com lesdo mamaria foram submetidas ao exame fisico
geral e especifico. Os exames consistiram na avaliagdo da condicdo clinica geral, coleta
de informacBes sobre o historico clinico e ciclo reprodutivo (ciclo estral regular,
castracdo, periodo de desenvolvimento e evolugdo das lesdes, historico de pseudociese e
aplicacdo de progestagenos). Todas as informacBes foram transcritas para uma ficha
oncoldgica especifica segundo o protocolo modificado de Ferreira et al. (2003). Foram
realizados hemograma e exames de bioquimica sérica (alanina aminotransferase,
fosfatase alcalina, creatinina, ureia, glicose e calcio) através de kits comerciais de
bioquimica clinica (LABTEST®), além dos exames de imagem (radiografia simples de
torax em trés incidéncias latero-lateral direita, latero-lateral esquerda e ventro-dorsal)
para pesquisa de metastase pulmonar e ultrassonografia de abdémen total. Também foi
realizado eletrocardiograma e ecocardiograma. Apos a avaliacdo do risco cirdrgico, 0s

animais foram submetidos a mastectomia radical unilateral e gonadectomia.

Procedimento histopatoldgico: A cadeia mamaria retirada no momento da cirurgia foi
fixada em formol neutro e tamponado com fosfato a 10% e processada pela técnica
rotineira de inclusdo em parafina (PROPHET; MILLS; ARRINGTON, 1992). As seccOes
histoldgicas de 4um foram coradas pelas técnicas da Hematoxilina-Eosina (HE) (LUNA,

1968) para posterior classificacédo e graduacgéo histopatologica.
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Determinagéo soroldgica de estrona e androstenediona: Para avaliar a concentracéo
sérica dos horménios estrona e androstenediona foram utilizados Kits de ELISA de
competicdo multiespécie (Develop®) e os procedimentos foram realizados de acordo com

instrucdes do fabricante.

Imuno-histoquimica: Foram utilizados os anticorpos anti-aromatase (Clone M22,
Biovision Research Products, diluicdo 1:100), anti-receptor de estrogeno e anti-receptor
de progesterona em seccdes histoldgicas com 4um, contendo fragmentos de tecido
adiposo peritumoral. Foi empregado nesse estudo um Kit comercial com sistema de
amplificacdo polimérica (Novo Link Max Polymer Detection System - Leica®). Os
reagentes foram aplicados pela técnica manual, sendo o tempo de incubacdo do anticorpo
primario de 1 hora. Para os demais reagentes, o tempo foi de 30 minutos, com excecao
do cromdgeno DAB que foi de dois minutos. Como controles positivos, foram utilizadas
amostras de mama previamente testadas para avaliagdo do anticorpo e os controles
negativos foram obtidos por substituicdo do anticorpo primario pelo soro normal.

Para a analise da imunomarcacdo de RE e RP, amostras contendo > 1% de
adipdcitos marcados foram consideradas positivas, segundo os critérios de Hammond et
al. (2010). Para avaliagdo da expressdao de aromatase, a porcentagem de adipécitos
marcados foi classificada de acordo com os seguintes critérios: 0: < 1%, 1: 1-25%, 2: 26—
50%, 3: 51-75%, 4: 76-100%. A intensidade de marcacdo da aromatase foi determinada
segundo a graduacdo: 0: sem marcacdo; 1: fraca; 2: moderada e 3: intensa. O escore de
cada caso foi obtido pela multiplicacdo do componente da porcentagem de células pela
graduacéo da intensidade de marcacédo (adaptado de Sasano et al. 2005).

Determinacdo antropométrica: Visando agrupar os animais segundo a sua condicao
corporal em cadelas com peso adequado ou acima do peso, foi realizada a avaliacdo da
condicdo corporal. A faixa de condi¢do corporal foi baseada em quatro métodos: Escore
de Condicéo Corporal (ECC), de acordo com Laflamme (1997); indice de Massa Corporal
Canino (IMCc), que seguiu recomendagOes de Muller et al. (2008); Medicdo
Morfomeétrica (MM) e Porcentagem de Gordura Corporal (%GC), proposta por
Burkholder (2000). Os valores da medigédo foram inseridos na equacao % GC em cadelas

=-1,7 (MP cm) + 0,93 (PA cm) + 5 para determinagéo da % de gordura corporal, na qual
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% GC significa porcentagem de gordura corporal, MP indica a longitude do membro
posterior direito desde a tuberosidade calcanea até a metade do ligamento patelar e PA

significa perimetro do abdome.

