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RESUMO

Este estudo avaliou o0s niveis séricos de colesterol, triglicerideos, glicose,
frutosamina e leptina em cadelas obesas com e sem tumores de mama. Foram
utilizados 60 caninos divididos em 4 grupos de 15 animais cada, sendo G1 e G2 os
grupos controle. No grupo G1 animais com escore de condi¢ao corporal (ECC) ideal
sem tumor de mama, no G2 animais com ECC ideal com tumor de mama, no grupo
G3 animais com ECC elevado sem tumor de mama e no grupo G4 animais com ECC
elevado com tumor de mama. Em geral todos os grupos de animais obesos
apresentaram niveis séricos elevados estatisticamente significativos de
triglicerideos, colesterol, glicose, frutosamina e leptina quando comparado aos
grupos controle. Animais obesos com tumor de mama (G4) apresentaram o0s niveis
mais elevados de leptina, comprovados estatisticamente, comparado com todos 0s
outros grupos. O presente estudo demonstra relacdo direta entre obesidade e
dislipidemia, hiperglicemia e hiperleptinemia em cées. Adicionalmente, obesidade e
hiperleptinemia podem estar associadas com aumento da predisposicdo ao
desenvolvimento de tumores de mama. Esses achados representam importante
contribuicdo uma vez que fornecem dados a uma area pobremente estudada em
medicina veterinaria. Os conhecimentos gerados neste estudo abrem novas
perspectivas para o melhor entendimento de doencas, como a obesidade e os
tumores de mama, cada vez mais frequentemente descritas em cées. Finalmente, os
resultados apresentados sdo semelhantes ao descritos na mulher, o que
potencializa a aplicagdo do conhecimento gerado em estudos de obesidade e

tumores mamarios em cédes para o ser humano.

Palavras-chave: caninos, obesidade, glicose, frutosamina, triglicerideo, colesterol,

leptina, tumor de mama.
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ABSTRACT

This study evaluated cholesterol, tryglycerides, glucose, fructosamine and
leptin blood profile in obese biches with and without mammary tumors. Sixty animals
were divided in 4 groups each containing 15 biches. Groups G1 and G2 were the
controls. The G1 was composed of animals with ideal body score condition (BSC)
with no mammary gland tumor, G2 animals with ideal BSC with mammary gland
tumos, G3 animals with high BSC (obese) and with no mammary gland tumor and G4
animals with high BSC and with mammary gland tumor. In general all groups
represented by obese animals presented elevated tryglycerides, cholesterol, glucose,
fructosamine and leptin blood levels statistically significant when compared with the
control groups. Obese animals with mammary gland tumors (G4) had the highest
levels of leptin, compared to all other groups. The current study demonstrates
relashinship between obesity and dyslipedemia, glycemia and hyperleptinemia in
dogs. In addition, obesity and hyperleptinemia might be associated with higher
predisposition of mammary gland tumor development. These findings represent
important contribution since they add data to a poorly studied field in veterinary
medicine. This knowledge opens new perspectives for a better understanding of
diseases, such as obesity and mammary gland tumors, which are currently more and
more frequent in canines. Furthermore, the results presented here are similar to
those described in the woman, which potencializes the application of the knowledge
gained from studies of obesity and mammary gland tumors in dogs to the human

being.

Keywords: canine, obesity, glucose, fructosamine, tryglyceride, cholesterol, leptin,

mammary gland tumor.
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1. INTRODUCAO

A obesidade em humanos € uma doenca crbénica, multifatorial, englobando
aspectos bioquimicos, alimentares e genéticos (ADES & KERBAUY, 2002). Ndo so
na populacdo humana, sua incidéncia também tem crescido expressivamente em
cées nos ultimos anos, afetando atualmente cerca de mais de 22% da populacéo de
cdes (DAGLI, 2008; PAULA, 2010). E considerada uma doenca nutricional que
prejudica as funcdes fisiolégicas, levando ao aumento do risco a doencgas
cardiovasculares e diabetes mellitus (MCGREEVY et al., 2005; LUND et al., 2006).
Ha inameros estudos correlacionando obesidade com o desenvolvimento de
tumores no célon, tireoide, sistema urinario, mama, endométrio e eséfago no homem
(CALLE, 2004). Entretanto, esta relacdo ndo esta muito bem caracterizada em
animais (CLEARY, 2010). Em cadelas as neoplasias mamarias se destacam pela
frequéncia elevada e por serem em sua maioria, malignas. Semelhancas entre os
tumores mamarios na mulher e na cadela favorecem o uso destes animais como
modelo experimental em estudos relacionados com os fatores de risco,
desenvolvimento e progndstico destas neoplasias, com potencial aplicacdo destes
conhecimentos em medicina humana (CASSALI, 2000; FELICIANO et al., 2012).

Estudos recentes tém demonstrado relacdo entre obesidade e aumento da
expressao de leptina com neoplasias mamarias na mulher (TESSITORE et al., 2000;
COSKUN, 2003; HARVIE, 2003; HU et al., 2003; TESSITORE et al., 2004;
ISHIKAWA, 2004; SAUTER et al., 2004; GAROFALO & SURMACZ, 2006;
GAROFALO, 2006; CHEN, 2006; MIYOSHI et al., 2006; GONZALEZ, 2009; JARDE
et al., 2009; CLEARY, 2010; JARDE et al., 2011; BENITEZ, et al., 2012). Em cadelas
foi descrito um estudo preliminar (RESSEL et al., 2012) onde leptina e seu receptor

foram encontrados em tecidos mamarios normais, hiperplasicos e neoplasicos.

Dada a alta prevaléncia da obesidade e de tumores mamarios em caninos, €
de extrema importancia a implementacdo de estudos que visem um melhor
entendimento do papel da leptina na obesidade canina assim como no aumento da

incidéncia de tumores de mama na espécie.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. OBESIDADE CANINA

A obesidade é definida como armazenamento excessivo da gordura corporal
que pode comprometer o funcionamento do organismo. Atualmente é considerada a
doenca nutricional mais frequente (GERMAN, 2009), com incidéncia situando-se
entre 22% e 40% dentro a populacdo de animais de companhia (McGreevy et al.,
2005; LUND et al., 2006).

De certa forma, o aumento da obesidade na populacdo humana, reflete
negativamente na populacdo canina, onde a frequéncia desta desordem nutricional
estd cada vez maior. Isso pode ser explicado, em partes, pelo aumento da
humanizacdo dos animais (OLIVEIRA, 2006). Jerico et al. (2009) citam que a
obesidade esta associado a fatores sociais e ambientais, mas é principalmente,
considerada uma doenca multifatorial. Bland et al. (2009) também demonstram
claras evidéncias da inter-relacdo entre ingestdo de alimentos, exercicios e fatores

sociais na génese da obesidade.

2.1.1.Tecido adiposo

O tecido adiposo € essencialmente composto pelos adipdcitos, além de
fibroblastos, macrofagos e células endoteliais (SIKARIS, 2004). Os adipocitos
produzem as adipocinas, substancias protéicas responsaveis por diversas acdes em
processos fisiologicos e metabdlicos (LIMA, 2008; ALANIZ et al., 2006). Atualmente,
ndo possui apenas funcdo de reserva energética, mas também é um dérgao
enddcrino que controla o consumo alimentar (LIMA, 2008). Radin et al. (2009)
reconhecem o tecido adiposo como sendo um orgao endocrino complexo, liberador
de substancias que parecem regular o metabolismo energético, o funcionamento
cardiovascular e a fungcdo imunologica. Os mesmos autores citam que a producao
anormal de adipocinas em individuos obesos esta relacionada a morbidades como
sindrome metabdlica, aterosclerose, doencas cardiovasculares, neoplasias e

diabetes mellitus tipo II.



O tecido adiposo sofre controle do sistema nervoso simpatico e
parassimpatico com acdes catabdlicas (lipdlise) e anabdlicas, respectivamente.
(ALANIZ et al., 2006).

2.1.2. Tecido adiposo e producao de leptina

Segundo Alaniz et al. (2006) e Zoran (2010), o crescente estudo sobre obesidade
vem conflagrando nocdes a respeito do tecido adiposo e suas fungdes atualmente
descobertas relacionadas a producdo de substancias enddcrinas que atuardo em
processos fisiolégicos e patoldgicos do organismo. O tecido adiposo, além de
possuir funcdo de estoque energético, produz grupos de substancias moleculares,
as adipocinas, envolvidas em processos inflamatérios. Estas substancias ocasionam
um estado de inflamacdo generalizada discreta (GAYET et al., 2004; INADERA,
2008), podendo, inclusive estar relacionada com sensibilidade insulinica, desordens
lipidicas, metabdlicas e respiratorias, além de cardiopatias (GRECO, 2002; GAYET
et al., 2004; GERMAN, 2006; GERMAN et al., 2009). Laflamme (2012) também
relaciona o estado inflamatério de baixo grau associado a obesidade com algumas
doencas croénicas, como cardiopatias, diabetes mellitus e osteoartrites. Ainda,
segundo Havel (2004), adipocinas podem afetar homeostase energética,

angiogénese, protecao vascular e coagulacdo sanguinea.

German et al. (2010) descrevem varias substancias produzidas pelos
adipdcitos, tais como leptina, adiponectina, fator de necrose tumoral, interleucina —
6, quimiocinas, proteinas de fase aguda, fatores hemostaticos e hemodinamicos,
além de neurotrofinas. Algumas das adipocinas e substancias endodcrinas

produzidas pelo tecido adiposo podem ser visualizadas na figura 1.



Lephna MIF, MCP-1
Esterdides X I I / @
Resistina ~ Tecido Angiotensinogénio
Adiposo

N

Figura 1: llustracdo de algumas das diversas citocinas e substancias enddcrinas

produzidas pelo tecido adiposo (adaptado de ZORAN, 2010). ASP: proteina estimulante
de acilacdo; MCP: proteina quimiotatica de mondécitos; MIF: fator inibidor de macréfagos; NGF: fator
de crescimento neural; PG: prostaglandina; TGF: fator de crescimento tumoral; VEGF: fator de
crescimento endotelial vascular; SAA: soro amildide A; PAI: inibidor do ativador de plaguetas; TNF:
Fator de necrose tumoral; sR: receptor de serina; IL: Interleucina; IGF: fator de crescimento
semelhante a insulina.
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A leptina, uma adipocitocina, € um horménio proteico de 167 aminoacidos
(ISHIOKA et al., 2002; DIEZ et al., 2004; JEUSETTE et al., 2005; ISHIOKA et al.,
2006; GAYET et al., 2008) e é considerado um horménio anti obesidade por ter
efeitos iniciais sobre a fome e saciedade. A leptina é produto do gene da obesidade
(ob) com transcricdo e traducdo no tecido adiposo (ALANIZ et al.,, 2006), se
expressando principalmente no tecido adiposo branco (ISHIOKA et al., 2002; DIEZ
et al., 2004; JEUSETTE et al., 2005; ISHIOKA et al., 2006; GAYET et al., 2008). O
gene ob foi inicalmente isolado em tecido adiposo de camundongos, mas
posteriormente foi também encontrado na placenta produzindo a leptina (ZHANG et
al., 1994 apud SHIGEHIRO et al., 2002). Muitos trabalhos tém demonstrado que 0s
niveis seéricos mais elevados de leptina estdo relacionados com quantidade maiores
de tecido adiposo estocado em cées (ISHIOKA et al.,, 2002; DIEZ et al., 2004;
JEUSETTE et al., 2005; ALANIZ et al., 2006; NISHII et al., 2006; ISHIOKA et al.,
2006; GAYET et al., 2008; KIL et al., 2010). Em estudo realizado por Sagawa et al.

(2002) com cées da raca Beagle, os niveis séricos de leptina mostraram relacao
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positiva com o teor de gordura corpérea, ja relatado em humanos e roedores.
Posteriormente Ishioka et al. (2007) ndo obsevaram influéncia de raca, idade ou
sexo nos niveis seéricos de leptina. A leptina também tem sido descrita em muitos
trabalhos como um marcador confiavel de adiposidade em cédes (SAGAWA et al.,
2002; ISHIOKA et al., 2007).

A producdo de leptina pelos adipOcitos ocorre logo ap6s a ingestdo de
alimentos, momento em que o0s niveis de insulina sérica tendem a se elevar
(MARTIN et al., 2001). Neste periodo pés-prandial a leptina tem func6es metabdlicas
importantes, como o0 aumento na producdo de calor corporeo e ativacdo dos
mecanismos de saciedade, com objetivo, ao final, de manutencdo e controle do
estado corpéreo do individuo (APPLETON et al., 2001; RICCI & BEVILACQUA,
2012). Em situacdes de aumento do tecido adiposo, as maiores quantidades de
leptina induzem um maior gasto energético e um menor consumo de alimentos

representados na figura 2.

Tecido adiposo \

Perda de peso

Ganho de peso

/ Hipotalamo \/

| gasto energético 1 gasto energético
t consumo de alimentos | consumo de alimentos

¥

Figura 2: llustracdo dos efeitos hipotalamicos associados a leptina (adaptado de
RICCI & BEVILACQUA, 2012).

Sabe-se que o principal modulador do sinal hipotalamico da leptina é a

insulina. A acdo moduladora da insulina parece ser de controle de vias paralelas de
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sinalizacdo celular para a transdugcdo do sinal da leptina sobre o hipotdlamo. A
ativacdo de vias de sinalizacdo hipotalamicas regula a liberacdo de
neurotransmissores relacionados ao controle da fome e termogénese. A insulina,
colateralmente a leptina, controla o ritmo de descargas neuronais modulando a
liberacdo de tais neurotransmissores nas fendas sinapticas com sinapses efetoras
(VELLOSO, 2006). Segundo Velloso (2006), os niveis de leptina assim como de
insulina tendem a reduzir em individuos em jejum. Os efeitos da insulina e leptina,
tanto em situacfes de jejum quanto posteriormente a ingestdo de alimentos, assim

como na obesidade, estdo ilustrados nas figuras 3 e 4.

