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CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Introducéo

O céancer, originado do proprio individuo, ou causada por ele, advindo
de origens externas ou alteracbes genéticas pré determinadas, afeta
indiscriminadamente homem e animal, sendo capaz de multiplicar, invadir e
consumir, tendo como Unico objetivo, sobreviver.

Por se tratar de uma perpetuacdo continua sutil e invasiva, sendo
assim tardiamente notado, o diagndstico de cancer em animais de estimacao
revela a fragilidade dos profissionais perante essa doenca desafiadora. Tal
situacao torna-se paradoxal entre a realidade do cancer e o valor sentimental do
animal. A palavra de ordem refere-se a qualidade de vida independente do tempo
de sobrevida.

Profissionais qualificados oferecem opc¢des adequadas de tratamento
aos diferentes tipos de neoplasias, condicdo essencial aos proprietarios que
prezam pelos seus animais de estimacdo. Nesse contexto o médico veterinario
ndo podera atuar de modo generalista, o profissional devidamente capacitado
deve estar atento as peculiaridades de cada caso.

A oncologia veterinaria deixou de ser uma éarea isolada dentro do
universo que compde a medicina veterinaria. O paciente com cancer requer
avaliagdo clinica, laboratorial e conduta cirdrgica criteriosas. Os métodos
auxiliares de diagnéstico por imagem, somados ao exame histopatolégico
compdem o estadiamento clinico e finalmente o protocolo de tratamento.

Diante destas circunstancias evidencia-se a importancia da elucidacéo
de parametros associados a condicdo de cancer, que possam auxiliar no
diagnostico e prognéstico desta doenca, adicionando informacbes para o0s

profissionais interessados em dedicar a esta especialidade médica.



1.2 Revisao bibliografica

Em 500 A.C., na Grécia, Hipdcrates foi o primeiro a descrever a palavra
“carcinos” e a definir, naqueles tempos, o cancer como sendo uma doenca de
mau prognésticol. Diante de tal afirmacdo Baines e Shenkin? relataram a
existéncia de uma relacdo dinamica entre doenca cancerigena, nutricdo e
imunidade. A associacao destes fatores culminou com o acelerado consumo e
perda das reservas nutricionais do organismo, resultando em desnutricdo e
supresséao imunoldgica.

Davenport® constatou que poucas doencas como o cancer mobilizam
tanta atencdo na comunidade cientifica. Assim, uma das preocupactes
envolvidas com o paciente refere-se a sua condigéo fisica e nutricional, sendo
comum, acoplado com a terapia convencional, a utilizacdo de uma terapia
complementar. O nutracéutico € um alimento ou parte de um alimento que
proporciona beneficios médicos e de saude, incluindo a prevencdo e/ou
tratamento da doenca®. A frequente utilizacdo de nutracéuticos em pacientes
humanos com céncer sugere que seu emprego em animais de estimacdo com
cancer provavelmente serd comum. Os proprietdrios sdo também capazes de
compreender a importancia da nutricdo nos animais com cancer e como a boa
alimentagcdo e a utilizagcdo de alimentos funcionais ou nutracéuticos podem
melhorar a qualidade e duracéo de vida de animais de estimacédo com cancer?.

Thompson® observou que no animal portador de neoplasia maligna trés
fatores estdo presentes favorecendo o estabelecimento da desnutricdo: a) o
aumento do catabolismo com redirecionamento das reservas nutricionais para
areas mais importantes, como o sistema imunologico, a reparacao tecidual e para
atender ao ritmo metabdlico mais acelerado (gliconeogénese); b) o aumento do
anabolismo representado pela sintese de elementos do sistema imunoldgico e
reparacao tecidual e os gastos energéticos extras que surgem em adicdo ao
metabolismo basal; ¢) a menor digestdo e assimilagdo associada a perdas
adicionais, representadas por diarreias, hemorragias e transudacgbes, que

carreiam nutrientes do meio interno para o meio externo.



Baines e Shenkin? observaram que deficiéncias nutricionais acarretam
diminuicdo de anticorpos humorais e da superficie de mucosas, assim como
reduzem a imunidade celular, a capacidade bactericida de fagocitos, a producao
de complemento, o numero total de linfocitos, o equilibrio dos subtipos de
linfécitos T e os mecanismos inespecificos de defesa. Ndo obstante, devem-se
incluir as alteragBes relacionadas as complicagcbes da pele e mucosas, a
microbiota intestinal, a importancia do aparelho digestivo frente ao
desenvolvimento do sistema imunoldgico, as substancias secretoras como
linfocinas, suco gastrico e muco, a febre, as alteragbes enddécrinas e o sequestro
de ferro sérico e tecidual.

Thompson® acrescentou que, pacientes crbénicos, bem como o0s
portadores de neoplasias, apresentam alteracfes nutricionais decorrentes da
progressdo da doenca, além de sofrerem varias perdas durante o tratamento
quimioterapico, em funcédo do uso de farmacos imunossupressores. Os pacientes
em estado critico e submetidos a tratamentos prolongados podem apresentar
diversas situacdes clinicas tais como vémito, complicacdes renais, hepaticas,
sepse e o0 proprio jejum prolongado, induzindo alteracdes estruturais e funcionais
dos diversos sistemas. O intestino, pela importancia da presenca de alguns
nutrientes intraluminais que se contrapem a estas alteracbes, € um 6érgao
bastante afetado pelo jejum.

