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Resumo 1

SABINO, F.A. Perfil lipidico sérico e de acidos graxos do tecido adiposo em cadelas
com tumores mamarios: um estudo caso-controle. Botucatu, 2014. 97p. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi analisar de forma comparativa o perfil lipidico sérico
e de &cidos graxos do tecido adiposo entre cadelas controle e com tumores mamarios.
Foram utilizados 20 cadelas higidas, ndo castradas, sem evidéncia a palpacdo de
nodulos mamarios, e 20 cadelas com neoplasia mamaria ja sugerida pelo exame de
citologia aspirativa por agulha fina. Todos os animais foram submetidos & anamnese
geral e especifica do histérico nutricional e reprodutivo. Foi realizado o exame fisico
para a determinacdo do escore corporal, e no grupo com tumor de mama a classificacéo
clinica (TNM) e o exame histopatol6gico dos tumores mamarios. Para a avaliacdo do
perfil lipidico sérico foi realizada a dosagem do colesterol total e triglicérides. Foi
utilizada a cromatografia gasosa para a identificacdo dos esteres metilicos dos acidos
graxos do tecido adiposo abdominal das cadelas submetidas a cirurgia. Os acidos graxos
foram expressos em porcentagem da fragdo lipidica de cada acido graxo em relagédo ao
conteddo total de acidos graxos da amostra de cada animal. Os dois grupos avaliados
eram alimentados, em sua maioria (80%), por ragdo comercial e alimento caseiro. A
alimentacdo caseira, em sua maior parte, era a mesma preparada para 0s proprietario,
em sua maioria foi relatado o uso de 6leo de soja e a carne mais fornecida era a bovina.
Houve uma nimero maior de animais que recebiam alimentacéo caseira preparada com
6leo de soja no grupo de cadelas com tumores mamarios. N&do houve uma associagédo da
obesidade e dos niveis séricos de colesterol total e triglicérides com o risco de
desenvolvimento de tumores mamarios em cadelas. A quantificagéo relativa dos niveis
de éacido alfa-linolénico (C 18:3) e cis-linoleico (C18:2) ndo apresentaram diferenca
quando comparado o grupo controle e com tumor de mama. A relacdo de dmega-
6/6mega-3 no grupo controle foi 21:1 e no grupo com tumor de mama de 23:1.
Nenhuma correlacdo foi encontrada entre o perfil de acidos graxos do tecido adiposo
das cadelas com os tipos histopatol6gicos e estadiamento tumoral. Novos estudos sao
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necessarios para correlacionar a alta ingestdo e 6mega-6 e baixa de 6mega-3 com o risco

do desenvolvimento de tumores mamarios em cadelas.

Palavras-chave: cées, lipidios, neoplasia mamaria, dmega-3, dmega-6.
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SABINO, F.A. Serum lipid profile and adipose tissue fatty acids in bitches with
mammary tumors: a case-control study. Botucatu, 2014. 97p. Dissertacao (Mestrado)
— Faculdade Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

ABSTRACT

The aim of this study was to analyze comparatively the lipid profile in serum and fatty
acid profile in adipose tissue from dogs with and without mammary tumors. Twenty
bitches, all healthy, none spayed, and that had non mammary tumor evidence during
palpation (control group) and twenty bitches with mammary tumor, already diagnosed
using fine needle aspiration cytology, were used in this study. All animals were
submitted to anamnesis, general and specific to nutritional and reproductive history. A
physical exam was performed in order to determine the body condition of those
animals, and in the group of animals with neoplasia, a clinical (TNM) and a
histopathology exam were performed in the tumors. To evaluate the serum lipid profile
the triglycerides and total cholesterol were measured. Gas chromatography was used to
identify methyl esters from fatty acid obtained from abdominal adipose tissue from the
dogs during surgery. All fatty acids were expressed in percentage of lipid fraction of
each fatty acid in relation to total content in each sample from each animal. Both groups
(80%) were fed with commercial dog food adding homemade food. When homemade
food was used, usually it was the same prepared for the human consumption, most of
them used soy oil to prepare and beef was the most provided kind of protein. None
association between obesity, serum total cholesterol levels and triglycerides increasing
the risk of development mammary tumors were observed in this study. Total cholesterol
and triglycerides serum levels average had higher values in animals that were
overweight or morbid obese. Alfa-linoleic (C 18:3) and cis-linoleic acid (C 18:2) levels
did not had any difference when comparing control group and tumor group. The
proportion of omega6/omega3 in control group was 21:1 and in tumor group it was
23:1. None correlation was found between the fatty acid profile in the adipose tissue
with histopathology classification of tumors and tumor staging. More researches must
be conducted to search a relationship between high ingestion of omega-6 and low

ingestion of omega 3 with the risk of development of mammary tumors in bitches.
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Keywords: dogs, lipids, mammary tumor, omega-3, omega-6.
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1. Introducéo

O conhecimento cientifico sobre nutricdo de animais de companhia tem
aumentado de forma continua devido a importancia que 0s caes e 0s gatos assumiram na
vida das pessoas. Observa-se que ha um grande direcionamento de pesquisas quanto ao
uso de nutrientes para animais de companhia, visando entender o papel da nutricdo na
promocao da salde, do bem-estar e da longevidade (CARCIOFI; JEREMIAS, 2010).

A busca por novidades no setor pet food, combinada com uma tendéncia
permanente da antropomorfizacdo dos animais de companhia, tem levado ao aumento
da procura por alimentos diferenciados (SAAD; FRANCA, 2010), fazendo com que as
decisdes alimentares dos proprietéarios se assemelhem as que adotam para seus animais
(CARCIOFI; JEREMIAS, 2010).

A nutricdo é apontada como um dos principais fatores relacionados com a
manutencdo da saude de cées e gatos (APTEKMANN et al., 2013). A dieta ndo pode ser
considerada somente como fonte de nutrientes, pois ha varias substancias em sua
composigdo que podem promover ou inibir o processo da carcinogénese. Apesar dos
estudos que relacionam o tipo de dieta e 0 desenvolvimento dos tumores em animais
serem escassos, alguns dados sdo baseados em estudos da medicina, nos quais se estima
que a dieta possa predispor cerca de 20 a 30% de todas as neoplasias na espécie humana
em paises economicamente desenvolvidos (RODASKI; PIEKARZ, 2008).

Acredita-se que h&d uma maior exposicdo da sociedade moderna a fatores
ambientais, quimicos, hormonais e nutricionais que sao potencialmente carcinogénicos
e juntamente com esse novo estilo de vida, ha a interferéncia do homem nos habitos
alimentares dos animais e no seu ambiente, podendo estar correlacionados ao aumento
de casos de neoplasias em animais de companhia (MOULTON, 1990).

Cées e gatos desenvolvem tumores espontaneos com comportamento bioldgico e
histologico semelhantes aos que ocorrem em humanos, sendo 0s tumores mamarios as
neoplasias mais frequentemente diagnosticadas em mulheres e cadelas. Os tumores
mamarios sdo comuns em animais de meia-idade e possuem padrdo metastatico
semelhante ao das mulheres, tornando o cdo um dos melhores modelos experimentais
para estudos do cancer de mama (MACEWEN, 1990). Mas com a escassez de dados

que relacionam os nutrientes com o desenvolvimento de tumores mamarios em cadelas,
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nota-se que linhas de pesquisas da medicina tornaram-se modelos para o estudo desse
tipo de neoplasias em caes.

Fatores nutricionais, tais como a obesidade e ingestdo de lipidios, e a elucidagdo
de seus mecanismos na carcinogénese estdo sendo amplamente estudados. A obesidade
em mulheres estd diretamente associada a maiores concentragfes dos niveis de
estrégeno, aumentando assim, os riscos do desenvolvimento de tumores de mama
(STOLL, 2002; HAKKAK et al. 2005). A dieta rica em lipidios também pode
influenciar o crescimento de tumores de mama por atuarem como combustivel
metabdlico das células tumorais e possuirem acdo que pode aumentar a taxa de
proliferacdo celular, mas em grande parte os mecanismos indutores da carcinogénese
dependem do tipo e quantidade de lipidios na dieta (ESCRICH et al., 2001).

Os diferentes tipos de eicosanoides sintetizados pelos éacidos graxos poli-
insaturados da familia édmega-6 e 6mega-3 podem ter uma influéncia indutora ou
protetora na carcinogénse. Atualmente, a dieta ocidental, rica em acidos graxos 6mega-
6, contétm uma grande despropor¢do na relacdo entre os &cidos graxos 6émega-6 e
O0mega-3, sendo o0 alvo de estudos como possivel causa do aparecimento de tumores,
principalmente neoplasias mamarias em mulheres (BERQUIN et al., 2008. MENDES,
2008; OLIVO-MARSTON et al., 2008).

A hipotese de nosso estudo é de que a obesidade e o0 maior consumo de acidos

graxos dmega-6 influenciam o desenvolvimento de tumores mamarios em cadelas.
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2. Revisao de literatura

2.1. Neoplasias mamarias

O aumento da incidéncia de neoplasias na medicina veterinaria ao longo dos
anos pode ter relacdo com o aumento da longevidade dos pacientes, devido a melhora
da qualidade de vida dos animais, que também acarreta na maior ocorréncia de doencas
crénicas. O mesmo tem sido observado em humanos (MOULTON, 1990; RICHARDS
et al., 2001; DE NARDI et al., 2002).

Os tumores neoplasicos mamarios em cadelas sdo de duas a trés vezes mais
frequentes do que nas mulheres. A etiologia e os fatores que predispdem os tumores
mamarios em mulheres e em cadelas, principalmente a acdo hormonal de estrégenos e
progesterona, mostram a grande importancia no estudo de tumores mamarios caninos
para uma melhor compreensdo e auxilio no estudo do cancer de mama em mulheres
(MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002; FERRI, 2003).

A carcinogénese é um processo que ocorre em multiplas etapas, e gradativamente
as células adquirem caracteristicas de malignidade. Ao longo dos anos, notou-se que 0
cancer tem origem em uma Unica célula e por meio de multiplas mutagdes genéticas
ocorre um acumulo de anormalidade no DNA. Essas muta¢Ges podem causar
crescimento celular desordenado e determinar o aparecimento de células com
capacidade de gerar metastases (RODASKI; PIEKARZ, 2008).

A etiologia do cancer de mama e multifatorial, com participacdo de fatores
genéticos, ambientais e principalmente hormonais (SILVA et al., 2004). Apesar de
ainda ndo ser clara, a acdo dos horménios esteroides sexuais femininos, a prolactina e
seus receptores em associagdo com fatores de crescimento e VArios agentes
cancerigenos, desempenham papel essencial no desenvolvimento de tumores mamarios
nas cadelas, bem como aqueles relacionados a nutricdo (MISDORP, 2002; ASHBECK
etal., 2007; VERSTEGEN; ONCLIN, 2006; RIVERA et al., 2009).

As neoplasias mamarias sdo 0s tumores mais comuns que acometem fémeas
caninas ndo castradas (MOULTON, 1990; SONREMO, 2003). Cerca de 41% a 53%
dos tumores sdo malignos (BRODEY et al., 1983; MOE, 2001; RUTTEMAN et al.,
2001; KRISTIANSEN, 2013), sendo que, assim como na mulher, ha fortes indicios de

que tumores benignos em cadelas possuem grande risco de se tornarem malignos, mas
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os fatores que levam os tumores benignos a malignidade ainda ndo foram estudados em
caes (SONREMO et al., 2009; KRISTIANSEN, 2013).

As modificagfes hormonais que ocorrem durante as fases do ciclo estral em
cadelas, principalmente nos primeiros dois anos de vida, estdo intimamente relacionadas
com o desenvolvimento de tumores mamarios. O risco da ocorréncia de tumores
mamarios é de 0,5% em cadelas castradas antes da puberdade, 8% para cadelas
castradas apds um ciclo estral, e 26% para as castradas apds dois ou mais ciclos
(SCHNEIDER et al., 1969; JOHNSTON, 1993; MACEWEN; WITHROW, 1996;
O’KEEFE, 1997, FONSECA; DALECK, 2000; ZUCCARI et al., 2001; DE NARDI et
al., 2008).

De acordo com Kristiansen (2013), a ovariosalpingohisterectomia (OSH) auxilia
no controle no controle do aparecimento de novos tumores mamarios em cadelas
diagnosticadas com tumores mamarios benignos. Ja a realizacdo da OSH durante a
exérese cirargica do tumor mamario maligno, ndo é um fator preventivo de recidivas da
neoplasia, ndo inibe o desenvolvimento de metéastases e ndo esté4 correlacionada com o
prolongamento da sobrevida dos pacientes (MORRIS et al., 1998).

H& uma maior incidéncia dos tumores de mamas em cadelas de meia idade (9 a 11
anos), e predisposicdo em algumas ragcas como poodle, pastor alemdo, spaniels,
dachshund, além dos animais sem raga definida (MACEWEN; WITHROW, 1996; DE
NARDI et al., 2008). Moe (2011), observou que a incidéncia de neoplasias mamarias
em cadelas da raca Boxer foi de 35,47%.

Os tumores de mama em cadelas afetam principalmente as glandulas mamarias
inguinais e abdominais (MISDORP, 2002; SONREMO et al., 2009), sendo que,
aproximadamente 60% de todos 0s tumores mamarios ocorrem nas mamas inguinais. A
razdo desta ocorréncia € desconhecida, e pode estar relacionada com o maior volume de
parénquima mamario nessas glandulas e com as correspondentes alteracdes
proliferativas em resposta ao estrogeno (MOULTON, 1990; QUEIROGA; LOPES,
2002; DE NARDI et al., 2008; SHAFIEE et al., 2013).

Observa-se que 50 a 70% das cadelas com tumores de glandulas mamarias,
apresentam tumores multiplos, e diferentes tipos de tumores podem ocorrer em um
Unico animal sendo que a maioria sdo carcinomas e menos de 5% sdo sarcomas
(MACEWEN; WITHROW, 1996; MISDORP, 2002; SONREMO et al., 2009).
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As metastases dos tumores mamarios caninos ocorrem por via linfatica (ganglios
linfaticos axilares e inguinais) ou venosa, sendo que a via linfatica parece ser a mais
importante nos carcinomas mamarios (ENGSTROM et al., 1989, QUEIROGA, LOPES,
2002). Segundo Mialot (1988), a incidéncia dos tumores mamarios produzirem
metastase é de 25% a 50% em um ano apds a remocdo cirdrgica, as metastases
geralmente se desenvolvem nos pulmdes e a sobrevida dos animais pode variar,

dependendo do tipo neoplasico e tratamento realizado.