Jejum Nucleo arqueado

l.Lepﬂna

llnsunna

1 Fome

lTe rmogénese

1 AgPR

Figura 3: llustracdo sobre os efeitos da leptina e insulina sobre os mecanismos
hipotalamicos de fome e saciedade em situacdes de jejum alimentar (adaptado de

Velloso, 2006). NPY: neuropeptideo Y; aMSH: horménio alfa melandcito estimulante; CART:
transcrito regulado por cocaina e anfetamina; AgPR: agouti-related protein; CRH: hormonio liberador
de corticotropina; TRH: hormdnio liberador de tireotropina; MCH: horménio concentrador de melanina
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Obesidade
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1 Saciedade

T Leptina

1 Insulina

| AgPR

. e e I«JAI

Figura 4: llustracdo sobre os efeitos da leptina e insulina sobre os mecanismos
hipotalamicos de fome e saciedade em situacbes pds - prandiais e obesidade

(adaptado de Velloso, 2006). NPY: neuropeptideo Y; aMSH: horménio alfa melandcito
estimulante; CART: transcrito regulado por cocaina e anfetamina; AgPR: agouti-related protein; CRH:
hormoénio liberador de corticotropina; TRH: horménio liberador de tireotropina; MCH: hormonio
concentrador de melanina

Em principio, estes efeitos sobre o hipotalamo parecem ser benéficos ao
organismo, mas, em situacoes de obesidade, que culmina com excesso de producao
de leptina (MARTIN et al., 2001), a diminuicdo na ingestao alimentar e o maior gasto
energético ndo acontecem, podendo ser devido a uma resisténcia leptinica em
individuos com grau de obesidade elevado (MAFFEI et al., 1995; CONSIDINE et al.,
1996). Nishi et al. (2006), ao estudarem os valores séricos de leptina pés-prandial,
concluiram que, apos 4 horas da ingestdo de alimentos, os niveis de leptina
aumentaram significativamente, permanecendo alto durante um periodo de 10
horas. Camundongos com gendtipo ob/ob, considerados mutantes e deficientes de
leptina, possuem polifagia que melhora apds administracdo de leptina, mostrando
sua acao inibitéria sobre o centro hipotalamico da fome (STROBEL et al., 1998 apud
SHIGEHIRO et al., 2002).

Estudos demonstram que a leptina pode ser a ligagao entre a obesidade e a
hiperatividade simpatica (CAVALHEIRA, 2008), mudando a antiga teoria lipostatica
do controle do consumo alimentar, que mostrava uma possivel acdo dos acidos

graxos circulantes em conjunto com a insulina sobre o centro da saciedade. Sabe-se
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que a leptina produzida pelo tecido adiposo em conjunto com a insulina é capaz de
gerar efeitos anorexigénicos (LIMA, 2008).

Insulina, glicocorticoides, estrogénios e TNF-alfa tendem a estimular producao
e secrecdo de leptina. Em contrapartida, catecolaminas e androgénios reduzem 0s
niveis sanguineos de leptina (WAJCHENBERG, 2000).

Lopes et al. (2004) em um estudo com ratos, observaram a associacdo de
hiperfagia, diabetes e obesidade simultaneamente, apresentando ainda
hiperinsulinemia e intoleréncia a glicose, tais alteragdes provavelmente devido a
auséncia de leptina ou a presenca desta adipocina nao funcional. Parece que ocorre
uma resisténcia a leptina associada a obesidade, como consequéncia de alteracbes
no receptor da leptina. Alteracdes semelhantes foram observadas por Appleton et al.
(2001) onde os autores citam resisténcia insulinica em felinos, desordem comum em
situacdes de obesidade, associada as elevacdes séricas de leptina. Guimardes et
al. (2007), confirmam o envolvimento do aumento de gordura corpérea com a

resisténcia insulinica e menor tolerancia a glicose.

O fator de necrose tumoral (TNFa) e a interleucina 6 (IL-6), exemplos de
adipocinas produzidas em estados de obesidade podem afetar negativamente a
sensibilidade insulinica (GAYET et al., 2004; LAFLAMME, 2012). Velloso (2006) cita
que esta resisténcia insulinica, além de ocorrer perifericamente, possivelmente

também ocorra no hipotadlamo, juntamente com resisténcia leptinica.

Para mensuracéo de leptina plasmatica, soro e plasma podem ser utilizados.
Teste de ELISA espécie especifica possui precisdo e lineariadade adequadas,
servindo para discriminacdo de baixas e altas concentragdes plasmaticas de leptina
(TVARIJONAVICIUTE et al., 2011).

2.1.3.Fatores de risco associados a obesidade

A maioria dos proprietarios ndo reconhece que seu animal esta acima do

peso o0 que prejudica o tratamento, pois apenas fazem algo a respeito quando séo
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esclarecidos da existéncia da enfermidade (MASON, 1970; KIENZLE et al., 1998).
Considerada uma doencga com carater multifatorial onde fatores sociais e culturais
fazem parte da génese além dos genéticos, metabdlicos, enddcrinos e composicao
energética do alimento. (LEWIS et al., 1994; MONTEIRO, 1999; BURKHOLDER et
al., 2000). Sexo, faixa etaria, raca e gasto energético também sdo importantes na
génese da obesidade (CARCIOFI et al., 2005; GERMAN, 2006; DIEZ & NGUYEN,
2006).

Em cées ainda ndo se sabe o0 quanto os aspectos genéticos influenciam na
génese da obesidade. Os fatores exégenos exercem papel mais importante neste
sentido onde o nivel de atividade fisica e manejo alimentar sdo os mais importantes
(NORRIS et al., 1993; LEWIS et al., 1994; KIENZLE et al., 1998; MARKWELL et al.,
2000; BURKHOLDER et al., 2000; ROBERTS et al., 2000).

Animais de meia idade a idosos sao mais predispostos (LEWIS et al., 1994;
DIEZ & NGUYEN, 2006; LAFLAMME, 2006), ao atingir a maturidade e senilidade, ha
tendéncia ao ganho de peso, alteracbes na composi¢cdo corpérea devido a uma
reducdo no metabolismo basal (BURKHOLDER et al., 1997). A faixa etaria de maior
prevaléncia situa-se entre 5 e 10 anos (LEWIS et al., 1994; DIEZ & NGUYEN, 2006;
LAFLAMME, 2006). Nguyen et al. (2006) citam que filhotes possuem 6% de chance

de se tornarem obesos, enquanto que adultos possuem 40%.

A obesidade acomete, em maior grau, fémeas, (SLOTH, 1992; LEWIS et al.,
1994; GUIMARAES & TUDURY, 2006) que representam 60 % da populacéo de cées
obesos (JERICO et al., 2002). Fémeas castradas sdo mais predispostas ao ganho
de peso apos o procedimento cirargico (GERMAN, 2006; DIEZ & NGUYEN, 2006). A
castragcdo, na espécie canina, aumenta o risco do desenvolvimento da obesidade,
pois devido a menor concentracdo de horménios androgénicos, ocorre substituicdo
de massa magra por tecido adiposo (GERMAN, 2006; DIEZ & NGUYEN, 2006).
Além disso, sua taxa metabdlica reduz, o consumo alimentar aumenta, ocorre falta
de estimulo sexual e busca pela cépula o que reduz a atividade fisica (SALMERI et
al.,, 1991; BURKHOLDER et al.,, 1997; CENTER, 2003), sendo animais mais
sedentarios apos a gonadectomia. Em estudo realizado por Brunetto et al. (2011), de

30 animais obesos avaliados, 76,7% eram nao castrados e 23,3% eram castrados.
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Com relagéo ao sexo, 73,3% eram fémeas e 26,7% eram machos. Nguyen et al.
(2006) citam que animais castrados devem reduzir a ingestdo caldrica em até 30%

para prevencdo da obesidade.

Disturbios endocrinos, como hipotireoidismo, podem desencadear a
obesidade sendo que, em média, 40% dos animais nessas condicfes se tornam
obesos (NGUYEN et al., 2006).

Segundo Nguyen et al. (2006) animais que vivem em apartamento possuem
31% de chance de se tornarem obesos enquanto que animais que vivem em casa

com espacgo possuem 23% de chance de se tornarem obesos.

Segundo Markwell et al. (1994) o proprietario tem importante papel na
génese da obesidade. As dificuldades psicolégicas oriundas dos proprietarios
causam o0 ndo comprometimento em um programa de perda de peso (SLOTH, 1992;
BURKHOLDER et al., 1997). Proprietarios tendem a acreditar que a melhor forma de
interagir com seu animal é fornecendo alimento em demasia (KIENZLE et al., 1998).

Uma maior incidéncia de obesidade é observada em cées que se alimentam
com comida caseira (SLOTH, 1992). Por outro lado, Edney et al. (1986) e Kienzle et
al (1998) ndo observaram diferenca na incidéncia de obesidade em animais
alimentados com racfes comerciais ou com comida caseira. Dentre os fatores
dietéticos, € importante estar atento a densidade energética, a quantidade de
refeicBes diarias e quantidade de alimento fornecido, consumo de petiscos, além dos
restos de comida disponibilizados ao animal, pois, todos estes fatores, também

estdo envolvidos no desenvolvimento da obesidade (GERMAN, 2006).

2.2. Avaliacao do escore de condicao corporal

A avaliacdo da condicdo corporal permite reconhecer e quantificar a
obesidade. Atualmente, os métodos mais praticos e utilizados para isto sao:
classificagcdo por Escore de Condi¢cdo Corporal (ECC), avaliacdo do peso corporal
relativo (PCR), anélise morfométrica e IMC (indice de massa corporal)
(BURKHOLDER et al., 1997; GRECO, 2002).
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Segundo Miiller et al (2008), o sistema baseado na inspec¢éo e palpagao do
paciente, elaborado por Laflamme (1997), € o método mais utilizado na atualidade.
O mesmo autor ainda salienta que néo existe avaliacdo acurada para sobrepeso e
obesidade, o que torna importante a utilizacdo de varios métodos para determinacéo
da condicao corporea de um animal individualmente. O método de palpacédo do térax
e abdémen também é proposto por Case et al (1998).

2.2.1.Escore de condigéo corporal (ECC)

O ECC é usado para avaliar a gordura corporal podendo utilizar varios
sistemas para tal, como escala que vai de 1 a 9 (LAFLAMME, 1997; GERMAN et al,
2006; TACTHER et al, 2010). Para determinacdo do ECC, sdo empregados métodos
de escalas de 1 a 5 (EDNAY et al., 1986) e de 1 a 9 (LAFLAMME, 1997), sendo 1 o
animal caquético e 5 ou 9 aquele extremamente obeso. Para isso realiza-se
palpacdo de costelas e avaliacdo de cintura e gordura inguinal e abdominal.
(WOLFSHEIMER, 2004). As caracteristicas corporeas que devem ser observadas no

momento da palpacéao e visualizacao corporea estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1: Escala de classificagdo do escore de condi¢ao corporal (ECC) utilizada no
estudo.

Grau e Caracteristicas

Grau 1 — Costelas, vértebras lombares, ossos pélvicos e todas as
saliéncias 06sseas visiveis a distdncia. Nao h& gordura corporal
discernivel. Perda evidente de massa muscular.

Grau 2 - Costelas, vértebras lombares e ossos pélvicos facilmente
visiveis. Nao ha gordura palpavel. Algumas saliéncias 6sseas podem
estar visiveis. Perda minima de massa muscular.

Grau 3 — Costelas facilmente palpaveis podem estar visiveis sem
gordura palpével. Visivel o topo das vértebras lombares. Os 0ssos
pélvicos comecam a ficar visiveis. Cintura e reentrancia abdominal
evidente.

Grau 4 - Costelas facilmente palpaveis como minima cobertura de
gordura. Vista de cima, a cintura é facilmente observada. Reentrancia
abdominal evidente.

Grau 5 — Costelas palpaveis sem excessiva cobertura de gordura.
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Abdbémen retraido quando visto de lado.

Grau 6 — Costelas palpaveis com leve excesso de cobertura de
gordura. A cintura é visivel quando vista de cima mas ndo acentuada.
Reentrancia abdominal evidente.

Grau 7 — Costelas palpaveis com dificuldade; grande cobertura de
gordura. Depésitos de gordura evidentes sobre a area lombar e base da
cauda. Auséncia de cintura ou apenas visivel. A reentrancia abdominal
pode estar presente.

Grau 8 — Impossivel palpar as costelas situadas sob cobertura de
gordura muito densa ou palpaveis somente com pressao acentuada.
Grandes depésitos de gordura sobre a area lombar e base da cauda.
Cintura inexistente. N&o ha reentrdncia abdominal. Podera existir
distensdo abdominal evidente.

Grau 9 — Macicos depdsitos de gordura sobre o térax, espinha e base
da cauda. Depdsitos de gordura no pesco¢o e membros. Distensédo
abdominal evidente.

Fonte: Laflamme (1997) APUD Muller et al (2008) modificado.

2.2.2.Medicdo morfométrica

Neste método é empregada uma fita métrica sem a utilizacdo de pressao
excessiva durante a mensuracdo, durante a qual os cdes devem ficar de pé,
formando um angulo reto (BURKHOLDER et al., 2000; WOLFSHEIMER, 2004).

Segundo Burkholder (2000), os valores da medicdo séo inseridos na equacdo a

seguir para determinacdo da % de gordura corporal: % GC em cadelas = - 1,7

(CRcm) + 0,93 (CPcm) + 5. Onde % GC significa porcentagem de gordura corporal,

CR significa a longitude do membro posterior direito desde a tuberosidade calcanea
até a metade do ligamento patelar e CP significa circunferéncia pelviana. (Fig. 5).
Segundo Burkholder et al. (2000) os valores <5, de 5a 15,de 16 a 25,26 a35¢e >
35 representam respectivamente animais caquéticos, magros, com peso ideal,

acima do peso e obesos morbidos.

12



Circunferencia pelviana e Spra N
(CP) S -

Figura 5: Medicdo morfométricas em caes (adaptado de
Burkholder et al. (2000).

