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RESUMO

As neoplasias de glandulas mamarias sdo as mais frequentes em cadelas, onde
aproximadamente 84% sdo classificadas como malignas, sendo 98% caracterizados
como carcinomas. A obesidade ¢ considerada uma doenca cronica e multifatorial
com uma incidéncia entre 22% a 40% na espécie canina, estando associada a
diversas outras enfermidades, entre elas o cancer de mama. Este estudo tem por
objetivo relacionar a concentragdo sérica de IL-6, IGF-1, leptina e estrogeno em
cadelas ndo castradas com ou sem excesso de peso e carcinomas mamarios em
estadio inicial. Foram utilizadas 43 cadelas divididas em quatro grupos, sendo dois
grupos de cadelas sem carcinomas mamarios, com excesso de peso (10/43) e sem
(10/43), e dois grupos de cadelas com carcinomas mamarios com (13/43) e sem
excesso de peso (10/43). Cadelas com excesso de peso, com ou sem carcinomas
mamarios, eram estatisticamente diferentes de cadelas em peso ideal, em relagao as
avaliagdes corporais de ECC, IMCC e percentual de gordura corpérea (p<0,0001).
Foi observada uma correlacdo positiva entre o ECC e¢ o IMCC (r=0,8686;
p<0,0001), 0 ECC e 0 %GC (r=0,8808; p<0,0001), e o IMCC e 0 %GC (r=0,7449;
p<0,0001). As analises de estrogeno, leptina, IL-6 e¢ IGF-1 ndo apresentaram
diferengas estatisticas significantes entre os grupos estudados. Demonstrou-se
correlagdo positiva entre as concentragdes séricas de leptina e IL-6 (r=0,3072;
p=0,0451) e entre leptina e IGF-1 (r=0,2998; p=0,05). Ao analisar os métodos de
avaliacdo corporal e as concentragdes séricas encontrou-se correlagao positiva entre
ECC e leptina (r=0,4493; p=0,0053) e negativa entre ECC e IL-6 (r=-0,3591,
p=0,0435). Entre o percentual de gordura e a concentracao de leptina encontrou-se
correlacdo positiva (r=0,4996; p=0,0016), assim como encontrado entre IMCC e
leptina (r=0,3785; p=0,0209). O presente estudo demonstrou uma relagao direta
entre o excesso de peso e o aumento do percentual de gordura com a leptinemia.
No entanto, ndo foram observadas diferengas nos niveis de IL-6, IGF-1 e estrégeno
em relagdo ao excesso de peso e aos carcinomas mamarios. Na amostragem
estudada, ndo foi observada associagdo entre o excesso de peso e a presenca de
carcinomas mamarios em estadio inicial.



ABSTRACT

Mammary gland neoplasms are the most frequent in bitches, where approximately
84% are classified as malignant, and 98% are characterized as carcinomas. Obesity
is considered a chronic and multifactorial disease with an incidence between 22%
and 40% in the canine species, being associated with several other diseases, among
them breast cancer. The aim of this study was to relate the serum concentration IL-
6, IGF-1, leptin and estrogen in non-castrated bitches with or without overweight
and early stage mammary carcinomas. Forty-three bitches were divided into four
groups, two groups without mammary carcinomas with overweight (10/43) and
without (10/43) and two groups of bitches with mammary carcinomas with (13/43)
and without overweight (10/43). Overweight bitches, with or without breast
carcinomas, were statistically different from bitches by ideal weight, in relation to
ECC, IMCC and body fat percentages (p<0,0001). There was a positive correlation
between ECC and IMCC (r = 0.8686, p <0.0001), ECC and % GC (r = 0.8808, p
<0.0001), and IMCC and % GC (r = 0.7449, p <0.0001). Analyzes of estrogen,
leptin, IL-6 and IGF-1 did not show statistically significant differences between the
groups studied. A positive correlation was found between serum leptin and IL-6 (r
= 0.3072, p = 0.0451) and leptin and IGF-1 (r = 0.2998, p = 0.05). A positive
correlation (r = 0.4493; p = 0.0053) between ECC and leptin was found in the
analysis of body evaluation methods and serum concentrations, and a negative
correlation between ECC and IL-6 (R = -0.3591, p = 0.0435). Among the fat
percentage and the leptin concentration, there was a positive correlation (r = 0.4996;
p =0.0016), as found between the IMCC and leptin (r = 0.3785; p =0, 0209). The
present study demonstrated a direct relationship between overweight and an
increase in fat percentage with leptinemia. However, no differences were observed
in IL-6, IGF-1 and estrogen levels in relation to overweight and mammary
carcinomas. In the sample studied, no association was observed between
overweight and the presence of early stage mammary carcinomas.



1. INTRODUCAO

O aumento da incidéncia de neoplasias em animais de companhia representa um
problema de grande impacto na medicina veterinaria e ¢ devido principalmente a
maior longevidade dos pacientes, decorrente de melhorias na nutri¢do, vacinagdes
e prevengdes a doencas infectocontagiosas, € ao desenvolvimento de protocolos

terapéuticos mais eficazes (NUNES, 2014).

As neoplasias de pele e tecido subcutaneo sao as mais frequentes na espécie canina,
seguido das neoplasias mamarias (SAMUEL et al., 1999), que sdo as principais em
cadelas inteiras/ndo castradas, com incidéncias de aproximadamente 70%
(MERLO, 2008). Além dos fatores hormonais (BOCARDO, 2008), o excesso de
peso ¢, atualmente, considerado um fator de risco independente para o aparecimento
de neoplasias mamarias (PEREZ ALENZA et al., 1998). A obesidade ¢ capaz de
influenciar em tumores mamadrios, principalmente no inicio da vida do animal,
coincidindo com a fase na qual os hormonios ovarianos exercem maiores efeitos

prejudiciais no tecido mamario (SORENMO et al., 2011).

A obesidade ¢ considerada uma doenga cronica e multifatorial englobando aspectos
genéticos, bioquimicos e alimentares (GERMAN, 2009). A incidéncia de obesidade
tem aumentado, na espécie humana assim como na espécie canina, esta ultima com
incidéncia variando de 22% a 40% (McGREEVY et al. 2005; LUND et al., 2006).
Estudos prévios descrevem a correlagdo entre obesidade em seres humanos e o
desenvolvimento de tumores no colon, tireoide, sistema urinario, endomeétrio,
esofago e glandula mamaria (CALLE, 2004; PERGOLA, 2013; HOWE et al, 2013).
No entanto, poucos estudos correlacionam a obesidade e o desenvolvimento de

neoplasias em animais de companhia (CLEARY, 2010).

. REVISAO DE LITERATURA

2.1. NEOPLASIAS MAMARIAS

A alta frequéncia de neoplasias de glandulas mamarias em cadelas representa um

desafio para a medicina veterinaria (MERLO, 2008; CASSALI, 2014).
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Aproximadamente 84% sdo classificadas com neoplasias malignas, sendo 98%
caracterizados como carcinomas (NUNES, 2014). Os tumores das glandulas
mamarias atingem cadelas de meia idade a idosas, entre 6 a 12 anos de idade, sendo
rara a ocorréncia em animais jovens. Cadelas inteiras ou castradas apos o terceiro
cio sao mais predisponentes, contudo nao ha predisposicao racial (SORENMO et

al., 2013).

Fatores hormonais sdo bem definidos na etiologia das neoplasias mamarias caninas,
uma vez que o risco de desenvolvimento do cancer de mama ¢ essencialmente
determinado pela intensidade e duragdao da exposi¢ao do epitélio mamario a acao
conjunta de hormonios como prolactina e o estrégeno (KOJIMA et al., 1996). A
prolactina facilita a a¢do mitdtica do estrogeno, aumentando o numero de seus
receptores (MULDOON, 1981). O estrégeno promove o crescimento celular
estimulando a liberacao do fator de crescimento tumoral e fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1). Estes fatores estimulam o crescimento das células
tumorais, e inibem o fator de transformagdo do crescimento B (TGF-B), que regula

a atividade proliferativa (NORMAN & LITWACK, 1997).

A ovario-histerectomia precoce parece ser o Unico método de prevencdo das
variagdes hormonais que influenciam no desenvolvimento das neoplasias mamarias
caninas. Quando realizada antes do primeiro cio, a incidéncia de neoplasias
mamarias malignas ou benignas, ¢ reduzida. O risco de ocorréncia de tumores
mamarios em cadelas castradas antes do primeiro estro ¢ de 0,5%, 8%, em cadelas
castradas antes do segundo estro e aumenta para 26% se as cadelas forem castradas
ap6s o segundo ciclo estral (SCHNEIDER et al., 1969). A realizagdo de ovario-
histerectomia no momento da resseccao cirurgica do tumor de mama em cadelas
parece ndo apresentar efeito protetor sobre o aparecimento de novos tumores,
metastases ou sobre o prolongamento da sobrevida global (YAMAGAMI et al.,
1996; CASSALIl et al., 2014).

A maioria das cadelas apresentando lesdes mamarias € considerada clinicamente
saudavel no momento do diagnéstico e os tumores podem ser identificados pelo
proprietario ou pelo veterinario durante exame fisico de rotina (SORENMO, 2003).
O diagnostico pode ser realizado através da anamnese associado ao exame clinico

completo do animal, incluindo palpagdo minuciosa das glandulas mamarias
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(SORENMO, 2011). Informagdes como historico de doencas, ciclo reprodutivo,
tempo de aparecimento de lesdes e lesdes anteriores sdo importantes para uma

analise mais precisa (CASSALI et al, 2014).

Neoplasias mamadrias caninas se apresentam, comumente, como nodulos
circunscritos, de tamanhos, consisténcia e mobilidade variaveis. Podem estar
associados a ulceras de pele ou reacao inflamatoria local. Tumores multiplos sao,
frequentemente, encontrados em uma unica glandula ou envolvendo multiplas
glandulas mamarias, podendo ou ndo ter o mesmo diagnostico histologico
(KURZMAN, 1986; MISDORP, 1999). As glandulas mamarias abdominais
caudais e inguinais sdo frequentemente mais acometidas (MISDORP, 2002;

CASSALI 2009; SORENMO et al., 2011).