2.1.2. Fatores hormonais

Os hormonios esteroides sexuais femininos, principalmente o estrogeno,
desempenham papel fundamental na carcinogénese mamaria em mulheres e cadelas.
Tanto a glandula mamaria normal quanto a neoplasica, secretam hormdonios esteroides,
sendo esse um fator relacionado com o desenvolvimento de tumores. Além dos
hormdnios esteroides sexuais, a prolactina, hormdnio do crescimento (GH), fatores de
crescimento e 0s hormdnios tireoidianos também estdo relacionados ao
desenvolvimento de tumores mamarios em mulheres (NOGUEIRA; BRETANI, 1996;
FONSECA; DALECK, 2000; MISDORP, 2002; PENA et al., 2003; SILVA et al., 2004;
VERSTEGEN; ONCLIN, 2006).

Os hormonios esteroides induzem a proliferagcdo celular, e a cada ciclo estral as
cadelas ficam mais susceptiveis a carcinogénese. O estrdgeno promove 0 crescimento
ductal e possui um papel importante na carcinogénese por estimular a liberagéo do fator
de crescimento tumoral alfa (TGF-a) e do fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF-1), que estimulam o crescimento das células tumorais, além de inibir o fator de
crescimento beta (TGF-B). A progesterona atua no desenvolvimento I6bulo-alveolar das
glandulas mamarias promovendo a hiperplasia das células secretoras e mioepiteliais.
Durante a fase lGtea de cada ciclo estral, a cadela é exposta a uma grande concentracao
de progesterona, e sua acdo proliferativa no processo de carcinogénese mamaria inclui a
up-regulation da producéo do GH, o qual pode ter envolvimento nas primeiras etapas da
carcinogénse (RUTTEMAN, 1990; MACEWEN; WITHROW, 1996; FONSECA;
DALECK, 2000; SILVA et al., 2004; SLEECKX et al., 2011).

A prolactina tem sido considerada essencial para o desenvolvimento do epitélio

mamario e varios estudos tem apontado a forte correlacdo positiva entre 0s niveis de
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prolactina e de horménios esteroides no desenvolvimento de tumores mamarios. Sua
acao esta intimamente ligada a maior sensibilizacdo celular aos efeitos do estrogeno e
aumento no numero de seus receptores (FONSECA; DALECK, 2000; QUEIROGA et
al., 2005).

Segundo Brennan (1975), animais submetidos a terapia com hormonios esteroides
levam um longo periodo de tempo para desenvolverem tumores mamarios. Acredita-se
que os hormonios ndo sejam iniciadores, mas que exer¢cam acdo como promotores no
desenvolvimento de neoplasias mamarias. Geralmente as neoplasias induzidas por
hormdnios esteroides sdo dependentes de altos niveis de hormdnios para sua
multiplicacdo. Com o seu desenvolvimento, os tumores induzidos por hormdnios,
apresentam uma propensdo de se tornarem autbnomos, sendo caracteristico de tumores
hormonios-dependentes. Nessa fase ja houve perda das caracteristicas de diferenciacdo
celular da linhagem de origem e, morfologicamente, as células tumorais tornam-se
indiferenciadas.

As concentracdes de andrdgenos e estrdgenos séricos em tecidos mamarios sao
mais elevadas em cadelas com tumores mamarios malignos, com maiores concentragdes
hormonais no carcinoma inflamatério, com exceg¢do do estrogeno sérico, quando
comparado aos tumores mamarios malignos ndo inflamatérios (MORRISSON, 1998;
PENA et al., 2003; ILLERA et al., 2006).

O receptor de estrégeno (ER) atua como um importante estimulador da
proliferacdo de células epiteliais mamarias, e sua expressao fisioldgica esta intimamente
associada aos receptores de progesterona (KLOPFLEISCH et al., 2011). A estimulagéo
dos receptores de estrogenos ou diferencas nos niveis de expressao, podem contribuir
para o0 crescimento e comportamento clinico dos tumores mamarios caninos, como
ulceracdo da pele, aderéncia a pele e aos tecidos subjacentes (QUEIROGA et al., 2005;
KLOPFLEISCH et al., 2011).

A acdo dos receptores hormonais como mediadores de estimulacdo da
proliferacdo celular no tumor de mama ocorre apés a ligacdo do estrogeno e da
progesterona a seus receptores proteicos especificos localizados no citoplasma da célula
alvo do tumor. O complexo esteroide-receptor move-se em dire¢do ao nicleo da célula,
onde ocorre a ligacdo a cromatina, ocasionando o aumento na sintese de RNA
mensageiro, de RNA ribossémico e sintese proteica, alterando a funcdo celular. Além

da proliferacdo celular ocorre a producdo de receptores citoplasmaticos adicionais,
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incluindo a proteina receptora de progesterona (PR) (BRENNAN, 1975; JOHNSTON,
1993; FONSECA; DALECK, 2000; ZUCCARI, 2008).

A reducdo da dependéncia hormonal e maior autonomia das células neoplésicas,
que € vista na progressao e aumento da malignidade dos tumores de mama em cadelas,
demonstram que, apenas uma parte das neoplasias malignas apresenta receptores
hormonais e em concentracbes menores, piorando o prognéstico. Além da baixa
expressdo dos receptores de hormonios esteroides, nota-se também uma maior
proliferacdo celular nos tumores mamarios malignos em cadelas, diferentemente do que
é encontrado em tumores benignos, 0s quais apresentam maior expressao dos receptores
de estr6geno e progesterona, além de apresentarem uma baixa proliferacdo celular
(CASSALLI, 2000; THUROCZY et al., 2007; GERALDES et al., 2000; RAMOS et al.,
2012).

A progesterona ou progestagenos sintéticos como o acetato de
medroxiprogesterona, induzem o desenvolvimento completo do l6bulo-alveolar da
glandula mamaria, com hiperplasia de elementos secretérios e mioepiteliais, ao passo
que o estradiol estimula o crescimento ductal. Os progestagenos injetaveis utilizados
para prevenir o estro em cadelas tem proporcionado aumento na incidéncia de tumores
benignos, embora também seja relatado um aumento da incidéncia de tumores malignos
tardios. Ja a administracdo prolongada de estrégenos ndo tem demonstrado um aumento
da incidéncia de tumores mamarios. No entanto, o risco de ocorréncia de neoplasias
malignas foi maior ap6s um longo periodo de administracdo experimental de estrogenos
combinados com progestagenos (MISDORP, 2002; SONREMO, 2003; DE NARDI et
al., 2008).

Apesar de haverem divergéncias quanto a relacdo da pseudociese com neoplasias
mamarias, acredita-se que cadelas com pseudogestacdo recorrente possuem uma maior
predisposicdo para a formacdo de tumores mamarios. O leite retido cronicamente pode
conter compostos quimicos que podem ter um efeito carcinogénico sobre o epitélio
adjacente. Mas ainda ndo ha estudos que afirmem a influéncia da pseudogestacdo no
desenvolvimento dos tumores mamarios em cadelas (RUTTEMAN, 1990; MARTINS;
LOPES, 2005; ZUCCARI et al., 2001, SLEECKX et al., 2011).
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2.2. Fatores nutricionais e tumores mamarios

2.2.1. Obesidade

A obesidade é caracterizada como uma deposi¢do excessiva de tecido adiposo no
corpo, levando a alteraces de diversas fungdes corporais. E o distdrbio nutricional mais
comum em animais de companhia e sua prevaléncia, observada através estudos
anteriores em diversos paises, varia de 22,4 a 40% (MCGREEVY et al., 2005;
GERMAN, 2006; DIEZ; NGUYEN, 2007). No Brasil dados mostram que 16,5% da
populacdo de ces na cidade de S&o Paulo-SP sdo obesos (JERICO; SCHEFFER, 2002).
Segundo Zoran (2010), a incidéncia da obesidade em cdes aumenta a medida que a
obesidade humana na populacdo geral também aumenta.

Em cées a obesidade é causada principalmente pela ingestdo excessiva de
energia alimentar e reducdo da atividade fisica. Deve-se buscar um equilibrio entre a
ingestdo e o gasto energético, mas existem muitos fatores, tanto ambientais e genéticos,
que influenciam este equilibrio (GERMAN, 2006; BLAND et al.,, 2010; ZORAN,
2010).

Apos a utilizacdo de um indutor quimico para o desenvolvimento de tumores de
mama em ratas obesas, 68% dos animais obesos e 32% dos magros foram
diagnosticados com tumores mamarios, sendo que, nas ratas obesas o desenvolvimento
dos tumores foi mais rapido do que nos animais magros (HAKKAK et al., 2005).

Em estudos recentes, o alto ganho de peso em periodos posteriores da vida
adulta na mulher, bem como o elevado excesso de gordura corporal apds a menopausa,
aumenta o risco de cancer de mama na pés-menopausa (BOEING, 2013).

Em cadelas castradas, notou-se que a obesidade na idade jovem aumentou o
risco de tumores mamarios, sugerindo que os fatores nutricionais no inicio da vida do
animal, estdo envolvidos no aparecimento desse tipo de neoplasia (SONNENSCHEIN
etal., 1991; PEREZ-ALENZA et al., 2000).

Segundo Pérez-Alenza et al. (1998), a idade avancada, obesidade no primeiro
ano de idade, maior percentual de consumo de carne vermelha, principalmente bovina e
suina, e uma maior proporcdo de consumo de comida caseira foram,

independentemente, associados ao maior risco de tumores mamarios em cdes. Com base
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nesse estudo, a dieta numa fase precoce da idade do animal ndo pode ser excluida de
influenciar a tumorigénese mamaria.

A obesidade na mulher pode aumentar o risco de desenvolvimento do cancer de
mama por diferentes mecanismos, tais como a producéo de estrégeno pela aromatizacao
de andrdgenos no tecido adiposo e também pela resisténcia a insulina. Postula-se que a
hiperinsulinemia induz uma resposta para o crescimento de células tumorais via
receptor de insulina, diminuicdo da globulina ligadora de hormdnios sexuais, que é um
importante regulador plasméatico de hormonios esteroides sexuais, aumentando a
circulacdo de estrégeno livre, promovendo up regulation na producdo de andrégenos e
estrdgenos pelos ovarios (DEL GIUDUCE et al., 1998; STOLL, 2002; JEE et al., 2005;
CARVALHEIRA; SAAD, 2006; GARMENDIA et al., 2007; PICHARD et al., 2008) .

Em cdes a obesidade também estd associada a resisténcia insulinica, a
diminuicdo da sensibilidade periférica a insulina foi vista em animais alimentados com
dietas ricas em gorduras e obesos (KAYALA et al., 1999).

A producdo de estrégeno pela aromatizacdo de andrégenos no tecido adiposo
ocorre pela atividade da aromatase P450, enzima mitocondrial envolvida nas primeiras
etapas da esteroidogénese. A obesidade aumenta a transcricdo da aromatase P450 na
gordura subcutanea, estimulada pela insulina e cortisol nos pré-adipécitos (células
estromais) e adipdcitos, ocasionando na maior conversao da androstenediona em estrona
(WAIJCHENBERG, 2000; CARVALHEIRA; SAAD, 2006).

2.2.2. Lipidios

A gordura da dieta € a fonte mais concentrada de energia sendo importante
também para oferecer a palatabilidade e textura mais aceitavel aos alimentos dos cées.
O triglicerideo € o principal componente lipidico da dieta e fonte de &cidos graxos que
sdo utilizados para a sintese de outros lipidios importantes como os fosfolipidios.
Existem duas classes de acidos graxos poli-insaturados essenciais: 6mega-6 (n-6; ®6) e
omega-3 (n-3; ®3), 0s quais ndo podem ser sintetizados pelos animais, devendo ser
oferecidos na dieta (BURGER, 1987; TREVISAN; KESSLER, 2009; CASE et al,
2011).

Em 1929 foram realizados os primeiros estudos que comprovaram a necessidade

dietética de 4acidos graxos poli-insaturados para animais de sangue quente. A
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importancia da associacdo de 6mega 3 e 6 na dieta foi relacionada, principalmente, com
a saude da pele (ZIBOH et al, 2000). Na medicina veterinaria a aplicacdo pratica da
suplementacdo com acidos graxos essenciais estd embasada no tratamento de doencas
da pele, mas estes nutracéuticos tém sido largamente utilizados para tratar problemas de
articulacGes, doencas cardiovasculares, neoplasias, hiperlipidemia, doencas
gastrointestinais e renais (SAAD et al., 2003; LENOX; BAUER, 2013).

Nos cées o precursor do émega-6 € o0 &cido graxo cis-linoleico (AL; 18:2n-6), o
qual é metabolizado pela dessaturacdo e elongacédo sintetizando assim 0s &cidos graxos
essenciais derivados: acido dihomo-gama-linolénico (ADGL; 20:3n-6) e o 4cido
araquidénico (AA; 20:4n-6) (CARCIOFI et al., 2002; GLEISSMAN et al., 2010;
LENOX; BAUER, 2013). O &cido cis-linoleico pode ser encontrados em 6leos vegetais
e em algumas gorduras animais. O 6leo de semente de girassol pode apresentar entre 65
a 70%, o 6leo de soja e milho tem cerca de 50% e o 6leo de oliva contém cerca de 5 a
8% desse acido graxo (HOLME, 1987; BERQUIN et al., 2008).

O dmega-3 tem como precursor o &cido alfa-linolénico (AAL; 18:3n-3), que pela
acdo das enzimas dessaturase e elongase sintetizam o &cido eicosapentanoico (AEP;
20:5n-3) e é&cido docosahexaenoico (ADH; 22:6n-3) (CARCIOFI et al.,, 2002;
GLEISSMAN et al., 2010; LENOX; BAUER, 2013). Mas em mamiferos o AAL, que é
encontrado nos produtos vegetais, tais como 6leo de linhaca e canola (que também séo
ricos em AL), ndo é eficientemente convertido em ADH e AEP. Acredita-se que em
humanos a conversdo seja menor que 10%, e que em cdes também seja bastante
limitada. O 6leo de peixe, principalmente de origem marinha, como sardinha e salmao,
atualmente é considerado a melhor fonte de ADH e AEP nas dietas (MARTIN et al.,
2006; BAUER, 2007; BERQUIN et al., 2008; LENOX; BAUER, 2013).

Segundo dados da ANFALPET de 2008, as fontes de Oleo de origem vegetal
utilizadas nas ragdes para cées e gatos sao: 6leo de abacate, 6leo de alecrim, 6leo de
arroz, oleo de linhacga (bruto ou cru), 6leo de palma, 6leo de girassol, 6leo de soja (bruto
ou cru), oleo de soja degomado, 6leo de soja refinado e lecitina de soja. E os de origem
animal sdo Oleo de aves, 6leo de peixes, gordura bovina e gordura suina. Mas a
composicdo total de &cidos graxos do produto alimentar final é composta por outras
fontes de gordura, como ovos, musculos e mitidos (FRANCA et al., 2011).