2.2.3.Indice de massa corporal canino (IMCC)

Segundo Muller et al. (2008), o IMC é largamente utilizado em humanos e
atualmente esta sendo empregado em cdes com a denominacdo IMCC (indice de
massa corporal canino). Em um estudo com 246 caes de médio porte, o autor
adaptou a utilizacdo do IMC para cées utilizando a altura e o peso corporal do
animal. Como referéncia, “altura” refere-se a distancia que vai da articulacao atlanto-
occipital até o solo imediatamente atrds dos membros posteriores. A fita métrica, no
momento da mensuracdo, deve passar apoiada sobre a base da cauda (Ultima
vértebra sacral), em posicdo medial as tuberosidades iliacas, sobre o dorso do
animal. Apos obtencdo dos valores, utiliza-se a férmula: indice de Massa Corporal

Canino (IMCC) = peso corporal (kg)/ (estatura em m)3.
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2.3. Problemas associados com a obesidade

Entre os efeitos deletérios do excesso de peso sdo descritos a sindrome
metabolica, hiperlipidemia e hiperglicemia. Outras enfermidades frequentemente
descritas sdo disturbios do aparelho locomotor, diabetes mellitus tipo Il (onde o
animal desenvolve resisténcia periférica a insulina), disfuncées imunologicas
(JOSHUA, 1970; FISER et al. 1972.; HAND et al., 1989) e enddcrinas (ZORAN,
2010). A obesidade também estd associada a distocia, dificuldade respiratoria,
intolerdncia a exercicios, problemas dermatoldgicos, tumores e reducdo na
capacidade reprodutiva (JOSHUA, 1970; LEWIS et al., 1994; BURKHOLDER, 2000;
CARCIOFI & PRADA, 2004).

2.3.1.Sindrome metabélica

Dentre as alteracbes da sindrome metabdlica incluem-se hipertenséo,
dislipidemia e hiperglicemia. Estas alteracdes correlacionam-se com eixos
enddcrinos hipotalamicos onde a obesidade parece aumentar acdo do eixo
hipotadlamo — hipdéfise — adrenal. (MATOS et al, 2003). Segundo De Marco & Ruiz
(2012), a sindrome metabdlica pode ser investigada através de pelo menos duas
alteracdes relacionadas a sindrome: triglicérides séricos maior que 100 mg/dL,
hipertensao arterial sist6lica maior ou igual a 160 mmHg, colesterol sérico maior que
270 mg/dL e indice HOMA (Homeostasis Model Assessment) maior que 2,7. Neste
mesmo estudo, a manifestacdo concomitante de resisténcia insulinica, hipertensédo
arterial e/ou hiperlipidemia em caes obesos variou de 30 a 80% dos casos. A
implicacdo de leptina e adiponectina na patogénese das alteracdes relacionadas a
sindrome metabdlica esta bem documentada em humanos, entretanto em medicina
veterinaria a patogénese da sindrome metabdlica é pouco estudada (RICCI &
BEVILACQUA, 2012).
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2.3.2. Hiperlipidemia

A hiperlipidemia é definida como aumento da concentragdo de lipideos no
sangue. Este aumento pode ser de triglicerideos, colesterol ou ambos. As altera¢cfes
de lipideos séricos podem ocorrer devido a defeitos inicialmente no metabolismo das
lipoproteinas ou devido a alguma doenca sistémica (JOHNSON, 2005; SCHENK,
2006). Na avaliagdo de dislipidemias, a obtencdo dos valores séricos de
triglicerideos e colesterol total é util e a mais utlizada clinicamente para
determinacdo desta alteragdo metabdlica, espelhando, mesmo que indiretamente, o
conteudo plasmatico das lipoproteinas (JOHNSON, 2005). Utiliza-se teste
enzimatico do soro ou plasma em jejum de 14 horas (JOHNSON, 1992; BARRIE et
al, 1993; ZICKER et al, 2000). Segundo Kaneko (1997), os valores séricos normais
de colesterol total para caes variam de 130 a 270mg/dL. Valores de triglicerideos
séricos variam de 50 a 140 mg.dL™ segundo Zicker et al (2000), de 80 a 150 mg.dL™
segundo Kaneko et al (1997) e de 20 a 112 mg.dL™ segundo Pinh&o et al (2010).

Segundo Whitney (2000), valores de colesterol entre 300 mg.dL™ e 500
mg.dL™? s&o considerados pouco elevados, entre 500 mg.dL® e 750 mg.dL™
moderadamente elevados e acima de 750 mg.dL™ como acentuadamente elevados
(WHITNEY, 2000). Segundo Hess et al (2003) apenas niveis de colesterol acima de
750 mg.dL? predispde os cdes a desenvolverem aterosclerose, ficam mais
susceptiveis a diabetes mellitus e hipotireoidismo.

Em cées, a lipoproteina com maior concentragdo sanguinea € a HDL (High
Density Lipoproteins — lipoproteina de alta densidade) o que de certa forma é
benéfico, pois reduz as chances de aparecimento de distarbios como aterosclerose.
As dislipidemias podem elevar as chances de problemas oculares em cées, quando
hipercolesterolémicos, além de maior predisposicdo a pancreatite, quando
hipertriglicerinémicos (JEUSETTE et al., 2005). Verkest et al (2012) analisaram 35
cées, sendo 25 com sobrepeso e 10 obesos, com o objetivo de verificar associagao
dos niveis séricos de triglicerideos pos prandial com pancreatite aguda. Os cées
com niveis elevados de triglicerideo pos prandial eram mais propensos a elevacgao
de cPLI (canine pancreatic lipase immunoreactivity), porém ndo desenvolvem

doencas pancreaticas clinicamente importantes.
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Brunetto et al (2011) observaram diferenca significativa entre os niveis de
colesterol de cdes com escore de condi¢do corporal 9 (obesos mérbidos) e demais
grupos. Com relacdo aos niveis de triglicerideos, os cdes obesos com escore de
condicdo corporal 8 e 9 apresentaram 0s maiores valores. Ainda Brunetto et al
(2011) descrevem associacéo entre hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia com o
grau de obesidade, sexo feminino, faixa etaria acima dos sete anos e gonadectomia.
Mazaki-Tovi et al. (2012), ao avaliarem 62 caes também encontrou correlacao

positiva entre porcentagem de gordura corporal e niveis de triglicerideos séricos.

2.3.3. Alteracdes glicémicas

Aumentos na gordura corporal estdo relacionados a alteracfes fisioldgicas
(GAYET et al., 2004) tais como reducdo na tolerancia a glicose, diabetes tipo Il
(GERMAN, 2006; GERMAN et al., 2009) e resisténcia insulinica (CATCHPOLE et al.,
2005; GERMAN, 2006; GERMAN et al.,, 2009; KIL et al., 2010). Apesar da
resisténcia insulinica, esta ndo parece ser fator de risco para diabetes mellitus em
cdes (CATCHPOLE et al.,, 2005). Apesar disso, segundo Rand et al (2004), o
excesso de peso aumenta a predisposicdo a pancreatite, causa de quase ¥4 dos
casos de diabetes mellitus. Estas alteracbes estdo associadas, direta ou
indiretamente, a maior producdo de citocinas pelo tecido adiposo em situacdo de
obesidade (GERMAN, 2006; GERMAN et al., 2009).

Entende-se por resisténcia insulinica uma reducdo na capacidade do
hormonio hipoglicemiante, insulina, em estimular o uso de glicose pelas células. Em
humanos, se a secrecdo de insulina ndo compensa adequadamente a resisténcia,
hiperglicemia de jejum se desenvolve 0 que eleva a probabilidade de
desenvolvimento de diabetes (The American Diabetes Association, 2008). Faltam
estudos para demonstracdo persuasiva da existéncia de diabetes tipo Il na espécie
canina (HAVEL, 2001; CATCHPOLE et al., 2005). Alguns estudos indicam que céaes
obesos com resisténcia insulinica tendem a manter sua concentracdo de glicose
dentro da normalidade, o que pode ser explicado pelo aumento compensatorio da

producdo de insulina (VERKEST et al., 2011). Segundo German e colaboradores
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(2009), ainda ndo esta claro que cdes se tornam hiperglicémicos em casos de
obesidade de ocorréncia natural. Em estudo conduzido por Verkest et al. (2011) com
objetivo de avaliar a importancia de adipocitocina na patofisiologia de adiposidade
de caes e associacdo com alteracdes na homeostase da glicose, concentracao de
insulina plasmatica e sensibilidade insulinica. Apesar dos autores ndo terem
encontrado hiperglicemia na grande maioria dos caes obesos, estes tinham uma

maior tendéncia para o aumento das concentracdes de glicose sanguinea.

Segundo Brobst (1997), a medicdo da glicemia pode ser feita através
glicosimetro com fitas proprias utilizando-se uma a duas gotas de sangue. Os niveis
séricos glicémicos para cdes é de 65 a 110 mg.dL™ (BROBST, 1997). Segundo
Pinho et al. (2010) os valores glicmicos normais variam de 80 a 120 mg.dL™.

E importante salientar que apenas a deteccéo de hiperglicemia n&o enreda o
diagnostico de diabetes (VEIGA, 2005). Outras avaliagbes no que tange o
metabolismo dos carboidratos vém sendo aprimorada ao longo dos anos na tentativa
de aperfeicoar as avaliacdes glicEmicas. A este respeito, as mensuracdes séricas de
frutosamina e hemoglobina glicada sdo Uteis na monitoracdo da glicemia sanguinea
(LOSTE & MARCA, 2001). A frutosamina surge a partir de rea¢des ndo enzimaticas
entre as proteinas plasmaticas e glicose sanguinea sendo diretamente dependente
da concentracéo de glicose sanguinea (KAWAMOTO et al., 1992; JENSEN & AAES,
1992) e da concentracdo e composi¢do sanguinea de proteinas plasméaticas (LOSTE
& MARCA, 1999). Sendo assim, em cées a frutosamina reflete a conjuntura
glicémica de 1 a 3 semanas anteriores a mensuracdo (KAWAMOTO et al., 1992;
JENSEN & AAES, 1992). Os valores de referéncia para frutosamina variam entre
213 e 352 umol/L segundo Zaragoza (1998) APUD Loste & Marca (1999) e de 207 a
340 pmol/L segundo Reusch et al., (2002). Outro fator importante no diagnostico da
diabetes € a deteccdo de glicosuria decorrente da concentracéo elevada de glicose
sérica (NELSON e COUTO, 2001), que, quando maior que 220 mg.dL™, excede a
capacidade de reabsorcdo renal (CUNNINGHAM e KLEIN, 2008). Sinais
subsequentes a glicosuria, que ocasiona diurese osmdtica, incluem poilaria e
polidpsia, sinais tipicos de hiperglicemia (NELSON e COUTO, 2001).
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2.3.4.Neoplasias

A correlacdo entre obesidade e o aparecimento de neoplasias j& € bem
descrita no homen (CALLE, 2004). Nos Estados Unidos, estima-se que 14,5% das
mortalidades devido a neoplasias sdo por consequéncia da elevacdo do peso
corporal. Dentre os orgaos afetados estdo os rins, trato gastrointestinal e glandula
mamadria (CALLE, 2004), sendo este ultimo o local mais comum de aparecimento de
neoplasma (SPENCER, 2003). Em 1989, Glickman et al estudaram os efeitos da
obesidade sobre o desenvolvimento de carcinomas de bexiga encontrando
correlagbes positivas. Withrow e Vail (2007) correlacionam escore corporal com
desenvolvimento de neoplasia mamaria onde menor incidéncia foi encontrada em
fémeas ndo obesas, castradas, entre 9 e 12 anos de idade. Segundo De Nardi
(2002) a obesidade, muitas vezes relacionada ao consumo excessivo de gordura, é

importante fator de risco no desenvolvimento de tumor mamario.

Ressel et al. (2012) estudando a leptina e seu receptor ObR em animais
normais, com hiperplasia mamaria e neoplasias mamaria, detectou expressao maior
de receptores em tumores mamarios benignos e carcinomas complexos, quando

comparados a tecidos mamarios normais e hiperplésicos.

Tumores esoféagicos e carcinomas hepatocelulares em humanos tém sido
associados aos niveis elevados de leptina, comum em pacientes obesos (Redinger,
2007).

Segundo Kim e Popkin (2006), a leptina pode aumentar a proliferacéo celular
atraveés da estimulacdo de IGF — 1 (fator de crescimento semelhante a insulina) além

de estimular angiogénese (Renehan et al., 2006).

2.4. NEOPLASIA MAMARIA

Atualmente observa-se uma maior longevidade dos animais, muito

relacionada ao consumo de dietas de melhor qualidade, evolugcdo dos mecanismos
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diagnosticos, terapéutica e prevencdo (vacinas) (DE NARDI et al., 2002; FILHO et
al., 2010). Com o aumento da longevidade, aumenta-se também a prevaléncia e
incidéncia de neoplasias na espécie canina (DE NARDI et al., 2002; GOSMIDE et
al., 2009; FILHO et al., 2010).

Segundo Merlo (2008), a neoplasia mamaria possui uma maior representacao
dentre as neoplasias caninas, podendo chegar a 70% dos casos. Estima-se que o
risco da neoplasia ter carater maligno € de 41% a 53%, onde 50% desses séo
carcinomas (WITHROW e VAIL, 2007).

Em mulheres, a neoplasia mamaria € considerada a mais comum onde
metade dos casos possuem carater maligno (CASSALI, 2000). Considera-se que
cerca de 40 a 50% dos tumores mamarios em cadelas possuam carater maligno
(SORENMO, 2003; LEE et al., 2004; PIEKARZ et al., 2008; QIU et al., 2008; HSU et
al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009). Essa doenca atinge pessoas e animais do mundo
inteiro causando Obito milhares de mulheres e cadelas todos os anos (FERNANDES,
2008).