O intestino contém 60% a 70% de todo o tecido linfoide do organismo e
suas funcdes de barreira possuem mecanismos complexos. Nesta circunstancia,
a ingestdo de alimentos mais palataveis estimula a secrecdo de IgA pelas
glandulas salivares e trato biliar, que se aderem as bactérias na luz intestinal,
prevenindo dessa forma o ataque bacteriano as células epiteliais intestinais®.

Para Hasler’ os alimentos que promovem beneficios a salde, além da
funcdo nutritiva, ou que apresentam papel na prevencao ao risco de doencas séo
denominados alimentos funcionais. Além dos termos, alimentos funcionais e
nutracéuticos, varias outras denominacdes tém sido utilizadas para designar
alimentos que oferecem protecdo especial a saude, tais como alimentos
planejados, alimentos saudaveis, alimentos protetores, alimentos farmacéuticos,

entre outros.



Segundo Reig e Anesto® os probiéticos sédo microrganismos vivos que
podem ser agregados como suplementos adicionados aos alimentos, afetando de
forma benéfica o desenvolvimento da microbiota no intestino. Sdo também
conhecidos como bioterapéuticos, bioprotetores e bioprofilaticos e séo utilizados
para prevenir as infeccdes entéricas e gastrointestinais. De acordo com Saad® a
definicdo internacional atualmente aceita € de que o0s probidticos sao
microrganismos Vvivos, que quando administrados em quantidades recomendadas
conferem beneficios a saude do hospedeiro.

Os prebioticos séo oligossacarideos nao digeriveis, fermentaveis cuja
funcdo é mudar a atividade e a composicdo da microbiota intestinal com a
perspectiva de promover a saude do hospedeiro. As fibras dietéticas e os
oligossacarideos néo digeriveis sdo 0s principais substratos de crescimento dos
microrganismos dos intestinos. Os prebidticos estimulam o crescimento dos
grupos enddgenos de populagdo microbiana, tais como as bifidobactérias os
lactobacilos, que séo considerados benéficos para a saide humana?®.

Dentre os efeitos atribuidos aos prebidticos estdo a modulacdo de
funcbes fisioldgicas chaves, como a absorcao de calcio, o metabolismo lipidico, a
modulacdo da composicdo da microbiota intestinal, a qual exerce o papel
primordial na fisiologia intestinal e a reducéo do risco de cancer de cdlon. Os
oligossacarideos de interesse na nutricdo de cédes e gatos sdo o0s
mananoligossacarideos (MOS), derivados das paredes de leveduras, ou seja, 0
extrato seco de fermentacdo de Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae). Os
MOS apresentam a capacidade de modular o sistema imunolégico e a microflora
intestinal, ligam se a ampla variedade de micotoxinas e preservam a integridade
da superficie de absorcéo intestinal. As bactérias patogénicas colonizam o trato
gastrintestinal prendendo-se a superficie das células epiteliais e, para evitar a
infeccéo, é necessario inibir esse mecanismo de juncdo®?.

Para Reig e Anesto® no S. cerevisiae, as p-glucanas sao
polissacarideos constituintes estruturais da parede celular de leveduras, fungos e
alguns cereais, que se diferenciam pelo tipo de ligacdo entre as unidades de
glicose da cadeia principal e pelas ramificacbes que se conectam a essa cadeia.
Nas ultimas décadas estes polimeros vém recebendo especial atencdo por sua

bY

bioatividade, principalmente no que se refere a imunomodulagcdo. Bohn e



Bemiller'? acrescentam que alguns polissacarideos, como as B-glucanas obtidas
de fungos, bactérias e leveduras pertencem a classe de substancias conhecidas
como modificadores da resposta biologica (MRBS), pois alteram a resposta no
hospedeiro pelo estimulo do sistema imunoldgico.

Zeisel'®* conceituou nutracéuticos ou alimentos funcionais como
suplementos dietéticos que proporcionam uma forma concentrada de um agente
bioativo presumido a partir de um alimento, com o objetivo de melhorar a saude e
administrado em doses que ultrapassam aquelas que poderiam ser obtidas a
partir de alimentos normais

Os alimentos funcionais podem prevenir ou contribuir para o tratamento
de doencas cardiovasculares, cancer, osteoporose e desordens imunoldgicas. Os
ingredientes benéficos dos alimentos funcionais tém sido denominados de
componentes funcionais e de componentes bioativos. Tais ingredientes exercem
acdes antioxidantes, ativando enzimas hepaticas contra intoxica¢ées, bloqueando
toxinas bacterianas ou virais, inibindo a absorcdo de colesterol, diminuindo a
agregacdo de plaquetas ou inibindo bactérias gastrointestinais indesejaveis!*.