Acompanhamento e sobrevida: Recomendou-se a realizacdo de exames radioldgicos a
cada 60 dias, exames laboratoriais (hemograma, bioquimico — ureia, creatinina, ALT e
FA) e clinicos mensalmente até 12 meses apés a cirurgia, periodo de acompanhamento,
no qual foram coletados dados a respeito da sobrevida global. O tempo de sobrevida
global foi definida (em dias) como sendo o periodo entre a exérese cirurgica do tumor
primério e a data de 6bito pela doenca.

Os animais que evoluiram para o Obito foram submetidos a necropsia para
determinacédo da causa mortis e deteccdo de possiveis metastases. Este procedimento foi
realizado ap6s autorizacdo dos proprietarios por escrito em formulério especifico do

grupo de pesquisa.

Analise estatistica: Na analise estatistica foram avaliadas as relacdes das concentracdes
séricas de androstenediona e estrona (variaveis dependentes) com o IMC, peso corporal
e o percentual de gordura corporal (variaveis independentes). Estimou-se o coeficiente de
determinacdo parcial de cada variavel independente no modelo e se adotou o
procedimento de selecdo de equacdes ajustadas denominado stepwise (DRAPER,;
SMITH, 1981), utilizando o procedimento REG do SAS (versao 9,1). Apenas as variaveis
significativas (p < 0,05) foram mantidas na composi¢do do modelo matematico final. A
avaliacdo de aromatase foi realizada pelo teste do qui-quadrado.

As curvas de sobrevida foram estimadas pelo metédo de Kaplan-Meier e
comparadas pelo teste de Log-rank (Mantel-Cox) ou Cox na andlise univariada ou
multivariada, respectivamente e utilizando o softwares Prism 5,0 (GraphPad, San Diego,
CA, EUA). Em todos os casos, valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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RESULTADOS

Fatores clinicos, reprodutivos e patologicos
Foram atendidas 219 cadelas, no periodo de abril de 2015 a agosto de 2016,

Destes, setenta e cinco retornaram para a realizacdo da mastectomia e OH. Quarenta e
seis cadelas foram selecionadas para o estudo com base nos critérios de exclusdo. A idade
das cadelas estudadas variou de seis a dezoito anos, sendo de 9,76 anos a média de idade
de acometimento pela neoplasia mamaria.

Houve um maior envolvimento de cées da raca Poodle 26,09% (12/46), seguida por
cdes Sem Raca Definida (SRD) 21,74% (10/46) e Pinscher 13,04% (6/46). As demais
racas totalizaram 39,13% (18/46).

Parametros corporais das cadelas inteiras e castradas

Com relacdo ao escore corporal das cadelas com carcinoma mamario, foi possivel
observar que 2,22% (1/46) pertencia ao escore 3; 44,4% (20/45) pertencia ao escore 4;
20% (10/46) pertencia ao escore 5; 24,4% (11/46) pertencia ao escore 6; 2,22% (1/46)
pertencia ao escore 7; 6,66 (3/46) pertencia ao escore 8.

Com relagdo ao IMCc e %GC constatou-se que 15 (32,6%) cadelas estavam
abaixo do IMCec, 10 (21,73%) cadelas estavam dentro do padréo e 21 (45,65%) estavam
cima do valor de referéncia. Quinze (32,6%) cadelas possuiam porcentagem de gordura
corporal abaixo do aconselhado, dezoito (39,13%) cadelas apresentavam %GC dentro do

padréo e 13 (28,26%) cadelas estavam acima do valor referido (Quadro 1).

Quadro 1: Agrupamento de cadelas de acordo com escore corporal, indice de massa

corporal e porcentagem de gordura corporal.

ABAIXO NORMAL ACIMA
IMCC (11,8 E 15| 15(32,6%) 10 (21,73%) 21 (45,65%)
KG/M2)
ECC (4 E5) 1(2,22%) 30 (65,2%) 15 (32,6%)
%GC (16 A 25%) 15(32,6%) 18 (39,13%) 13 (28,26%)
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Ao correlacionar o status reprodutivo com o status corpéreo foi possivel observar
diferencas significativas no IMCc (t = 2,18; p = 0,035) dos animais castrados e inteiros,
sendo os valores médios maiores nos animais castrados (16,32 + 4,79) em comparagéo
aos animais inteiros (13,49 = 3,37). A porcentagem de gordura corporal também
apresentou diferenca significativa (t = 2,06; p = 0,045) entre os grupos castrados e
inteiros, com valores superiores nos castrados (25,09 + 11,09) em detrimento dos inteiros
(19,54 * 6,44). O peso (t = 2,051; p = 0,046) também foi maior nos animais castrados
(18,25 + 13,00) em comparacéo ao grupo de cadelas néo castradas (11,62 + 7,89).