Dentre os diversos fatores de risco na carcinogénese mamaria, a producédo de
horménios sexuais é citada um dos mais importantes (WITHROW e VAIL, 2007). A
mesma informacdo ja foi descrita por Fonseca et al (2000), que descreve o0s
hormbnios sexuais, principalmente o estrogeno, ao surgimento de neoplasias
mamarias. O mesmo autor relata que, na fase de pro-estro e estro do ciclo estral, as
cadelas apresentavam variacdo de tamanho das mamas o que pode indicar efeitos
estrogénicos sobre o 6rgdo. Motta (2008) descreve que, além dos hormbnios
estrogénicos, a progesterona e o hormonio de crescimento podem estar envolvidos,

caracterizando as neoplasias mamarias como horménio dependentes.

Em cades, uma das espécies mais impressionaveis ao desenvolvimento
espontaneo de tumores (DAGLI, 2008), as neoplasias mamarias possuem
caracteristicas analogas as da mulher no que tange a epidemiologia e as
propriedades genéticas, biologicas (CASSALI, 2000) e clinicas (CASSALI, 2000;
FELICIANO et al., 2012), e em fatores como morfologia, receptores de estrégeno e

progesterona nas ceélulas tumorais, caracteristicas metastaticas, hereditariedade e
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fator protetor relacionado a ovario-histerectomia (FELICIANO et al., 2012), podendo
ser utilizadas para estudos comparativos entre as espécies citadas (CASSALI, 2000;
QUEIROGA & LOPES, 2002; SORENMO, 2003; SILVA et al., 2004; DAGLI, 2008) e,
ainda Basso (2008), devido a alta incidéncia, o estudo dos neoplasmas mamarios

em pequenos animais tem se tornado extremamente importante.

2.4.1.1. Obesidade e carcinogénese

O sobrepeso atualmente estd inserido como sendo um fator de risco
independente (PEREZ ALENZA, 1998) para o aparecimento de tumor mamario.
Além disso, pacientes neoplasicos obesos tendem a ter um progndstico pior,
independente da conjuntura do tumor (CLEARY et al., 2010). Cadelas obesas ja nos
primeiros anos de vida, mesmo que castradas, possuem maior predisposicdo ao
aparecimento de neoplasia mamaria (PEREZ ALENZA, 1998; PEREZ et al., 2000;
RUTTEMAN & KIRPENSTEIJN, 2003). Com isso o efeito da obesidade sobre o risco
de tumor mamario € maior no inicio da vida do animal (HANKINSON et al., 1998;
WU et al.,, 1999; TYMCHUK et al.,, 2001; CLEARY & GROSSMANN, 2009;
SORENMO, 2010), fase também onde os efeitos hormonais no tecido mamario séo
mais prejudiciais (HANKINSON et al., 1998; WU et al.,, 1999; TYMCHUK et al.,
2001; CLEARY & GROSSMANN, 2009).

Alguns estudos demonstraram que cdes com escore corporal ideal tiveram
menor ocorréncia de cancer onde, tendo manejos nutricinais adequados papel
relevante nesta menor incidéncia (SONNENSCHEIN, et al.,, 1991; MacEWEN &
WITHROW, 1996; ZUCCARI, 1999). Por outro lado, dietas caseiras, ricas em acidos
graxos, estao envolvidas na maior prevaléncia de neoplasias e displasias mamarias
(PEREZ et al., 2000; RUTTEMAN & KIRPENSTEIJN, 2003). A gordura de origem
animal, em homens, parece ser promotora da carcinogénese aumentando oS riscos
de céncer de mama (JOHNSON, 1990; COTRAN et al., 2000). A acdo na
carcinogénese explica-se pela influencia dos acidos graxos nos processos de

peroxidacdo e prejuizos no DNA célular, alteragcbes nos receptores e enzimas de
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membrana, além dos efeitos nas taxas de estrogénios circulantes (BARTSCH et al.,
1999; GREENWALD, 1999; BURINI, 2002).

Alto consumo energético pelos animais aumenta o armazenamento de
gordura subcutanea o que favorece a conversdo de andrégenos em estrOgenos,
fator de desenvolvimento exacerbado das células epiteliais mamarias. O excesso de
consumo do colesterol, principalmente em dietas com altos teores de gordura, pode
ser convertido em estrogenos no trato gastrointestinal (PINOTTI & TEIXEIRA, 2000).

Em estudo com modelos xenogréaficos, um tipo de célula tumoral humana,
MDA-MB-231, foi introduzida em animais de laboratorio alimentados com dois tipos
de dieta, uma normocaldrica e outra hipercaldrica. No grupo alimentado com dieta
hipercalorica, houve um aumento de expressdo de OB-Rb, assim como um maior
nivel de Bcl-2, uma proteina anti-apoptética. Os tumores possuiam caracteristicas
agressivas, indicando que a presenca de OB-RB nestas células pode exacerbar o
curso patolégico (CLEARY et al., 2010)

Apesar da escassez de estudos a respeito dos mecanismos carcinogénicos
da neoplasia mamaria, sabe-se que a obesidade aumenta a incidéncia tumoral
(SONNENSCHEIN et al., 1991; HARVIE et al., 2003) ou, at¢é mesmo, favorece o
aparecimento do tumor mais precocemente (SONNENSCHEIN et al., 1991).
Queiroga & Lopes (2002) mostraram que cadelas obesas entre os nove e 11 meses
de idade, ttm maior risco de desenvolvimento de tumores de mama na idade adulta

gue cadelas ndo obesas.

Evidéncias de receptores leptinicos (KONOPLEVA, 1999; ARTWOHL, 2002,
FUJITA et al, 2002; LAND et al., 2002), citoplasmaticos e membranosos
(ISHIKAWA, 2004 e NKHATA, 2008), em células normais e neoplasicas ja foram
demonstradas assim como a agéo da leptina na inibigcdo da apoptose e na promogao
da multiplicacdo celular (KONOPLEVA, 1999; ARTWOHL, 2002; FUJITA et al.,
2002). Os receptores leptininicos em neoplasias possui inclusive correlacéo positiva

com tamanho do tumor e presenca de receptores estrogénicos (JARDE et al., 2008).

O nivel elevado de leptina em pessoas obesas resulta no aumento da

progressdo do cancer de mama por possiveis mecanismos como acao direta da
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leptina sobre as células tumorais, através de vias de sinalizacdo, como JAK/STAT3
e até mesmo no envolvimento com receptores estrogénicos (BENITEZ et al., 2012).
Ishikawa et al. (2004) relataram possivel efeito da leptina na carcinogénese e
metastase mamaria de forma autdcrina, ou seja, as células mamarias teriam a
capacidade de producdo da citocina, que apdés difusdo intersticial, € captada pela

mesmas células produtoras.

Receptores leptinicos em células tumorais mamarias de mulheres ja foram
identificados (LAND et al., 2002; ISHIKAWA et al., 2004) assim como o progndstico
desfavoravel para casos onde verifica-se superexpressdo dos mesmos (ISHIKAWA
et al., 2004 e LAWLOR et al., 2004), que pode também estar associada a metastase
(ISHIKAWA et al., 2004).

Existe ainda correlacdo positiva entre expressao de receptor leptinico com
tamanho tumoral e expressao de receptores estrogénico (GAROFALO et al, 2006;
JARDE et al, 2008) que esta intimamente envolvido com o prognostico da doenca
(NOMURA et al, 1992). Tessitore et al (2004) sugere que a leptina estimula a
producdo de hormonios sexuais, fator de risco importante na génese tumoral e

propde que a leptina pode ser usada como um novo marcador prognostico.

A producéo de leptina parece intermediar a producéo de Ciclina D1 (CHEN et
al., 2006; SAXENA et al., 2007), proteina ja descrita como sendo um oncogene,
importante atuante no ciclo celular encurtando a fase G1, contribuindo na génese
tumoral (MOTOKURA et al.,, 1991). A superexpressdo de ciclina D1 reduz a
sobrevida, sendo considerado fator prognéstico em casos de carcinomas mamario
humano (MOTOKURA et al., 1991 e QUON et al., 2001). Em estudo conduzido por
Chen et al. (2006), onde os autores analisaram células de tumores mamarios
humanos do tipo ZR-75-1, a leptina pode estar envolvida também em sub-regulacdo

de p53, gene supressor tumoral.

O efeito positivo da leptina na proliferacdo celular (LAUD et al., 2002;
OKUMURA et al., 2002; DIEUDONNE et al., 2002); SOMASUNDAR et al., 2003; YIN
et al., 2004; GAROFALO, 2004; RAY et al., 2007; MAURO, 2007; SAXENA et al.,
2007; GROSSMANN et al., 2008; PERERA et al., 2008 e JARDE et al., 2009), pode
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estar associado a ativacdo de MAPK, no aumento de expressdao de JAK 2, no
aumento dos niveis de Ciclina D1 e PCNA (antigeno nuclear de proliferacéo celular)
em células tumorais (RAY et al., 2007). A leptina aumenta a expressédo de STAT-3
(sinalizador de transcricédo e traducao - 3) (HU et al, 2002; DIEUDONNE et al, 2002;
GAROFALO et al., 2004; YIN et al., 2004 ISHIKAWA et al., 2004 e RAY et al., 2007),
pPERK (cinase sinalizadora e reguladora da fosforilagdo extracelular) e AP-1
(proteina ativadora 1). A ativacdo da via MAPK pela leptina (DIEUDONNE et al.,
2002, WANG et al., 2006), esta ultima por vezes envolve, por sua vez, ativacéo
conjunta de ER (receptor de estrégeno) pela mesma via. Evidéncias de progressao
tumoral tém sido descritas em estudos que demonstraram relagdo entre
angiogénese tumoral e expressédo de leptina (JARDE et al., 2011). Estas evidéncias
foram reforcadas por Gonzalez et al. (2009), pois ao utilizarem substancias

antagonistas a leptina, observaram reducdo na expressao de VEGF em mulheres.

Em resumo, desregulacdes metabdlicas por conta da obesidade, em especial
a hiperleptinemia, favorecem carcinogénese mamaria por inibicdo de vias de

sinalizacdo pré-apoptoticas e ativacdo das vias de proliferacdo o que pode ser

observado na figura 6.

LEPTINA

| ACAO ESTIMULATORIA |
|
MAPK STAT3 CiclinaD1 Viaestrogénica VEGF Survivina Bcl2
+
v
c-myc
-’
+ + + -+ - -
Jr J"

[PROLIFERACAO|  [ANGIOGENESE |

Figura 6: Vias de sinalizagdo estimulada pela leptina em células tumorais

mamarias. (adaptado de Jardé et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar correlacdo entre obesidade, dislipidemias, hiperglicemia e
hiperleptinemia em cadelas obesas, assim como determinar se ha relacdo entre

obesidade, tumor de mama e niveis leptinémicos neste grupo de animais.

3.2. Objetivos Especificos

e Mensurar os niveis de triglicerideos circulantes e correlacionar com a obesidade;
e Mensurar os niveis de colesterol circulantes e correlacionar com a obesidade;

e Mensurar niveis de leptina circulante e correlacionar com a obesidade;

e Mensurar niveis de leptina circulante e correlacionar com tumor de mama,

e Mensurar glicose e correlacionar com a obesidade;

e Mensurar frutosamina e correlacionar com a obesidade.
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4. MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos aplicados neste estudo foram aprovados pela Comisséo
de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade
de Brasilia (UnBDOC n° 15584/2012).

4.1. Andlise estatistica

Para andlise dos dados optou-se por utilizacdo do teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis devido a violagdo de pressupostos para uso de teste paramétrico no
que tange a nao homogeneidade da variancia. Valores de p<0,05 foram
considerados como significantes (ZAR, 1999). Os resultados foram obtidos
utilizando-se o programa SPSS versdo 20.0 e xL Stat (estatistica multivariada para
Excel).

Os resultados de todas as variaveis foram ilustrados em graficos néo
paramétricos boxplots sendo uma maneira conveniente de descrever graficamente
0s grupos de dados numéricos através de seus quartis. Para interpretacdo do
gréafico, a caixa do grafico indicam 50% das amostras. As linhas que se estendem
verticalmente as caixas, denominadas de “whiskers”, indicando variabilidade fora os
quartis superiores e inferiores. Cada “whiskers” indica 25% da amostra. Pontos
individuais acima ou abaixo dos “whiskers” sdao denominados outliers e indicam
valores com grande afastamento dos demais. Os espacamentos entre as diferentes
partes da caixa de ajuda indicar o grau de dispersao e assimetria nos dados, e
identificar os valores anormais. A linha central da caixa indica a mediana da

amostra, valor util quando se tem desvio padrao elevado.

4.2. Animais

Neste estudo foram utilizados 60 caninos, fémeas, divididos em quatro
grupos, sendo dois grupos controles (G1 e G2) e dois grupos experimentais (G3 e
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G4). O grupo G1 era composto por cdes com escore de condi¢cao corporal ideal sem
tumor mamaério, o grupo G2 com cdes com escore de condi¢cdo corporal ideal com
tumor mamario, o grupo G3 com cées acima do peso sem tumor mamario e o grupo
G4 com céaes acima do peso (escore corporal > 6) com tumor mamario. Optou-se por
caninos com idade acima de 6 anos, com ou sem raca definida, atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Brasilia (UnB), Hospital Veterinério
da Unido Pioneira de Integracéo Social (UPIS) e Clinicas Veterinarias particulares do

Distrito Federal.

Os seguintes critérios foram observados na escolha dos animais para
comporem este estudo: a) diagnéstico de neoplasia maméaria b) diagndstico de
obesidade, c) auséncia de doenca grave concomitante e d) animais com

temperamento docil que permitam ser manipulados.

Antes de qualquer manejo com 0s animais, a pesquisa foi explicada ao
proprietario para que este autorizasse a participacdo do seu animal no projeto
através da leitura e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido,

constante nos apéndices 3 e 4.