Ha uma competicdo entre as enzimas dessaturase que convertem o acido graxo

cis-linoleico em acido araquidoénico, e o é&cido alfa-linolénico em acido
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docosahexaenoico e 4acido eicosapentandico. No entanto, essas enzimas tem uma
predilecdo em converter os acidos graxos dmega-3. Dietas com grandes quantidades de
O0mega-6 podem interferir na conversdao de 6mega-3 para obtencdo de ADH e AEP.
Alguns autores recomendam a razdo 0mega-6/6mega-3 de 2:1 e 3:1, acreditando um
bom equilibrio na conversdo dos acidos graxos 6mega 3 e 6. Nas ultimas décadas, com
a industrializacdo e as mudancas nas dietas da populacéo, a relacdo dmega-6/6mega-3
estdo entre 10:1 a 20:1, com descricbes de propor¢bes mais elevadas de 50:1
(MASTERS, 1996; MARTIN et al., 2006; SIMOPOULOS, 2008).

Segundo dados do National Research Council (NRC) (2006), apenas as
exigéncias de AL ¢ suficientemente documentada para todas as categorias de caes, 0
minimo de 1% de AL deve ser incluida na racdo de cdes. Sdo sugeridas exigéncias
especificas de AL, ALA, AA e para AEP somado ao ADH para cdes em crescimento,
mas para cdes em manutencado e reproducdo o AA ndo apresenta sua exigéncia definida,
como demonstrado na Tabela 1 (CARCIOFI et al., 2002; TREVISAN; KESSLER,
2009).

TABELA 1: Concentracdo recomendada de gordura e cidos graxos em ragfes para

cdes (em 1Kg de matéria seca).

Valor recomendado

Item Filhotes, Céo adulto, Fémea gestante
crescimento manutencao e em lactacao

Gordura Total (g) 85 55 85
Acido cis-linoleico (g) 13 11 13
Acido alfa-linolénico (g) 0.8 0.44 0.8
Acido araquidonico (g) 0.3 - -

Acido Eicosapentandico (+) - 0.44 0.5
Acido Docosahexaenoico () 0.5 - -

Fonte: Adaptado de NRC, 2006

Diversos estudos tém evidenciado a participacdo de grupos de acidos graxos das
séries dmega 3 e 6 influenciando as respostas inflamatorias em cées e gatos
(TREVISAN; KESSLER, 2009). Os é&cidos graxos poli-insaturados possuem um

importante papel em diversas func@es celulares, atuando principalmente como fonte de
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energia, componentes estruturais de membranas e como precursores de eicosanoides,
que incluem prostandides (prostaglandinas e tromboxanos), leucotrienos e lipoxinas,
que atuam como mediadores inflamatérios (CARCIOFI et al., 2002; MARTIN et al.,
2006; SIMOPOULOS, 2008; LENOX; BAUER, 2013).

Os éacidos graxos de cadeia longa (AA, ADH e AEP) produzem diferentes tipos
de eicosanoides. Muitos estudos apontam que os produtos metabdlicos de eicosanoides
pelo AA, apesar de participarem de inimeros processos inflamatdrios no organismo,
apresentam ac@es pro-inflamatorias e sdo formados em quantidades maiores do que 0s
metabdlicos decorrentes do ADH e AEP, os quais possuem propriedades anti-
inflamatérias (Figura 1). Essa producdo excessiva dos produtos metabdlicos gerados
pelo 6mega-6 esta relacionada com doengas cardiovasculares, alteracfes inflamatorias e
desordens imunoldgicas, sendo assim, recomenda-se uma maior ingestdo de 6mega-3, a
fim de, aumentar a producéo de eicosanoides de acdo anti-inflamatoria (MARTIN et al.,
2006; SIMOPOULOS, 2002; SIMOPOULOS, 2008; LENOX; BAUER, 2013).

AA (n-6) AEP (n-3)
\ LOX \ COoX
Leucotrieno B, (LTBy) Leucotrieno Bs
(alta quimiotaxia) (baixa quimiotaxia)
Acido hidroxieicosatetraendicos (HETE) Acidos hidroxieicosapentaenoico (HEPE)
(pré-inflamatorio) (inibe LTB,)
Prostaglandina série , Prostaglandina série 3
Tromaboxano A, Tromaboxano A;
(vasoconstricdo) (fraca vasoconstricédo)

FIGURA 1: Sintese de eicosanoides pelo AA e AEP através da acdo enzimética de
LOX (lipoxigenase) e COX (ciclo-oxigenase). Adaptado de CARCIOFI et al., 2002.

Apds oferecimento de dietas experimentais, com a relagdo de 6mega-6/6mega-3
de 5:1, 10:1, 25:1, 50:1 e 100:1, a producéo de eicosanoides da série 6mega-3 em caes
teve uma resposta significativa em animais alimentados com a proporgdo Omega-
6/06mega-3 de 5:1 e 10:1. Os cées desses grupos sintetizaram 30 a 33% a menos de
leucotrienos B4 e 370 a 500% a mais de leucotrienos Bs (VAUGHN et al., 1994).
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A dieta rica em lipidios pode influenciar no crescimento de tumores de mama
em mulheres. Os mecanismos de acao dessa influéncia pode estar associado ao fato das
células tumorais requererem lipidios como combustivel metabolico. Ao bloquear a a¢ao
de enzimas que participam da sintese de &cidos graxos em células de tumores de mama,
notou-se a inducdo da apoptose e reducdo no crescimento do tumor. Associado a isto,
dietas ricas em lipidios podem exercer acbes sobre o desenvolvimento do tumor de
mama por mecanismos especificos: modificacdo da estrutura e funcdo das membranas
celulares, biossintese de eicosanoides, modulacdo da expressdo de genes especificos,
aumento da taxa de proliferacdo celular e efeitos imunossupressores. Esses mecanismos
dependem, em grande parte, do tipo e quantidade de lipidios da dieta (ESCRICH et al.,
2001).

Porém, estudos sugerem que a quantidade de gordura total da dieta ndo é tdo
influencidvel na carcinogénese quanto a qualidade dos acidos graxos da dieta. Acredita-
se que os acidos graxos saturados, o acido cis-linoleico e uma alta relacdo émega-
6/6mega-3 geram maior risco no desenvolvimento de tumores mamarios, sendo inverso
com relagdo aos &cidos graxos monoinsaturados e da familia de &cido alfa-linolénico,
que apresentam uma acdo mais protetora ao risco de tumores mamarios (MENDES,
2008).

Apos alimentar animais de laboratorios com dieta sem nenhum tipo de acido
graxo, observou-se que, apesar da reducdo da incidéncia tumoral e de sua laténcia, ndo
houve diferenga na taxa do crescimento tumoral quando comparados a animais
alimentados com dieta tradicional. Acredita-se que a reducdo de acidos graxos na dieta
em humanos pode oferecer uma protecdo na tumorigénese, mas ndo depois do
aparecimento do tumor (ROSSINI et al., 2013).

A analise dos efeitos do 6leo de girassol (70,0% 6mega-6 e 0,1% 6mega-3), 6leo
de soja (50,0% 6mega-6 e 5,0% 6mega-3) e o 6leo de perila (15,0% 6mega-6 e 65,0%
O0mega-3) sobre a tumorigénese, evidenciou-se que, o Oleo de perila previne o
desenvolvimento de tumores de mama em ratos e camundongos (MATSUBA et al.,
1998).

Apesar do acido araquiddnico, derivado da dieta com n-6, induzir a apoptose das
células tumorais, por desencadear a liberagdo de proteinas pré-apoptoticas, o AA
também é convertido pelas atividades cataliticas da enzima COX, LOX e citocromo

p450 em eicosanoides que possuem acgdo pré-inflamatéria e modulam a expressao de
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varios oncogenes e anti-oncogenes, atuando na ativacdo da carcinogénese ou
promotores de tumores, participando assim no desenvolvimento do tumor de mama
(ABOU-EL-ELA etal., 1988; OGILVIE et al., 2000; COMBA et al., 2010).

Em cadelas, a expressdo de COX-2 € mais frequente e mais intensa em tumores
malignos quando comparados com tumores benignos. Observou-se que a
imunomarcacdo de COX-2 foi particularmente mais intensa em tipos histolégicos de
classificacdo associados com alta malignidade (DORE et al., 2003; MOHAMMED et
al., 2004; QUEIROGA; LOPES, 2007).

As alteracdes no metabolismo do estrégeno, devido a maior atividade da
aromatase p450 sdo estimuladas pela acdo da prostaglandina E2, derivada do AA. Em
contrapartida, a prostaglandina E3, produto do metabolismo de AEP, ndo ativa a
aromatase p450. Acredita-se que uma maior ingestdo de AEP, possa estimular a maior
producdo de prostaglandina E3, aonde possa diminuir a conversdo do estrdgeno,
prevenindo o risco do crescimento tumoral de células horménio-dependentes. Mas ainda
ndo ha estudos sobre a acdo na reducdo de estrdgeno enddgeno, através da maior
ingestdo de AEP, em humanos (NOBLE et al., 1997; LARSSON et al., 2004).

O fornecimento de dietas de baixo teor de gordura contendo acidos graxos poli-
insaturados dmega-3 a ratas pré-puberes, promoveu reducdo da proliferacdo de células
mamarias, aumento da apoptose, e reducdo do risco de desenvolvimento de tumores
mamarios na fase adulta. J& animais que foram alimentados com alto teor de acidos
graxos 6mega-6, o efeito foi oposto, aumentando a susceptibilidade de desenvolverem
tumores mamarios na fase adulta. Conclui-se que a protecdo dos animais expostos a
dieta de baixo teor de gordura dmega-3 foi associada com uma up-regulation de genes
antioxidantes, que possuem funcdo de proteger as células contra danos ao DNA,
enquanto o aumento da tumorigénese de animais com a dieta de alto teor de 6mega-6 foi
associada a uma up-regulation de genes que induzem a proliferagéo celular e down-
regulation de genes que reparam danos no DNA e que induzem a apoptose (OLIVO-
MARSTON et al., 2008).

Segundo Mendes (2008), os acidos graxos poli-insaturados da dieta também
podem ter uma agdo na carcinogénese devido a peroxidacdo lipidica. Essa reacdo gera
metabdlitos altamente tdxicos que podem lesionar células do organismos, estimulando

assim, a proliferacédo celular, promovendo a carcinogénese.
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Estudos apontaram o émega-3, com sua acdo anti-inflamatdria, como potencial
coadjuvante no tratamento quimioterapico (PARDINI, 2006). Em cdes com linfoma,
notou-se que o grupo suplementado com dieta rica em 0Omega-3 obteve uma
normalizacdo do &cido-lactico, aumentando o intervalo livre de doenca e tempo de
sobrevivéncia (OGILVIE et al., 2000).

Muitos sdo os efeitos benéficos do dmega-3, mas pesquisas demonstraram que
dietas com uma baixa relagdo 6mega-6:6mega-3 (1.4:1) foram correlacionadas com a
reducdo de resposta imune mediada por celulas em cées, além de um aumento da
peroxidacéo lipidica e baixa concentracdo de vitamina E. E indicado a suplementac&o
dietética de 10Ul (unidades internacionais) de vitamina E para cada grama de 6leo de
peixe incluido na dieta de cdes (WANDER et al., 1997; CARCIOFI et al., 2002).

Apesar dos dados de pesquisa em animais e in vitro evidenciaram que o n-3, em
especial o EPA e ADH, podem inibir a carcinogénese, os dados epidemiolégicos da
maior ingestdo de Oleo de peixes e a protecdo no risco de desenvolvimento do tumor de
mama ainda ndo foram evidentes. Novos estudos sdo necessarios para avaliar e verificar
a acdo da maior ingestdo do n-3 como protetor do desenvolvimento de neoplasias
(LARSSON et al., 2004).

A hipétese de que a obesidade e o consumo de lipidios podem estar
correlacionados com o desenvolvimento de tumores mamarios em cadela ainda foi
pouco estudada, com escassos dados de pesquisas apresentados. O consumo de lipidios
da populagéo canina apresenta pouca diferenca quando comparado em dois grupos
atendidos de forma aleatdria na rotina clinica, pelo fato das fabricas nacionais de
alimentos industrializados utilizarem-se das mesmas fontes lipidicas e por ndo haver um
controle da ingestdo de alimentos pelos proprietarios, que acabam oferecendo alimentos
para 0 consumo proprio e petiscos a seus animais. Mas os dados do perfil lipidico sérico
e dos acidos graxos do tecido adiposo de cdes no Brasil sdo necessérios para tragar os
niveis lipidicos da populacdo canina, auxiliando na comparacdo entre grupos controle e

com neoplasias.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Avaliar a acdo da obesidade, perfil lipidico sérico e niveis de acidos graxos poli-

insaturados do tecido adiposo na tumorigénese mamaria em cadelas.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar a obesidade e concentracao sérica de colesterol e triglicérides do grupo
controle e com tumor mamario.

Determinar o perfil de acidos graxos do tecido adiposo de cadelas submetidas a
castracdo e a mastectomia.

Avaliar se ha uma diferenca do perfil de acidos graxos do tecido adiposo de cées
com estudos anteriores.

Avaliar possiveis diferengas nos niveis de acido cis-linoleico (C 18:2) e alfa-
linolénico (C 18:3) do tecido adiposo do grupo controle com animais com tumores de
mama.

Avaliar o perfil de &cidos graxos do tecido adiposo, principalmente a relacéo
O0mega-6:0mega-3 de animais do grupo controle e com tumor mamario.

Avaliar os fatores nutricionais consumidos com os dados obtidos pela analise
sérica lipidica e do perfil de acidos graxos do tecido adiposo de animais do grupo
controle e com tumor mamario.

Avaliar a hipdtese de cdes com tumores mamarios apresentarem perfil lipidico

sérico e niveis de acidos graxos poli-insaturados do tecido adiposo elevados.
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4. Material e métodos

Foram selecionadas 40 cadelas encaminhadas ao Ambulatério de Pequenos
Animais do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterindria da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ/UNESP) campus Botucatu. A
admissdo para o projeto incluiam cadelas de diferentes faixas etarias, sem predilecédo
racial que foram separadas em dois grupos de 20 animais, no qual um incluiam-se
cadelas que apresentavam neoplasias mamarias, ja sugeridas pelo exame de citologia
aspirativa e outro grupo com cadelas higidas que eram levadas para castracdo eletiva,
sem presenca a palpacdo de nédulos mamarios.