A adicdo de substancias com capacidade de otimizar a absorcdo
intestinal, melhorando a captacéo de alimentos por parte do organismo e, ainda,
estimulando de maneira indireta o sistema imunoldgico; representam um
adjuvante no protocolo de quimioterapia antineoplasica e constitui uma
possibilidade de apoio para os tratamentos dos pacientes oncoldgicos. O
protocolo de quimioterapia mais adequado a cada neoplasia tem sido estudado e
desenvolvido para suplantar o desenvolvimento da doenca de forma especifica
para animais!® 16, Entretanto, tais protocolos, segundo Brentani et al.'’, ao mesmo
tempo em que reduzem ou inibem o crescimento tumoral, estabelecem uma
situacdo de caguexia secundaria a sua acao, nos sistemas celulares de rapida
renovacao, dentre eles o intestino

Com este estudo clinico objetivou-se avaliar a capacidade de um
suplemento alimentar (Promun dog®), contendo Saccharomyces cerevisiae,
mananoligossacarideos e nutracéuticos, como imunoestimulante em cadelas

portadoras de neoplasias mamarias submetidas a quimioterapia.

Para atender a este objetivo foram utilizadas diversas ferramentas

de diagnostico, tais como exames hematoldgicos e bioquimicos, determinacéo



das proteinas de fase aguda negativas (albumina) e positivas (haptoglobina,
ceruloplasmina, alfa-1 glicoproteina &cida, alfa-1 antitripsina e analise dos

parametros de metabolismo do ferro.
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CAPITULO 2 — HEMATOLOGIA E BIOQUIMICA CLINICA DE CADELAS COM
NEOPLASIA MAMARIA MALIGNA SUPLEMENTADAS COM
IMUNOESTIMULANTE

Resumo

Os alimentos funcionais tém sido empregados como adjuvantes no controle do
cancer de mama. No presente estudo foram avaliadas variaveis hematoldgicas e
0s parametros da bioquimica sérica em 16 cadelas de distintas racas e idades,
mastectomizadas, com diagnéstico de neoplasia mamaria maligna. Estas foram
divididas em dois grupos: suplementadas com Saccharomyces cerevisiae e
mananoligossacarideos e nutracéuticos (Promundog®) (S) e ndo suplementadas
(NS). As cadelas foram submetidas a quimioterapia com doxorrubicina e
caborplatina, alternadamente, a intervalos de 21 dias, por oito sessdes, periodos
de tempo que determinaram os momentos experimentais deste estudo (MO, M21,
M42, M63, M84, M105, M126, M147 e M168). Para avaliagdo do perfil
hematoldgico obtiveram-se os valores de hemécias, hematécrito, hemoglobina,
plaguetas, leucécitos totais, neutrofilos, linfécitos e mondécitos. Para a
determinacdo dos parametros de bioquimica clinica mensuraram-se ureia,
creatinina, albumina, bilirrubina total e bilirrubina direta, bem como a atividade
sérica da alanina aminotransferase, fosfatase alcalina e gamaglutamiltransferase.
Como as variaveis mostraram-se ndo homogéneas e a distribuicdo ndo obedeceu
a normalidade, optou-se pela utilizacdo do teste ndo paramétrico de Kruskall
Wallis com significancia estatistica igual 5%. As cadelas suplementadas com
imunoestimulante por ndo apresentarem transtornos gastrointestinais,
demonstraram melhor condic&o clinica ao longo de periodo acompanhado, além
de ganho de peso em relacdo ao grupo ndo suplementado, grupo que perdeu
peso. Quanto ao perfil hematoldgico, a suplementacdo minimizou a diminui¢ao
dos leucocitos e manteve o numero de linfocitos dentro dos parametros
considerados normais para a espécie. Na avaliacdo da bioquimica clinica de

cadelas com tumor mamario é importante avaliar a atividade sérica da GGT.

Palavras-chave: alimento funcional, cancer, parametros bioquimicos, parametros

hematoldgicos, quimioterapia.
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CHAPTER 2 - EVALUATION OF HEMATOLOGIC AND CLINICAL
BIOCHEMISTRY OF FEMALE DOGS BEARING MALIGNANT MAMMARY
NEOPLASIA AND SUPPLEMENTED WITH IMMUNOSTIMULANTY

Abstract

Functional foods have been employed as mammary cancer control adjuvants.
Hematological and clinical biochemistry profiles of 16 mastectomized female dogs
of several breeds and ages, diagnosed with malignant mammary neoplasia,were
evaluated in this study. The animals were allocated into two groups:
Supplemented with Saccharomyces cerevisiae, mannan-oligosaccharides and
nutraceutics immunostimulanty (S) and non-supplemented (NS). The animals
were submitted to chemotherapy with doxorubicin and carboplatin, for eight
sessions 21 days apart — time frame which determined the experimental moments
of this study (MO, M21, M42, M63, M84, M105, M126, M147 and M168). In order
to evaluate the hematologic profile, the following parameters’ values were
obtained: erythrocytes/red blood cell count, hematocrit/packed cell volume,
hemoglobin, thrombocyte/platelets, leukocytes/white blood cell count, neutrophil
granulocytes, lymphocytes, monocytes were obtained. To determine clinical
biochemistry parameters, the values of urea, creatinine, albumin, total and direct
bilirubin, as well as serum activity of alanine aminotransferase, alcaline
phosphatase and gamma glutamyltransferasewere were assessed. As the
variables were not homogeneous and did not obey normal distribution, the option
was made to employ the non-parametric Kruskall Wallis test, with statistical
significance of 5%. The female dogs supplemented with immunostimulanty, since
they did no present gastrointestinal discomfort, have presentedbetter clinical
conditions during the evaluated period, besides gaining weight in relation to the
non-supplemented group, which lost weight. Regarding the hematological profile,
the supplementation minimized the leukocytes decrease and kept the number of
lymphocytes within the normal parameters for the species. Evaluating GGT serum
activity is important in the biochemical evaluation of female dogs with mammary
tumor.