Todos os animais passaram por anamnese nutricional, medicdes biométricas
e puncado venosa. Informacfes acerca do tumor mamario como histérico do animal
com dados referentes aos sinais clinicos, data de inicio e evolucdo das lesdes,
comportamento reprodutivo (ciclo estral e gestacfes), caracterizacdo macroscopica
das lesbes neoplasicas, como mobilidade, coloracdo da leséo, infeccao,
envolvimento muscular e dor local foram retiradas de fichas clinicas previamente
preenchidas pelo veterinario primario, aquele que atendeu o animal inicialmente
diagnosticando o tumor e indicando tratamento cirargico. Para anamnese nutricional,
uma ficha clinica constante nos apéndices 1 e 2 foi utilizada onde também eram

inseridas as informacdes relativas a neoplasia mamaria.
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4.3. Caracterizacao do escore corporal

Antes do uso de qualquer técnica, a avaliacéo fisica foi realizada para verificar se
havia edema ou ascite, como proposto por Case et al. (1998). Trés métodos para a
determinacao do escore corporal foram utilizados, como escore de condicéo corporal

(ECC), indice de massa corporal canino (IMCC) e medicdo morfométrica (MM).

O ECC foi proposto por LAFLAMME (1997), com a escala 1-9, pois, segundo
BURKHOLDER et al (2000) permite caracterizacdo mais precisa da condicéo
corporal do animal. Portanto, os animais selecionados para compor os grupos G1 e
G2 apresentaram ECC normal 4/5 e os grupos G3 e G4 obtiveram ECC = 6.

Para IMCC foram verificados 0 peso e a estatura do animal. Ao aplicar o IMCC,
tanto o grupo G1 como o G2 apresentaram indices entre 11,8 e 15 indicando
animais com peso ideal. Ja os grupos G3 e G4 apresentaram indices = 15,1 o que

representa animais acima do peso ideal.

Para o exame de composicdo corporal, foi realizado medicdo morfométricas
proposta por Burkholder (2000). Nessa medicéo tanto o grupo G1 como no G2 a
porcentagem de gordura corporal (%GC) ficou entre 16 e 25 % o que indica,
segundo Burkholder et al. (2000) animais com peso ideal. Nos grupos G3 e G4, a
porcentagem de gordura corporal (%GC) ficou acima de 26% o que indica, segundo
0 mesmo autor, animais acima do peso ideal. O uso do método de avaliacdo da
condicdo corporal a partir de morfometria nos fornece valores de porcentagem de
gordura corporal e a sua precisdo estdo em uma faixa de variacdo de + 2 a 4% de
gordura corpérea (BURKHOLDER & TOLL, 2000).

Dados referentes a idade, ECC, MM, IMCC e porcentagem de gordura corporal
dos grupos G1, G2, G3 e G4, podem ser visualizados nas tabelas 7 e 8, constantes
nos apéndices 5 e 6, respectivamente. Para confirmacédo do escore de condicao
corporal e divisdo dos animais nos respectivos grupos, os métodos de avaliacdo da
condicao corpoérea, IMCC e %GC, foram submetidos a analise estatistica. Os valores
de IMCC entre os grupos G1 e G2 e entre G3 e G4 néo diferiram entre si (p = 0,05)

apos a aplicacao do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Ao analisar os valores
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de IMCC entre G1 e G2 e G3 e G4, os valores diferiram entre si (p < 0,05), onde os
grupos compostos por cadelas obesas (G3 e G4) possuiam IMCC maior do que as
cadelas que compunham os grupos com escore de condi¢do corporal normal (G1 e
G2).

A porcentagem de gordura corporal entre os grupos G1 e G2, apés a aplicacao
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, ndo diferiu estatisticamente (p = 0,05). A
média obtida para a variavel porcentagem de gordura corporal entre os grupos G1 e
G2 se encontram abaixo de 25%, o que, segundo Burkholder et al. (2000),
caracterizam animais com peso corporal normal. Ao comparar a porcentagem de
gordura corporal dos grupos G3 e G4, os valores nao diferiram entre si (p = 0,05), o
que era esperado, pois 0s dois grupos sdo compostos por cadelas obesas. As
diferencas de porcentagem de gordura corporal entre os grupos com escore de
condicdo corporal normal e os grupos acima do peso diferiram entre si (p < 0,05)

sendo maior nos grupos G3 e G4 em comparacdo aos grupos G1 e G2.

4.4. Coletadas amostras

Para coleta de sangue os animais foram colocados em mesa prépria e
contidos adequadamente por pessoal habilitado para que a puncdo fosse bem

sucedida com o minimo de estresse.

A postura do paciente no momento da colheita de sangue foi padronizada
para evitar alteracbes significativas nos resultados. Pressdes murais e uso de
torniquetes prolongados no momento da colheita produzem hemoconcentracao, por
este motivo a punc¢do, apos aplicagdo de pressao venosa foi feita em menos de 1
minuto. Quando isto ndo era possivel por algum motivo, a puncao foi realizada apos

a retirada da pressdo mural ou torniquete.

Para os grupos G2 e G4, a coleta das amostras foi feita minutos antes do
procedimento cirdrgico, momento em que 0S animais se encontravam em jejum
alimentar. Para os grupos G1 e G3, o jejum de 12 horas foi previamente solicitado

para posterior coleta.
28



Foi realizada puncéao jugular de 10 mL de sangue com auxilio de agulha para
coleta a vacuo. Do total coletado, 8 mL foram divididos em dois tubos sem

anticoagulante e 2 mL adicionados em tubo com fluoreto + anticoagulante.

Apés a coleta, os tubos permaneceram em temperatura ambiente por cerca
de 30 minutos e em seguida submetidos a centrifugacdo para obtencédo do soro e
plasma que foram armazenados em microtubos de polipropileno devidamente
identificados. Em seguida, realizou-se as mensuragfes bioquimicas, o restante das
amostras do tubo sem anticoagulante foram congeladas a -20° C para posterior
mensuracao dos niveis séricos de leptina. O sobressalente dos tubos com fluoreto

com anticoagulante também foram congeladas a -20° C.

Os reagentes fornecidos nos kits bioquimicos foram armazenados conforme
recomendacdes do fabricante, entre 2 e 8°C e permaneceram fora da geladeira

apenas o tempo suficiente para se obter o volume a ser utilizado.

4.5. Mensuracado das amostras

Para as analises bioquimicas, foi utlizado fotdbmetro capaz de medir
absorbancia entre 510 e 550nm apdés calibracdo para cada um dos testes. Somente
a leptina foi mensurada utilizando-se o método ELISA (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay).

4.5.1.Colesterol e triglicérides

Para mensuracdo de colesterol e triglicérides, o sistema COLESTEROL
Liquiform LABTEST e TRIGLICERIDES Liquiform LABTEST foram utilizados,
respectivamente. Estes séo sistemas enzimaticos para determinacéo de colesterol e

triglicérides por reacéao de ponto final em amostras de soro ou plasma.

29



Cada vez que as analises bioquimicas eram realizadas, um microtubos de
polipropileno era preparado com 1,0 mL de reagente, representando o branco da

analise (controle negativo)

O reagente para mensuracdo de colesterol contém tampao 50 mmol/L; pH
7,0; fenol 24 mmol/L; colato de sddio 500 umol/L; azida sodica 15 mmol/L; 4-
aminoantipirina 500 pmol/L; colesterol esterase = 250 U/L; colesterol oxidase = 250
U/L e peroxidase = 1000 U/L.

O reagente para mensuracgao de triglicérides contém tampdo 50 mmol/L; ions
magnésio 4 mmol/L; 4-clorofenol 2,70 mmol/L; 4-aminoantipirina 300 pumol/L; ATP
1,8 mmol/L; lipoproteina lipase = 1400U/L; glicerolquinase = 1000 U/L; glicerolfosfato
oxidase = 1500 U/L; peroxidase = 900 U/L e azida sédica 0,095%.

Para cada um dos analitos, utilizou-se um microtubos de polipropileno para
mensuracdo de colesterol e um para mensuracdo de triglicérides, devidamente
identificados. Nestes microtubos de polipropileno testes, era adicionado 0,01 mL de

amostra + 1,0 mL de reagente como ilustrado na tabela 2.

Ap6s homogeneizar as amostras, essas eram incubadas em banho maria a
37 °C durante 10 minutos. Para este procedimento, o nivel de 4gua no banho se
manteve superior ao nivel de reagentes nos microtubos de polipropileno. Passados

10 minutos, as amostras eram levadas para analise por espectofotometria.

4.5.2.Glicose
Para mensuracdo de glicose, o sistema GLICOSE PAP Liquiform LABTEST
foi utilizado.

A coleta de sangue foi feita em tubos contendo fluoreto com objetivo de evitar
a glicdlise caso a amostra ndo pudesse ser processada imediatamente apds a

puncao, pois, nestes tubos, a glicose permanece estavel por 3 dias entre 2 e 8° C.
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A preparacao dos microtubos de polipropileno segue o mesmo procedimento
aplicado para a mensuragcdo de triglicérides e colesterol, incluindo quantidade de
reagente e amostra. No periodo de incubac&o, os microtubos de polipropileno

ficavam durante 15 minutos a 37°C e as amostras eram lidas por espectrofotometria.

No caso da mensuracdo de glicose sérica, 0 reagente utilizado contém
tampao 50 mmol/L; pH 7,5; fenol = 1 mmol/L; glicose oxidase = 11000 UI/L;
peroxidase = 700 U/L; 4-aminoantipirina = 290 umol/L; azida soédica 0,05%;

estabilizadores e surfactantes.

4.5.3. Frutosamina

Para mensuracao de frutosamina, o sistema FRUTOSAMINA LABTEST foi
utilizado. Este sistema serve para determinar a frutosamina por método cinético por

tempo fixo em amostras de soro.

O reagente de trabalho € uma mistura do reagente 2 com reagente 1
homogeneizados por inversdo. O reagente 1 contém tampao 83 mmol/L; pH 7,3;
azul de nitrotetrazolio (NBT) 967 pmol/L; uricase = 5000 U/L; azida sédica 14,6
mmol/L; surfactantes e estabilizadores. O regente 2 contém tampédo 625 mmol/L; pH
10,4 e azida soédica 14,6 mmol/L. ApGs a preparacdo do reagente de trabalho, este
era devidamente identificado com a data de preparacdo para melhor controle da
data de validade do mesmo, podendo ser utilizado por 30 dias apds a preparacdo se
armazenado entre 2 - 8°C.

A mensuragédo de frutosamina era a ultima a ser realizada, pois as amostras
tinham que ser lidas imediatamente apés a incubacdo em banho maria a 37°C
durante 10 minutos. Os valores eram fornecidos pelo fotbmetro apés 6 minutos de

leitura em pmol/L.
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4.5.4. Leptina

A leptina foi dosada em amostras de soro por ELISA, utilizando o kit Canine
Leptin ELISA 96-Well Plate (EMD Millipore), utilizado para quantificagdo nao
radioativa de leptina canina suficiente para mensuracdo de 38 amostras em
duplicata, usado recentemente para mensuracao de leptina em soro de cées por
Velde et al (2012). A atividade enzimatica é medida por espectrofotometria atraves
da absorbancia entre 450 — 590 nm. Como ao todo, 60 amostras foram coletadas,

dois kits foram utilizados para mensuracao dos niveis séricos de leptina.

Estas analises foram conduzidas no Instituto de Ciéncias Bioldgicas junto ao
Departamento de Biologia Celular, Campus Darcy Ribeiro da Universidade de

Brasilia, com auxilio da professora Cecilia Beatriz Fiuza Favali.

Antes do inicio do procedimento, o padrdo para leptina canina e os controles

de qualidade foram preparados.

4.5.4.1. Preparacédo do padrao leptina canina

O padréo foi reconstituido em 500 pL de agua destilada para se obter
concentracdo de 55 ng/mL. ApoOs a adicdo de agua destilada ao frasco, este foi
invertido e misturado lentamente, seguindo para um descanso de 5 minutos.
Passado o tempo de descanso, o frasco foi levado ao agitador Vortex para

homogeneizar o produto.

Na sequéncia, seis microtubos de polipropileno receberam etiquetas com as
numeracodes tubo 1, tubo 2, tubo 3, tubo 4, tubo 5 e tubo 6. Posteriormente 250 uL
de tampdao de ensaio foram adicionados a cada um dos seis tubos. Em seguida, 250
pL do padréo ja reconstituido foi adicionado ao tubo 1. Apés homogeneizar o tubo 1,
250 pL foram transferidos para o tubo 2 dando inicio as diluicdes em série até o tubo
5 para obtencdo de uma concentracéo final de 0,859375 ng/mL. A etapa da diluicdo
em série assim como as concentracbes obtidas em cada um dos frascos esta

descrito na tabela 3.
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Tabela 2: Etapa de diluicio em série para preparacdo do padrdo e concentracdes

obtidas.
Volume do tampéo Volume de
Numero do _ Concentragao
de ensaio padréo )
tubo o o obtida (ng/mL)
adicionado adicionado
250 pL de padréo
Tubo 1 250 pL o 27,5 (X1 2)
reconstituido
Tubo 2 250 pL 250 pL do tubo 1 13,75 (X1 4)
Tubo 3 250 pL 250 pL do tubo 2 6,875 (X /8)
Tubo 4 250 pL 250 pL do tubo 3 3,4375 (X / 16)
Tubo 5 250 pL 250 yL dotubo 4  1,71875 (X / 32)
Tubo 6 250 pL 250 yL dotubo 5  0,859375 (X / 64)

4.5.4.2. Preparacao dos controles de qualidade 1 e 2

Para preparacdo dos controles de qualidade 1 (QC1) e 2 (QC2), 500 pL de agua

destilada foi adicionada para cada um dos frascos para reconstituicdo. Apos a

adicdo de agua destilada ao frasco, este foi invertido e misturado lentamente,

seguindo para um descanso de 5 minutos. Passado o tempo de descanso, o frasco

foi levado ao agitador Vortex para homogeneizacao.

4.5.4.3. Procedimentos operacionais parao ELISA |

Para inicio do procedimento, todos os reagentes foram colocados a temperatura

ambiente antes da configurar o ensaio. Os seguintes passos foram seguidos;
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Passo 1: Cada um dos dois tubos de solucédo de lavagem contendo 50 mLfoi
diluido na proporcédo 1:10 com agua destilada obtendo, ao final, uma solucéo
com 900 mL.