O presente estudo estava de acordo com os Principios Eticos na Experimentac&o
Animal e foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FMVZ
UNESP Botucatu, recebendo o protocolo n° 91/ 2012-CEUA, além do consentimento

esclarecido dos proprietarios de cada animal participante do projeto.

4.1. Anamnese

Foi realizada a anamnese geral e especifica do histérico reprodutivo e nutricional
do animal. Foram levantados dados como fatores nutricionais e dietéticos ao longo da
vida, avaliacdo da condicédo corporal, niUmero de gestacdes, presenca de pseudogestacao,

dentre outros. Esses dados foram anotados em fichas especificas (Anexo I).

4.2. Avaliacdo sérica de colesterol e triglicérides

No dia da cirurgia, com os animais em jejum alimentar de 12 horas, uma
amostra de 5 mL de sangue total foi retirada por venopungéo da veia jugular de cada
animal de ambos os grupos. Foi centrifugado para a separacdo do soro, que foi
transferido para tubo plastico tipo eppendorf, identificado e armazenado em freezer a
-20°C até o momento das analises para realizacdo da dosagem de triglicérides e
colesterol.

Os exames bioquimicos foram realizados no Laboratério Clinico do Hospital
Veterinario da FMVZ UNESP Botucatu, por meio de kits comerciais e a leitura em

espectrofotometria (Espectrofotdmetro SB-190 CELM). Os triglicérides foram dosados
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pelo método enzimatico colorimétrico (Triglicérides-InVitro®) e o colesterol total pelo

método enzimatico colorimétrico (Colesterol Total-InVitro®).

4.3. Perfil de &cidos graxos do tecido adiposo

4.3.1. Obtencéo das amostras

As amostras de tecido adiposo de ambos os grupos foram extraidas durante o
procedimento cirargico realizado no Centro Cirargico do Departamento de Reproducéo
Animal e Radiologia Veterindria da FMVZ UNESP Botucatu. Foram coletados
aproximadamente 1,0g de tecido adiposo de cada cadela do grupo controle e do grupo
com tumor de mama. No grupo controle foram coletadas amostras de tecido adiposo
abdominal de cadelas higidas submetidas a castragdo eletiva (OSH) e no grupo com
tumor de mama foram extraidas durante a mastectomia. Todo o material coletado foi
armazenado em criotubos (Figura 2) e mantido em nitrogénio liquido (-196° C) até o
momento das analises.

FIGURA 2: Amostra de tecido adiposo de cadelas submetidas a8 OSH e mastectomia

armazenada em criotubo.
4.3.2. Extragéo lipidica
As amostras foram extraidas e metiladas no Laboratério de Qualidade e

Processamento de Carnes, no Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutri¢do da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ/USP — Piracicaba.
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Para a extracao dos lipidios totais foi utilizado o método de Folch et al. (1957)
modificado. Foram pesados aproximadamente 300 mg do tecido adiposo, macerados
com o auxilio de bastdo de vidro em 6 mL de solucéo de cloroférmio:metanol (2:1).
Apo6s 3 minutos de descanso, a amostra foi filtrada com papel filtro para um tubo falcon,
adicionando mais 6 mL de solucdo de cloroférmio:metanol e novamente filtrado para
um tubo, adicionando 1,2 mL de solu¢do de cloreto de sédio a 0,73%, homogeneizado
em vértex por 1 minuto e depois em vortex a 2.400 rpm (rotagdes por minuto) durante
20 minutos. Foi desprezada a fase superior (60%), a parede do tubo foi lavada com
900 pl de Solucdo de Folch, esse processo foi repetido por trés vezes. Cada amostra foi
transferida para um novo tubo, previamente pesado, filtrada com 1 grama de sulfato de
anidro. No tubo desprezado foi adicionado 4 mL de solugdo cloroférmio:metanol, e
apo6s uma leve agitacdo essa solucao foi filtrada novamente no papel filtro para o tubo
com a amostra final. A amostra foi levada ao Rota Vapor (55°) por 7 minutos, obtendo

assim o 6leo do tecido adiposo animal (Figura 3).

FIGURA 3: Amostra final ap6s extracdo pelo Método de Folch et al. (1957)

modificado.

Para o preparo de ésteres metilicos de acidos graxos foi utilizado o
Procedimento Operacional Padrdo (POP) do Laboratério de Oleos e Gorduras do
Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ/USP — Piracicaba. O método baseia-se na
saponificacdo e esterificacdo da amostra de dleo segundo Hartman e Lago (1973), com
adaptac@es baseadas no métodos AOCS (American Oil Chemists Society) Ce 1b-89.

Foram pesados 30 mg de amostra do 6leo obtido pela extracédo, e adicionados 2

mL do reagente de saponificacdo, apos os tubos foram agitados vigorosamente em
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volrtex e aquecidos em banho-maria a 70° durante 5 minutos. Apds resfriados em agua
corrente, foi adicionado 2,5 mL do reagente de esterificacdo, e novamente os tubos
foram agitados vigorosamente em vortex e aquecidos em banho-maria a 70° durante 5
minutos e resfriados em agua corrente. Foram adicionados 5 mL de n-hexano (grau
HPLC), agitados em vortex, e adicionados 5 mL de solucdo salina saturada e agitados
manualmente, para evitar a formacdo de emulsdo. Apds a separacdo das fases, foi
coletado a fase superior e transferidas para um tubo com 5 mL de agua destilada, ap6s a
separacdo das fases novamente, a fase superior foi recolhida e transferida para um tubo
com 0,5 g de sulfato de sédio anidro. Os ésteres metilicos foram transferidos para um

tubo do tipo eppendorf, mantidos em freezer a -20°C até o dia seguinte.

4.3.3. Identificacao dos ésteres metilicos dos acidos graxos

Foi utilizada a cromatografia gasosa para a identificacdo dos ésteres metilicos
dos acido graxos. As analises foram realizadas no Laboratério de Bioquimica do
Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ/USP - Piracicaba. Foi utilizado o
Cromatdgrafo HP 5890, Série Il, utilizando o Software: GC Solutions, Shimadzu, nas
seguintes condicdes: detector FID 280°C, coluna SUPELCO 2560 100m x 0,25mm X
0,2um. O padréo de referéncia para comparacdo dos tempos de retengdo dos ésteres
metilicos utilizado foi F.A.M.E Mix C8-22 (Sigma-Aldrich®). Os resultados foram
expressos em porcentagem da fragdo lipidica em relagcdo ao conteudo total de &cidos

graxos da amostra de cada animal do grupo controle e com tumores mamarios.

4.4. Analise histologica

Apbds a realizagdo da mastectomia, foram enviados ao Laboratorio de
Histopatologia do Servico de Patologia Veterinaria do Departamento de Clinica
Veterinaria da FMVVZ UNESP Botucatu as amostras do tumor mamario e linfonodo
sentinela da cadeia mamaria, onde foram processados rotineiramente para analise

histoldgica.
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4.5. Classificacédo clinica da neoplasia

Foi realizado o estadiamento clinico das neoplasias mamarias nas cadelas do
grupo com tumor mamario, com o objetivo avaliar o tamanho do tumor primério, o
comprometimento dos linfonodos regionais e a presenca de metéstases a distancia,
principalmente no pulméao. O estadiamento foi realizado seguindo o sistema TNM
(tumor, linfonodo e metéstases), proposto pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
(Tabela 2).

Sendo considerado para a classificacdo clinica da neoplasia, no casos de
multicentricidade, o didmetro do maior tumor e em tumores bilaterais utilizou-se o

tumor em estagio mais avangado.

TABELA 2: Estadiamento clinico dos tumores mamarios em cadelas, sistema TNM.

T: tumor primario

T1: menor que 3 cm de didmentro

T,: entre 3 e 5 cm de didmetro

Ts: maior que 5 cm de diametro

N: linfonodos regionais

No: sem envolvimento neoplasico

N;: com envolvimento neoplasico

M: metéstases a distancia

Mo: auséncia de metastases a distancia
Mj: presenca de metéstases a distancia
Estadios:

I: T1, No, Mo

I1: T2, No, Mg

[11: T3, No, Mg

IV: Qualquer T, N1, Mg

V: Qualquer T, qualquer N, M,

Fonte: Adaptado de Owen, 1980; De Nardi et al., 2008.
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4.6. Estatistica

Os dados foram analisados por meio de estatistica descritiva. Ndo houve uma
homogeneidade com relacdo a idade, peso, raca, fatores ambientais e dietéticos, por
serem selecionados animais da rotina de atendimento do Hospital Veterinario da FMVZ
Botucatu, além de que os dados obtidos pelo questiondrio com os proprietarios serem
subjetivos. Os resultados das dosagens do perfil lipidico sérico e dos acidos graxos poli-
insaturados foram descritos em forma de média e desvio padrdo e comparados de forma

numeérica entre si.
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5. Resultados

5.1. Caracteristicas das amostras
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Os dados gerais do grupo controle (G.C.) e do grupo de cadelas com tumor de

mama (T.M.) sdo apresentados na Tabela 3.

TABELA 3: Dados da avaliacdo geral das cadelas do grupo controle (G.C.) e do grupo

tumor de mama (T.M.). Botucatu, 2014.

Variaveis G.C. T.M.
Idade (x) 06 10
Racas
Racas puras 09 13
Semraca definida 11 07
Categoria animal
Toy e miniatura 08 10
Médio 09 03
Grande e gigante 03 07
Peso (X) 13,5 16
Avaliagado corporal*
Magro 05 09
[deal 10 05
Acima do peso 04 06
Obeso morbido 01 -
Alimentacao
Comida caseira - 01
Racéo 04 03
Rac&o e comida caseira 16 16

*Critérios utilizados pela Hills (1999).

No grupo controle (n = 20) foram estudados animais de 2 a 10 anos, com média

de idade de 6 anos, das racas beagle (n = 1), border collie (n = 2), fox paulistinha (n =

1), labrador (n = 1), weimaraner (n = 1), poodle (n = 3) e sem raga definida (n = 11). No

grupo tumor de mama (n = 20) os animais tinham de 8 a 14 anos, média de 10 anos, das
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racas boxer (n = 1), cocker spaniel (n = 1), dachshund (n = 1), labrador (n =1), fila
brasileiro (n = 1), pinscher (n = 1), weimaraner (n =1), west highland white terrier (n =
1), poodle (n = 5) e sem raga definida (n = 7).

As fémeas do grupo controle foram alimentadas, na sua maioria, com ragdo (n=
11) até 01 ano de idade, comida caseira e racdo (n = 7) e dois proprietarios nao
souberam informar o dado. O escore corporal até 01 ano de idade dos animais desse
grupo foi muito magro (n = 2), magro (n = 9), normal (n = 7), sobrepeso (n = 1), e um
proprietario ndo soube informar.

No grupo tumor de mama a alimentacdo até 01 ano de idade foi comida caseira
(n = 2), racdo (n = 6), comida caseira e racao (n = 9) e proprietarios que ndo souberam
informar (n = 3). Até 01 ano de idade os animais apresentaram escore corporal magro (n
= 6), normal (n = 8), sobrepeso (n = 3) e 3 animais 0s proprietarios ndo souberem
informar o dado.

O histérico reprodutivo dos animais do grupo controle e com tumores mamarios

sdo apresentados e comparados na Figura 4.
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FIGURA 4: Comparacdo das caracteristicas prevalecentes das cadelas do grupo
controle (G.C.) e grupo com tumor de mama (T.M.), com relacdo ao historico
reprodutivo: animais inteiros, frequéncia de cios, nimero de crias, uso de horménios e

frequéncia de pseudogestacdo. Botucatu, 2014.
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5.2. Avaliacao sérica de colesterol e triglicérides

Os resultados referentes as analises séricas de colesterol total e triglicérides do
grupo controle e do grupo com tumor de mama estdo apresentados na Tabela 4.

TABELA 4: Niveis séricos de colesterol total e triglicérides de cadelas do grupo

controle (G.C.) e do grupo tumor de mama (T.M.). Botucatu, 2014,

Variaveis G.C* T.M.*
Colesterol Total (mg/dL) 163,7 + 46,3 164,6 + 54,05
Triglicérides (mg/dL) 113,0 £ 27,83 96,98 + 32,00

*- Valores expressos em média + desvio padrao.

5.3. Perfil acidos graxo do tecido adiposo

Foram identificados 7 &cidos graxos no tecido adiposo dos animais de ambos os
grupos: acido miristico (C 14:0), acido palmitico (C 16:0), acido palmitoleico (C 16:1),
acido estearico (C 18:0), acido oleico (C 18:1), acidos cis-linoleico (C 18:2) e acido
alfa-linolénico (C 18:3) (Tabela 5). A relagdo 6mega-6/6mega-3 no grupo controle foi

21:1 e no grupo com tumor de mama foi de 23:1.

TABELA 5: Niveis dos acidos graxos do tecido adiposo de cadelas do grupo controle
(G.C.) e do grupo tumor de mama (T.M.). Botucatu, 2014.

Variaveis G.C* T.M.*
Acido Miristico (C 14:0) 3,06 + 1,01 2,16 + 1,25
Acido Palmitico (C 16:0) 19,28 + 4,34 17,16 £ 4,32
Acido Palmitoleico (C 16:1) 6,98 + 2,46 7,09+211
Acido Esteérico (C 18:0) 544 + 2,16 4,42 1,30
Acido Oleico (C 18:1) 43,14 + 4,74 45,04 + 4,41
Acido Cis-linoleico (C 18:2) 21,42+ 2,10 23,43+ 0,38
Acido Alfa-linolénico (C 18:3) 0,69 0,20 0,70+ 0,17

*- Valores expressos em média + desvio padréo.