O comportamento bioldgico das neoplasias mamarias ¢ bastante varidvel. A
determinag¢do do prognéstico de neoplasias mamarias torna-se importante para a
escolha adequada da conduta terap€utica para cada paciente (QUEIROGA; LOPES,
2002). Fatores como idade, estadiamento clinico, tamanho, indice mitético, tipo e
grau histologico, metastases regionais e¢/ou a distancia, densidade de micro vasos e
marcadores moleculares (como Cox-2 e Ki-67) influenciam no prognostico
(SORENMO, 2003; CASSALI et al., 2014;). A avaliagdo do tamanho tumoral ¢
importante, uma vez que, lesdes maiores que 5 cm, comumente estao associadas a
areas de ulceragdo, aderéncia e apresentam piores prognoésticos, além de estarem
associados a malignidade, menor expressao de receptores hormonais, maior indice
de prolifera¢ao celular e menor sobrevida (FERREIRA et al., 2009). A perda da
diferenciagdo celular, diagnosticos de carcinoma solido, micropapilar, anaplésico,
inflamatoério, sarcomas, metastases regionais ou a distancia, invasdes vasculares ou
linfaticas, perda da expressdo de receptores de estrogeno e progesterona, e altos
indices de proliferacdo celular também contribuem para um pior prognéstico (VON
EULER, 2011). A avaliagdo dos linfonodos regionais ¢ fundamental e deve ser
realizada durante o exame clinico de cadelas com tumores mamarios. A pungdo
aspirativa com agulha fina (PAAF) ¢ um método seguro para a identificagdo de
metastases (CASSALI et al., 2014). Linfonodos apresentando alteragdes de forma,
volume, tamanho e consisténcia devem ser puncionados e submetidos a analise
citologica. Resultados positivos ou suspeitos para metastases devem ser submetidos

a excisdo cirurgica e analise histopatologica (SORENMO, 2003).
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O pulmdo ¢ o sitio mais comum de metastases a distancia em cadelas com
neoplasias mamadrias malignas (SORENMO, 2003). A radiografia ¢ o método
padrdo para a deteccdo de metastases pulmonares com diametro superior a 6mm,
contudo, o exame de tomografia computadorizada pode apresentar maior precisao
na detec¢do de metastases com diametros inferiores (OTONI et al., 2010; CASSALI
et al.,, 2014). A ultrassonografia abdominal ¢ recomendada para investigacdo de
metastases em outros sitios anatomicos (CASSALI et al., 2014). Ossos, sistema
nervoso central e pleura também ja foram descritos como sitios de metastases de
neoplasias mamarias, apesar de incomuns (VON EULER, 2011). Metastases a
distancia estao associadas a reducdo da sobrevida global do paciente (QUEIROGA;
LOPES, 2002; YAMAGAMI et al., 1996), com taxa de sobrevida de 13,6% um ano
ap6s a mastectomia (YAMAGAMI et al., 1996). Cadelas apresentando metéstases
a distancia no momento do diagnostico apresentaram uma mediana de sobrevida
global de 5 meses, sendo significativamente menor quando comparados aos 28
meses nas cadelas sem evidéncias de metastases a distancia (PHILIBERT et al.,

2003).

O estadiamento clinico permite determinar a extensao da doencga, seu progndstico,
e, consequentemente, auxilia no planejamento adequado da conduta terapéutica
(CASSALI et al., 2014). Neoplasias mamarias caninas sao estadiadas baseadas no
sistema TNM, estabelecido pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (OWEN,
1980), pela avaliagdo do tamanho do tumor primario (Ti: 0-3 cm; T2: 3-5 cm; T3:
>5 cm), envolvimento de linfonodos regionais (No: ndo metastatico; Ni:
metastatico) e metastases em Orgaos distantes (Mo: ndo metastatico, Mi:
metastatico). Os animais sdo categorizados em cinco estagios: 1 (TiNoMO), II
(T2aNoMy), IIT (T3NoMy), IV (T1-3N1MO), e V (T1-3No-1M1) (SORENMO et al.,
2013). Pacientes com estadiamento avancado, ou seja, em estadios IV ou V,
apresentam piores prognosticos € menores taxas de sobrevida global (NUNES,

2014).

A identificagdo de receptores celulares e moleculares neoplésicos na medicina
veterinaria tem sido permitida por meio da técnica de imuno-histoquimica,
resultando na definicdo de importantes fatores prognosticos e preditivos que
fornecem informagdes referentes ao comportamento bioldgico da doenga e a

resposta aos tratamentos (HORTA et al., 2013; CASSALI et al., 2014). Entre os
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marcadores descritos como mais importantes nas neoplasias mamadrias caninas
estdo os receptores hormonais - receptor de estrégeno (RE) e receptor de
progesterona (RP), marcadores de proliferacao celular (Ki-67) e Ciclooxigenase-2

(Cox-2) (CASSALI et al, 2014).

A expressao de RE e RP esté relacionada ao melhor progndstico em cadelas com
carcinomas mamarios (GRAHAM et al., 1999; SORENMO, 2003). O indice de
proliferacdo celular, avaliado através da expressdo de Ki-67, representa um bom
marcador prognéstico (DUTRA et al., 2008), uma vez que valores aumentados de
Ki-67 tém correlagdo positiva com metastase, menor tempo livre de doenga e menor
sobrevida global (PENA et al., 1998), e preditivo, considerando que neoplasias com
altos indices de proliferacdo apresentam melhores respostas ao tratamento
quimioterdpico (SORENMO, 2003). A superexpressao de Cox-2 é descrita em
tumores de comportamento bioldgico mais agressivo e de pior progndstico e esta
correlacionada com uma menor sobrevida global (LAVALLE et al., 2009). Além
de fator prognoéstico, a Cox-2 ¢ considerada um fator preditivo, indicando possivel
beneficio clinico do tratamento de inibidores especificos, como o firocoxib, em
neoplasias mamarias caninas apresentando altos escores de Cox-2 (LAVALLE et

al., 2012).

A cirurgia ¢ considerada, o tratamento de escolha para as neoplasias mamarias
caninas, por ser a modalidade de terapia local mais eficiente no controle das lesdes
(NOVOSAD, 2003; SORENMO, 2003; VON EULER, 2011). A escolha da técnica
cirrgica depende da extensdo da doencga, drenagem linfatica, tamanho e
localizagao da lesao (SORENMO, 2003; CASSALI et al., 2014). Contudo, ndo ha
uma padronizacdo para a extensao da incisdo cirargica (SORENMO, 2013).
Respeitando os principios de cirurgia oncolédgica e os fatores prognosticos, lesdes
menores do que 2,0 cm podem ser removidas através de nodulectomia. As demais
podem ser retiradas através de mastectomia simples, em bloco ou radical, sendo que
a escolha dependente do tamanho e localizagdo do tumor (HORTA et al., 2013;
CASSALLI et al.,, 2014). Nao ha influéncia entre a escolha do procedimento
cirargico no intervalo livre de doenga e desenvolvimento de novas lesdes mamarias,
no entanto, esta escolha deve se basear no conhecimento sobre a drenagem linfatica,
na quantidade e localizacao das lesdes e nos fatores prognosticos estabelecidos

(HORTA et al., 2013). Uma excisdo ampla faz-se necessaria a fim de retirar
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completamente um tumor localizado em uma tnica glandula mamaria, e, em casos

de multiplas lesdes, resseccdes maiores podem ser necessarias (SORENMO, 2013).

A quimioterapia ¢ indicada para o tratamento de pacientes com neoplasias
mamarias de prognoéstico desfavoravel e estadiamento clinico avangado (CASSALI
et al., 2014), entretanto, ndo ha uma padronizacdo nos protocolos utilizados
(SORENMO, 2013). Cadelas tratadas com quimioterapia com carboplatina com ou
sem associacdo a inibidores de COX-2 tiveram uma sobrevida global maior que
cadelas tratadas apenas com cirurgia (KARAYANNOPOULOU et al., 2001;
LAVALLE et al., 2012).A literatura descreve também outros protocolos de
tratamento como o uso da doxorrubicina associada a ciclofosfamida, doxorrubicina
associada a carboplatina, carboplatina associada a gencitabina e paclitaxel como
droga tinica (SORENMO, 2003; SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013;
CASSALIl et al., 2014).

2.2. OBESIDADE

A obesidade ¢ uma epidemia global, consequente ao sedentarismo e a melhora das
condigdes socioecondmicas da populagao humana (DI CESARE et al., 2016). De
acordo com a OMS, em 2014, 39% de pessoas adultas do mundo estavam em
sobrepeso e 13% eram obesas. A maioria da populagdo mundial vive em paises
onde o sobrepeso e a obesidade levam mais pessoas ao dbito do que o baixo peso e
a desnutricdo (DI CESARE et al., 2016). Esta condig¢ao clinica ¢ reconhecida como
um problema de satide mundial, uma vez que ¢ frequentemente associada a uma
série de doengas cronicas, tais como a resisténcia a insulina, diabetes tipo 2, doengas

cardiovasculares e cancer (ROMACHO, 2014).

O aumento da incidéncia de obesidade na populacdo humana reflete na populagao
canina, sendo que a frequéncia desta desordem multifatorial vem aumentando. Isso
pode ser justificado pela crescente humaniza¢do dos animais de companhia
(OLIVEIRA, 2006). A obesidade esta associada a fatores sociais € ambientais,
sendo considerada uma doenca multifatorial (JERICO et al., 2009).

A obesidade ¢ definida como armazenamento excessivo de gordura corporal capaz
comprometer a homeostase do organismo (GERMAN, 2009). O actmulo de

gordura pode ser devido ao aumento no numero das células adiposas ou aumento
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no tamanho dos adipdcitos. Animais saudaveis possuem aproximadamente de 15 a
25% de gordura corporal. Caso esta porcentagem ultrapasse os 30%, o animal ¢
considerado obeso (BURKHOLDER et al., 2000). Considera-se excesso de peso
em cdes quando o peso em idade adulta excede em 5% o peso ideal. Se o peso

exceder de 15 a 20% ¢ indicativo de obesidade (GERMAN, 2006).