Passo 2: Lavagem da placa de ELISA com 300 pL de solucéo de lavagem. Este
procedimento foi repetido por mais 2 vezes totalizando 3 lavagens iniciais.

Passo 3: 100 pL de tampé&o de ensaio foram adicionados aos pocos Al e B1,
representando o branco do ensaio. O restante dos poc¢os receberam 80 uL da
mesma solucao.

Passo 4: Adicdo de 20 puL de X / 64 aos pocos C1 e D1, 20 puL de X / 32 aos
pocos E1 e F1, 20 pL de X / 16 aos pocos G1 e H1, 20 uL de X / 08 aos poc¢os
A2 e B2, 20 pL de X / 04 aos pocos D2 e E2, 20 uL de X/02 aos pocos E2 e F2 e
20 pL de X aos pogos G2 e H2, 20 puL de QC1 aos pocos A3 e B3 e 20 uL de
QC2 aos pocos C3 e D3. Para cada um dos pocos restantes, 20 uL de amostra
(A) foi adicionado. A montagem da placa do primeiro ELISA (ELISA 1) esta

ilustrada na figura 5.

1 2 3 4 < 6 i 8 9 10 11 .12

Figura 7: Montagem da placa de ELISA 1 com ordem de adi¢cdo do padrao,

controle de qualidade e amostras.
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Passo 5: A placa foi selada e incubada por 2 horas a temperatura ambiente
em plataforma agitadora.

Passo 6: Lavagem da placa 3 vezes apo6s incubagdo com 300 pL de solucéo
de lavagem.

Passo 7: Adicao de 100 pL da solugéo para deteccéo de anticorpos em cada
um dos pocos, desde Al até H12.

Passo 8: Selagem da placa e incubacdo em temperatura ambiente por mais 1
hora em plataforma agitadora.

Passo 9: Lavagem da placa 3 vezes apdés incubacdo com 300 pL de solucao
de lavagem

Passo 10: Adicdo 100 pL da solucdo de enzima em cada um dos pocos,
desde Al até H12.

Passo 12: Selagem da placa e incubacdo em temperatura ambiente por 30
minutos em plataforma agitadora.

Passo 13: Lavagem da placa 6 vezes apds incubac&o com 300 pL de solugéo
de lavagem

Passo 14: Adicédo de 100 pL de substrato em cada um dos pocgos, desde Al
até H12.

Passo 15: Selagem da placa e incubacdo em temperatura ambiente por 10
minutos em plataforma agitadora.

Passo 16: Adicao de 100 pL da solugdo de parada em cada um dos pocos,
desde Al até H12.

Passo 17: Leitura da placa em absorbancia 450 — 590 nm.

A placa, apos colocacao da solucdo de parada pode ser visualizada na figura
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Figura 8: Placa de ELISA 1, apos a adi¢do da solugéo de parada.

4.5.4.4. Procedimentos operacionais para o ELISA Il

Para realizagdo do segundo ELISA, devido alteracdo da ordem de montagem
das placas para facilitar a leitura posteriormente, os passos 3 e 4 foram alterados e

estdo descritos abaixo.

e Passo 3: 100 pL de tampéo de ensaio foram adicionados aos pocos Al e A2,
representando o branco do ensaio. O restante dos pocos receberam 80 L da
mesma solucao.

e Passo 4: Adicdo de 20 pL de X / 64 aos pogos Bl e B2, 20 puL de X/ 32 aos
pocos C1l e C2, 20 puL de X / 16 aos pogos D1 e D2, 20 pL de X / 08 aos
pocos E1 e E2, 20 pL de X / 04 aos pocgos F1 e F2, 20 pL de X/02 aos pogos
Gl e G2, 20 pL de X aos poc¢os H1 e H2, 20 puL de QC1 aos pogcos A3 e Ad e
20 pL de QC2 aos pocos B3 e B3. Para cada um dos pocos restantes, 20 uL
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de amostra (A) foi adicionado. A montagem da placa do segundo ELISA esta

ilustrada na figura 7.

3 4 S 6 7 8 9 10 11 12

A

Figura 9: Montagem da placa de ELISA 2 com ordem de adi¢cdo do

padrao, controle de qualidade e amostras.

A figura 8 demonstra a placa do segundo ELISA apds adicdo da solucao de

parada.
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Figura 10: Placa de ELISA 2, apés a adicdo da solucao de parada.

Durante todo o procedimento, a placa de ELISA foi monitorada a fim de evitar
formacao de bolhas no fundo do poc¢o o que poderia interferir na leitura da atividade
enzimética medida por espectofotometria através de absorbancia entre 450 e 590
nm. Outro procedimento para otimizar o ensaio foi descartar amostras com hemolise

ou lipemia.
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5. RESULTADOS

5.1. Triglicerideos e colesterol.

Os niveis séricos por animal de triglicerideo e colesterol, dos grupos G1, G2, G3

e G4 podem ser visualizados na tabela 6 disponivel no apéndice 7.

Os valores de triglicerideos obtidos em G1 e G2 estavam dentro dos niveis
normais para a espécie, cuja variagao, segundo Zicker et al., (2000) € de 20 a 140
mg.dL™. Nos grupos G3 e G4, todos os valores de triglicerideos obtidos est&o fora
da faixa de variacao ideal, demonstrando hipertrigliceridemia em 100% das cadelas

analisadas com escore de condicdo corporal acima do peso.

Pelo teste de Kruskal-Wallis, a variavel triglicerideo dos grupos G1 e G2, assim
como dos grupos G3 e G4 ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significante (significancia assintética = 0,05). Os valores entre 0s grupos com escore
de condicédo corporal ideal (G1 e G2) e os grupos acima do peso (G3 e G4), os
valores de triglicérides apresentaram diferencas estatisticamente significantes
(significancia assintética < 0,05). As médias para a variavel triglicerideo estao

ilustradas em graficos boxplots na figura 11.
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Figura 11: Resultado médio dos niveis séricos de triglicérides por grupo.

De forma semelhante, os valores de colesterol as cadelas do grupo G1 e G2,
estavam dentro da faixa de variacdo normal proposta por Kaneko (1997), que vai de
130 a 270 mg.dL™. No grupo G3, 93,3% (n=14/15) das cadelas apresentaram
hipercolesterolemia e apenas uma cadela, 6,66 % (n=1/15) do total, apresentou
colesterol sérico dentro da normalidade. Ao analisar o grupo G4, 73,3% (n=11/15)
das cadelas apresentaram hipercolesterolemia e 26,6% (n=4/15) apresentaram

niveis de colesterol dentro da normalidade.

Como pode ser visualizado na figura 12, de acordo com o teste de Kruskal-
Wallis, ndo houve diferenca significativa nos niveis de colesterol entre os grupos G1
e G2 assim como entre os grupos G3 e G4 (significancia assintética = 0,05).
Entretanto, ao fazer a mesma analise agrupando o0s animais com escore de

condigéo corporal ideal (G1 e G2) com aqueles acima do peso (G3 e G4), observou-
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se diferenca estatisticamente significante (significancia assintética < 0,05) nos

valores de colesterol.
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Figura 12: Resultado médio dos niveis séricos de colesterol por grupo.

5.2. Glicose e frutosamina.

Os resultados séricos individuais de glicose e frutosamina, dos grupos G1, G2,

G3 e G4 podem ser visualizados na tabela 5 disponivel no apéndice 7.

Apesar de 3 cadelas (3/15) do grupo G1 apresentarem glicose sérica préxima ao
limite maximo, de uma maneira geral os valores obtidos nos grupos com escore
corporal ideal, G1 e G2, encontraram-se dentro da normalidade utilizando a variacao
glicémica proposta por Brobst (1997) de 65 a 110 mg.dL™. No Grupo G3, 93,3 %

(14/15) das cadelas apresentaram valores séricos de glicose elevados, com apenas

41



6,66% (n=1/15) apresentando valor dentro da normalidade, apesar de estar no limite
méaximo. No grupo G4 as mesmas porcentagens foram encontradas, ou seja, 93,3%
das cadelas apresentaram glicose elevada e apenas 6,66% apresentaram glicemia
dentro da normalidade. Os valores de glicose entre os grupos G1 e G2 néo diferiram
entre si (significancia assintética 2 0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis, assim como os
valores entre os grupos G3 e G4. Entretanto, ao fazer a mesma analise agrupando
0s animais com escore de condicao corporal ideal (G1 e G2) com aqueles acima do
peso (G3 e G4), observou-se diferenca estatisticamente significante (significancia

assintotica < 0,05) nos valores de glicose.

As médias dos niveis séricos de glicose estao ilustradas em gréaficos boxplots
(Fig. 13).
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Figura 13: Resultados médios dos niveis séricos de glicose por grupo.

Os valores de frutosamina de 93,3% das cadelas do grupo G1 apresentaram-

se dentro da normalidade, utilizando a faixa de variagdo proposta por Reusch et al.
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(2001), que vai de 207 a 340 pumol/L com apenas uma cadela, 6,66% (1/15),
apresentando valor superior a 340 pmol/L. No grupo G2, 73,3% (n=11/15) das
cadelas apresentaram niveis de frutosamina dentro da normalidade e 26,6% (4/15)
apresentaram niveis acima de 340 umol/L, apesar de se encontrarem muito

proximos a este valor.

No grupo G3, 60% do total (n=9/15), estavam com niveis séricos de
frutosamina elevados e 40% (6/15) apresentaram niveis dentro da normalidade. No
grupo G4, 80% (n=11/15) das cadelas apresentaram frutosamina elevada e 20%
(3/15) estavam com niveis séricos normais. Os valores de frutosamina entre 0s
grupos G1 e G2 nao diferiram entre si (significancia assintética = 0,05) assim como
os valores entre os grupos G3 e G4, porém houve diferenca estatistica entre os
grupos de ECC ideal e de ECC elevado.

As médias dos niveis séricos de frutosamina estdo ilustradas em gréficos
boxplots na figura 14.
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Figura 14: Resultados médios dos niveis séricos de frutosamina por grupo.
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5.3. Leptina

Os valores individuais de leptina obtidos por método ELISA dos grupos G1 e G2,
G3 e G4, estdo descritos na tabela 9, respectivamente, disponivel no apéndice 9. Na
sequéncia, a figura 15 ilustra, através de grafico boxplot, os valores médios de

leptina obtidos, desagregado por grupo.

Se comparar os niveis de leptina entre os grupos com ECC normal e 0s grupos
acima do peso, observamos diferenca comprovada estatisticamente, onde 0s grupos
acima do peso mostraram valores mais elevados. A média obtida nas cadelas com
ECC normal (grupos G1 e G2) foi de 1,665 ng/dl, com valor minimo em 0,9185 ng/dL
e maximo de 2,395 nd/L. Enquanto que nas cadelas acima do peso (grupos G3 e
G4), a média obtida foi 6,265 nd/dL, em torno de 3,5 vezes o valor obtido nas
cadelas com escore normal. O valor minimo encontrado nas cadelas acima do peso
foi de 2,536 nd/dL e maximo de 14,143 nd/dL.

N&o foi observada diferenca estatisticamente significante nos valores de leptina
entre os grupos G1 e G2 (significancia assintética = 0,05). Entretanto, houve
diferenca significativa nos niveis de leptina das cadelas obesas com tumor (grupo
G4) em comparacao as cadelas obesas sem tumor (grupo G3). A média obtida no
grupo G3 foi de 3,45 ng/mL, com valor minimo de 2,536 ng/mL e maximo de 6,858
ng/mL. Ao analisar o grupo G4, a média obtida diferiu estatisticamente do grupo G3,
sendo de quase 3 vezes a média do grupo G3 (9,08 ng/dL). O valor minimo obtido
no grupo G3 foi de 4,054 nd/dL e maximo de 14,143 nd/dL. Na comparacdo dos
valores de leptina entre os grupos G3 e G4, verificou-se que 0os mesmos diferem
entre si mostrando significancia assintética < 0,05. Houve também diferenca
significativa (significancia assintética < 0,05) entre os agrupamentos G1G2 e G3G4

(ECC ideal versus ECC acima do peso),
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Figura 15: Resultado médio dos niveis séricos de leptina por grupo.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou relagéo direta entre obesidade e dislipidemia,
hiperglicemia e hiperleptinemia em cadelas. Além disso, verificou-se associacao
entre obesidade e hiperleptinemia com neoplasias mamarias nesta espécie. Estes
achados representam importante contribuicAo uma vez que existem escassos
estudos associando os dados acima enumerados em cadelas. Este trabalho abre
novas perspectivas para o entendimento de enfermidades cada vez mais frequentes,
como a obesidade e os tumores de mama, na espécie canina. Além disso, 0s
resultados aqui observados sdo semelhantes aos descritos na mulher, o que
potencializa a aplicacdo dos conhecimentos gerados com estudos de obesidade e

neoplasias mamarias em cadelas na espécie humana.

Semelhante ao que € amplamente conhecido para o homem, os achados de
dislipidemia encontrados no presente estudo corroboram com Brunetto et al. (2011),
Mori et al. (2011), Mazaki-Tovi et al. (2012) e Silva et al. (2012) onde
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia foram encontradas em cées obesos.
Valores elevados de triglicerideos e colesterol em cdes aumentam as chances do
desenvolvimento de varias enfermidades, como pancreatite, problemas oculares
(JEUSETTE et al., 2005), aterosclerose, diabetes mellitus e hipotireoidismo (HESS
et al., 2003). Desta forma é importante conhecer os niveis de lipidemia em cées
obesos para o tratamento e prevencao inimeras doencas.