Os valores dos &cidos graxos identificados foram comparados entre os dois

grupos nas Figuras 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 11.
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FIGURA 5: Comparacdo do perfil de &cido miristico (C 14:0) (porcentagem em relacao
ao conteldo total de &cidos graxos) de cadelas do grupo controle (G.C.) e grupo com
tumor de mama (T.M.). Sendo apresentado o valor da média (trago maior) e o desvio
padréo (trago inferior e superior). Botucatu, 2014.
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FIGURA 6: Comparacdo do perfil de &cido palmitico (C 16:0) (porcentagem em
relacdo ao conteudo total de &cidos graxos) de cadelas do grupo controle (G.C.) e grupo
com tumor de mama (T.M.). Sendo apresentado o valor da média (tragco maior) e o

desvio padrao (traco inferior e superior). Botucatu, 2014.
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FIGURA 7: Comparacdo do perfil de &cido palmitoleico (C 16:1) (porcentagem em
relacdo ao conteldo total de acidos graxos) de cadelas do grupo controle (G.C.) e grupo
com tumor de mama (T.M.). Sendo apresentado o valor da média (traco maior) e 0
desvio padrdo (traco inferior e superior). Botucatu, 2014.
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FIGURA 8: Comparacéo do perfil de &cido esteéarico (C 18:0) (porcentagem em relagdo
ao conteldo total de acidos graxos) de cadelas do grupo controle (G.C.) e grupo com
tumor de mama (T.M.). Sendo apresentado o valor da média (traco maior) e o desvio

padrdo (traco inferior e superior). Botucatu, 2014.
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FIGURA 9: Comparacdo do perfil de acido oleico (C 18:1) (porcentagem em relacao
ao conteldo total de &cidos graxos) de cadelas do grupo controle (G.C.) e grupo com
tumor de mama (T.M.). Sendo apresentado o valor da média (trago maior) e o desvio
padréo (trago inferior e superior). Botucatu, 2014.
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FIGURA 10: Comparacéo do perfil de acido cis-linoleico (C 18:2) (porcentagem em
relacdo ao conteudo total de &cidos graxos) de cadelas do grupo controle (G.C.) e grupo
com tumor de mama (T.M.). Sendo apresentado o valor da média (traco maior) e 0

desvio padrao (traco inferior e superior). Botucatu, 2014.
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FIGURA 11: Comparacdo do perfil de acido alfa-linolénico (C 18:3) (porcentagem em
relacdo ao conteudo total de &cidos graxos) de cadelas do grupo controle (G.C.) e grupo
com tumor de mama (T.M.). Sendo apresentado o valor da média (traco maior) e o

desvio padrao (trago inferior e superior). Botucatu, 2014.

5.4. Analise histoldgica e estadiamento clinico

No grupo com tumor de mama 18/20 animais apresentavam nddulos maultiplos,
principalmente bilateral (n = 12/18). As mamas mais acometidas foram as abdominais
(n = 26) e inguinais (n = 17), levando em consideracdo o numero total de nodulos em
cadelas com tumores multiplos. O exame histoldgico evidenciou a metastase em
linfonodos sentinelas em 4 cadelas. Com relacdo a taxa de crescimento, foi relatado
pelos proprietarios que 50% dos animais apresentaram crescimento tumoral nos ultimos
12 meses.

Os resultados das andlises histologicas e do estadiamento clinico (I a V) das
cadelas do grupo com tumores mamarios estdo apresentados por ordem de estadiamento

na Tabela 6.
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TABELA 6: Diagndstico histopatoldgico das bidpsias mamarias e estadiamento clinico

tumoral das cadelas do grupo com tumor de mama. Botucatu, 2014.

Estadiamento

Animal Diagnéstico Histopatoldgico _
Clinico

01 Carcinoma tubular I
02 Carcinoma em tumor misto I
03 Carcinoma em tumor misto / adenoma mamario I
04 Carcinoma tubular I
05 Carcinoma em tumor misto I
06 Carcinoma complexo / hiperplasia ductal I
07 Carcinoma papilar / carcinoma em tumor misto I
08 Carcinoma tubular I
09 Carcinoma em tumor misto ]
10 Carcinoma em tumor misto I
11 Carcinoma complexo I
12 Carcinoma tubular I
13 Carcinoma complexo Il
14 Carcinoma complexo / adenoma I
15 Carcinoma em tumor misto Il
16 Carcinoma em tumor misto / carcinoma complexo I
17 Carcinoma tubular / tumor misto benigno v
18 Carcinoma em tumor misto / carcinoma papilar v
19 Carcinoma tubular v
20 Carcinoma complexo v
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DISCUSSAO
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6. Discussao

O tumor de mama é uma das neoplasias mais diagnosticada em cadelas e em
mulheres, e compartilham de importantes fatores epidemioldgicos, clinico-patolégicos e
bioquimicos, tornando assim os cdes um importante modelo para o estudo da biologia
do cancer em humanos (ZUCCARI et al., 2008). Atualmente, apesar de diversos
estudos sobre a influéncia dos fatores hormonais no desenvolvimento dos tumores
mamarios, os fatores nutricionais, como o lipidio, tem ganhado grande destaque no
estudo da sua possivel influéncia na tumorigénese mamaria em mulheres (STOLL,
2002; HAKKAK et al. 2005), tornando um linha de pesquisa importante também para o
estudo da neoplasia em cadelas.

A diferenca de idade entre os dois grupos, no qual a média de cadelas do grupo
controle era de 6 anos e do grupo com tumor de mama de 10 anos, mostra a alta
incidéncia do diagndstico de tumor mamario em cadelas de meia idade, como
encontrado também em dados epidemioldgicos de estudos anteriores (DALECK et al.,
1998; DE NARDI et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003; SONREMO et al., 2009;
FILHO et al., 2010).

No grupo controle houve uma quantidade maior de animais sem raga definida
(SRD) (55%) e no grupo com tumor de mama 65% eram cadelas de ragas puras, sendo
que 5 animais eram da raca poodle. Dados anteriores dos aspectos epidemioldgicos da
regido de Botucatu-SP, também relataram os poodles como a raga pura mais
diagnosticada com neoplasias mamarias (BURINI et al., 2006). Nota-se que a maior
prevaléncia dessa raca € uma influéncia regional e do perfil da populacdo atendida no
Hospital Veterinario da FMVZ de Botucatu, no qual a maioria dos animais de racga
puras atendidos em todos o setores da rotina clinica-cirdrgica sdo poodles.

As cadelas do grupo com tumor de mama foram castradas antes do aparecimento
da neoplasia, mas a OSH foi realizada ap6s os 3 anos de idade, demonstrando o
aumento do risco da ocorréncia de tumores mamarios apés dois ou mais ciclos estrais e
que a influéncia hormonal no desenvolvimento do tumor mamario em cadelas é um dos
fatores com maior importancia, tornando a OSH precoce o Unico método de prevencéao
(FONSECA,; DALECK, 2000; VERSTEGEN; ONCLIN, 2006).

Verificou-se neste estudo que 70% das cadelas com neoplasia mamaria eram

nuliparas e apenas um animal teve mais de duas crias. Ainda ndo ha uma afirmacéo



Discussdo 42

sobre o efeito protetor da gestacdo no risco de desenvolvimento de tumores mamarios,
contudo notou-se uma maior incidéncia da patologia em cadelas nuliparas quando
comparadas a cadelas com maior nimero de crias (KOHLI et al., 1998).

Apesar das controvérsias com relagdo a influéncia da pseudogestacdo na
tumorigénese mamaria, segundo dados dos proprietarios, houve um ndmero maior de
relatos de pseudogestacdo no grupo com tumor de mama. Ainda ha a necessidade de
novos estudos sobre a pseudogestacdo predispor a formacdo de tumores mamarios,
acredita-se que a patologia possa estar correlacionada também com a maior malignidade
dos tumores (RUTTEMAN, 1990; ZUCCARI et al., 2001, OLIVEIRA et al., 2003;
SLEECKX et al., 2011). Apesar disso, segundo Morrison (1998), fatores como a
pseudogestacdo e ciclos estrais irregulares, que foi visto em maior nimero no grupo de
cadelas com tumores mamarios, ndo possuem influéncia na tumorigénese.

No presente estudo o uso de contraceptivos foi observado apenas em cadelas do
grupo com tumores mamarios, 50% dos proprietarios informaram o uso de hormonios,
mas nédo indicaram qual tipo de contraceptivo foi aplicado, limitando a discussdo dos
dados analisados. O uso de progestagenos e estrogenos associados a progestagenos tem
demonstrado aumento da incidéncia de tumores mamarios (MISDORP, 2002;
SONREMO, 2003; DE NARDI et al., 2008). Segundo Oliveira et al. (2003), em um
grupo de 85 cadelas com tumores mamario foi relatado o uso prévio de progestagenos
em 44,4% dos animais.

Houve uma maior localizagdo dos tumores de mama nas glandulas abdominais e
inguinais (82%), além da maior ocorréncia de tumores bilaterais (60%). Os dados
corroboram com a literatura que mostra que 51,8% a 61,1% dos tumores mamarios em
cadelas estdo localizados nas glandulas abdominais e inguinais, acredita-se que 0 maior
volume de parénquima mamario nessas glandulas e as correspondentes alteracGes
proliferativas em resposta ao estrogeno possam influenciar a maior localizacdo dos
tumores nessa regido (MOULTON, 1990; MISDORP, 2002; QUEIROGA; LOPES,
2002; OLIVEIRA et al., 2003; DE NARDI et al., 2008; SONREMO et al., 2009;
FILHO et al., 2010; SHAFIEE et al., 2013).

Com relagdo ao grupo com tumor mamario a maioria dos animais incluidos na
pesquisa apresentavam tumores com mais de 3 cm e em estagios mais avancando,
notando que ha a necessidade de uma melhor conscientizacdo dos proprietarios em

buscar precocemente o diagndstico e tratamento das cadelas ao detectarem aumento de
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volume nas mamas. Dentre os tipos histoldgicos o carcinoma em tumor misto foi 0 mais
diagnosticado, corroborando com dados do Gltimo consenso brasileiro de que € o tipo de
tumor mais frequentemente diagnosticado em cadelas (CASSALI et al., 2011).

Fatores como a obesidade e alimentacdo na idade jovem (até 1 ano) foram
correlacionados com o maior risco de desenvolvimento dos tumores mamario em
cadelas (SONNENSCHEIN et al., 1991; PEREZ-ALENZA et al., 2000). Com relag&o
ao historico alimentar até 1 ano de idade, 55% dos animais do grupo controle foram
alimentados apenas com ragdo, enquanto no grupo com tumor de mama 0 Mesmo
nimero de animais tiveram incluidos em sua alimentacdo a comida caseira. Com
relacdo a obesidade na idade jovem a maioria dos animais eram magros ou com peso
ideal. Notando apenas no presente trabalho, a possivel influéncia do consumo da
comida caseira e sua atuacao na tumorigénese mamaria.

Em ambos os grupos a maioria dos proprietarios que ofereceram racdo
industrializada para os animais na idade jovem, optaram por rac¢des industrializadas de
baixo custo e inclusdo de comida caseira na vida adulta dos animais, notando uma
preocupacao maior com a alimentacdo dos seus animais apenas quando filhotes.

Dezesseis animais (80%) de cada grupo eram alimentados com dieta mista,
composta de ragdo comercial e comida caseira. A carne mais adicionada a alimentacéo
dos animais era a bovina, que estava presente em 65% dos cdes alimentados com
comida caseira, de ambos os grupos. O 6leo mais frequentemente usado na alimentagéo
do grupo controle foi o dleo de soja (50%), ja no grupo com tumor de mama estava
presente na alimentagédo de 65% dos animais. Mas a ingestdo de comida caseira e carne
vermelha néo foi associada a maior prevaléncia de tumores mamarios como foi relatado
por Pérez-Alenza et al. (1998) e Burini (2002), principalmente porque a dieta de ambos
0s grupos estudados eram semelhantes.

Nao houve uma relevancia significativa da ocorréncia da obesidade entre o grupo
controle e com tumor de mama. Diversos estudos avaliaram a obesidade como um fator
importante no risco do desenvolvimento de tumores mamarios em mulheres e em
cadelas, com relatos de obesidade em 83% dos animais doentes (SONREMO, 2003;
BOEING, 2013), ndo sendo relatado o mesmo no presente trabalho.

Em uma andlise geral dos dois grupos todos os animais alimentados apenas com
racdo apresentavam um escore corporal magro e ideal, j& os animais acima do peso e

com obesidade morbida eram alimentados com racéo e comida caseira, assim como foi
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observado por Sloth (1992). Esses dados demonstram que ndo ha um controle da
ingestdo alimentar em dietas mistas, dificultando o equilibrio entre a ingestdo e gasto
energético, resultando em animais obesos.

H& um excesso de alimentagdo oferecida aos animais de companhia pelos seus
proprietarios e baixos niveis de exercicios, favorecendo o desenvolvimento da
obesidade. Ha uma dificuldade dos proprietarios entenderem que o agrado oferecido
aos cdes por meio de alimentos caseiros e petiscos acaba influenciando de forma
negativa a salde de seus animais. O habito alimentar do homem esta intimamente
ligado com o dos cédes, pessoas obesas possuem uma tendéncia a terem cdes obesos
(MOROOKA et al., 2004; ZORAN, 2010).

No Brasil € comum alimentar os animais com excedentes de alimentos, o
desbalanco nutricional é agravado quando oferecido petiscos e 0s animais que
consumem dieta mista possuem altos niveis de glicose e colesterol sérico, sugerindo um
maior consumo calorico nesse tipo de dieta e um maior risco de obesidade
(GONZALEZ et al. 2003; POPPL; GONZALES, 2005).

No homem, o aumento dos niveis sérico de colesterol, fosfolipidios e triglicérides
séricos, também chamado de dislipidemia, sdo comuns em pacientes obesos. Na
medicina veterinaria estudos relatam o aumento significativo nos niveis séricos de
colesterol total e triglicérides em animais obesos (PENA et al., 2008; ZORAN 2010;
XENOULIS, 2010).

Conforme os valores de referéncia de triglicérides (20 a 112 mg/dL) e colesterol
total (130 a 270 mg/dL) descritos por Kaneko et al. (2009), o grupo de animais com
aumento de peso e obesidade mdrbida apresentavam niveis maiores de triglicérides e
colesterol, quando comparados ao grupo de animais magros e com peso ideal. Notando
que o unico animal com hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia era 0 que
apresentava obesidade mérbida, demonstrando a associacdo da hiperlipidemia em graus
maiores de obesidade (BRUNETTO et al., 2011).

No presente estudo a dieta dos animais pouco influenciou nos niveis lipidicos
séricos. Ndo foi observado diferencas no perfil lipidico séricos nos animais alimentados
por racdo. Os animais que estavam com 0s niveis séricos de lipidios dentro da
normalidade em ambos os grupos, eram em sua maioria, alimentados por racdo e

comida caseira.



Discussao 45

Quando comparados o grupo controle com o grupo com tumor de mama nao
houve diferenca nos niveis séricos de colesterol total e triglicérides, explicado pelo fato
desses niveis serem maiores em animais obesos, e a obesidade ndo foi um fator que teve
diferenca nos dois grupos, ndo sendo possivel correlacionar os niveis séricos de
colesterol total e triglicérides com o risco de desenvolvimento de neoplasias mamarias.

Como a obesidade é um fator frequente em mulheres diagnosticadas com tumores
mamarios, nota-se também um aumento significativo dos niveis de colesterol total e
triglicérides (RAY; HUSAIN, 2001). Segundo Potischman et al. (1991), em fases mais
avancadas do cancer de mama o colesterol pode apresentar niveis mais baixos,
sugerindo que os efeito metabolicos do cancer possam diminuir 0s niveis séricos de
colesterol total.