Keywords: functional foods, cancer, biochemistry parameters, hematologic

parameters, chemotherapy.
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1 Introducéo

As neoplasias mamarias malignas apresentam-se como a forma de
cancer mais comum em cadelas, principalmente naquelas ndo castradas'. Em
animais de companhia é fundamental a deteccdo precoce das neoplasias da
glandula mamaria, por meio da avaliacao fisica completa e exames laboratoriais
que propiciem o estadiamento clinico da neoplasia. Essas informacdes sao
fundamentais para o estabelecimento do tratamento adequado, indispensavel na
prevencao de recidiva local ou metastase a distancia. Embora a cirurgia continue
a ser o tratamento de escolha para tumores da glandula mamaria a quimioterapia
adjuvante pode ser necessaria, para garantir uma melhor chance de controle da
doenca?.

A escolha de nutrientes adequados que colaboram com uma melhor
resposta do organismo frente ao tratamento quimiterapico deve ser feita
considerando o estado nutricional, doencas concomitantes, hipermetabolismo e
falhas no sistema imune?.

A quimioprevencao por meio dos alimentos funcionais surge como um
instrumento no controle do cancer de mama, tendo como provaveis mecanismos
de acdo os efeitos anticarcinogénicos, antioxidantes, anti-inflamatorios, anti-
hormonais, antiangiogénicos, dentre outros, embora as evidéncias cientificas
sejam controversas*.

Os probidticos foram definidos, em 2001 pela Organizacédo das Nacdes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) como microrganismos vivos, que conferem beneficios a saude do
hospedeiro quando administrado em quantidades adequadas. Estudos in vivo e in
vitro indicaram que organismos probidticos podem reduzir o risco de cancer de
cOlon e ainda determinar aumento no intervalo de recorréncia de cancer de
bexiga®.

Os prebidticos sé@o substancias alimentares nao digeriveis que afetam
beneficamente a saude, de forma a estimular seletivamente o crescimento e a
atividade de um numero limitado e especifico de bactérias no colon,

intencionando melhorar a salide do hospedeiro®.
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O Saccharomyces cerevisiae € uma levedura de fermentacdo que tem
como constituinte estrutural da parede celular o polimero [(-glucana, um
polissacarideo que vem recebendo especial atencdo de pesquisadores por sua
bioatividade, principalmente no que se refere a imunomodulacdo. Outros efeitos
benéficos como a atividade antitumoral, anti-inflamatéria, antimutagénica,
hipocolesterolémica e hipoglicemiante tem sido relatados’.

A B-glucana € um modificador da resposta biolégica e, uma vez
reconhecida pelo organismo, desencadeia uma série de eventos na resposta
imunoldgica. Em vertebrados este reconhecimento ocorre por meio de receptores
especificos de superficie celular, em seguida o sistema imunoldgico é estimulado
pela B-glucana em resposta a inUmeras situacfes prejudiciais ao individuo. A
modulagdo da pB-glucana inclui a ativacdo de macréfagos e linfécitos
polimorfonucleares, além da inducdo da expressao de diversas citocinas’.

Diversos estudos de tumor em modelo animal avaliaram o papel da
arginina e observaram que ocorreu diminuicdo da incidéncia de tumor apos a
exposicdo aos agentes carcinogénicos, aumento do periodo de laténcia,
diminuicdo do intervalo necessario para regressao do tumor e aumento do tempo
de sobrevida do animal®.

Para a avaliacdo da atividade imunoldgica, primariamente pode ser
realizado o hemograma. Pois, as anormalidades hematolégicas encontradas em
pacientes com cancer sao frequentemente atribuidas aos efeitos diretos do
crescimento tumoral, bem como as sindromes paraneoplasicas®.

Em medicina veterindria, os perfis bioquimicos sdo utilizados
rotineiramente para a avaliacdo clinica e metabdlica em animais de companhia e
de producdo. Quando processados e interpretados corretamente, esses perfis
fornecem informacdes relevantes sobre a saude fisica e nutricional do animal
além de ser util para a prescricdo e monitoramento de terapéutica especifica, e
estabelecer parametros prognosticos'®.