Em 29 das 30 cadelas obesas (96,6%) estudadas foi observado hiperglicemia.
Além disso, os niveis de glicose estavam muito acima dos valores de referéncia
(média = 227,8 mg.dL™) concordando com os achados de Silva et al (2012), onde
84,61% dos cédes (n=22/26) apresentaram hiperglicemia com meédia sérica de 173
mg.dL™. Sabe-se que outros fatores podem elevar a glicose sanguinea, em especial
os niveis de cortisol circulantes durante a coleta das amostras em animais
estressados, por exemplo. Entretanto, as cadelas ndo obesas (escore corporal
normal) foram submetidas aos mesmos procedimentos realizados nas cadelas
obesas e ainda assim apresentaram niveis dentro dos valores de referéncia tanto

para frutosamina como para glicose. Além disso, segundo Veiga (2005), a
46



frutosamina nédo se modifica com as alteragdes induzidas por estresse. A
frutosamina, elevada em 64% das cadelas acima do peso (n=11/30) foi avaliada
neste estudo visto que a mesma fornece valores glicémicos das ultimas trés
semanas (KAWAMOTO et al, 1992; JENSEN & AAES, 1992). Para analise de
distarbio hormonais em cées obesos, Martin et al. (2006) mensurou o nivel sérico de
frutosamina de 31 caes com obesidade naturalmente adquirida, de diferentes racas,
onde 27% deles estavam acima do peso. Em 64,5% (n=20/31) dos animais 0s niveis
de frutosamina estavam elevados, considerando a mesma faixa de variacao
proposta por Reusch et al (2002), corroborando com os achados do presente
estudo. Os resultados obtidos, tanto para glicose quanto para frutosamina,
confirmam a hiperglicemia, que parece ser uma consequéncia do escore de
condicdo corporal elevado, o que pode ser devido a uma resisténcia insulinica, que,
segundo Kaiala et al (2000), eleva os niveis glicémicos. Os resultados deste trabalho
reforcam a idéia de que animais obesos tendem a ser hiperglicémicos.

Vale salientar outros fatores que podem estar envolvidos na resisténcia
insulinica. A elevacgdo de insulina nos casos de obesidade pode levar a um aumento
nas concentracdes de IGF-I livre, em sua maior parte produzido pelo tecido hepético,
devido a reducdo da expressao de proteinas de ligacdo (DOUYON, 2002). Martin et
al (2006) analisou cdes com obesidade espontanea e também encontrou elevagéo
de IGF-I na populacdo obesa em comparacdo aos ndo obesos. GAYET et al (2004)
também avaliou cdes com obesidade induzida por superalimentacdo onde esta
resultou em elevagcdo de IGF-I correlacionando-se positivamente com aumento de
insulina.  Outro fator importante na resisténcia insulinica é a presenca de
hipertrigliceridemia. Kawasumi et al (2012), diagnosticaram hiperlipidemia em nove
(23,7%) de 38 cdes que apresentavam conjuntamente resisténcia insulinica com

hiperinsulinemia.

No presente estudo, observou-se correlacdo positiva entre peso vivo, escore
corporal e medi¢cdes biométricas com niveis leptinémicos. Se comparar os niveis de
leptina entre 0s grupos com escore normal e 0s grupos acima do peso, observa-se
diferenca estatistica, onde 0s grupos acima do peso mostraram valores mais
elevados. Desta forma pode-se inferir que as maiores quantidades de tecido adiposo

nas cadelas do grupo G3 e G4 estdo relacionadas aos niveis leptinémicos mais
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elevados corroborando com os achados de Jeusette et al (2005); Ishioka et al
(2007); Nishi et al (2010); Verkest et al (2011) e Mazaki-Tovi et al (2012).

A producéo de leptina também est4 relacionada diretamente com a ingestao
de alimentos, onde niveis plasmaticos aumentam na fase pos-prandial (SANCHES,
2005). Este aumento de leptina pés-prandial € devido, além de outros fatores, a
maior quantidade de glicose circulante adentrando os adipécitos (HAVEL, 2001).
Como todos os animais alvos deste estudo estavam, no momento da puncdo
venosa, em jejum prolongado, descarta-se a possibilidade dos maiores niveis de
leptina encontrados nas cadelas obesas estarem relacionados alimentacédo pré-

coleta.

Ao analisar outros fatores que interferem na producéo de leptina, para todas
as anamneses realizadas, informacfes acerca de ingestdo de medicacdes eram
obtidas, excluindo-se do estudo os animais que estivessem fazendo uso de
farmacos ou suplementos que pudessem interferir de alguma maneira nas analises
realizadas, em especial os glicocorticoides, pois estes possuem relacdo inversa com
a producéo de leptina (LICINIO et al, 1997 APUD SANCHES, 2005).

Sabe-se que animais obesos produzem adipocitocinas, em especial a leptina
(GERMAN et al, 2010), que pode estar envolvida com a elevacdo da carcionogénese
mamaria (CLEARY et al, 2010; JARDE et al, 2011). Sendo assim, a leptina foi
mensurada neste estudo para comparacao dos valores séricos entre cadelas obesas
e ndo obesas com e sem tumor mamario, tento sido observado niveis
estatisticamente maiores em cadelas obesas com neoplasia (3,45 + 1,13 ng/mL) em
comparacao com cadelas obesas sem tumor (9,08 + 4,12 ng/mL) (figura 17). Desta
forma, pode-se sugerir, assim como observado na mulher (TESSITORE et al, 2000;
TESSITORE et al, 2004; COSKUN, 2003; HARVIE, 2003; HU et al, 2003;
ISHIKAWA, 2004; SAUTER et al, 2004; GAROFALO & SURMACZ, 2006;
GAROFALO et al, 2006; CHEN, 2006; MIYOSHI et al, 2006; GONZALEZ, 2009;
JARDE et al, 2009; JARDE et al, 2011; CLEARY, 2010; BENITEZ et al, 2012) que a
leptina pode estar envolvida na carcinogénese mamaria na cadela. Relatos na
medicina veterinaria estdo em estudo preliminar conduzido por Ressel et al (2012),

0s autores investigaram leptina e seu receptor (ObR), através de imuno-
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histoquimica, em tecidos mamarios normais, hiperplasicos e neoplésicos. Os
resultados revelaram que leptina e seu receptor ObR podem ser localizados nos
tecidos analisados sendo que a expressdo do receptor € elevada em tecidos
hiperplasicos. Em cées, demonstrou-se perda de expressdo de leptina e ObR em
lesbes neoplasicas avancadas. Ainda sdo necesséarias maiores informacdes acerca
do papel da leptina e expresséo de receptores nas fases iniciais de transformagao

neoplasica.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou relacéo direta entre obesidade e dislipidemia,
hiperglicemia e hiperleptinemia em cadelas. Além disso, verificou-se associacao
entre obesidade e hiperleptinemia com neoplasias mamarias nesta espécie. Estes
achados representam importante contribuicdo uma vez existem escassos estudos
associando os dados acima enumerados em cadelas. Este trabalho abre novas
perspectivas para o entendimento de enfermidades cada vez mais frequentes, como
a obesidade e os tumores de mama, na espécie canina. Além disso, os resultados
aqui observados sdo semelhantes aos descritos na mulher, o que potencializa a
aplicacdo dos conhecimentos gerados com estudos de obesidade e neoplasias

mamarias em cadelas para a espécie humana.
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9. APENDICES

9.1. APENDICE 1: Ficha clinica dos grupos G2 e G4.
FICHA CLINICA - CADELAS COM TUMOR MAMARIO

Nome: Raca: Pelagem: Data de Nascimento:
Proprietério: Endereco:
Telefone (s): e-mail:

Peso (Kg):

Estadejejum ( )SIM ( ) NAO Quanto tempo?

ANAMNESE TUMORAL
Historico da doenga — tumor de mama (inicio, sinais, sintomas):

Perdade peso:( )SIM ( )NAO Intolerancia do exercicio: ( )SIM ( )NAO Animal castrado: ( )SIM( )NAO Quando?

Inicio da puberdade: Numero e cios: Intervalo entre cios: Nimero de gestacdes: Abortos:

Dificuldade reprodutiva: Pseudogestagao:

Aplicacéo de anticoncepcional: ( ) SIM () NAO Qual? Quantas vezes? Histérico familiar de tumor de mama:

Histérico de mastite: Histérico de mastectomia e\ou nodulectomia: Exames radiograficos anteriores: ( ) SIM ( ) NAO

ANAMNESE NUTRICIONAL

Tipo de alimento usado: Qual racéo utilizada? Quantidade fornecida de racdo ao dia:
Frequéncia de alimentacdo ( ) 1xaodia ( )2xaodia ( )3xaodia ( ) Mais de 3 x ao dia Tipo de comida caseira oferecida:
Fornece petiscos ao animal (biscoitos, bifinhos e etc): Quais petiscos sao fornecidos? Frequéncia de fornecimento:
Qual a frequiéncia de atividade fisica: () diariamente () semanalmente () 3x por semana ( ) Outro:
Tipo de atividade fisica (caminhadas, corridas, natacao e etc): Existem outros animais em casa? Quantos e quais?
Como vocé alimenta seu cdo? () Deixa o alimento a vontade na vasilha () Segue as instru¢des do rétulo () Fornece o alimento e retira apés alguns minutos
Esta usando algum tipo de suplementacéo nutricional? Qual?
Faz uso de produtos a base de Acido Ascérbico (Vitamina C)? () SIM () NAO
Se sim, usa desde quando?

EXAME FiSICO GERAL

Horario do exame: : Estado de hidratacao: TPC: Frequéncia cardiaca:
Temperatura corpoérea: Mucosas aparentes: Frequéncia respiratoria:
Aparéncia geral: Atitude: Comportamento:
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CARACTERISTICA FISICA DO TUMOR
Mobilidade (+\-): Ulceragdo (+\-): Eritema (+\-): Aderéncia da pele (+\-):
Infeccao (+\-): Envolvimento de fascia ou muasculo (+\-): Dor local (+\-):

Escore de condigéo corporal (ECC)dela9= Estatura (articulagdo atlanto occipital até o chéo) = IMCC =
Circunferéncia pélvica (CP) = Comprimento da tuberosidade do calcaneo até o ligamento patelar médio (CR) =
% GC = Triglicérides: Colesterol:

Glicose: Frutosamina: Leptina:
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9.2.  APENDICE 2: Ficha clinica dos grupos G1 e G3

FICHA CLINICA - CADELAS SEM TUMOR MAMARIO

Nome: Raca: Pelagem: Data de Nascimento:
Proprietério: Endereco:
Telefone (s): e-mail:

Peso (Kg):

Estadejejum ( )SIM ( ) NAO Quanto tempo?

ANAMNESE NUTRICIONAL

Tipo de alimento usado: Qual racéo utilizada? Quantidade fornecida de racdo ao dia:
Frequéncia de alimentacdo ( ) 1xaodia ( )2xaodia ( )3xaodia ( ) Mais de 3 x ao dia Tipo de comida caseira oferecida:
Fornece petiscos ao animal (biscoitos, bifinhos e etc): Quais petiscos sao fornecidos? Frequéncia de fornecimento:
Qual a frequiéncia de atividade fisica: () diariamente () semanalmente () 3x por semana () Outro:
Tipo de atividade fisica (caminhadas, corridas, natagao e etc): Existem outros animais em casa? Quantos e quais?
Como vocé alimenta seu cdo? () Deixa o alimento a vontade na vasilha () Segue as instru¢des do rétulo () Fornece o alimento e retira apds alguns minutos
Esta usando algum tipo de suplementagéo nutricional? Qual?
Faz uso de produtos a base de Acido Ascérbico (Vitamina C)? ( ) SIM () NAO
Se sim, usa desde quando?

EXAME FiSICO GERAL

Horariodoexame: _ :  Estado de hidratacéo: TPC: Frequéncia cardiaca:
Temperatura corporea: Mucosas aparentes: Freqgiiéncia respiratoria:
Aparéncia geral: Atitude: Comportamento:

Escore de condicédo corporal (ECC)del1a9= Estatura (articulacdo atlanto occipital até o chéo) = IMCC =
Circunferéncia pélvica (CP) = Comprimento da tuberosidade do calcaneo até o ligamento patelar médio (CR) =
% GC = Triglicérides: Colesterol:

Glicose: Frutosamina: Leptina:
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9.3. APENDICE 3: Termo de consentimento (G2 e G4).

Titulo da Pesquisa:

Nome do (a) Pesquisador (a) Responsavel:

Instituicdo: UnB — Universidade de Brasilia Telefone:

Natureza da pesquisa: o Sr. (sra.) esta sendo convidada (0) a autorizar a participacdo de seu(s)
animal(is) nesta pesquisa que tem como finalidade avaliar a predisposi¢&o de animais com sobrepeso
ou obesos a desenvolverem neoplasias de mamarias.

Identificagdo do(s) animal(is):

Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo o Sr. (Sra.) permitira ao (a) pesquisador (a)
realizar o exame fisico geral, puncédo venosa e biopsia da tumor. O Sr. (Sra.) tem a liberdade de se
recusar a participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da pesquisa, sem
qualquer prejuizo para o seu animal. Sempre que quiser poderd pedir mais informagBes sobre a
pesquisa através do telefone do (a) pesquisador e, se necessario, através do telefone da Comisséo
de Etica da Universidade de Brasilia.

Sobre os dados necessarios: antes da puncdo venosa, 0 animal passara por exame fisico e
medicdes com auxilio de fita métrica para determina¢éo de sua condigdo corporal. Serdo coletados 4
ml de sangue para mensuracdes laboratoriais de triglicerideos, colesterol, glicose, leptina e
frutosamina (exames esses realizados sem custos para o proprietario). O exame histopatoldgico sera
realizado apds a retirada cirdrgica da neoplasia para assim obtermos a classificagao do tipo tumoral
envolvido.

Riscos e desconforto: a participac@o nesta pesquisa ndo traz complica¢des legais. O animal podera
apresentar apenas desconfortos nos locais das pung¢fes. Os procedimentos adotados nesta pesquisa
obedecem a Resolucao 879, de 15 de fevereiro de 2008.e & Lei Federal 11794, de 08 de outubro de
2008.

Confidencialidade: os dados obtidos no trabalho serdo posteriormente publicados, porém todas as
informacdes referentes a identificacdo de proprietarios e animais coletadas neste estudo sédo
estritamente confidenciais e néo serdo utilizadas na publicag&o.