Concentracédo séerica de androstenediona e estrona, expressao da aromatase P450 e
receptores de progesterona e estrégeno.

Verificou-se associacdo entre as concentracdes de androstendiona e a gordura
corporal com diferenca significativa (p < 0,0001) e correlagdo negativa significativa entre
as variaveis (r = -0,7880). Associacdo também foi observada entre as concentracdes de
estrona e a gordura corporal apresenta diferenca significativa (p = 0,0013) e com

correlacdo positiva entre as variaveis (r = 0,5687) (Figura 1).
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Figura 1: Correlagcdo de estrona e androstediona com a gordura

corporal.

2,0

1,8 y=0,0233x +0,1979
o 1,6 R2=0,3234 ®
5 14 ® e
E 1,2 . .--.-'.'..--'
v 1,0 [ ] .._.uu
208 e e °
T o 0. -8 ®
2 06 ¢ T e®
b= U X ®

0,4 oo

0,2 ® P

00 —®

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Gordura Corporal

0,5
® y =-0,0084x + 0,422

0,5
0,4 . ¢ R?=0,6211

0,4
0,3 ®
0,3 a, i
0,2

0,2 .. ®
0,1

0,1 o ., @
0,0

Niveis de Androstenediona

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
E Gordura Corporal

A fim de investigar se a maior concentracdo de estrona relacionada a gordura
corporal era resultado da conversdo da androstenediona, avaliou-se a expresséo da enzima
aromatase P450, correlacionando o valor com a condicdo corporal e grupo histolégico
estudado (CTM e Ca). Observou-se uma significativa atividade da aromatase, tanto no
tecido adiposo peritumoral quanto no tumor de cadelas com carcinoma mamario com

sobrepeso ou obesas (Figura 2).
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Figura 2: Expressdo da enzima aromatase no tecido adiposo
peritumoral (A) e tumor (B) de cadelas com
carcinoma mamario, divididas de acordo com o
escore corporal.
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Foi observada maior expressdao da enzima aromatase no tecido adiposo

peritumoral apenas dos animais do grupo Ca (p = 0,0156) (Figura 3 e 4).
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Figura 4. Tecido adiposo adjacente a carcinoma em glandula maméria canina. (a)
Adipdcitos peritumorais revelando expressdo nuclear de receptor de estrogeno (setas
vermelhas) (40x). (b) Adipdcitos peritumorais com imunomarcacdo nuclear de receptor
de progesterona (seta vermelha) (40x). (c) Expressdo citoplasmatica de aromatase em

adipdcitos peritumorais. (40x). Contra-coloragdo de Mayer’s.
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A avaliacdo da expressao dos receptores de estrégeno e progesterona foi realizada
no tecido adiposo peritumoral e no tumor. As cadelas foram divididas por escore corporal
e grupo histologico (CTM e Ca). Foram observadas maiores expressdes dos receptores de
estrogeno (x? = 2,143; p = 0,0321) e progesterona (x> = 4,911; p = 0,0267) nos animais
com sobrepeso/obesos em relagéo aos animais com escore corporal normal. (Figura 5).
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Figura 5. Expressdo do receptor de estrogeno (RE) e progesterona
(RP) negativo (-) e positivo (+) segregadas de acordo
com o escore corporal.
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Néo foi observada diferenca na expressio dos receptores de estrogeno (x?= 1,087;
p = 0,2972) e progesterona (x> = 0,0408; p = 0,8399) no tumor quando se comparou 0s
grupos CTM e Ca (Figuras 6 e 7). Contudo, foram observadas diferencas significativas
na expressao, tanto em relacio aos receptores de estrogeno (x2= 3,855; p = 0,0496) quanto
receptores de progesterona (x? = 8,327; p = 0,0039) no tecido adiposo peritumoral de
cadelas do grupo CTM (Figuras 6 e 7). As demais amostras ndo apresentaram diferenca

estatistica.
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Figura 6. Expressdo do receptor de estrdgeno no tecido
adiposo peritumoral (A) e tumor (B) em de cadelas
dos grupos CTM e Ca.
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Sobrevida

Cadelas portadora de carcinomas variados (Ca) apresentaram tempo de
sobrevida menor (97 dias). Estes animais evoluiram para 6bito por metastase pulmonar
apos a mastectomia. O maior tempo de sobrevida foi 638 dias, ap6s mastectomia,
atribuido ao animal do grupo CTM, que ainda se encontra vivo.