A elevada ocorréncia de anemia em pacientes com cancer pode nao
estar relecionada apenas aos efeitos citotoxicos de quimioterapia, mas também
fortemente associada com a extenséo da doenca, uma vez que a anemia também
estd presente em pacientes ndo submetidos a quimioterpial®> 2. Sob esta

condigdo, o uso de agentes estimulantes de eritropoiese diminui a proporgao de
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pacientes utilizando quimioterapico que possam necessitar de transfusdo de
hemécias. Contudo, os agentes estimulantes de eritropoiese aumentam o risco de
eventos trombovasculares em anemias induzidas por quimioterapia, assim como
insuficiéncia renal cronica's.

Diante de tais fatores, a avaliagdo dos perfis hematoldgico e
bioguimicos em animais com neoplasias tornam-se indispensaveis durante o
periodo de tratamento. Desta forma constituiu-se como objetivo deste estudo
avaliar aspectos clinicos, perfil hematolégico e os parametros bioquimicos de
alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, gama glutamiltransferase, albumina,
uréia, creatinina, bilirrubina total e bilirrubina direta como indicadores da condicao
de saude de pacientes com diagnéstico de neoplasia mamaria maligna,
submetidas a mastectomia, quimioterapia e suplementadas com suplemento

imunoestimulante.

2 Material e métodos

2.1 Delineamento experimental

O experimento foi realizado com 16 cadelas selecionadas em uma
populacao de 50 cadelas atendidas no Setor de Oncologia do Hospital Veterinario
da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias
(HV/EVZ/UFG).

Os proprietarios que aceitaram participar do estudo assinaram o termo
de anuéncia. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Goias, sob o numero 221/11.

Os critérios empregados para inclusdo dos animais no experimento
foram a presenca de nédulos mamarios ndo ulcerados de diametro inferior a 5cm,
auséncia de doencas infecto contagiosas concomitantes detectaveis em exames
laboratoriais de rotina e auséncia de metastases detectaveis nos exames

radiogréafico de torax e ultrassonografico de abdémen.
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As cadelas foram submetidas ao procedimento cirdrgico de
mastectomia total'* e os fragmentos colhidos em recientes préprio contendo
formal a 10% e foram encaminhados para exame histopatoldgico®®.

De forma aleatéria os animais foram distribuidos em dois grupos
experimentais (Quadro 1). O grupo suplementado (GS) recebeu a dieta fornecida
pelo proprietario adicionada do suplemento Promun dog® (Grupo Organnact,
Curitiba, Parana. Niveis de garantia - aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8
g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49 g/kg, proteina bruta (min)
200 g/kg, Saccharomyces cerevisiae (min) 1x10% UFC/g, treonina (min) 9.202
mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg, na dose de dois
tabletes para cada 10kg de peso vivo, em intervalos de 24h e pela via oral. O

grupo nao suplementado (GNS) recebeu a dieta fornecida pelo proprietario

Quadro 1 Caracterizagao dos grupos experimentais.

Caracterizacdo Grupo suplementado Grupo néo suplementado
(n=8) (n=8)
Idade (anos) 8,88+3,64 9,00+1,31
Peso corporal  13,71+11,38 7,33£2,63
(kg)

Pit bull (n=1) Pinscher (n=1)
Dachshund (n=1) Coocker (n=1)

Raca
Poodle (n=2) Dachshund (n=2)
Mesticas (n=4) Mesticas (n=4)
Carcinoma solido de mama (n=1) Carcinoma tubulo papilar (n=1)
Carcinoma tubulo papilar (n=1) Carcinoma em tumor misto* (n=1)

Histopatologia Carcinoma tubular (n=1) Carcinoma sélido de mama (n=2)
Carcinoma complexo de mama (n=2) Carcinoma complexo de mama (n=2)
Carcinossarcoma de mama (n=3) Carcinossarcoma de mama (n=2)

* Carcinoma em tumor misto associado a carcinoma tabulo papilar

A partir da avaliacdo histopatoldgica procedeu-se o estadiamento!® que
foi utilizado para estabelecer o protocolo de quimioterapia.

A quimioterapia foi realizada em oito ciclos consecutivos 30 dis ap0s a
mastectomia, com intervalos de 21 dias e as avaliagdes laboratoriais (hemograma

completo, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, gama glutamiltransferase,
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albumina, uréia, creatinina, bilirrubina total e bilirrubina direta) em nove
momentos, conforme descrito no Quadro 2.
Quadro 2 Momentos de avaliacGes laboratoriais e aplicacdo dos quimioterapicos

(doxorrubicina** carboplatina*).

| s | ovormens | comaprn

Zero X

21 X X

42 X X

63 X X

84 X X

105 X X

126 X X

147 X X

168 X X

* Fauldocarbo®, Libbs Farmaceutica Ltda

** Fauldoxo®, Libbs Farmaceutica Ltda

2.2 Protocolo quimioterapico

O protocolo quimioterapico estabelecido para as cadelas foi o AP-1,
descrito por Lanore e Delprat!’. Alternadamente foi aplicado 30mg/m2
doxorrubicina (Fauldoxo®, Libbs Farmaceutica Ltda) e 300mg/m2 carboplatina,
(Fauldocarbo®, Libbs Farmaceutica Ltda). Os quimioterapicos foram diluidos em
100mL de solucéo salina a 0,9% e aplicados em perfuséo lenta na veia cefalica
com auxilio de cateter 22G. Para induzir diurese as pacientes receberam 2mg/kg
de furosemida por via intravenosa e 2mg/kg de difenidramina por via
intramuscular, aplicada antes do inicio da administracdo de doxorrubicina. Em
seguida, administraram-se mais 100mL de solu¢&o salina a 0,9%, com intuito de
eliminar resquicios do quimioterapico no vaso puncionado para evitar lesao

vascular.
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O tempo decorrido entre a preparacdo do paciente e administracao do
quimioterapico foi de duas horas e previamente a cada sessdo de quimioterapia

as cadelas foram reavaliadas por meio do exame laboratorial e peso corporal.