A obesidade ¢ considerada um problema comum em caes, estando associado a uma
gama de doencas e mudangas fisiologicas, semelhante ao que ¢ visto no homem
(ZORAN, 2010). As principais implica¢cdes médicas da obesidade canina sdo
aparecimento de problemas articulares e locomotores (discopatias e ruptura de
ligamentos cruzados), alteracdes enddcrinas, intolerdncia a glicose e
consequentemente risco aumentado e agravamento de diabetes mellitus,
anormalidades no perfil lipidico, dificuldades respiratorias, problemas
dermatologicos, desordens reprodutivas, risco aumentado de neoplasias e
pancreatite. Além de alteragdao na cinética de drogas, especialmente anestésicos,
aumento do risco cirrgico, recuperagdo prolongada, hérnia inguinal, diminuicao
da resisténcia fisica, presenca de constipacdo e flatuléncia, prejuizos na resposta
imune e interferéncia em procedimentos diagnosticos (GERMAN, 2006;

GUIMARAES & TUDURY, 2006).
2.2.1. DIAGNOSTICO

O proposito de identificar o grau da obesidade em caes € evitar o comprometimento
da fungao fisioldgica normal e dos problemas metabolicos decorrentes pelo excesso
de peso (MULLER et al., 2008). O excesso de peso € uma das condic¢des patologicas
mais subjetivas de se diagnosticar, e ¢ realizada principalmente através da inspecao
do animal. A subjetividade inerente a avaliagdao por meio da inspecao dificulta a sua
utilidade clinica. A correta analise da composi¢do corporal, utilizando medi¢des
objetivas, permite identificar niveis de risco, quantificar o excesso de peso corporal
e definir um peso 6timo (BURKHOLDER et al, 2000; ELLIOTT, 2006; MULLER
et al, 2008).

A avaliagdo da composicdo corporal permite identificar os niveis de gordura
corporal total e pode ser realizada por diversas técnicas com custos e exatidao
variados (HEYWARD, 2001). Atualmente, os métodos mais praticos utilizados

para diagnostico de excesso de peso em cdes sdo: classificagdo por escore de
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condi¢ao corporal (ECC) (LAFLAMME, 1997); andlise morfométrica, com
determinagdo da porcentagem de gordura corporal (BURKHOLDER et al., 2000);
e indice de massa corporal canina (IMCC) (MULLER et al.,2008).

2.2.2. ESCORE CORPORAL CANINO

O escore de condicdo corporal (ECC) ¢ baseado na inspegao e palpagdo do paciente,
empregando escalas numéricas, podendo variar de 01 a 05 ou de 01 a 09
(LAFLAMME, 1997). O ECC ¢ considerado um método bastante util devido sua
simplicidade. Entretanto, o método foi desenvolvido para avaliar os depdsitos de
massa adiposa, ndo sendo capaz de detectar perdas de massa muscular, tornando-o

subjetivo (BRUNETTO, 2009).

Sugere-se que o cdo estd no porte ideal quando as costelas forem facilmente
palpaveis e, quando visto de cima, o animal apresentar forma de ampulheta. Por sua
vez, abdomen aumentado a partir da tiltima costela, depositos de gorduras evidentes
bilateralmente a insercdo da cauda, bacia, regido inguinal e gradil costal de dificil
palpacdo sdo indicativos de excesso de peso (NELSON, 2015). Através destas
observagoes ¢ possivel determinar o ECC. Cada ponto, da escala numérica de 1 a
9, equivale aproximadamente ao aumento de 10 a 15% do peso corporal, ou seja,
um cdo com ECC 7 encontra-se de 20% a 30% acima do peso em relacdo ao seu

peso ideal (LAFLAMME, 2006) (Figura 01).
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Figura 01: Escala de classificagdo do escore de condi¢do corporal (ECC)
2.2.3. MEDICAO MORFOMETRICA

A medicao morfométrica, proposta por Burkholder (2000), mensura a porcentagem
de gordura corporal (%GC). Neste método, a medicao € realizada com fita métrica
sem a utilizagdo de pressao excessiva com os caes em estagdo, formando um angulo

reto. Os valores da medi¢ao sdo inseridos em uma equagao:
%GC em cadelas = - 1,7(CRcm) + 0,93(CPcm) + 5

Onde CR significa a longitude do membro posterior direito desde a tuberosidade
calcanea até¢ a metade do ligamento patelar e CP significa circunferéncia pélvica.
Valores de referéncia < 5, 5 a 15, 16 a 25, 26 a 35 e > 35 representam,
respectivamente, animais caquéticos, magros, com peso ideal, acima do peso e

obesos morbidos (BURKHOLDER et al., 2000).
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2.2.4 INDICE DE MASSA CORPORAL CANINA

O indice de massa corporal (IMC) ¢ um indicador muito usado por médicos e
pesquisadores para avaliar a “normalidade” do peso corporal de um ser humano e ¢
obtido a partir da divisdo da massa corporal (peso) pelo quadrado da estatura
(ANJOS, 1992; MCARDLE et al., 2003). Em um estudo, realizado por Muller
(2008), onde 246 caes de médio porte foram avaliados, a utilizacdo do IMC foi
adaptada para cdes utilizando a altura e o peso corporal do animal. Como referéncia,
“altura” refere-se a distdncia entre a articulagdo atlanto-occipital até o solo
imediatamente atras dos membros posteriores. A fita métrica, no momento da
mensuragao, deve passar apoiada sobre a base da cauda (ultima vértebra sacral), em
posicdo medial as tuberosidades iliacas, sobre o dorso do animal. Apds obtengao
dos valores, utiliza-se a formula: IMCC = peso corporal (kg) / (estatura em m) 2.
Devido a grande variagdo de tamanho nos caes, Muller (2008) propos fatores de
correcdo. Em caes de ragas grandes ou gigantes, 20% do valor encontrado deve ser
subtraido, e em racas miniaturas, ou seja, menores que 10 quilos, 10% do valor deve
ser acrescentado. Através desses fatores de correcao os animais sao divididos em
quatro categorias: abaixo de 11,7, abaixo do peso; entre 11,8 e 15, peso ideal; entre

15,1 e 18,6, sobrepeso; e acima, obesos (MULLER, 2008).
2.3. TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo ¢, majoritariamente, composto por adipdcitos, além de
fibroblastos, macrofagos e células endoteliais (SIKARIS, 2004), pericitos, células
dendriticas, mastdcitos, granuldcitos e linfocitos (HAUGEN, 2007; SETHI, 2007;
TRAYHURN, 2007), e desempenha um papel importante no sistema endodcrino,
caracterizado pela secrecao de uma ampla gama de proteinas conhecidas como
adipocinas (MASODI et al., 2015). As adipocinas sdo responsaveis por diversas

acdes em processos fisioldgicos e metabolicos (LIM

A, 2008; ALANIZ et al., 2006). Assim, o tecido adiposo possui fungdo de reserva

energética e endocrina, controlando o consumo alimentar (LIMA, 2008).
2.3.1. ADIPOCINAS E EXCESSO DE PESO

Zoran et al. (2010) relataram os crescentes estudos sobre obesidade que apresentam

o tecido adiposo e suas fungdes relacionadas a produgdo de substincias endocrinas
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que atuam em processos fisiologicos e patologicos do organismo. Estas substancias
ocasionam um estado de inflamagdo generalizada discreta (GAYET et al., 2004;
CRANFORD et al., 2015; CABIA et al., 2016), podendo estar relacionada a
sensibilidade insulinica, alteracdes lipidicas, metabdlicas e respiratorias, além de
cardiopatias (GAYET et al., 2004; GERMAN, 2006; GERMAN et al., 2009). O
estado inflamatério de baixo grau associado a obesidade estd relacionado ao
desenvolvimento de doengas cronicas como cardiopatias, diabetes mellitus e
osteoartrites (LAFLAMME, 2012). Além disso, adipocinas podem afetar a
homeostase energética, angiogénese, protecao vascular e coagulagdo sanguinea

(HAVEL, 2004).

O excesso de peso ¢ responsavel por alterar a liberagdo de varias substancias
produzidas pelos adipocitos, tais como leptina, adiponectina, quimiocinas,
proteinas de fase aguda (proteina C reativa), fatores hemostaticos e hemodinamicos,
além de neurotrofinas (GERMAN et al., 2010). Varias adipocinas classicas
elevadas na obesidade exercem um papel importante na resposta inflamatoria,
incluindo a leptina, TNF-q, IL-6 e resistina (CRANFORD et al., 2015; CABIA et
al., 2016). Dentre outras adipocinas e substancias endocrinas produzidas pelo tecido
adiposo, encontram-se: proteina estimulante de acilagdo (ASP), proteina
quimiotatica de mondécitos (MCP), fator inibidor de macrofagos (MIF), fator de
crescimento neural (NGF), prostaglandinas, fator de crescimento tumoral (TGF),
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), soro amiloide A (SAA), inibidor
do ativador de plaquetas (PAI), receptor de serina (rS), Interleucinas (IL-1, IL-10,
IL-18), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) (ZORAN, 2010).