Beneficios: esperamos que neste estudo se obtenham informagdes importantes sobre envolvimento
hormonal na formacdo tumoral e relagbes com escore corporal, de forma que o conhecimento que
sera construido a partir desta pesquisa possa nos auxiliar em possiveis prevenc¢des e tratamentos
especificos, 0 pesquisador se compromete a divulgar os resultados obtidos.

Pagamento: o Sr. (Sra.) ndo terd nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem como,
nada sera pago por sua participacao.

ApOs estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar desta
pesquisa. Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto
meu consentimento em participar da pesquisa.

Nome do Proprietario (CPF/RG):

Assinatura do Proprietario Assinatura do pesquisador

Brasilia, de de 20

81



9.4.  APENDICE 4: Termo de consentimento (G1 e G3).

Titulo da Pesquisa:

Nome do (a) Pesquisador (a) Responsavel:

Instituicdo: UnB — Universidade de Brasilia Telefone:

Natureza da pesquisa: o Sr. (sra.) esta sendo convidada (0) a autorizar a participacdo de seu(s)
animal(is) nesta pesquisa que tem como finalidade avaliar a predisposi¢do de animais com sobrepeso
ou obesos a desenvolverem neoplasias de mamarias.

Identificagdo do(s) animal(is):

Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo o Sr. (Sra.) permitird ao (a) pesquisador (a)
realizar o exame fisico geral e punc¢éo venosa. O Sr. (Sra.) tem a liberdade de se recusar a participar
e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo
para o seu animal. Sempre que quiser podera pedir mais informacdes sobre a pesquisa através do
telefone do (a) pesquisador e, se necessario, através do telefone da Comissdo de Etica da
Universidade de Brasilia.

Sobre os dados necessarios: antes da puncdo venosa, 0 animal passara por exame fisico e
medicdes com auxilio de fita métrica para determinacéo de sua condi¢do corporal. Serdo coletados 4
ml de sangue para mensuracdes laboratoriais de triglicerideos, colesterol, glicose, leptina e
frutosamina (exames esses realizados sem custos para o proprietario).

Riscos e desconforto: a participac@o nesta pesquisa ndo traz complica¢des legais. O animal podera
apresentar apenas desconfortos nos locais das pung¢des. Os procedimentos adotados nesta pesquisa
obedecem a Resolucao 879, de 15 de fevereiro de 2008.e a Lei Federal 11794, de 08 de outubro de
2008.

Confidencialidade: os dados obtidos no trabalho serdo posteriormente publicados, porém todas as
informacdes referentes a identificacdo de proprietarios e animais coletadas neste estudo sdo
estritamente confidenciais e ndo seréo utilizadas na publicagéo.

Beneficios: esperamos que neste estudo se obtenham informagdes importantes sobre envolvimento
hormonal na formacdo tumoral e relagbes com escore corporal, de forma que o conhecimento que
sera construido a partir desta pesquisa possa nos auxiliar em possiveis prevencfes e tratamentos
especificos, 0 pesquisador se compromete a divulgar os resultados obtidos.

Pagamento: o Sr. (Sra.) ndo terd nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem como,
nada sera pago por sua participagao.

ApOs estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar desta
pesquisa. Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto
meu consentimento em participar da pesquisa.

Nome do Proprietario (CPF/RG):

Assinatura do Proprietario Assinatura do pesquisador

Brasilia, de de 20
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9.5.

APENDICE 5: Idade, escore de condicdo corporal, peso vivo, medi¢cdes biométricas, porcentagem de gordura corporal e
indice de massa corporal canino dos animais dos grupos G1 e G2.

Tabela 3: Idade, escore de condicdo corporal, peso vivo, medigbes biométricas, porcentagem de gordura corporal e indice de
massa corporal canino dos animais do grupo G1* e G2*.

Idade Idade ECC* ECC PV* PV Estatura* Estatura CR* CR Cp* CP  %GC* %GC IMCC* IMCC
Animal
Gl G2 Gl G2 G1 G2 Gl G2 Gl G2 Gl G2 Gl G2 Gl G2

A 7 13 4/5 4/5 125 45 1 1,62 20 23 50 63 17,500 24,49 12,500 13,717
B 8 8 4/5 4/5 8,9 6,6 0,81 0,73 18 16 45 43 16,250 17,79 14,922 13,624
C 8 9 4/5 4/5 19 245 1,2 1,32 19 25 55 60 23,850 18,3 13,194 14,061
D 9 11 4/5 4/5 17 3 1,15 0,5 25 9 59 34 17,370 21,32 12,854 13,200
E 9 9 4/5 4/5 5,9 345 0,7 1,4 13 20 36 57 16,380 24,01 13,245 14,082
F 7 9 45 45 74 35 0,74 1,37 18 25 45 66 16,250 23,88 14,865 14,918
G 8 9 4/5  4/5 5 55 0,65 0,66 12 105 35 38 17,150 22,49 13,018 13,889
H 8 9 4/5 4/5 19,9 27,7 1,15 1,3 18 24 53 60 23,690 20 15,047 13,112
I 10 7 4/5 4/5 19,3 285 1,2 1,3 23 19 54 55 16,120 23,85 13,403 13,491
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J 9 8 4/5 4/5 5,1 33 0,68 1,38 14 25 40 67 18,400 24,81 12,132 13,863
L 6 8 4/5 4/5 10 4,5 0,85 0,62 15 11 41 36 17,630 19,78 13,841 12,877
M 6 16 4/5 4/5 25 4,85 0,46 0,64 8 11 26 33 15,58 16,99 12,996 13,025
N 7 7 4/5 4/5 55 256 0,69 1,19 12 20 34 54 16,22 21,22 12,707 14,462
@) 7 10 4/5 4/5 4 8,15 0,55 0,79 8 12 28 43 17,44 24,59 14,545 14,365
P 9 12 4/5 4/5 53 2,24 0,67 0,44 10,4 9 35 29 19,87 16,67 12,987 12,727

Média 7,87 9,67 45 45 9,82 19,24 0,83 1,02 15,56 17,30 42,40 49,2 17,98 21,35 13,48 13,69

Desvio

vadréo 1,19 244 0,0 0,0 6,14 14,66 0,25 0,40 5,14 6,36 10,20 13,14 2,58 2,93 0,94 0,63

* G1: cdes com escore corporal normal sem tumor de mama; G2: cdes acima do peso com tumor de mama; ECC: escore de condicdo corporal; PV: Peso vivo;

Estatura em metros; CR: longitude do membro posterior direito desde a tuberosidade calcanea até a metade do ligamento patelar em centimetros; CP:

circunferéncia pélvica em centimetros; GC: gordura corporal e IMCC: indice de massa corporal canino.
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9.6. APENDICE 6: Idade, escore de condi¢&o corporal, peso vivo, medi¢des biométricas, porcentagem de gordura corporal e
indice de massa corporal canino dos animais dos grupos G3 e G4.

Tabela 4: Idade, escore de condicdo corporal, peso vivo, medi¢cdes biométricas, porcentagem de gordura corporal e indice de
massa corporal canino dos animais do grupo G3* e G4*.

Idade Idade ECC* ECC PV* PV  Estatura* Estatura CR* CR CP* CP %GC* %GC IMCC* IMCC
Animal
G3 G4 G3 G4 G3 G4 G3 G4 G3 G4 G3 G4 G3 G4 G3 G4

A 6 8 7 8 12 3,84 0,84 0,47 12 7 54 36 34,82 26,58 17,007 19,122
B 7 9 8 8 23,1 8,95 1,01 0,68 16 14 68 49 41,04 26,77 22,645 21,291
C 8 7 8 8 22,6 9,5 1 0,68 15 14 70 52 446 29,56 22,600 22,599
D 9 10 8 6 20,6 6,2 1,04 0,65 19 11 59 43 27,57 26,29 19,046 16,142
E 7 8 9 7 254 6,45 0,96 0,64 15 10 69 41 43,67 26,13 22,049 17,322
F 7 11 8 7 34,1 9,45 1,24 0,77 22 15 63 59 26,19 34,37 17,742 17,532
G 8 10 9 7 31,1 4,77 0,98 0,55 16 9 71 40,3 43,83 27,179 25,906 17,345
H 9 10 8 8 34,1 8,85 1,17 0,71 18 9 76 45 45,08 31,55 19,928 19,312
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I 7 10 8 7 16 8,3 0,85 0,72 21 13 65 48 29,75 27,54 22,145 17,612
J 7 8 8 7 14 7,85 0,83 0,69 14 11 50 44 27,7 27,22 20,322 18,137
L 9 11 7 7 13 6 0,86 0,59 12 8,4 53 39 33,89 26,99 17,577 18,960
M 8 8 8 7 13,7 15,5 0,76 0,91 14 14 49 50 206,77 27,7 23,719 18,718
N 9 11 6 8 11,8 16,25 0,84 0,95 13 16 51 60 30,33 33,6 16,723 18,006
@) 7 15 6 8 12,8 19,45 0,91 0,93 14 14 52 68 29,56 44,44 15,457 22,488
P 9 11 7 7 10,9 35,5 0,8 1,2 13 21 50 66 29,4 30,68 17,031 19,722

Média 7,8 9,80 7,67 7,33 19,68 11,12 0,94 0,74 15,60 12,43 60,0 49,35 34,28 29,77 19,99 18,95

Desvio

vadro 101 197 090 0,62 8,33 8,06 0,14 0,19 3,11 3,61 9,29 988 7,28 4,85 3,08 1,90

*G3: cdes acima do peso sem tumor de mama; G4: cdes acima do peso com tumor de mama; ECC: escore de condi¢cdo corporal; PV: Peso vivo; Estatura em

metros; CR: longitude do membro posterior direito desde a tuberosidade calcanea até a metade do ligamento patelar em centimetros; CP: circunferéncia pélvica

em centimetros; GC: gordura corporal e IMCC: indice de massa corporal canino.
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9.7. APENDICE 7: Valores séricos de triglicérides e colesterol

Tabela 5: Valores séricos individuais de triglicerideos e colesterol dos grupos G1*,
G2*, G3* e G4*,

TG* coLx TG COoL TG COoL TG CoL
Animal Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo

G1 G1 G2 G2 G3 G3 G4 G4

A 52 148 82 81 336 332 350 438

B 54 230 76 115 143 365 430 267

C 69 120 105 226 302 354 379 269

D 78 80 65 95 250 396 342 331

E 92 90 62 201 293 337 561 347

F 98 71 59 86 250 452 185 321

G 36 166 65 119 471 264 201 514

H 87 194 69 165 312 371 208 283

I 56 193 98 148 540 347 524 262

J 96 127 96 110 152 401 235 264

L 52 200 56 189 292 283 145 364

M 64 112 75 93 511 299 171 481

N 84 105 70 123 220 412 285 397

@] 68 224 73 223 212 495 324 504

P 96 119 71 192 340 557 446 353
Média 72,13 145,27 74,80 144,40 308,27 377,67 319,07 359,47
Desvio padréo 19,64 52,57 14,61 50,99 119,28 78,84 130,59 89,20

*G1: cdes com escore corporal normal sem tumor de mama; G2: caes com escore corporal normal com tumor
de mama; G3: cdes acima do peso sem tumor de mama e G4: cdes acima do peso com tumor de mama; TG:

valores séricos de triglicerideo em mg/dl; COL: valores séricos de colesterol em mg/dl.
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9.8. APENDICE 8: valores séricos de glicose e frutosamina

Tabela 6: Valores séricos individuais glicose e frutosamina dos grupos G1*, G2*, G3*

e G4*,

GLI FRU GLI FRU GLI FRU GLI FRU
Animal Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo

G1 G1 G2 G2 G3 G3 G4 G4

A 89 287 109 323 166 443 356 440

B 71 294 118 358 239 335 268 306

C 106 295 116 318 259 310 156 465

D 100 247 81 302 166 433 110 336

E 75 274 85 330 190 287 198 353

F 92 246 84 306 210 389 260 458

G 71 315 91 262 120 378 230 344

H 72 307 87 303 260 333 434 471

I 98 354 106 363 189 449 325 466

J 86 337 111 234 180 270 125 308

L 115 309 96 298 365 458 254 385

M 101 238 94 350 150 463 310 470

N 93 264 108 359 223 389 214 374

@] 86 249 99 237 131 235 265 451

P 84 328 96 263 296 403 185 372
Média 89,27 289,60 98,73 307,07 209,60 371,67 246,00 399,93
Desvio padréo 13,39 36,03 12,01 42,69 65,95 73,23 87,60 62,40

*G1: cdes com escore corporal normal sem tumor de mama; G2: caes com escore corporal normal com tumor
de mama; G3: caes acima do peso sem tumor de mama; G4: cdes acima do peso com tumor de mama; GLI:

valores séricos de glicose em mg/dl e FRU: valores séricos de frutosamina em pmol/l.
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9.9. APENDICE 9: Valores séricos de Leptina (ng/ml)

Tabela 7: Valores séricos individuais de leptina em ng/ml do grupo G1*, G2*, G3* e
G4*.

Animal Grupo G1 Grupo G2 Grupo G3 Grupo G4
A 1,7405 1,943 3,036 4,3645
B 1,304 1,261 3,71 5,915
C 2,235 1,5035 4,278 11,338
D 1,634 1,642 2,596 4,054
E 1,3775 2,243 4,178 4,176
F 1,2395 1,9375 2,536 14,095
G 1,427 1,711 4,105 7,2045
H 2,148 1,607 6,858 12,385
I 1,2375 1,821 2,823 13,517
J 1,911 2,395 3,71 7,843
L 1,904 1,578 2,855 4,054
M 0,962 1,096 2,593 6,7475
N 1,1615 1,9375 2,924 13,517
@) 1,655 2,395 2,7845 14,143
P 1,989 0,9185 2,7575 12,864
Média 1,60+ 0,39 1,73+0,44 3,45+1,13 9,08 +4,12

*G1: cdes com escore corporal normal sem tumor de mama; G2: cdes com escore corporal normal
com tumor de mama; G3: cdes acima do peso sem tumor de mama e G4: cdes acima do peso com
tumor de mama.
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