2.3 AvaliacOes laboratoriais

A colheita de sangue para avaliagdo laboratorial ocorreu com o0s
animais em jejum alimentar de 12 horas. Para o hemograma foram obtidos 2,0 mL
de sangue por venopuncdao jugular em tubo com EDTA. Para a bioquimica sérica
foram obtidos 8,0mL de sangue por venopuncdo jugular, em tubo sem
anticoagulante, que foi centrifugado apds retracdo do coagulo e, em seguida, o
soro foi separado por aspiragéo e aliquotizado em microtubos de polipropileno de
1,5mL (Eppendorf®) e submetidos ao congelamento (-20° C) até o momento da
realizacdo dos exames. As analises foram realizadas no laboratério multiusuario
do programa de pds-graduacao em ciéncia animal da EVZ/UFG.

A contagem das células sanguineas foi determinada pelo método
automatico utilizando-se o aparelho BC — 2800 Vet (Auto Hematology Analyzer,
Mindray® Bio-Medical Electronics Co. Ltda, Shenzhen - Guangdong), utilizando-se
de cartdo proprio de leitura para a espécie canina. Para contagem diferencial de
leucécitos foram utilizados esfregacos sanguineos corados em MMG ou Pandtico.

Na determinacdo dos analitos foram utilizados reagentes comerciais
padronizados (Labtest® - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais),
com metodologia cinética e colorimétrica, em temperatura de 37°C, com leitura
realizada em analisador bioquimico automatico (Cobas Mira Plus®, Roche,
Jacarepagua, Rio de Janeiro).

A atividade sérica da alanina aminotransferase (ALT) foi determinada
pelo método cinético de tempo fixo seguindo a metodologia de Reitman e Frankel,
a da gama glutamiltransferase (GGT) pelo método cinético (Szasz modificado),
utilizando-se como substrato a glutamil-p-nitroanilida e a da fosfatase alcalina
(ALP) pelo método cinético de ponto fixo (Roy modificado). As proteinas totais
séricas foram quantificadas pelo método colorimétrico de ponto final, por reacéo
com o biureto; a albumina pelo método colorimétrico por reacdo com o verde de
bromocresol; a uréia pelo método enzimatico colorimétrico da urease e a

creatinina pelo método colorimétrico com solucdo de picrato em meio alcalino.
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2.4 Andlise estatistica

O delineamento experimental foi em parcelas subdivididas,
considerando-se como tratamento principal a suplementacdo (grupos
suplementado e ndo suplementado) e como tratamento secundario, 0s momentos
de colheita para os exames que antecederam cada ciclo de quimioterapia (MO a
M168).

Em principio realizou-se a estatistica descritiva dos dados, obtendo-se
as medianas, médias, coeficientes de variacdo, intervalos de confianca e desvios
padrdo. Como as variaveis mostraram-se ndo homogéneas e a distribuicdo nao
obedeceu a normalidade, optou-se entédo pela utilizacdo do teste ndo paramétrico
de Kruskall Wallis e Qui- quadrado. A significancia estatistica adotada foi menor
ou igual a 5%. Para as variaveis de peso inicial e peso final foi aplicado o teste T
pareado, com p=0,5%.

3 Resultados

No grupo suplementado (S) as cadelas permaneceram sem alteracdes
clinicas ao longo da fase experimental, exceto alopecia leve observada em duas
cadelas da raca Poodle. No ndo suplementado (NS) as pacientes apresentaram
episodios de vomito e diarréia a partir da primeira aplicacéo até o final do estudo
clinico.

As cadelas foram acompanhadas pelo periodo de um ano apds o
término do estudo. No grupo nédo suplementado, constatou-se que duas
desenvolveram piometra e foram histerectomizadas, um animal veio a ébito por
atropelamento dois dias antes do M105 e ocorreu uma recidiva da neoplasia e
dois casos de metastase pulmonar com consequente Obito, nove meses apds o
término da quimioterapia. No grupo suplementado ndo se observou alteragbes
clinicas ou recidivas.

O peso corporal das cadelas suplementadas foi crescente (p=0.002) do
inicio (13,71+£11,38kg) ao final do estudo (15,71+12,48kg), e apresentou-se
estatisticamente significativo pelo teste T pareado. Enquanto que no grupo nao
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suplementado o peso decresceu de 7,33+2,63 para 5,90+2,03 (Figura 1), também
apresentando significativamente diferente (p=0.002), conforme tabela 1.