A leptina ¢ um hormonio proteico pro-inflamatorio (GAYET et al., 2004; ISHIOKA
et al., 2006) ¢ ¢ considerado, inicialmente, anti-obesidade devido aos seus efeitos
sobre a fome e saciedade. Alguns trabalhos tém demonstrado que niveis séricos
mais elevados de leptina estdo relacionados a quantidade maiores de tecido adiposo
em caes (GAYET et al., 2004; KIL et al., 2010). Maior expressao do receptor de
leptina foi detectado em tumores mamadrios benignos e carcinomas complexos,
quando comparados a tecidos mamarios normais e hiperplasicos (RESSEL et al.,
2012). Este horménio pode, também, aumentar a proliferacao celular, através da

estimulagdo de IGF-1, e estimular a angiogénese (RENEHAN et al.,20006).
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A IL-6 ¢ produzida por diversos tecidos do corpo sofre aumento de 35% em seus
niveis circulatérios quando ha um excesso de gordura corporal (WEISBERG et al.,
2003). Altos niveis de IL-6 estdo relacionados com aumento de peso, levando a
associacdo obesidade-inflamagao (KIM et al., 2009). Niveis elevados de IL-6,
independente do excesso de peso, também foram encontrados em pacientes
humanos com diferentes tipos de cancer, incluindo de mama e trato gastrointestinal
(LT et al., 2009), sendo associados a efeitos pro-carcinogé€nicos relacionados a
proliferagdo celular, angiogénese, inflamagao e metastase (HAMIDULLAH, 2012;
DRYGIN, 2011). Além disso, a IL-6 ¢ um dos sinais ativadores para a via de
sinalizagdo NF-xf, promovendo a indiferenciagdo celular e, posteriormente,
metastases (GERMANO, 2008), refor¢ando a relagao entre obesidade, inflamagao
e cancer (LORUSSO, 2008; RAMOS-NINO, 2013).

Tendo em vista que a maior producdo de citocinas pro-inflamatorias da-se pelos
adipocitos, a relagdo entre maior secre¢do e os niveis altos de citocinas em pessoas
com obesidade ¢ confirmada. Tal relagdo pode ser vista também nos animais

domésticos (VOLP, 2008).

O IGF-1 ¢ sintetizado no figado, sob a influéncia do hormdnio do crescimento (GH)
(HOLLY, PERKS, 2006), sendo responsavel, juntamente com outros fatores, pela
regulacdo do crescimento e do metabolismo (LE ROITH et al., 2001). Fatores como
idade e obesidade podem influenciar na concentragao sérica de IGF-1. Em geral, a
elevacao destes niveis esta associada ao aumento de peso (GREER, 2011). O eixo
GH/IGF-1 apresenta importancia na carcinogénese mamaria (QUEIROGA et al.,
2010), visto que a expressao de receptores de GH ¢ demonstrada em células
epiteliais da glandula mamaria normais e neoplésicas, em humanos e caes (MOL et
al., 1995; VAN GARDEREN et al., 1999). Em cé¢lulas epiteliais da glandula
mamaria in vitro, o IGF-1 foi relacionado ao aumento da atividade mitotica destas

células (OOSTERLAKEN-DIJKSTERHUIS et al., 1999).

Os hormonios sexuais, incluindo estrdgeno e progesterona desempenham papéis
significativos no crescimento e desenvolvimento de cancer de mama humano e
canino, através da ativacao dos receptores hormonais (LIM et al., 2015). Mulheres
obesas apresentam elevadas concentragdes de estrogeno proveniente da

transformagdo, no tecido adiposo, da androstenediona em estrégeno, através da
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5.

aromatase (YOO et al., 2001). Associado aos fatores hormonais, o excesso de peso
¢ considerado um fator de risco independente para o aparecimento de tumor
mamario. Cadelas jovens e obesas tém maior predisposi¢do a neoplasia mamaria
(PEREZ ALENZA et at., 1998). Com isso o efeito da obesidade sobre o risco de
desenvolvimento de tumor mamario ¢ maior no inicio da vida do animal, fase
também onde os efeitos hormonais no tecido mamadrio sdo mais prejudiciais

(SORENMO et al., 2011).

JUSTIFICATIVA

Baseado na elevada incidéncia de neoplasias mamarias € uma maior evidéncia de
obesidade em cadelas, torna-se necessario o estudo da relacao entre esta desordem
multifatorial, inflamagdo e neoplasias mamarias, considerando que tais associagdes

sdo frequentemente observadas no cancer de mama da mulher.

HIPOTESE

O excesso de peso, associado a fatores hormonais, ¢ um fator de risco para o

aparecimento de neoplasias mamarias.

OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a relagdo entre excesso de peso, adipocinas pro-inflamatorias e niveis
estrogénicos em carcinomas mamarios caninos em estadio inicial em cadelas nao

castradas.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar escore corporal, IMCC e porcentagem de gordura corporal em cadelas sem
excesso de peso com e sem carcinomas mamarios;
Avaliar escore corporal, IMCC e porcentagem de gordura corporal em cadelas com
excesso de peso com e sem carcinomas mamarios;
Correlacionar escore corporal, IMCC e porcentagem de gordura corporal em

cadelas com e sem excesso de peso com e sem carcinomas mamarios;
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e Mensurar niveis séricos de leptina, interleucina 6, IGF-1 e estrogeno em cadelas
saudaveis, cadelas em excesso de peso, com € sem carcinomas mamarios;
e Correlacionar niveis séricos de leptina, interleucina 6, IGF-1 e estrégeno com o

excesso de peso em cadelas com e sem carcinomas mamarios.

6. MATERIAL E METODOS
6.1. ASPECTOS ETICOS

O uso de animais e procedimentos para este estudo prospectivo foi aprovado pela
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas
Gerais (protocolo 110/2015).

Os proprietarios permitiram a participa¢do de seus animais assinando o termo de

consentimento livre e esclarecido, em anexo.
6.2. POPULACAO

A populacao deste estudo foram cadelas ndo castradas, com ou sem excesso de peso
apresentando ou ndo carcinomas mamarios em estadio clinico inicial. As cadelas
foram atendidas no Hospital Veterinario da UFMG e o grupo controle foi composto
por cadelas do canil do Centro de Instrugdo e Adaptacdo da Aeronautica (CIAAR).
Os animais foram divididos em quatro grupos:

G1: Cadelas nao castradas, sem excesso de peso, sem carcinomas mamarios (10
cadelas) - controle;

G2: Cadelas nao castradas, com excesso de peso, sem carcinomas mamarios (10
cadelas);

G3: Cadelas nao castradas, com excesso de peso e carcinomas mamarios em
estadios iniciais (13 cadelas);

G4: Cadelas ndo castradas, sem excesso de peso, com carcinomas mamarios em

estadios inicias (10 cadelas).
6.3. ESTADIAMENTO CLINICO

O estadiamento foi realizado de acordo com uma versdo modificada do sistema
TNM original estabelecido pela OMS. O qual levou em considerag¢@o o tamanho do

tumor primario (T1: 0-3 cm, T2: 3-5 cm, T3:> 5 cm), envolvimento de linfonodos



regionais (NO: ndo metastatico, N1: metastatico) e presenga de metastases distantes
(MO: auséncia, M1: presenca). Através deste sistema foi possivel categorizar os
animais em cinco estagios, conforme ilustra a tabela 1 (OWEN, 1980, SORENMO
et al., 2013). Em seguida, os animais foram classificados em estadiamento clinico
inicial (I-III) e avancado (IV-V).

Quadro 01: Sistema de estadiamento clinico, de acordo com a Organizagao Mundial
da Satde, adaptados para animais domésticos, para tumores mamarios em cadelas.
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Estadiamento Tamanho do Linfonodos Metastases
clinico tumor (T) Regionais distantes

(N) M)

I T No Mo

II T2 No Mo
I T3 No Mo
v Ti23 Ny Mo
A% T2 No: M

6.4. ECC

O Sistema de Indice de Condigio Corporal, estabelecido por Laflamme (1997) foi
utilizado para avalia¢ao do escore corporal, sendo medido durante o exame clinico,

através da inspegao e palpagao (Quadro. 02).

Quadro 02: Critérios estabelecidos para a classificacdo do escore de condigdo
corporal (ECC) adaptado de Laflamme (1997).



Condi¢ao

Escore

Caracteristicas
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Subalimentado

Costelas, vértebras lombares, 0ssos
pélvicos e todas as saliéncias 0sseas
visiveis a distancia. Nao ha gordura
corporal discernivel. Perda evidente de
massa muscular

Costelas, vértebras lombares e 0ssos
pélvicos facilmente visiveis. Nao ha
gordura palpéavel. Algumas saliéncias
Osseas podem estar visiveis. Perda
minima de massa muscular

Costelas facilmente palpaveis podem
estar visiveis sem gordura palpavel.
Visivel o topo das vértebras lombares.
Os ossos pélvicos comecam a ficar
visiveis. Cintura e reentrancia
abdominal evidente.

Ideal

Costelas facilmente palpaveis como
minima cobertura de gordura. Vista de
cima, a cintura é facilmente observada.

Reentrancia abdominal evidente.

Costelas palpaveis sem excessiva
cobertura de gordura. Abdomen retraido
quando visto de lado.

Costelas palpaveis com leve excesso de
cobertura de gordura. A cintura ¢
visivel quando vista de cima, mas nao
acentuada. Reentrancia abdominal
evidente.

Sobrealimentado

Costelas palpaveis com dificuldade;
grande cobertura de gordura. Depositos
de gordura evidentes sobre a area
lombar e base da cauda. Auséncia de
cintura ou apenas visivel. A reentrancia
abdominal pode estar presente.

Impossivel palpar as costelas situadas
sob cobertura de gordura muito densa
ou palpaveis somente com pressao
acentuada. Grandes depositos de
gordura sobre a area lombar e base da
cauda. Cintura inexistente. Nao ha
reentrancia abdominal. Podera existir
distensdo abdominal evidente.

Macigos depdsitos de gordura sobre o
torax, espinha e base da cauda.
Depositos de gordura no pescoco e
membros. Distensdo abdominal
evidente.
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6.5.IMCC

O indice de massa corporal canino foi calculado a partir da férmula:

Peso corporal (kg)/ (estatura em metros) {,

Sendo a altura medida a partir da articulacdo atlanto-occipital até o solo,

imediatamente atras dos membros posteriores.
6.6. PORCENTAGEM DE GORDURA CORPORAL

A determinagdo da porcentagem de gordura corporal foi obtida pela relacao da
medicdo morfométrica da circunferéncia pélvica e da por¢do longitudinal do
membro posterior direito desde a tuberosidade calcanea até a metade do ligamento

patelar (CP e CR, respectivamente) (Figura 01). O célculo foi realizado a partir da

formula:

% GC em cadelas =- 1,7 (Crcm) + 0,93 (CPcm) + 5
CIRCUNFERENCIA PELVICA (CP) b
A !