Com base na curva de sobrevida estratificada pelos grupos avaliados, observa-
se que a curva para os animais do grupo CTM apresenta diferenca significativa (p <

0,0076) com relagéo ao grupo Ca (Figura 8).
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Figura 8, Curva de sobrevida de COX dos grupos estudados
CTM e Ca. Diferencas significativas quando p <
0,05, sendo destacadas por *.
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DISCUSSAO

Os resultados indicaram maior acometimento de cadelas entre nove e onze anos,
com rara ocorréncia em idades inferiores a dois anos (OLIVEIRA et al. 2003; PIRES et
al. 2003; DE NARDI et al. 2007; FURIAN et al. 2007; RIBEIRO et al. 2009; CASSALLI
et al. 2014). Semelhante aos achados de Toribio et al. (2012), foi observado maior
acometimento de cdes da raca Poodle, seguida por SRD. Segundo Hataka (2004) e
Estrela-Lima (2010), essa elevada frequéncia é reflexo da popularizacdo da raca e a
existéncia de diversas linhagens e misturas entre elas no pais.

Os tumores com dimensfes maiores que 5 cm ainda sdo reflexo do diagndstico
tardio, consequente ao fato dos guardibes legais demorarem para procurar a assisténcia
médico veterinaria, muitas vezes pela cultura de associar o tamanho da neoformacéo a
caracteristicas benignas. Ferreira et al. (2009) verificaram que a maioria das lesdes
tumorais acima de cinco centimetros (T3) é maligna e apresenta indice de proliferacdo
mais elevado e menor positividade para receptores de progesterona (RP), indicando
independéncia hormonal e maior agressividade quando comparados aos tumores menores
(T1e T2). Contudo, cabe destacar que o tamanho per si ndo confirma malignidade, sendo
a avaliacéo histopatoldgica, ferramenta decisiva para o diagndstico.
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A maior frequéncia de neoformacgdes mamarias em cadelas ndo castradas é
reflexo da influéncia dos hormonios sexuais na etiologia do cancer de mama (SILVA et
al. 2004). O maior numero de cadelas ndo castradas, associada ao fato de ainda ocorrer a
aplicacdo de progestagenos pode evidenciar o desconhecimento, conforme relatado pelos
guardides legais, sobre os fatores predisponentes e formas de prevencdo do cancer de
mama em cadelas, demonstrando ser fundamental atividades relacionadas a
conscientizacdo dos riscos e cuidados referente as neoformagcfes mamarias, inclusive
destinados aos profissionais da area.

Quanto aos tipos histologicos, foi observado maior frequéncia de carcinoma em
tumor misto, tipo histolégico que deriva da transformacdo maligna do componente
epitelial do tumor misto benigno (MOULTON; ROSENBLAT, 1970; DAMASCENO et
al. 2012; 2014; 2016; SAAD, MILLEY, AL-KHAN, 2017). O CTM, a priori, representa
um tumor de melhor prognostico. Contudo sua graduacdo histolégica deve sempre ser
condicionada ao estado clinico do paciente e caracteristicas fisicas do tumor e representa
correlacdo direta com seu potencial de malignidade. O carcinoma em tumor misto
também foi o tipo histoldégico predominante em outros estudos (CAVALCANTI;
CASSALI, 2006; RIBEIRO et al. 2009; ESTRELA-LIMA et al. 2010; TORIBIO et al.
2012; SAAD, MILLEY, AL-KHAN, 2017).

Ao correlacionar o status reprodutivo com o status corpéreo, foi possivel observar
diferencas significativas no IMCc, porcentagem de gordura corporal e peso dos animais
castrados em relacdo aos animais inteiros. Weeth et al. (2007) observou que em cées ndo
castrados a frequéncia de obesidade (7,2%) ou sobrepeso (14,2%) € menor quando
comparado ao peso normal (78,6%). Estes dados refletem que os animais, apds castracao
ganham peso, principalmente se ndo estimulados a realizacdo de atividades que permitam
gasto de energia. A obesidade surge em cdes castrados devido a reducdo da taxa
metabdlica (GROSSELIN et al. 2007) e é associada a varias neoplasias, inclusive o cancer
de mama (TEOH; DAS, 2016). Dentre os mecanismos sugeridos para explicar a ligagéo
da obesidade ao cancer de mama cita-se a aromatizacéo da androstenediona (CLELAND
etal. 1985; SILTERI et al. 1987; ENGIN, 2017; MULLOLY et al. 2017; HETEMAKI et
al. 2017).