Os altos niveis de triglicérides podem estar envolvidos na carcinogénese mamaria
através da diminuicdo da globulina ligadora de horménios sexuais, resultando em uma
maior circulacdo de estrogeno livre (TAKATANI et al., 1991).

Para a obtencdo do perfil de &cidos graxos do tecido adiposo foi escolhido para
realizar a extracao lipidica o método de Folch et al. (1957), a metodologia foi baseada
nas modificacdes realizadas por Mendes (2008) mas foram necessarias adaptacdes na
técnica pois a quantidade de tecido e 6leo obtido no presente trabalho era muito
pequena. Foram realizadas diversas modificacOes e testes até adequar a metodologia de
extracdo (FOLCH et al., 1957), saponificacdo e esterificacdo (HARTMAN; LAGO,
1973) para obter a melhor identificacdo dos ésteres metilicos dos &cidos graxos por
cromatografia gasosa.

O perfil de &cidos graxos do tecido adiposo dos animais estudados permitiu a
identificacdo dos ésteres metilicos dos seguintes acidos graxos: acido miristico (C 14:0),
acido palmitico (C 16:0), acido palmitoleico (C 16:1), acido estearico (C 18:0), acido
oleico (C 18:1), acido cis-linoleico (C 18:2) e acido alfa-linolénico (C 18:3). Os mesmo
acidos graxos também foram encontrados em estudos anteriores no tecido adiposo de
caes, mas foi relatado a determinacdo de outros acidos que ndo foram identificados no
presente estudo, como o acido araquiddnico (MILLER et al., 1962, SIMOENS et al.,
1995).

Os ésteres metilicos identificados no estudo foram os que apresentavam uma
quantidade significante quando comparado ao tempo de retencdo dos ésteres metilicos

do padrdo de referéncia. Os picos foram selecionados e identificados permitindo assim
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obter os resultados expressos em porcentagem da fracdo lipidica em relacdo ao
conteddo total de acidos graxos do tecido adiposo de cada animal.

Para tracar o perfil de &cidos graxos dos animais o tecido adiposo foi escolhido
por refletir com boa precisdo a ingestdo dietética de lipidios a longo prazo. A correlagdo
entre os acidos graxos da dieta com o do tecido adiposo € melhor para os &cidos graxos
essenciais, sendo proporcional a quantidade ingerida na dieta (NIEL; BEYNEN, 1997;
MAILLARD et al., 2002).

Observou-se que o perfil de &cidos graxos do grupo controle foi semelhante ao
tracado em cadelas com tumores mamarios. Segundo Mendes (2008), ndo foram vistas
diferencas significativas nas analises dos mesmos acidos graxos em mulheres com
doenca benigna da mama e com cancer de mama no Brasil. Notou-se uma pequena
diferenca numeérica nos niveis do acido cis-linoleico (C18:2), que estava discretamente
maior em mulheres diagnosticadas com neoplasias mamarias. Dados semelhantes foram
relatados por Maillard et al. (2002) em um estudo conduzido na Franca.

Comparando a média do perfil de &cidos graxos do tecido adiposo dos cdes
estudados com dados anteriores, nota-se uma grande diferenca nos valores obtidos do
acido cis-linoleico (C 18:2). A média e desvio padrdo relatado por Miller et al. (1962)
foi de 13,3+3,0, 0s quais sdo indices menores dos encontrados neste estudo, 22,4+3,0.

A diferenca nos valores do acido cis-linoleico (C 18:2) pode ser justificada pela
mudanca do padrdo de consumo alimentar dos animais nas Ultimas décadas. Assim
como o homem, com a industrializacdo e urbanizacdo, principalmente em paises
ocidentais, nota-se 0 consumo excessivo de gorduras saturadas e acidos graxos 6mega-6
e a baixa ingestao de 6mega-3 (BARTSCH et al., 1999; MCENTEE; WHELAN, 2002).

As medias do perfil do &cido palmitico, oleico e cis-linoleico encontrados por
Mendes (2008) em mulheres brasileiras foi muito semelhante aos do presente estudo em
cadelas, notando que as fontes de lipidios da nutricio humana se assemelham muito
com as dos animais no nosso pais.

Segundo Apterkmann et al. (2013) a racdo comercial é o alimento mais presente
na alimentacdo dos cées, verificamos que 39 animais eram alimentados por racdo, mas
desses animais 82% dos proprietarios também ofereciam comida caseira e petiscos.
Geralmente, os animais que tinham incluso na sua alimentagdo a comida caseira,
recebiam os alimentos preparados para 0 consumo dos moradores da casa. Mostrando

que o perfil de consumo de lipidios da populacdo brasileira € o0 mesmo oferecido a
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muitos animais, podendo justificar a semelhanca do perfil de acidos graxos das duas
espécies.

No Brasil, segundo Levy et al. (2012), o 6leo de soja tem participacgdo relativa de
9,7% no total de calorias, determinado pela aquisi¢do alimentar domiciliar entre 2008 e
2009. Dentre os lipidios, os acidos graxos poli-insaturados sdo 0s macronutrientes que
mais participam na alimentacdo da populacdo brasileira. O 6leo de soja apresenta altos
indices de acido cis-linoleico (C 18:2) e baixos de &cido alfa-linolénico (C 18:3).
Segundo Zambiazi et al. (2007), o 6leo de soja produzido no Brasil tem média de
56,02% e 7,15% de &cido cis-linoleico e alfa-linolénico, respectivamente.

Com relacdo as racdes produzidas no Brasil, os ingredientes vegetais, carne e
subprodutos de animais, com excecdo do 6leo de peixe (salmdo), em sua maioria
possuem alto niveis de &cido cis-linoleico (C 18:2) e de seu derivado, o &cido
araquiddnico (AA), e baixo contetdo de acido alfa-linolénico (C 18:3) e seus derivados,
0 é&cido eicosapentandico (AEP) e acido docosahexaenoico (ADH) (TREVISAN;
KESLLER; 2009).

Baseado nas fontes nutricionais das racdes fabricadas no Brasil € no historico
nutricional dos animais que tinham incluidos em sua dieta comida caseira com maior
presenca do 6leo de soja, justifica o alto indice do &cido cis-linoleico (C 18:2) e baixo
do alfa-linolénico (C 18:3) nos animais estudados. Notando que, em ambos 0s grupos, o
acido alfa-linolénico (C 18:3) teve uma baixa proporcao. Sendo justificado pela baixa
inclusdo de Oleos e subprodutos ricos nesse tipo de acido graxo poli-insaturado na
alimentacdo dos cées desta pesquisa.

Os niveis de acido alfa-linolénico (C 18:3) ndo apresentaram diferenca quando
comparado o grupo controle e com tumor de mama. Os baixos indices foram
semelhantes aos encontrados em mulheres e cadelas em estudos anteriores (MILLER et
al., 1962; SIMOENS et al., 1995; MAILLARD et al., 2002; MENDES, 2008).

Os dados obtidos do perfil de acidos graxos corroboram com 0s encontrados por
Pérez-Alenza et al. (1998), no qual também ndo foram observadas diferencas
significativas entre o acido graxo cis-linoleico (C 18:2) e alfa-linolénico (C 18:3) em
cadelas controle e com tumores mamarios.

Estudos mostram uma forte correlagdo entre o consumo de gorduras e o
desenvolvimento de tumores mamarios em mulheres. Dietas com alta proporcdo de

O0mega-6 e seu derivado, o acido araquiddnico, estdo associadas na ativacdo da
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carcinogénese ou na promocao de tumores, através da liberacdo de eicosanoides que
possuem acOes pré-inflamatorias (BARTSCH et al., 1999; ESCRICH et al., 2001;
MAILLARD et al., 2002; COMBA et al., 2010).

O efeito protetor do dmega-3 e seus derivados, foram demonstrados em estudos
que sugerem o aumento da producdo de eicosanoides com acdo anti-inflamatdria, com
acOes associadas a up-regulation de genes antioxidantes, que possuem funcdo de
proteger as células contra danos ao DNA e aumento da apoptose, reduzindo o risco de
desenvolvimento de tumores mamarios em animais experimentais (MARTIN et al.,
2006; OLIVO-MARSTON et al., 2008; SIMOPOULOS, 2008; LENOX; BAUER,
2013).

Com os resultados obtidos na presente pesquisa do histérico nutricional dos
animais, altos niveis de acido graxo cis-linoleico (C 18:2) e baixo de acido graxo alfa-
linolenico (C 18:3) na cadela nota-se que € valida a hipdtese de que o homem vem ao
longo dos anos interferido nos fatores ambientais e na alimentacdo de seus animais, e
esses fatores podem estar correlacionados com o aumento da incidéncia de neoplasias
em cées (MOULTON, 1990).

Diversas pesquisas sugerem que a alta razdo de émega-6/6mega-3 nas dietas
proporcionam o desenvolvimento de diversas doencas, incluindo as neoplasias
mamarias. Os valores recomendados da razdo émega-6/0mega-3 na dieta sdo de 2:1 a
10:1. Mas com a industrializacao e alta taxa de incluséo de 0leos ricos em 6mega-6, ha
registros de proporgdes de 50:1 (MASTERS, 1996; MARTIN et al., 2006;
SIMOPOQOULOS, 2002; SIMOPOULOQS, 2008).

Segundo Vaughn et al. (1994), a producdo de eicosanoides derivados do AEP foi
melhor em dietas com propor¢do 6mega-6/6mega-3 de 5:1 e 10:1. Sugerindo assim, que
dietas com essa propor¢do possuem um efeito menor da acdo pré-inflamatéria dos
eicosanoides sintetizados pelo AA, proveniente de dietas ricas em émega-6.

A relacdo de 6mega-6/6mega-3 no grupo controle foi 21:1 e no grupo com tumor
de mama de 23:1, sugerindo que no grupo com neoplasia mamaria os animais poderiam
ter uma influéncia maior da acdo carcinogénica do 6mega-6 e seus derivados. Novos
estudos sdo necessarios para avaliar a correlacdo das proporcGes de dmega-6/6mega-3 e
0 desenvolvimento dos tumores de mama em cadelas.

Apesar da conversdo em humanos e em animais do 6mega-3 em seus derivados

serem baixas, o equilibrio entre a razdo 6mega-6/6mega-3 proporciona uma reducdo da
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interferéncia do 6mega-6 na conversdo do acido alfa-linolénico em ADH e AEP
(MASTERS, 1996; MARTIN et al., 2006; BAUER, 2007; SIMOPOULQOS, 2002;
BERQUIN et al., 2008; LENOX; BAUER, 2013).

Mas a inclusdo de Oleos e alimentos ricos em 6mega-3 ndo é tdo importante
quanto a de fontes prontas de ADH e AEP. Em dados experimentais, a manutencdo de
altos niveis de ADH, AEP e do total 6mega 3 por suplementacdo com acidos graxos da
série dmega 3, através do 6leo de peixe, foi mais importante do que a proporcdo 6mega-
6/6mega-3 do alimento total (HALL et al., 2006).

Dietas com uma maior inclusdo de acido oleico (C 18:1) e baixos niveis de acido
cis-linoleico (C 18:2) apresentaram uma reducdo no risco de desenvolvimento de
tumores em animais. Mesmo em dietas com altos indices de gordura o acido oleico teve
um efeito protetor na carcinogénese (TAKESHITA et al., 1997). Mas néo foi observada
diferenca nos niveis desse acido graxo nas cadelas no grupo controle comparado ao
grupo com tumor de mama, assim como observado por Pérez-Alenza et al. (1998).

Os niveis de colesterol total e triglicérides ndo foram associados a animais com
maiores niveis de &cidos graxos no tecido adiposo nos dois grupos estudados. Em
pesquisas anteriores animais que receberam dieta livre de acidos graxos e dieta
convencional também ndo apresentam diferencas nos niveis de colesterol sérico. Apenas
o triglicérides sérico foi diretamente correlacionado com os niveis de &cidos graxos da
dieta, fator ndo encontrado no presente trabalho devido a semelhanca do perfil dietético
de consumo de &cidos graxos dos animais (ROSSINI et al., 2013).

Devido ao tipo de dieta e ingestdo de lipidios semelhantes nas cadelas do grupo
com tumor de mama, o perfil de acidos graxos do tecido adiposo das cadelas nédo
apresentaram uma correlacdo com os tipos histopatologicos e com o estadiamento
tumoral.

Cerca de um ter¢o das pesquisas que estudaram a associa¢do dos lipidios e o
risco de desenvolvimento de tumores mamarios, préstata, endométrio e ovario relataram
uma reducdo do risco no maior consumo de Omega-3. Os demais estudos, ou
encontraram uma situacdo inversa, que nao foi estatisticamente significativa, ou nédo
conseguiram encontrar qualquer associagdo, COmO OcOrreu na presente pesquisa,
mostrando que ainda sdo necessarios mais pesquisas para poder elucidar a acdo dos

acidos graxos no desenvolvimento do tumor de mama (LARSSON et al., 2004).
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A hipoétese de que cadelas com tumores mamarios apresentam perfil lipidico
sérico e niveis de acidos graxos cis-linoleico (C 18:2) do tecido adiposo elevados néo se
concretizaram. Notou-se que o tipo de dieta do grupo controle e do grupo com tumor
mamario era muito semelhante, ndo observando assim alteracdes nos niveis séricos
lipidicos e do perfil de acidos graxos do tecido adiposo. A pesquisa epidemioldgica de
animais da rotina clinica ndo apresenta dados tdo consistentes como pesquisas em
animais de laboratérios que possuem padronizacdo de idade, raca, status corporal e
dieta, mostrando a dificuldade ainda de elucidar melhor a acdo dos lipidios na
carcinogénese mamaria, sendo necessaria a realizacdo de novas linhas de pesquisas para
a melhor compreensdo do papel dos nutrientes no desenvolvimento de tumores

mamarios, auxiliando assim na prevencdo desse tipo de neoplasia.
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CONCLUSOES
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7. Concluses

Diante dos resultados obtidos, segundo as condicbes em que foi realizada a
pesquisa, podemos concluir que:

- Ndo houve uma correlacdo da obesidade e concentracdo sérica de colesterol e
triglicérides do grupo controle com o grupo com tumor mamario.

- Foi possivel a identificacdo e quantificacdo do acido miristico (C 14:0), acido
palmitico (C 16:0), acido palmitoleico (C 16:1), &cido estearico (C 18:0), acido oleico
(C 18:1), acidos cis-linoleico (C 18:2) e acido alfa-linolénico (C 18:3) no tecido adiposo
das cadelas de ambos os grupos estudados.

- Aumento significativo das concentracdes do acido cis-linoleico (C 18:2) no
tecido adiposo de caes nos ultimos anos.