BN NN [
5 \ /

I/ S TSNS
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Figura 02. Medicao morfométricas em caes - adaptado de Burkholder et al. (2000).
CP: circunferencia pélvica. CR: distancia entre a patela e a tuberosidade do
calcaneo.

6.7. DOSAGEM SERICA DE ADIPOCINAS

Para realizagao dos testes séricos, amostras de 3ml de sangue de cada animal foram
colhidas, por puncdo venosa, em tubos sem anticoagulante (VacuTainer®) para
obtengdo de soro. As amostras foram centrifugadas por cinco minutos em 3000rpm
para separacgao do soro e do concentrado de células. Uma vez centrifugado, o soro

foi aliquotado e armazenado em criotubos em ultra freezer -80°C.



A técnica de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) foi utilizada para
avaliagdo sérica de estrogeno, leptina, IGF-1 e IL-6, sendo os dois primeiros por
ELISA competitivo, e os ultimos por ELISA sanduiche. Foram utilizados kits
especificos para a espécie canina, conforme descritos no Quadro 03. As amostras
foram processadas em duplicata, em cada corrida adicionou-se um soro controle

positivo, controle negativo e um soro branco.

Quadro 03. Kits utilizados e seus respectivos fabricantes

KIT FABRICANTE
Leptina MYBIOSOURCE
IGF-1 MYBIOSOURCE

IL-6 R&D SYSTEM

Estrogeno NEO BIOLAB

6.8. ANALISE HISTOPATOLOGICA

As neoplasias de glandulas mamarias foram obtidas através de exérese cirurgica
realizada no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG). O diagnodstico histopatologico foi realizado pelo
Laboratorio de Patologia Comparada do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.
As neoplasias foram fixadas em formol neutro e tamponado com fosfato a 10%,
processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina. Sec¢des histologicas de
4um foram obtidas e coradas com Hematoxilina-Eosina. A determinacdo do tipo
histolégico do tumor foi realizada de acordo com a classificagdo proposta por
Consensus for the Diagnosis, Prognosis and Treatment of Canine Mammary

Tumors — 2014.
6.9. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes apresentando comorbidades infecciosas, como Leishmaniose, Babesiose
e Erliquiose, ou enddcrinas, como diabetes e hiperadrenocorticismo, detectadas por
exames fisicos e complementares foram excluidas do trabalho devido a possivel

influéncia nas concentragdes séricas analisadas por ELISA.



Animais diagnosticados com edema e ascite também foram excluidos por dificultar
as analises de condi¢ao corporal. Cadelas submetidas a
ovariosalpingohisterectomia previamente ao estudo foram excluidas do presente

trabalho, a fim de permitir uma melhor avaliagdo da influéncia do estrégeno sérico.

Cadelas em estadiamento clinico avancado (IV e V) nao foram utilizadas no
presente trabalho devido as alteragdes séricas e em citocinas inflamatorias causadas

pelas metastases (Sorenmo et al., 2013).

6.10. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados utilizando o Teste t de Student, ¢ Two way ANOVA
seguido pelo post-test de Dums, conforme apropriado. As correlagdes foram
avaliadas através do Teste de Spearman ou Pearson. O coeficiente de correlagao foi
classificado como positivo ou negativo, € como fraco quando r<0,36, moderado
quando 0,36<r<0,67 e forte quando r>0,68 (TAYLOR, 1990). Os valores serdao
considerados fortemente significativos quando p <0,01 e significativos quando

p<0,05.

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa GraphPad
Prism (Graph Pad Software, San Diego, CA) versao 5.0. Valores foram

considerados significativos quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados e discussao serdo apresentados na forma de artigo cientifico.

Artigo 1 - Submetido para o periddico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria

e Zootecnia e formatado segundo as normas da revista.
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AVALIACAO SERICA DE LEPTINA, IL-6, IGF-1 E
ESTROGENO EM CADELAS COM EXCESSO DE PESO E
PORTADORAS DE CARCINOMAS MAMARIOS EM ESTADIO
INICIAL

Autores: Autores: Stéfane Valgas Teixeira', Istéfani Luciene Dayse da Silva',
Fernanda Camargo Nunes', Mirid Rodrigues de Oliveira', Cecilia Bonolo de

Campos', Gleidice Eunice Lavalle?, Geovanni Dantas Cassali'

!. Departamento de Patologia Geral, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal

de Minas Gerais, Brasil.

2, Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, Escola de Veterinaria, Universidade
Federal de Minas Gerais, Brasil.

Resumo: As neoplasias de glandulas mamarias sdo as mais frequentes em cadelas,
onde aproximadamente 84% sdo classificadas como malignas, sendo 98%
caracterizados como carcinomas. A obesidade ¢ considerada uma doenca cronica e
multifatorial com uma incidéncia entre 22% a 40% na espécie canina, estando
associada a diversas outras enfermidades, entre elas o cancer de mama. Este estudo
tem por objetivo relacionar a concentragdo sérica de IL-6, IGF-1, leptina e
estrogeno em cadelas ndo castradas com ou sem excesso de peso € carcinomas
mamarios em estadio inicial. Foram utilizadas 43 cadelas divididas em quatro
grupos, sendo dois grupos de cadelas sem carcinomas mamarios, com excesso de
peso (10/43) e sem (10/43), e dois grupos de cadelas com carcinomas mamarios
com (13/43) e sem excesso de peso (10/43). Cadelas com excesso de peso, com ou
sem carcinomas mamarios, foram estatisticamente diferentes de cadelas em peso
ideal, em relagdo as avaliagdes corporais de ECC, IMCC e percentual de gordura
corpdrea (p<0,0001). Foi observada uma correlacao positiva entre o ECC e 0o IMCC
(r=0,8686; p<0,0001), 0 ECC e 0 %GC (r=0,8808; p<0,0001), e 0 IMCC e 0 %GC
(r=0,7449; p<0,0001). As analises de estrogeno, leptina, IL-6 ¢ IGF-1 nao
apresentaram diferencas estatisticas significantes entre os grupos estudados.
Demonstrou-se correlagdo positiva entre as concentragdes séricas de leptina e IL-6
(r=0,3072; p=0,0451) e entre leptina e IGF-1 (r=0,2998; p=0,05). Ao analisar os
métodos de avaliacdo corporal e as concentragdes sé€ricas encontrou-se correlacao

positiva entre ECC e leptina (=0,4493; p=0,0053) e negativa entre ECC e IL-6 (r=-



0,3591, p=0,0435). Entre o percentual de gordura e a concentracdo de leptina
encontrou-se correlacdo positiva (r=0,4996; p=0,0016), assim como encontrado
entre IMCC e leptina (r=0,3785; p=0,0209). O presente estudo demonstrou uma
relagdo direta entre o excesso de peso e o aumento do percentual de gordura com a
leptinemia. No entanto, ndo foram observadas diferengas nos niveis de IL-6, IGF-1
e estrogeno em relagdo ao excesso de peso e aos carcinomas mamarios. Na
amostragem estudada, ndo foi observada associagdo entre o excesso de peso e a

presenca de carcinomas mamarios em estadio inicial.

Palavras-chave: obesidade, sobrepeso, cadelas, carcinomas mamarios,

estadiamento.

Abstract: Mammary gland neoplasms are the most frequent in bitches, where
approximately 84% are classified as malignant, and 98% are characterized as
carcinomas. Obesity is considered a chronic and multifactorial disease with an
incidence between 22% and 40% in the canine species, being associated with
several other diseases, among them breast cancer. The aim of this study was to relate
the serum concentration IL-6, IGF-1, leptin and estrogen in non-castrated bitches
with or without overweight and early stage mammary carcinomas. Forty-three
bitches were divided into four groups, two groups without mammary carcinomas
with overweight (10/43) and without (10/43) and two groups of bitches with
mammary carcinomas with (13/43) and without overweight (10/43). Overweight
bitches, with or without breast carcinomas, were statistically different from bitches
by ideal weight, in relation to ECC, IMCC and body fat percentages (p<0,0001).
There was a positive correlation between ECC and IMCC (r = 0.8686, p <0.0001),
ECC and % GC (r = 0.8808, p <0.0001), and IMCC and % GC (r = 0.7449, p
<0.0001). Analyzes of estrogen, leptin, IL-6 and IGF-1 did not show statistically
significant differences between the groups studied. A positive correlation was found
between serum leptin and IL-6 (r = 0.3072, p = 0.0451) and leptin and IGF-1 (r =
0.2998, p =0.05). A positive correlation (r = 0.4493; p =0.0053) between ECC and
leptin was found in the analysis of body evaluation methods and serum
concentrations, and a negative correlation between ECC and IL-6 (R =-0.3591, p
= 0.0435). Among the fat percentage and the leptin concentration, there was a
positive correlation (r = 0.4996; p = 0.0016), as found between the IMCC and leptin
(r = 0.3785; p = 0, 0209). The present study demonstrated a direct relationship
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between overweight and an increase in fat percentage with leptinemia. However,
no differences were observed in IL-6, IGF-1 and estrogen levels in relation to
overweight and mammary carcinomas. In the sample studied, no association was
observed between overweight and the presence of early stage mammary

carcinomas.
Keywords: obesity, overweight, bitches, mammary carcinomas, stage

Os tumores mamarios sdo as neoplasias mais frequentes nas cadelas (MERLO,
2008; CASSALIL 2014). Aproximadamente 84% sdo diagnosticados como
malignos, compostos principalmente por carcinomas (em torno de 90%) (NUNES,
2014). Ocorrem principalmente em cadelas de meia idade a idosas, ndo castradas

ou castradas tardiamente e nao ha predisposicao racial (SORENMO, 2013).