O aumento da concentracdo sérica de estrona, a medida que a concentracdo de

androstenediona diminui, como observado nessa pesquisa, sugere a conversao hormonal
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com producdo de estrogeno. Tal fendmeno foi demonstrado pela primeira vez em
mulheres e se acentua em func¢do do envelhecimento e da obesidade, pelo aumento na
transcricdo da aromatase P450 na gordura subcutanea, nos adipécitos e células estromais
(pré-adipdcitos) (CLELAND et al. 1985; SILTERI et al. 1987).

No presente estudo a maior expressdo da enzima aromatase observada no tecido
adiposo peritumoral e tumor de cadelas com alta porcentagem de gordura corporal
associada a maior concentracdo do hormonio estrona sugerem que o mesmo fenémeno de
aromatizacao da androstenediona em estrona também ocorre em cadelas, assim como na
mulher.

Em mulheres apds a menopausa, o tecido adiposo, que aumenta com a idade e
0 peso corporal, tornou-se o principal local de expressdo da aromatase. As mulheres pos-
menopausicas sdo mais propensas a desenvolver cancer de mama do que as mulheres mais
jovens, sugerindo que a biossintese de estrogénio no tecido adiposo da mama contribui
de forma relevante para o crescimento de tumores mamarios (CLELAND et al. 1985;
ENGIN, 2017; MULLOLY et al. 2017; HETEMAKI et al. 2017).

Nesta pesquisa também foi observada maior expressdo da aromatase no tecido
adiposo peritumoral de cadelas pertencentes ao grupo de tumores mais agressivos (Ca).
A maior expressdo da aromatase em neoplasias mamarias malignas foi observada por Lim
et al. (2015) e Shin et al. (2016), sendo justificada pela maior concentracdo de
Prostaglandina 2, NF-xB e leptina no tecido adiposo sugerindo uma interacdo entre
adipdcito e células neoplasicas no microambiente tumoral. A avaliacdo da expressao dos
receptores hormonais, estrégeno e progesterona nao se restringiu ao tumor, abrangendo
também o tecido adiposo peritumoral. Os resultados indicaram maior expressao destes
receptores em adipOcitos nas areas peritumorais de cadelas com sobrepeso/obesa e no
grupo constituido pelos tumores menos agressivos, possivelmente, ainda horménio
dependentes (CTM).

A funcdo dos receptores hormonais nas neoplasias tem sido intensivamente
estudada. Acredita-se que exista relacdo entre 0 nimero desses receptores e a capacidade
proliferativa das células neoplésicas (COSTA et al. 2002). A alta concentracdo de
horménios sexuais no soro ou tecido adiposo tem sido associada a expressdo positiva
destes receptores no cancer de mama (FALK et al. 2012). Em mulheres e cadelas,

neoplasias benignas na mama tendem a apresentar elevada expresséo de receptores de
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estrogeno e progesterona, ao contrario das neoplasias malignas que expressam esses
receptores em menores concentragcoes (CASSALI, 2000; GERALDES et al. 2000). Isto
acontece, pois com a progressao do tumor e aumento da malignidade ocorre reducdo da
dependéncia hormonal e maior autonomia das células neoplasicas (GERALDES et al.
2000). Desta forma, diante dos resultados aqui observados, sugere-se a participacdo do
tecido adiposo como fonte de hormonio, principalmente, nos carcinomas em tumores
mistos, influenciando possivelmente a promogéo e aumento do potencial de malignidade
dos tumores.

Por fim ao realizar a analise da sobrevida e taxa de sobrevida das cadelas com
carcinoma mamario variados comparadas aos animais com CTM foi possivel perceber
que cadelas portadoras de carcinoma em tumor misto apresentaram tempo de sobrevida
maior. Este resultado se justifica, pois, a maior parte dos tumores avaliados nesse estudo
receberam o diagndéstico histopatoldgico de CTM com graduacdo |, ou seja, uma
neoplasia de menor malignidade comparada as demais graduacdes ou tipos histolégicos
(CASSALI et al. 2014). Considerando o menor tempo de sobrevida nas cadelas com
tumores mais agressivos e a influéncia hormonal neste diagndstico, é possivel que a

obesidade possa influenciar no tempo de sobrevida das cadelas com carcinoma mamario.

CONCLUSAO

Diante dos resultados, sugere-se que cadelas que apresentam sobrepeso no
momento do diagnéstico da neoplasia mamaria tendem a apresentar elevados niveis
séricos de estrona, bem como alta expressdo de RE, RP e aromatase em tecido adiposo
peritumoral. Esta relacdo direta entre obesidade e indices hormonais pode influenciar as

etapas iniciais de desenvolvimento tumoral e no carater agressivo das neoplasias.
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