- Os niveis de é&cido cis-linoleico (C 18:2) e alfa-linolénico (C 18:3) ndo
apresentaram diferenca quando comparado o0 grupo controle e com tumor de mama.

- A relacdo 6mega-6:0mega-3 do grupo com tumor de mama foi maior (23:1) do
que os dos animais do grupo controle (21:1).

- O perfil de consumo lipidico dos dois grupos avaliados era semelhante, ndo
sendo observada diferenca dos fatores nutricionais com os niveis séricos lipidicos e do
perfil de &cidos graxos do tecido adiposo dos animais do grupo controle e com tumor
mamario.

- Nédo foram encontrados niveis aumentados do perfil lipidico sérico e de acidos

graxos poli-insaturados do tecido adiposo de cadelas com tumores mamarios.
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PERFIL LIPIDICO SERICO E DE ACIDOS GRAXOS DO TECIDO ADIPOSO EM
CADELAS COM TUMORES MAMARIOS: UM ESTUDO CASO-CONTROLE

SERUM LIPID PROFILE AND ADIPOSE TISSUE FATTY ACIDS IN BITCHES
WITH MAMMARY TUMORS: A CASE-CONTROL STUDY
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RESUMO

O objetivo foi analisar de forma comparativa o perfil lipidico sérico e de acidos graxos
do tecido adiposo entre cadelas controle (n = 20) e com tumores mamarios (n = 20). Os
animais foram submetidos a anamnese geral e especifica do historico nutricional e
reprodutivo e foi determinado o escore corporal. Dosagem sérica do colesterol total e
triglicérides e o perfil dos acidos graxos do tecido adiposo abdominal das cadelas foram
analisados. Os dois grupos avaliados eram alimentados, em sua maioria (80%), com
racdo comercial e alimento caseiro, com maior inclusdo de dleo de soja e carne bovina.
N&o houve uma associacdo da obesidade e dos niveis sericos de colesterol total e
triglicérides em cadelas com risco de desenvolvimento de tumores mamarios. A
quantificacdo relativa dos niveis de acido alfa-linolénico (C 18:3) e cis-linoleico (C
18:2) ndo apresentaram diferenca quando comparado o grupo controle e com tumor de
mama. A relacdo de 6mega-6/6mega-3 no grupo controle foi 21:1 e no grupo com tumor
de mama de 23:1, sugerindo que cadelas com tumores mamarios tinham um maior
consumo de 6mega-6. Novos estudos sdo necessarios para correlacionar a alta ingestdo
de 6mega-6 e baixa de dmega-3 com o risco do desenvolvimento de tumores mamarios
em cadelas.

Palavras-chave: caes, lipidio, neoplasia mamaria, dmega-3, 6mega-6.
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ABSTRACT

The objective was to analyze comparatively the lipid profile in serum and fatty acid
profile in adipose tissue from dogs with (n = 20) and without mammary tumors (n = 20).
The animals were submitted to anamnesis, general and specific to nutritional and
reproductive history. The serum lipid profile the triglycerides and total cholesterol and
fatty acid profile were analyzed. Both groups (80%) were fed with commercial dog food
adding homemade food, most of them used soy oil to prepare and beef was the most
provided kind of protein. None association between obesity, serum total cholesterol
levels and triglycerides increasing the risk of development mammary tumors were
observed in this study. The relative quantification of alfa-linoleic (C 18:3) and cis-
linoleic acid (C 18:2) levels did not had any difference when comparing control group
and tumor group. The proportion of omega6/omega3 in control group was 21:1 and in
tumor group it was 23:1, suggesting that dogs with mammary tumor had a higher
consumption of omega-6. More researches must be conducted to search a relationship
between high ingestion of omega-6 and low ingestion of omega 3 with the risk of
development of mammary tumors in bitches.

Keywords: bitches, lipid, mammary tumor, omega-6, omega-3.

INTRODUCAO

O aumento da incidéncia de neoplasias na medicina veterinaria ao longo dos
anos pode ter relacdo com o aumento da longevidade dos pacientes, devido a melhora
da qualidade de vida dos animais, que também acarreta na maior ocorréncia de doencas
crénicas. O mesmo tem sido observado em humanos. (Moulton, 1990; Richards et al.,
2001; De Nardi et al., 2002).

Acredita-se que hd uma maior exposicdo da sociedade moderna a fatores
ambientais, quimicos, hormonais e nutricionais que sao potencialmente carcinogénicos
e juntamente com esse novo estilo de vida, ha a interferéncia do homem nos habitos
alimentares dos animais e no seu ambiente, podendo estar correlacionados ao aumento
de casos de neoplasias em animais de companhia (Moulton, 1990).

A nutricdo é apontado como um dos principais fatores relacionados com a
manutencdo da salde de cées e gatos (Aptekmann et al., 2013). A dieta ndo pode ser

considerada somente como fonte de nutrientes, pois hd varias substancias em sua
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composicao que podem promover ou inibir o processo da carcinogénese. Apesar dos
estudos que relacionam o tipo de dieta e o desenvolvimento dos tumores em animais
serem escassos, alguns dados séo baseados em estudos da medicina, nos quais se estima
que a dieta possa causar cerca de 20 a 30% de todas as neoplasias na espécie humana
em paises economicamente desenvolvidos (Rodaski e Piekarz, 2008).

As neoplasias mamarias sdo os tumores mais comuns que acometem fémeas
caninas ndo castradas e sdo de duas a trés vezes mais frequentes do que nas mulheres.
As duas espécies compartilham de importantes fatores epidemioldgicos, clinico-
patoldgicos e bioquimicos, tornando assim os cdes um importante modelo para o estudo
da biologia do cancer em humanos (Moulton, 1990; Sonremo, 2003; Zuccari et al.,
2008).

A idade avancada, obesidade no primeiro ano de idade, maior percentual de
consumo de carne vermelha, principalmente bovina e suina e uma maior propor¢édo de
consumo de comida caseira foram independentemente associados ao maior risco de
tumores mamarios em caes. Com base nesse estudo, a dieta numa fase precoce da idade
do animal ndo pode ser excluida de influenciar a tumorigénese mamaria (Sonnenschein
et al., 1991; Pérez-Alenza et al., 2000).

A dieta rica em lipidios pode influenciar no crescimento de tumores de mama
em mulheres. Os mecanismos de ac¢ao dessa influéncia pode estar associado ao fato das
células tumorais requererem lipidios como combustivel metabolico. Ao bloquear a agédo
de enzimas que participam da sintese de acidos graxos em células de tumores de mama,
notou-se a indugéo da apoptose e reducdo no crescimento do tumor. Associado a isto,
dietas ricas em lipidios podem exercer acfes sobre o desenvolvimento do tumor de
mama por mecanismos especificos: modificacdo da estrutura e fungdo das membranas
celulares, biossintese de eicosanoides, modulacdo da expressdo de genes especificos,
aumento da taxa de proliferacéo celular e efeitos imunossupressores. Esses mecanismos
dependem, em grande parte, do tipo e quantidade de lipidios da dieta (Escrich et al.,
2001).

Acredita-se que 0 consumo excessivo de gorduras saturadas e &cidos graxos
Omega-6 e a baixa ingestdo de Omega-3 propiciam o0 aparecimento de doencas
cardiovasculares e cancer (Mcentee e Whelan, 2002). Atualmente, a dieta ocidental, rica
em &cidos graxos 6mega-6, contém uma grande desproporcao na relagédo entre os acidos

graxos Omega-6 e Omega-3, sendo o alvo de estudos como possivel causa do
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aparecimento de tumores, principalmente neoplasias mamarias em mulheres (Berquin et
al., 2008).

Os écidos graxos de cadeia longa derivados do &cido cis-linoleico (6mega-6) e
do &cido alfa-linolénico (C 18:3) produzem diferentes tipos de eicosanoides. Muitos
estudos apontam que os produtos metabolicos de eicosanoides derivados de édmega-6
apresentam acdes pro-inflamatdrias e sdo formados em quantidades maiores do que 0s
metabolicos decorrentes dos eicosanoides derivados de ©Omega-3, que possuem
propriedades anti-inflamatérias. Essa producdo excessiva dos produtos metabolicos
gerados pelo émega-6 estd relacionada com doencas cardiovasculares, alteracdes
inflamatdrias e desordens imunoldgicas, sendo assim, recomenda-se uma maior ingestao
de dmega-3, a fim de, aumentar a producdo de eicosanoides de acdo anti-inflamatoria
(Martin et al., 2006; Simopoulos, 2002; Lenox e Bauer, 2013).

O fornecimento de dietas de baixo teor de gordura contendo &cidos graxos poli-
insaturados dmega-3 a ratas pré-puberes, promoveu reducdo da proliferacdo de células
mamarias, aumento da apoptose, e reducdao do risco de desenvolvimento de tumores
mamarios na fase adulta. J& animais que foram alimentados com alto teor de acidos
graxos émega-6, o efeito foi oposto, aumentando a susceptibilidade de desenvolverem
tumores mamarios na fase adulta. Conclui-se que a protecdo dos animais expostos a
dieta de baixo teor de gordura dmega-3 foi associada com uma up-regulation de genes
antioxidantes, que possuem funcdo de proteger as células contra danos ao DNA,
enguanto o aumento da tumorigénese de animais com a dieta de alto teor de 6mega-6 foi
associada a uma up-regulation de genes que induzem a proliferagéo celular e down-
regulation de genes que reparam danos no DNA e que induzem a apoptose (Olivo-
Marston et al., 2008).

Apesar dos dados de pesquisa em animais e in vitro que evidenciam que 0
0mega-3 podem inibir a carcinogénese, os dados epidemioldgicos da maior ingestao de
0leo de peixes e a protecdo no risco de desenvolvimento do tumor de mama ainda nédo
foram evidentes. Novos estudos sdo necessarios para avaliar e verificar a agdo da maior
ingestdo do dmega-3 como protetor do desenvolvimento de neoplasias (Larsson et al.,
2004).

MATERIAL E METODOS



133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165

Trabalho cientifico 73

A presente pesquisa estava de acordo com o0s Principios Eticos na
Experimentacdo Animal e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia - UNESP Botucatu,
recebendo o protocolo n° 91/ 2012-CEUA, além do consentimento esclarecido dos
proprietarios de cada animal participante do projeto

Foram selecionadas 40 cadelas de diferentes faixas etarias, sem predilecéo racial
que foram separadas em dois grupos de 20 animais, no qual um incluiam-se cadelas que
apresentavam neoplasias mamarias, ja sugeridas pelo exame de citologia aspirativa e
outro grupo com cadelas higidas que eram levadas para castracao eletiva, sem presenca
a palpacdo de nddulos mamarios.

Foi realizada a anamnese geral e especifica do historico reprodutivo e nutricional
dos animais, avaliando dados como fatores nutricionais e dietéticos ao longo da vida,
avaliacdo da condicdo corporal, nimero de gestacOes, presenca de pseudogestacao,
dentre outros.

Uma amostra de 5 mL de sangue total foi retirada por venopuncdo da veia
jugular para realizacdo da dosagem de triglicérides e colesterol total de cada animal de
ambos os grupos. O sangue foi coletado no dia da cirurgia, com 0s animais em jejum
alimentar de 12 horas. As analises foram realizadas por meio de kits comerciais pelo
método  enzimatico  colorimétrico, com  leitura em  espectrofotometria
(Espectrofotdmetro SB-190 CELM).

As amostras de tecido adiposo de ambos os grupos foram extraidas durante o
procedimento cirargico. Foram coletados aproximadamente 1,0g de tecido adiposo de
cada cadela do grupo controle e do grupo com tumor de mama. No grupo controle
foram coletadas amostras de tecido adiposo abdominal de cadelas higidas submetidas a
castracao eletiva e no grupo com tumor de cadelas submetidas a mastectomia. Todo o
material coletado foi armazenado em criotubos e mantidos em nitrogénio liquido (-196°
C) até o momento das analises.

Foi utilizada a cromatografia gasosa para a identificacdo dos ésteres metilicos
dos &cidos graxos. Os resultados foram expressos em porcentagem da fracédo lipidica em
relacdo ao conteudo total de &cidos graxos da amostra de cada animal do grupo controle
e com tumores mamarios.

Os resultados foram analisados por meio de estatistica descritiva, em forma de

média e desvio padréo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Dezesseis animais (80%) de cada grupo eram alimentados por uma dieta mista,
composta de racdo comercial e comida caseira. A carne mais adicionada a alimentacéo
dos animais era a bovina, que estava presente em 65% dos cdes alimentados com
comida caseira, de ambos os grupos. O 6leo mais frequentemente usado na alimentagédo
do grupo controle foi o dleo de soja (50%), j& no grupo com tumor de mama estava
presente na alimentacdo de 65% dos animais. Porém a ingestdo de comida caseira e
carne vermelha ndo foi associada a maior prevaléncia de tumores mamarios (Pérez-
Alenza et al., 1998).

Em uma analise geral dos dois grupos, 7 animais eram alimentados apenas com
racdo, sendo 4 do grupo controle e 3 do grupo com tumor de mama. Observa-se que
todos apresentavam um escore corporal magro e ideal, notando que os animais obesos
eram do grupo alimentados com ragdo e comida caseira, assim como foi observado por
Sloth (1992). Esses dados demonstram que ndo ha um controle da ingestdo alimentar
em dietas mistas, dificultando o equilibrio entre a ingestdo e gasto energético,
resultando em animais obesos.

O historico alimentar até 1 ano de idade mostra que no grupo controle, 55% dos
animais foram alimentados apenas com racdo, enquanto no grupo com tumor de mama
0 mesmo numero de animais tiveram incluidos em sua alimentacdo a comida caseira.
Apenas um animal teve histérico de obesidade na idade jovem no grupo controle, 90%
dos animais tinham um escore corporal magro a ideal. No grupo tumor de mama 15%
dos animais foram obesos até um ano de idade. Nota-se uma influéncia do consumo da
comida caseira e da obesidade no inicio da vida dos animais e sua possivel atuacdo no
risco de desenvolvimento do tumor mamario na vida adulta, corroborando com os dados
relatados por Sonnenschein et al. (1991) e Pérez-Alenza et al. (2000).

Nas Tabelas 1 e 2 apresenta-se os valores em média e desvio padrdo das
quantificacOes séricas de colesterol total e triglicérides, e do perfil de &cidos graxos do

tecido adiposo do grupo controle (G.C.) e com tumores mamarios (T.M.).

TABELA 1. Niveis séricos de colesterol total e triglicérides do grupo controle (G.C.) e

do grupo tumor de mama (T.M.). Botucatu, 2014.