A obesidade ¢ caracterizada como o armazenamento excessivo da gordura corporal
capaz de comprometer a homeostase do organismo (BURKHOLDER et al, 2000).
E considerada uma doenga cronica e multifatorial englobando aspectos genéticos,
bioquimicos e alimentares (GERMAN, 2009). Tem sido observado o aumento da
sua incidéncia, tanto na espécie humana quanto na canina, esta ultima variando

entre 22% e 40% (McGREEVY et al. 2005; LUND et al., 2006).

Além da sua funcdo de reserva energética, o tecido adiposo também € um o6rgado
enddcrino que controla o consumo alimentar (LIMA, 2008). O excesso de peso ¢
responsavel por alterar a liberagdo de varias substancias produzidas pelos
adipocitos, tais como leptina, adiponectina, fator de necrose tumoral, interleucina-
6, quimiocinas, fatores hemostaticos e hemodinamicos, além de neurotrofinas

(GERMAN et al., 2010).

O excesso de peso ¢ considerado um fator de risco independente para o
aparecimento de tumor mamario em cadelas (PEREZ ALENZA et at., 1998).
Estudos prévios correlacionaram obesidade com o desenvolvimento de tumores no
colon, tireoide, sistema urindrio, endométrio, esofago e glandula mamaria na
espécie humana (CALLE, 2004; PERGOLA, 2013; HOWE et al, 2013). Cleary et
al. (2010) descreveram a relagdo entre obesidade e cancer de mama em humanos e
modelos murinos. No entanto, ha caréncia de mais estudos associando o excesso de

peso e o desenvolvimento de tumores mamarios em animais. Diante disso, este
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trabalho tem por objetivo avaliar a relagdo entre o excesso de peso, citocinas pro-
inflamatorias e niveis séricos de estrogénio em carcinomas mamarios caninos em

estadio inicial.
Material e Métodos

O presente trabalho avaliou cadelas atendidas no Hospital Veterinario da UFMG e
oriundas do canil do Centro de Instrucdo e Adaptacao da Aeronautica (CIAAR)
para composicao do grupo controle. No total, foram estudadas 43 cadelas, divididas
em quatro grupos sendo: dez cadelas em peso ideal (controle), dez com excesso de
peso (ambas sem neoplasias mamadrias), treze cadelas com excesso de peso e dez

cadelas em peso ideal ambas com neoplasia mamaria maligna.

Cadelas diagnosticadas com comorbidades infecciosas ou enddcrinas, ou edema e
ascite foram excluidas do estudo devido a possivel influéncia nas concentragoes
séricas analisadas e nas avaliagdes corporais, respectivamente. Apenas cadelas nao

castradas foram utilizadas para permitir melhor avaliagdo de estrégeno sérico.

O estadiamento foi realizado de acordo com uma versdao modificada do sistema
TNM original estabelecido pela OMS. O qual levou em considerag@o o tamanho do
tumor primario (T1: 0-3 cm, T2: 3-5 cm, T3:> 5 cm), envolvimento de linfonodos
regionais (NO: ndo metastatico, N1: metastatico) e presenga de metastases distantes
(MO: auséncia, M1: presenga). Através deste sistema foi possivel categorizar os
animais em cinco estagios, conforme ilustra a tabela 1 (OWEN, 1980, SORENMO
et al., 2013). Em seguida, os animais foram classificados em estadiamento clinico
inicial (I-IIT) e avangado (IV-V). Todos os animais do presente estudo foram

classificados em estadio inicial.

Trés diferentes avaliagdes de condigdo corporal foram realizadas. O escore corporal
foi obtido pelo Sistema de Indice de Condicao Corporal, variando de 1 a 9, sendo
escore 01, animal caquético, e escore 09, animal obeso mérbido (LAFLAMME,
1997). O indice de massa corporal canina, uma adaptacao do céalculo de indice de
massa corporal humano, foi calculado a partir do peso corporal (kg)/ (estatura em
metros) 2, sendo a altura medida a partir da articulagdo atlanto-occipital até o solo,
imediatamente atras dos membros posteriores. Devido a grande variacdo de

tamanho nos caes, foi proposto dois fatores de correcao: em caes de racas grandes
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ou gigantes diminui-se 20% do valor encontrado, e em racas miniaturas, ou seja,
menores que 10 quilos, acrescentam-se 10% do valor. Os animais foram divididos
em: abaixo do peso (>11,7), peso ideal (11,8 e 15) entre 15,1 e 18,6 para animais
em sobrepeso, e acima de 18,7 para animais obesos (MULLER, 2008). O percentual
de gordura corporal (%GC) foi calculado a partir da relagdo entre a circunferéncia
pélvica e longitude do membro posterior direito desde a tuberosidade calcanea até
a metade do ligamento patelar (CP e CR, respectivamente), utilizando a férmula:
%GC = -1,7(Crcm) + 0,93(CPcm) + 5. As cadelas foram classificadas em:
caquéticas (<5), magras (5 a 15), peso ideal (16 a 25), sobrepeso (26 a 35), e obesos
morbidos (>35) (Burkholder ET al., 2000).

A exérese cirirgica das neoplasias da glandula mamaria das cadelas do presente
estudo foi realizada no Hospital Veterindrio da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). As neoplasias foram coletadas e
enviadas para o Laboratério de Patologia Comparada, do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG para diagnostico histopatoldgico. As neoplasias foram
fixadas em formol neutro e tamponado com fosfato a 10%, processados pela técnica
rotineira de inclusdo em parafina. Secc¢des histologicas de 4um foram obtidas e
coradas com Hematoxilina-Eosina. A determinacgdo do tipo histolégico do tumor
foi realizada de acordo com a classificagdo proposta pelo Consensus for the
Diagnosis, Prognosis and Treatment of Canine Mammary Tumors — 2014 (Cassali

et al, 2014).

Para realizacgao dos testes séricos, amostras de 3ml de sangue de cada animal foram
colhidas, por pun¢ao venosa, em tubos sem anticoagulante (VacuTainer®) para
obtengdo de soro. As amostras foram centrifugadas por cinco minutos em 3000rpm
para separacao do soro e do concentrado de células. Uma vez centrifugado, o soro

foi aliquotado e armazenado em criotubos em freezer -80°C.

A técnica de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) foi utilizada para
avaliacdo sérica de estrogeno, leptina, IGF-1 e IL-6, sendo os dois primeiros por
ELISA competitivo, e os ultimos por ELISA sanduiche. As amostras foram
processadas em duplicata, em cada corrida adicionou-se um soro controle positivo,

controle negativo e um soro branco.
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Os dados foram analisados utilizando o Teste t de Student, e two way ANOVA
seguido pelo post-test de Dums, conforme apropriado. As correlagdes foram
avaliadas através do Teste de Spearman ou Pearson. As analises estatisticas foram
realizadas com o auxilio do programa GraphPad Prism (Graph Pad Software, San

Diego, CA) versao 5.0. Valores foram consideradas significativos quando p<0,05.
Resultados

Quarenta e trés cadelas foram avaliadas, onde 17/43 (38,64%) sem raca definida e
26/43 (61,36%) de racas puras, sendo, Labrador 4/26 (10%) e Poodle 4/26 (10%)
as racas mais comuns. Destas, 17/43 (40,92%) eram de grande porte, 10/43
(22,72%) de médio porte e 16/43 (36,36%) de pequeno porte. As cadelas em
excesso de peso e em peso ideal apresentaram média de idade de 7,47+2,83 ¢
7,7+3,09, respectivamente. O diagnostico histopatologico mais frequente das
neoplasias da glandula mamaria foi o carcinoma em tumor misto 16/23 (70%),
seguido pelo carcinoma papilar 3/23 (13,04%). Os demais histotipos foram:
adenomioepitelioma maligno 1/23 (4,34%), carcinoma tubular 1/23 (4,34%),
carcinoma apocrino 1/23 (3,34%) e adenoma com areas carcinomatosas in situ de

padrdo sélido 1/23 (4,34%).

As avaliagdes do ECC, IMCC e percentual de gordura corporea demonstraram
diferencas entre os grupos estudados (p<0,0001), onde cadelas com excesso de
peso, com ou sem carcinomas mamarios, apresentaram diferencas estatisticamente

significantes de cadelas em peso ideal. (Figura 01).
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Figura 01: Escore Corporal Canino, Indice de Massa Corporal Canina e % de
Gordura Corporal de cadelas controle s/Ca mama, com excesso de peso s/Ca mama,
com excesso de peso e carcinoma mamario € em peso ideal com carcinoma
mamario. (s/Ca: sem carcinoma mamario; ¢/Ca: com carcinoma mamario).
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Observou-se uma correlagao forte e positiva entre o ECC e o IMCC (r=0,8686;
p<0,0001), o ECC e 0 %GC (r=0,8808; p<0,0001), e o IMCC e 0 %GC (r=0,7449;
p<0,0001) (Figura 02).
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Figura 02: Correlagdes fortes e positivas entre ECC, IMCC, %GC.
As analises de estrogeno, leptina, IL-6 e IGF-1 ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre os grupos estudados (Tabela 01). Uma correlagio
positiva foi demonstrada entre as concentragdes séricas de leptina e IL-6 (r=0,3072;
p=0,0451) e entre leptina e IGF-1 (r=0,2998; p=0,05) (Tabela 02).

Tabela. 01: Valores de média, desvio padrao e “p” das concentragdes de leptina, IL-
6, IGF-1 e estrogeno em cada um dos grupos.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 p
M DP M DP M DP M DP
Leptina
(ng/mL) | 9,5301 | 7,695 | 8,8883 | 8,61 | 10,0861 | 6,312 6,48 5,151 0,73
IL-6
(pg/mL) | 0,9059 | 0,622 | 1,01007 | 0,36 0,6001 | 0,485 | 0,648 | 0,48 0,242
IGF-1
(ng/mL) {274,096 | 127,72 | 203,0201 | 113,79 | 267,934 | 139,3 | 263,017 | 193,6 | 0,447
E2
(pg/mL) | 832,557 | 246,02 | 644,789 |254,77| 604,526 | 203,2 | 683,65 |313,4| 0,12

Tabela. 02: Correlagdo fracas e positivas entre as concentragdes séricas de Leptina,
IL-6, IGF-1 e Estrogeno (E2).