TABELA 1 — Média e desvio padréao (DP) do peso corporal inicial e final (Kg), das
cadelas com neoplasia mamaria maligna submetidas a
quimioterapia” e suplementadas e ndo suplementadas com Promun
dog® **, Goiania, Goias, 2014.

Animal Suplementadas N&o suplementadas
Peso inicial Peso final Peso inicial Peso final

1 9,4 11,0 8,1 7,5

2 59 6,4 8,65 7,1

3 8,4 NA 10,3 7,3

4 31,3 33,3 6,3 5,0

5 8,1 8,9 6,2 50

6 3,8 4,4 3,3 2,6

7 3,05 37,0 11,4 9,0

8 7,7 9,0 4,3 3,7

Média 13,72 15,7° 7,32 5,9°

Desvio-padréo 11,4 12,5 2,6 2,0

Letras diferentes informam sobre a diferenca pelo Teste de T pareado (P<0,05)

NA amostra ndo analisada, obito por atropelamento.

* Doxorrubicina, carboplatina

** Aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8 g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49
g/kg, proteina bruta (min) 200 g/kg, Saccharomyces cerevisiae (min) 1x108 UFC/g, treonina (min)
9.202 mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg.
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3.1 Eritrograma

Os valores da mediana, média, coeficiente de variacdo, desvio padréo e
intervalo de confiangca ao longo do tempo, para os diferentes parametros do
eritrograma estéo apresentados na Tabela 2.

Os resultados indicam que nos dois grupos 0s animais apresentaram
valores dentro da normalidade para o nUmero de hemacias, taxa de hemoglobina
e hematdcrito. Nos momentos M42 e M105 as medianas das variaveis foram
menores para o grupo suplementado (p< 0,05).

3.2 Plaquetograma

Os valores e variagbes medianos encontrados para as contagens
globais de plaquetas estdo apresentados na tabela 3, sendo que no M42 (p<0,02).
O grupo S foi maior que no grupo NS. Observa-se gque ambos 0S grupos
mantiveram a contagem global das plaquetas dentro dos limites da normalidade

para a espécie.

3.3 Leucograma

Os resultados obidos para contagem dos leucdcitos totais (Tabela 4)
indicam que o grupo NS apresentou valores inferiores ao grupo S nos momentos
M84 (p<0,02) e M147 (p<0,05). No grupo suplementado a leucopenia
estabeleceu-se somente no M168 [referéncia de 8 a 13 x 10%/uL — Jain et al.'8].

As medianas e a variacOes obtidas para as contagens absolutas de
neutrofilos segmentados ndo diferiram entre os grupos (p=0,05) e os valores
estiveram dentro da normalidade [referéncia de 3,8 a 9,1 x 10%/uL - Jain et al.®].

As contagens de linfocitos (Tabela 5) nas cadelas do grupo S foram
superiores nos momentos M84 (p<0,05) e M126 (p<0,01). No grupo NS as
contagens dos linfécitos estiveram proximas do minimo para a espécie, ocorrendo

linfopenia nos momentos M63 e M126 [referéncia de 1,1 a 3,9 x 10%/uL — Jain et
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al.’®]. As medianas das contagens absolutas de mondcitos (Tabela 5) ndo

diferiram entre os grupos (p=0,05) e estiveram dentro dos parametros normais

[referéncia de 0,2 a 0,7 x 103/uL — Jain et al.*].

TABELA 2 — Média e desvio padrdo (DP), mediana, intervalo de confianca (IC) e
coeficiente de variacdo (CV) obtidos para hemaécias (x108/uL),
hemoglobina (g/dL) e hematdcrito (%) em cadelas com neoplasia
mamaria maligna submetidas a quimioterapia” e suplementadas (S)
e ndo suplementadas (NS) com Promun dog® **. Goiania, Goias,