199
200

201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217

Trabalho cientifico 75

Variaveis G.C* T.M.*
Colesterol Total (mg/dL) 163,7 £ 46,3 164,6 £ 54,05
Triglicérides (mg/dL) 113,0 £ 27,83 96,98 + 32,00

*- Valores expressos em média + desvio padrao.

TABELA 2. Niveis dos acidos graxos do tecido adiposo do grupo controle (G.C.) e do

grupo tumor de mama (T.M.). Botucatu, 2014.

Variaveis G.C* T.M.*
Acido Miristico (C 14:0) 3,06 + 1,01 2,16 + 1,25
Acido Palmitico (C 16:0) 19,28 + 4,34 17,16 + 4,32
Acido Palmitoleico (C 16:1) 6,98 + 2,46 7,09+ 2,11
Acido Esteérico (C 18:0) 5,44 + 2,16 4,42 + 1,30
Acido Oleico (C 18:1) 43,14 £ 4,74 45,04 £ 4,41
Acido Cis-linoleico (C 18:2) 21,42 £2,10 23,43 +0,38
Acido Alfa-linolénico (C 18:3) 0,69 + 0,20 0,70 £ 0,17

*- Valores expressos em média £ desvio padréo.

Né&o houve diferencga nos niveis de colesterol sérico total, com valores dentro da
normalidade nos dois grupos. O triglicérides sérico apresentou niveis maiores no grupo
controle, com média superior aos valores de referéncia, ja a média do grupo com tumor
de mama estava dentro da normalidade.

Dados que diferem dos relatados em mulheres com cancer de mama. Relata-se um
aumento significativo dos niveis de colesterol total e triglicérides em mulheres com
neoplasia mamaria (Ray e Husain, 2001). Segundo Potischman et al. (1991), em fases
mais avangadas do cancer de mama o colesterol pode apresentar niveis mais baixos,
sugerindo que os efeito metabolicos do cancer possam diminuir 0s niveis séricos de
colesterol.

A dieta dos animais pouco influenciou nos niveis lipidicos séricos. N&o foi
observado diferengas no perfil lipidico séricos em animais alimentados por racdo. Os
animais que estavam com os niveis séricos de lipidios dentro da normalidade em ambos
0S grupos, eram em sua maioria, alimentados por ragdo e comida caseira.

Os niveis de colesterol e triglicérides ndo foram associados a animais com
maiores niveis de &cidos graxos no tecido adiposo nos dois grupos estudados. Animais

que receberam dieta livre de &cidos graxos e convencional também ndo apresentaram
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diferencas nos niveis de colesterol sérico, mas o triglicéride sérico apresentou niveis
menores em animais que receberam a dieta livre dos acidos graxos (Rossini et al.,
2013).

Os ésteres metilicos identificados no estudo foram os que apresentavam uma
quantidade significante quando comparado ao tempo de retencdo dos ésteres metilicos
do padrdo de referéncia. Os mesmo acidos graxos também foram encontrados em
estudos anteriores no tecido adiposo de cées, mas foi relatado a determinacgdo de outros
acidos que ndo foram identificados no presente estudo, como o &cido araquidénico
(Miller et al., 1962, Simoens et al., 1995).

Segundo Mendes (2008), ndo foram vistas diferencas significativas nas analises
dos mesmos &cidos graxos em mulheres doenca benigna da mama e com céancer de
mama no Brasil. Apenas o0 conteldo total de acidos graxos poli-insaturados total teve
uma associacdo direta com o cancer de mama. Notou-se uma pequena diferenca
numérica nos niveis do acido cis-linoleico (C18:2), que estava discretamente maior em
mulheres diagnosticadas com neoplasias mamarias. Dados semelhantes foram relatados
por em um estudo conduzido na Franca (Maillard et al., 2002).

Os valores dos acidos graxos das cadelas foram similares com os encontrados em
mulheres no Brasil (Mendes, 2008). Apesar da racdo comercial ser o alimento mais
presente na alimentacdo dos cées, 74% dos proprietarios tambem oferecem alimentos
preparados para o consumo familiar, mostrando que o perfil de consumo de lipidios da
populacdo brasileira € 0 mesmo oferecido a muitos animais, podendo justificar a
semelhanca do perfil de acidos graxos das duas espécies (Apterkmann et al., 2013).

Comparando a média do perfil de acidos graxos do tecido adiposo dos cées
estudados com os dados anteriores, nota-se uma grande diferenca nos valores obtidos do
acido cis-linoleico (C 18:2). A média e desvio padréo relatado por Miller et al. (1962)
foi de 13,3+3,0, 0s quais sdo indices menores dos encontrados neste estudo, 22,4+3,0.

A diferenca nos valores do &cido cis-linoleico (C 18:2) pode ser justificada pela
mudanca do padrdo de consumo alimentar dos animais nas Ultimas décadas. Assim
como o homem, com a industrializacdo e urbanizagdo, principalmente em paises
ocidentais, nota-se 0 consumo excessivo de gorduras saturadas e acidos graxos 6mega-6
e a baixa ingestdo de dmega-3 (Bartsch et al., 1999; Mcentee e Whelan, 2002).

A média do acido cis-linoleico (C 18:2) foi semelhante nos dois grupos. A

alimentacdo dos animais em sua maioria era mista (comida caseira e racao).
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Geralmente, os animais que tinham incluso na sua alimentacdo a comida caseira,
recebiam os alimentos preparados para 0 consumo dos moradores da casa, com isso foi
avaliado o tipo de 6leo usado em cada domicilio. O uso do 6leo de soja na alimentagdo
caseira teve uma maior ocorréncia no grupo com tumor mamario.

Os niveis de acido alfa-linolénico (C 18:3) ndo apresentaram diferenca quando
comparado o grupo controle e com tumor de mama. Os baixos indices foram
semelhantes aos encontrados em mulheres e cadelas em estudos anteriores (Miller et al.,
1962; Simoens et al., 1995; Maillard et al., 2002; Mendes, 2008).

O maior consumo do 6leo de soja na comida caseira pode justificar o alto indice
do é&cido cis-linoleico (C 18:2) e baixo do alfa-linolénico (C 18:3) nos animais
estudados, constando-se que, em ambos 0s grupos, o acido alfa-linolénico (C 18:3) teve
uma baixa proporcao. Sendo justificado pela baixa inclusdo de 6leos e subprodutos ricos
nesse tipo de acido graxo poli-insaturado na alimentacdo dos cées desta pesquisa.

O acido cis-linoleico (C 18:2) teve niveis maiores no grupo de cadelas com tumor
mamario e também em outras pesquisas com mulheres com cancer de mama (Maillard
et al., 2002; Mendes, 2008). Apesar de ndo serem valores que apresentaram diferencas
estatisticas, sugerem que, dietas ricas em 6mega-6 podem predispor o risco do
desenvolvimento de tumores mamarios.

A relacdo de 6mega-6/6mega-3 no grupo controle foi 21:1 e no grupo com tumor
de mama de 23:1, sugerindo que no grupo com neoplasia mamaria os animais poderiam
ter uma influéncia maior da acdo carcinogénica do dmega-6 e seus derivados. Novos
estudos sdo necessarios para avaliar a correlagdo das proporgdes de n-6/n-3 e o
desenvolvimento dos tumores de mama em cadelas.

Segundo Pérez-Alenza et al. (1998) ndo foram observadas diferencas
significantes entre o acido graxo cis-linoleico (C 18:2) e alfa-linolénico (C 18:3) em
cadelas controle e com tumores mamarios.

Em cées, segundo Vaughn et al. (1994), a producdo de eicosanoides pro-
inflamatdrios dos derivados do dmega-3 foi melhor em dietas com proporcdo 6mega-
6/6mega-3 de 5:1 e 10:1, sugerindo assim, que dietas com essa propor¢cdo possuem um
efeito menor da aclo pro-inflamatdria dos eicosanoides sintetizados pelo &cido
araquidonico, proveniente de dietas ricas em 0mega-6.

O equilibrio entre a razdo O0mega-6/6mega-3 proporciona uma reducdo da

interferéncia do &cido graxo cis-linoleico (C 18:2), e seu derivado o acido araquidonico,
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na conversdo do acido alfa-linolénico (C 18:3) em seus derivados, o acido
eicosapentanoico e acido docosahexaenoico. Em humanos e em animais essa conversao
da série 6mega-3 é baixa, sugerindo a maior ingestao desses acidos ja prontos através do
6leo de peixe (salméo e atum) (Martin et al., 2006; Simopoulos, 2002; Berquin €t al.,
2008; Lenox e Bauer, 2013).

Cerca de um terco das pesquisas que estudaram a associacao de 6leo de peixe e a
ingestdo de 6mega-3 e 0 risco de desenvolvimento de tumores mamarios, prostata,
endométrio e ovario relataram uma reducdo do risco. Os demais estudos, ou
encontraram uma situacédo inversa, que ndo foi estatisticamente significativa, ou nao
conseguiram encontrar qualquer associacdo, mostrando que ainda Sdo necessarios mais
pesquisas para poder elucidar a acdo dos acidos graxos no desenvolvimento do tumor de
mama (Larsson et al., 2004).

CONCLUSAO

A quantificagéo relativa dos niveis de acido alfa-linolénico (C 18:3) e &cido cis-
linoleico (C 18:2) ndo apresentaram diferenca quando comparado entre cadela higidas e
com tumores mamarios. Houve uma relacdo maior de 6mega-6/6mega-3 no grupo com
tumor de mama. N&o houve uma associacdo da obesidade e dos niveis sericos de
colesterol total e triglicérides com o risco de desenvolvimento de tumores mamarios em

cadelas.
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Anexos

ANEXO 1 - QUESTIONARIO DO HISTORICO REPRODUTIVO E
NUTRICIONAL

Data [ RG ID Experimento
Animal: Idade: Raca:
Peso: Motivo da  consulta:

Categoria Animal:
( ) Toy (<5 Kg) () Miniatura (5,1 — 11,3Kg) ( ) Médio (11,4- 23Kg)
( ) Grande (23,1-39,9Kg) ( ) Gigante (>40Kg)

Escore Corporal:

llustr agao Gabrial Gianar dali

EXTREMAMENTE MAGRO IDEAL ACIMA DO PESO OBESO MOREIDO
MAGRO Costelas, Costelas tém Camada de gordura 340 caes com grande
Costelas e 0ss0s extrernidades uma camada densa e dificuldade depasito de gordura
580 proeminentes; dsseas e area lombar  fina de gordura; para apalpar as oostelas.  no térax e na base
nao existe dobrinha  s&0 bem visiveis; 0% CHPS Apresentam Dobras de gordura do rabo; 2 espinha
abdominal ea perda  a cintura € bastante Cintura e curva nascostas e na base  dorsal fica bastante
de rmassa mmuscular fina e a curva abdominal marcada  do rabo. Cintura curvada por causa

¢ aparente abdominal aparents marcada desaparece do peso do abddmen

¢ ) ¢ ) C ) ( ) ¢ )

Fonte: Pet Hills Nutricional e Hospital Senna Madureira.

Avaliacdo Tumor Mamario

( )  Nodulo  Unico ( ) Miltiplo ->  Quantos?

Localizacdo

Tamanho:

Consisténcia: () Firme () Macia ( ) Elastica
Invasdo: ( )Sem aderéncia ( ) Aderido na pele ( )Aderido na musculatura
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Mamilo: ( ) Semalteracdo ( ) Ulceracdo ( ) Retracdo ( ) Eczema
Secrecdo: () Sim () Néo Ulceracdo: ( ) Sim ( ) Nao
Envolvimento de linfonodos: ( ) Axilar ( ) Inguinal ( )Sem alteracdes

Desenvolvimento da leséo: Inicio
Taxa de crescimento: ( ) Lento ( ) Médio ( ) Rapido

Lesdo  tumoral  prévia?  ( )  Néo ( )Sim >
Localizacdo:

Realizou cirurgia anteriormente?  ( ) Néo ( ) Sim
Obs:

Histdrico Reprodutivo

Animal Castrado ( ) NAO () SIM

-> Idade que foi castrado

Motivo

Idade do primeiro cio Ciclo estral: ( )Regular () Irregular ( ) Né&o
apresenta

N° de crias: ( )Nenhum ( ) Um (' )Duas ou Trés () Mais
Idade da primeira gestagédo:
Pseudogestacdo: ( ) N&o ( ) Sim-> Qual frequéncia? Aborto: ( )Ndo ( )
Sim

AlteragOes uterinas (secrecOes): ( ) Néo ( )Sim -> Quando:
Diagnostico:
Ja cruzou e ndo ficou prenha? ( )Ndo ( )Sim

Uso de hormonios: ( ) Contraceptivos ( )Abortivos ( )N&o

Se sim, qual o tipo, data da utilizagdo e quantas vezes utilizou?

Histérico Nutricional

Qual tipo de alimento: ( ) Racdo ( ) Comida Caseira ( ) Ragdo + Comida Caseira
(preencher racdo e comida caseira)

( ) Ragdo-> ( ) Pacote fechado ( ) A granel

Qual tipo: ( ) Filhotes ( ) Adulto ( ) Ambas

Qual marca e nome da Racao?

Qual frequéncia? ( ) 1vez/dia ( )2 vezes/dia ( ) 3 ou mais vezes/dia ( )a
vontade
Qual quantidade por porgao? Quanto tempo estd com essa ra¢ao?
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Troca de racdo frequentemente ? Quais utiliza com maior frequéncia?

Oferece  petiscos?  Quais? Qual  frequéncia?

Oferece ragédo pastosa? ( )Nao ( ) Sim -> Qual frequéncia e quantidade?

( ) Comida Caseira Qual tipo de alimento € oferecido ?

Oferece carne? ( ) Bovina ( ) Suina( ) Frango ( ) Todas -> Qual mais frequente?

Uso de condimentos para o preparo ? (sal, Oleo, temperos, etc)

Qual tipo de gordura utilizada ( ) gordura animal, qual? ( ) Manteiga ( )
Oleo, qual ?

Oferece  petiscos?  Quais? Qual  frequéncia?
Obs

Quando filhote:
Qual escore corporal o animal tinha até o 1° ano de vida?
() Muito magro ( ) Magro ( ) Normal ( ) Sobrepeso ( ) Obeso

Qual era o tipo de alimento oferecido:
( )Ragdo ( )Comida Caseira  ( ) Racdo + Comida Caseira

( ) Ragdo ->
() Pacote fechado ( ) A granel Qual tipo: ( ) Filhotes ( ) Adulto ( ) Ambas
Qual era marca e nome da Ragéo?

( ) Comida Caseira Qual tipo de alimento era oferecido ?

Oferecia carne? ( ) Bovina ( ) Suina( ) Frango ( ) Todas -> Qual mais frequente?