Leptina IL-6 IGF-1 Estrogeno
R=0,3072 R=0,2998 R=0,055
Leptina 1 p=0,0451* p=0,0508* p=0,7678
R=0,3072 R=-0,014 R=0,3276
IL-6 p=0,0451* 1 p=0,2960 p=0,0888
R=0,2998 R=-0,014 R=-0,1
IGF-1 p=0,0508* p=0,2960 1 p=0,5339
R=0,055 R=0,3276 R=-0,1
E2 p=0,7678 p=0,0888 p=0,5339 1




Ao analisar os métodos de avaliagao corporal e as concentracdes séricas encontrou-
se uma correlacdo positiva (r=0,4493; p=0,0053) entre ECC e leptina, e entre ECC
e IL-6 foi observada uma correlagdo negativa (r=-0,3591, p=0,0435). Entre o
percentual de gordura e a concentragdo de leptina encontrou-se uma correlagdo
positiva (r=0,4996; p=0,0016), assim como encontrado entre IMCC e leptina
(r=0,3785; p=0,0209).

Discussao

A média de idade das cadelas com excesso de peso foi de 7,4+2,89 anos,
demonstrando que animais adultos t€m maior predisposi¢do ao ganho de peso, uma
vez que ha descenso da massa magra corporal, o que provoca uma diminui¢ao do
metabolismo basal, das necessidades energéticas diarias e também da atividade
voluntéria (DIEZ & NGUYEN, 2006; COURCIER et al., 2010). Contudo, existem
variaveis capazes de influenciar no ganho e no maior armazenamento de gordura

como dieta, a pratica de exercicios e, inclusive, perfil de proprietario e habitacao.

A média de idade das cadelas portadoras de carcinomas mamarios foi de 9+1,95 e
10,1+2,33 nos grupos com excesso de peso e em peso ideal, respectivamente,
confirmando a média de idade, entre 6 € 12 anos, para o aparecimento de neoplasias
mamarias, principalmente malignas (CASSALI et al., 2014). Cadelas com excesso
de peso apresentaram carcinomas mamarios mais precocemente que as em peso
ideal, demonstrando uma possivel influéncia do excesso de peso no
desenvolvimento de neoplasias mamarias. Perez Alenza et al. (1998) descreveram
que cadelas com excesso de peso, desde a juventude ou até um ano antes do

diagndstico pode aumentar o risco de cancer de mama.

O excesso de peso ja ¢ a alteracdo nutricional mais comuns nos animais de
companhia da atualidade (KIENZLE; BERGLER; MANDERNACH, 1998,
McGREEVY et al., 2005). Diez & Nguyen (2006) relataram uma prevaléncia
minima de 20% de caes em excesso de peso em paises industrializados e em grandes
cidades. Assim como em humanos (ROMACHO, 2014), a obesidade ¢ associada a
uma gama de doencas e mudangas fisioldgicas nos animais de companhia, em
especial, os cdes (ZORAN, 2010). A associacdo com neoplasias mamadrias vem
sendo estudada devida a importancia de ambas enfermidades e suas possiveis

associagdes.
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A obesidade ¢ uma das condigdes clinico-patologicas mais subjetivas de se
diagnosticar, e ¢ realizada principalmente através da inspe¢ao do animal. A correta
avaliagdo da composicdo corporal, utilizando medigcdes objetivas, permite
identificar niveis de risco, quantificar o excesso de peso corporal e definir um peso
otimo (BURKHOLDER et al, 2000; ELLIOTT, 2006; MULLER et al, 2008). Os
resultados encontrados neste trabalho demonstram a importdncia de associar
diferentes métodos de diagndstico de sobrepeso e obesidade, uma vez que sdo
capazes de diagnosticar corretamente a condi¢dao corporal do animal e se
complementam. O ECC, estabelecido por Laflamme (1997) ¢ o mais subjetivo,
contudo, o mais simples e rapido, sendo possivel realiza-lo durante o exame clinico
geral. O IMCC e as medigdes morfométricas ndo podem ser consideradas
complexas, no entanto, demandam uma maior aten¢ao ao realizar as medi¢des do
animal e, para determinagcdo do percentual de gordura, ¢ necessario utilizar os
valores encontrados em uma féormula matematica (BURKHOLDER et al, 2000;
MULLER et al, 2008). Associados, estes trés métodos sdo capazes de determinar,

com precisdo, a condi¢ao corporal do animal.

O mecanismo exato pelo qual a obesidade influencia o desenvolvimento e
prognoéstico do cancer de mama permanece desconhecido, embora fatores
secretados por adipocitos, incluindo aromatase, leptina (GUO et al., 2012),
adiponectina (JARDE et al., 2011), IGF-1 (DOLKA et al., 2011) ¢ citocinas
inflamatorias (IL-6, TNF-a), foram descritos como importantes (LORINCZ AND
SUKUMAR, 2006; LIM et al., 2015).

A obesidade ¢ descrita como uma enfermidade capaz de influenciar o
desenvolvimento, progressao e prognostico do cancer de mama em mulheres pds-
menopausa (KEY et al., 2001; CALLE, 2004; PERGOLA, 2013; HOWE et al,
2013) assim como em cadelas (PEREZ-ALENZA etal., 1998; DOLKA etal.,2011;
GENTZEL, 2013; LIM et al., 2015). A auséncia de diferenca estatistica nas
concentragdes séricas de leptina, IL-6, IGF-1 e estrogenos entre os grupos
analisados pode ser devido a populagdo deste estudo ser composta de cadelas
diagnosticadas com carcinomas mamarios em estadio inicial. A inflamag¢do, em
alguns tecidos, pode, comumente, aumentar as chances de cancer. Citocinas e
quimiocinas sdo componentes capazes de promover angiogénese, metastases,

evasao do sistema imune e das respostas aos agentes quimioterapicos (GERMANO;
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ALLAVENA; MANTOVANI, 2008). Alguns autores descreveram que as citocinas
influenciadas pelo excesso de peso eram responsaveis por aumentar o risco de
cancer (PEREZ ALENZA et al., 1998; GERMAN, 2010; CLEARY, 2010).
Também tém demonstrado que estes fatores inflamatorios contribuem para a
progressao tumoral € uma maior taxa de mortalidade decorrente do tumor
(SIMPSON; BROWN, 2013). Altas concentragdes de fatores inflamatorios tém
sido associadas a fatores de pior prognostico, como estadiamento avangado
(MARTINS, 2016). Um exemplo seriam as altas concentragdes de IL-6, devido ao
estresse oxidativo causado, levando a promocdo e progressao tumoral

(MADEDDU, 2015).

A auséncia de diferencas significativas entre as concentragdes de IGF-1 contradiz
os achados de Greer (2011) que observou maior concentragdo em cadelas com
sobrepeso. De acordo com NAM et al. (1997) e GOODWIN et al. (2002) a maior

concentracao sérica de IGF-1 estd associada ao aumento da insulina.

Queiroga et al. (2010) descreveram que animais em sobrepeso ou obesos portadores
de neoplasias mamarias apresentavam maior concentracao sérica de IGF-1, quando
comparadas as cadelas sem neoplasias. Contudo, o mesmo nao foi encontrado no
presente estudo, possivelmente devido ao IGF-I estar envolvido na estimulagdo da
angiogénese e, principalmente, progressao das neoplasias (GRIMBERG, COHEN,
2000; HOLDAWAY et al, 2003; CHONG et al.,, 2007). Alguns trabalhos
mostraram que camundongos deficientes em IGF-1 ndo eram somente menores,
como viviam mais e apresentavam uma consideravel redu¢do nas enfermidades
relacionadas ao avanco da idade como cataratas, aterosclerose e cancer (BARTKE
et al., 2003; DEEB AND WOLF, 1994; MENEZES OLIVEIRA et al., 2006;
SHECHTER ET AL. 2007).

A auséncia de relevancia estatistica nas concentragdes séricas de IL-6, dentre os
diferentes grupos, pode ser explicada pelo fato de que o aumento destas
concentragdes esta mais relacionado a neoplasias mamarias de alto grau e em
estadiamento avancado (MAJED, 2008; BALABAN et al., 2015; MARTINS,
2016). Tal resultado pode ser devido a concentragdo sérica de IL-6 ser influenciada

por diversos fatores como a idade, onde animais mais velhos podem sofrer
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processos inflamatérios cronicos sem sinal clinico evidente, alterando seu padrao

de citocinas.

A correlagdo positiva entre ECC e leptina reitera a importancia da leptina como
marcador de adiposidade em caes (SAGAWA et al., 2002; ISHIOKA et al., 2006;
KIL et al., 2010), sendo possivel a sua utiliza¢do na rotina clinica para o diagndstico
de obesidade. A correlagao negativa entre ECC e IL-6 € contraria a associacao entre
o excesso de peso e a inflamagao, principalmente subaguda, descrita em trabalhos
prévios (GAROFALO, 2006; LORUSSO, 2008; KIM et al., 2009; GERMAN et al.,
2010; GHOSH, 2013; GILBERT, 2013; RAMOS-NINO, 2013; VANSAUN, 2013;
BASTIEN, 2015; MARTINS et al., 2016). Uma hipotese ¢ haver um limiar para o
aumento desta interleucina, uma vez que a concentragdo de IL-6 foi discretamente
maior nas cadelas em sobrepeso em relagdo as cadelas obesas, contudo, sem

relevancia estatistica.

As correlagdes observadas entre as concentragdes séricas de leptina e IL-6, assim
como as entre leptina e IGF-1, sem diferenca entre cadelas com e sem neoplasias
mamarias demonstram a inflamagdo cronica de baixo grau que animais em
sobrepeso ou obesos costumam desenvolver (GERMAN et al., 2010; O’NEILL et
al., 2012; TVARIJONAVICIUTE et al., 2012; VAN DE VELDE et al., 2012;
BASTIEN, 2015). A leptina e a IL-6 estdo relacionadas as atividades
carcinogénicas, envolvidas na iniciacao e progressao tumoral (GAROFALO, 2006;
GHOSH, 2013; GILBERT, 2013; VANSAUN, 2013; BASTIEN, 2015; MARTINS
et al., 2016), sendo esperado encontrar maiores niveis dessas citocinas nas cadelas

apresentando neoplasias mamarias.

O estrogeno ¢ um hormodnio sexual que tem sido associado ao acumulo central de
adipdcitos. Em mulheres na menopausa, o tecido adiposo ¢ importante fonte de
estrogeno e ¢ considerado o motor principal para o crescimento de células tumorais
na mama (GRONDIN et al.,, 1973; HEMSELL, 1974; IL'YASOVA, 2005;
BROWN, 2014). Considerando o papel, j& bem estabelecido, do estrogeno na
carcinogénese mamaria canina (SCHNEIDER et al., 1969; SILVA; SERAKIDES;
CASSALI 2004; BOCARDO, 2008) um aumento nas concentracdes séricas de
estrogeno nas cadelas com excesso de peso € com neoplasias mamadrias era

esperada, porém, ndo foi demonstrada. Tal diferenca, possivelmente, ndo foi
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encontrada devido as cadelas deste estudo apresentarem fases diferentes do ciclo

estral.
Conclusao

O aumento de percentual de gordura e o excesso de peso apresentaram relacio
direta com os niveis séricos de leptina. Nao houve diferenga nos niveis de IL-6,
IGF-1 e estrégeno em cadelas com excesso de peso com ou sem carcinomas

mamarios em estadio inicial.
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CONCLUSOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nesse estudo, nas condigdes metodologicas

empregadas, concluimos que:
- Animais da raca Labrador possuem uma predisposi¢do a obesidade;

- Cadelas em excesso de peso tendem a desenvolver neoplasias mamarias mais

jovens;

- A associacdo de métodos como ECC, IMCC e medidas morfométricas sdo validas

para um diagndstico preciso de obesidade;
- A IL-6 pode ter um papel de maior importancia na progressao tumoral;

- A leptina ¢ um importante marcador sérico de adiposidade, podendo ser usado na

rotina clinica como um diagnoéstico auxiliar de obesidade;

- A associagdo entre leptina e IL-6 e entre leptina e IGF-1 demonstram inflamagao

cronica de baixo grau que animais com excesso de peso.

CONSIDERACOES FINAIS

Assim como as neoplasias mamarias, a obesidade tem se tornado frequente nos
animais de companhia, principalmente na espécie canina. A literatura disponivel
relacionada a obesidade e sua associagdo a diversos tipos de cancer vem mostrando
uma relacdo entre tal excesso de peso e o desenvolvimento e progressdo de

neoplasias mamarias malignas, principalmente em mulheres.

Nos ultimos anos, observou-se um aumento de animais com excesso de peso
atendidos na rotina do Hospital Veterinario da UFMG. Uma hipotese foi criada por
nosso grupo de estudo: Estaria o aumento da incidéncia de cadelas com excesso de

peso relacionado ao aumento dos diagnodsticos de neoplasias mamarias?

No nosso trabalho, percebemos que o diagnoéstico clinico de obesidade ¢ muito

subjetivo, sendo necessario a associacdo de alguns métodos. Recomendamos a

55



associacao dos métodos de Laflamme, que determina o escore corporal do animal,
e os calculos de IMCC e porcentagem de gordura corporal. Podemos observar,
também, que a leptina seria um importante marcador sérico, auxiliando no

diagnostico de obesidade.

Inicialmente, nosso projeto tinha como objetivo analisar em torno de oito citocinas
e adipocinas liberadas e influenciadas pelo excesso de tecido adiposo e relaciona-
las com neoplasias mamarias malignas de diversos tipos histologicos e
estadiamentos. Entre elas, iriamos avaliar TNF-alfa, adiponectina, PCR e IL-1,
além das avaliadas no trabalho final. Contudo, devido a crise que se instalou no pais
e a restricdo de recursos para pesquisa, tivemos que selecionar as substancias mais
importantes, principalmente pela dificuldade de adquirir os kits necessarios. Além
disso, houve uma inesperada redugdo nos exames histopatologicos realizados pelo
Laboratorio de Patologia Comparada, muito provavelmente também devido a crise
financeira que o pais e a populagdo vem passando. Logo, tivemos que diminuir o
nimero amostral e limitar o estadiamento, para que ndo houvesse vieses na hora

das andlises dos resultados.

J& com as mudangas pré-definidas, o presente estudo desenvolveu-se de maneira
adequada, contudo ndo foi capaz de demonstrar uma associacdo direta entre
carcinomas mamarios caninos em estadio inicial e cadelas com excesso de peso,

entretanto, surgiram novos questionamentos.

Diante dos nossos resultados e da literatura consultada, pensou-se na hipdtese de
que existir um limiar para o aumento de IL-6, uma vez que a concentracao desta
interleucina foi discretamente maior nas cadelas em sobrepeso em relagdo as
cadelas obesas. Observamos também, uma maior associacdo do excesso de peso
com a progressao tumoral em detrimento do desenvolvimento das neoplasias,

justificando assim, a auséncia de diferenga significativa em nossos resultados.

Certamente novos trabalhos devem ser conduzidos com animais em excesso de
peso, havendo um acompanhamento e associando as lesdes benignas, nao
neopldsicas, benignas e malignas com diferentes estadios. Uma nova linha de
pesquisa deve ser desenvolvida, a partir de mais estudo sobre a importancia do
excesso de peso no desenvolvimento, promogdao e progressao de neoplasias

mamarias.
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10. PERSPECTIVAS FUTURAS

11.

Estudos complementares incluindo maior nimero de casos sdo necessarios para
uma melhor avaliacdo das substancias liberadas pelo tecido adiposo, em caso de
excesso de peso, e sua relagdo com o desenvolvimento de carcinomas mamarios
caninos. Novos estudos que relacionem o excesso de peso e a progressao tumoral
fazem-se necessarios. Estudar, também, a influéncia exercida pelo excesso de peso

em cadelas com carcinoma mamario em estadiamento avangado.
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ANEXO C. Carta de autorizagdo do Centro de Instrucdo e Adaptagao da
Aerondutica, para a utiliza¢do das cadelas do canil militar como grupo controle.

MINISTERIO DA DEFESA
COMANDO DA AFRONAUTICA

Carta n® 2/CPA/14224 Belo Horizonte. 30 de setembro de 2015
Protocolo COMAER n° 67530.013381/201 5-64

Prof. Geovanni Dantas Cassali

Laboratorio de Patologia Comparada

Depto. de Patologia Geral - ICB/UFMG
Fones: 31 34092891/2883 Fax: 31 34092879

Prezado Professor,

Venho por meio desta autorizar a coleta de sangue das cadelas do canil
da Centra de Instrug3o e Adaptagac da Aerondutica para efeito de pesquisa, conforme
solicitagdo da aluna Stéfane Valgas Teixeiras, para o projeto de mestrado intitulado
“Relagdo entre obesidade e ocorréncia de neoplasias mamdria em cadelas”.

Os animais fardo parte do grupo controle do projeto. Serao colhidas
amostras de animais com idade entre 5 a 9 anos em um Unico momento. O sangue
colnido sera utilizado para dosagens de citocinas pro-inflamatorias e estrogeno e os
animais serao submetidos a medidas morfometricas para avaliacao corporal. O sangue
sera coletado através de pungdo venosa. com sefinga agulhada de 5 mL, e o sangue
colhido sera amazenado em tubo sem anti-coagulante (VacuTainer®),

Os dadas coletados seréo disponibilizados para a coordenacéo do canil
da Aeronautica e constara na metodologia da dissertacso a procedéncia do material,
bem como nos agradecimentos.

Atenciosaniente,

! AR E
A MUDADO LOPES 2° Ten QOCON
Chefe do Canil

Hariana A Mudado Lopes
2 Ten. QOCON Veterinaria




ANEXO D. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aos proprietarios.
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: "Relacdo entre obesidade e a presenca de neoplasias

mamarias em cadelas"

Nome da Pesquisadora: Stéfane Valgas Teixeira
Nome do Orientador: Geovanni Dantas Cassali
Prezado (a) Senhor (a),

Vocé estd sendo convidada (o) a autorizar a participagdo de seu (s) animal (is)
nesta pesquisa que tem como finalidade observar a rela¢do entre as substdncias
liberadas em animais com excesso de peso e a presenca de neoplasias mamdrias

em cadelas.
Identificagdo do (s) animal (is):

Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo o Sr. (Sra.) permitird que
seu animal seja submetido a coleta sanguinea, para andlise de citocinas
inflamatarias, e as medicbes métricas para observagdo de excesso de peso. O Sr.
(Sra.) tem liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a continuar
participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo para o seu
animal. Sempre que quiser poderd pedir mais informagcbes sobre a pesquisa

através do telefone da pesquisadora do projeto.

Riscos e desconforto: a participacdo nesta pesquisa ndo traz complicagées legais.
Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Principios Eticos na

Experimentagdo Animal.

Confidencialidade: todas as informacgdes coletadas neste estudo séo estritamente
confidenciais. Somente os pesquisadores terdo conhecimento dos dados.

Beneficios: esperamos que este estudo forneca informacdes importantes sobre
possiveis tratamentos voltados para o cdncer de mama na espécie canina, de

forma que o conhecimento que serd construido a partir desta pesquisa possa



auxiliar na rotina da oncologia veterindria aumentando a sobrevida dos animais

com manutencgéo de sua qualidade de vida.

Apds estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para

participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:

Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto

meu consentimento em participar da pesquisa.

Nome do Proprietario (CPF/RG)

Assinatura do Proprietario

Assinatura do Pesquisador

Data:

TELEFONES
Pesquisadora: (31)9784-4618
Orientador: (31)3409-2883
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