2014.
Média+DP Mediana Valor IC cv
Momentos/Variavel de
S NS S NS P s NS S NS
hemécias 7,10+0,79 6,81+0,86 6,95 6,94 0,64 055 060 11,15 12,63
MO hemoglobina 14,28+1,04 15,33+2,20 13,90 15,45 0,14 0,72 152 7,31 14,34
hematocrito  44,40+3,13 46,56+6,27 44,40 47,55 0,27 2,17 4,34 7,05 13,46
hemécias 6,71+0,61 6,62+0,64 6,91 6,98 1,00 042 0,45 9,13 9,74
M21 hemoglobina 13,98+1,38 15,16+1,60 13,95 15,00 0,19 0,95 1,11 9,85 10,55
hematdcrito  43,13+3,65 46,74+4,33 43,40 47,70 0,09 253 3,00 8,47 9,26
hemécias 6,21+0,45 6,65+055 6,10 6,61 0,21 0,31 0,38 7,19 8,32
M42 hemoglobina 13,63+1,18 15,23+1,70 13,35 15,652 0,05 0,81 1,18 8,63 11,15
hematdcrito  41,51+2,88 45,68+4,76 40,95 46,70 0,05 1,99 3,30 6,93 10,42
hemécias 6,05+0,45 6,560,799 6,19 6,39 0,17 031 055 7,48 12,07
M63 hemoglobina 13,64+1,27 14,71+2,17 13,70 13,85 0,29 0,88 1,50 9,29 14,72
hematocrito  42,31+3,13 44,64+6,00 42,50 42,50 0,60 2,17 4,16 7,40 13,45
hemécias 6,18+0,63 6,79+1,02 6,20 6,45 0,16 044 0,71 10,26 15,01
M84  hemoglobina 13,69+0,87 15,34+2,96 13,85 14,50 0,29 0,60 205 6,34 19,28
hematécrito 42,66+2,77 46,79+8,60 43,95 43,85 0,71 192 596 6,49 18,38
hemécias 5,91+0,81 6,95+1,19 5,852 7,18° 0,05 056 082 13,75 17,08
M105 hemoglobina 13,50+2,00 15,91+2,74 13,55 16,05 0,07 1,38 190 14,79 18,75
hematdcrito  40,93+5,81 48,81+8,19 40,20° 49,252 0,05 4,03 568 14,20 16,78
hemécias 6,43+1,19 6,36£0,99 6,14 6,11 0,67 083 069 1853 15,63
M126 hemoglobina 14,53+2,91 14,40+2,70 13,40 14,15 0,59 2,02 1,87 20,04 18,75
hematdcrito 43,79+8,84 44,28+7,82 41,40 42,85 0,08 6,13 542 20,19 17,65
hemécias 6,50+0,82 6,31+0,73 6,33 6,35 046 057 051 1255 11,63
M147 hemoglobina 14,11+1,55 13,53+1,86 14,20 13,20 0,25 1,07 1,29 10,99 13,72
hematdcrito  44,76+5,28 40,90+5,24 44,20 39,80 0,09 3,66 3,63 11,80 1281
hemécias 6,29+1,00 5,64+1,11 6,71 6,09 0,17 0,69 0,77 1588 19,64
M168 hemoglobina 14,14+2,27 13,13+2,08 15,40 13,25 0,25 1,57 1,44 16,04 15,81
hematdcrito  44,40+7,55 40,45+6,21 49,00 39,95 0,21 5,23 4,30 17,00 15,35

* Doxorrubicina e carboplatina
** Aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8 g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina
49 g/kg, proteina bruta (min) 200 g/kg, Saccharomyces cerevisiae (min) 1x108 UFC/g, treonina

(min) 9.202 mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg.

***Teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)
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TABELA 3 — Média e desvio padrdao (DP), mediana, intervalo de confianca (IC) e coeficiente de variacdo (CV) obtidos para
plaguetas (x10%/pL), em cadelas com neoplasia mamaria maligna submetidas a quimioterapia” e suplementadas
(S) e ndo suplementadas (NS) com Promun dog® **. Goiania, Goias, 2014.

} MédiaxDP Mediana IC CcVv

Momentos .

Variaveis Valor de P

S NS S NS S NS S NS
MO 363,13+248,19 346,8+159,89 302,00 331,00 1,00 171,99 110,80 68,35 46,11

M21 528,75+684,48 396,6+129,42 428,00 382,50 0,21 474,31 89,68 129,45 32,63
M42 592,00+772,87 341,8+83,60 483,002 342,50° 0,02 535,56 57,93 130,55 24,46
M63 479,75+557,91 342,6+£100,75 405,00 327,50 0,40 386,60 69,81 116,29 29,40
M84 450,00+£726,91 289,5+90,35 337,00 282,00 0,13 503,71 62,61 161,53 31,21
M105 342,38+424,26 303,8+97,97 291,50 286,50 0,96 293,99 67,89 123,92 32,25
M126 367,43+391,03 270,9+73,76 255,00 276,50 0,67 270,97 51,11 106,42 27,23
M147 347,29+0, 379,72 268,8+109,49 300,00 273,00 0,29 263,13 75,87 109,34 40,74
M168 314,57+370,52 293,8+97,05 307,00 284,00 0,40 256,76 67,25 117,79 33,04

* Doxorrubicina e carboplatina

** Aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8 g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49 g/kg, proteina bruta (min) 200 g/kg, Saccharomyces
cerevisiae (min) 1x108 UFC/g, treonina (min) 9.202 mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg

*** Teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)
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TABELA 4 — Média e desvio padrdo (DP), mediana, intervalo de confianca (IC) e
coeficiente de variacdo (CV) referentes aos leucdcitos totais (LT - x10%/uL) e
neutréfilos segmentados (Seg - x10%uL) em cadelas com neoplasia mamaria
maligna tratadas com quimioterapia* e suplementadas (S) e ndo suplementadas
(NS) com Promun dog® **, Goiania, Goias, 2014

Momentos/ Média+DP Mediana VSLOF Ic Y
Variaveis s NS s NS P* S NS S NS
T 7.00t1,35  757+2,04 795 7,00 007 003 141 1713 27,02
MO seg  500+1,62  505+2,87, 556 428 083 1,12 144 32,53 4133
wor LT 10,52+4.82  7,80+2,67 10,10 9,10 032 334 185 4583 3433
Seg  6,96+368  4,93+218 675 445 034 255 151 5283 44,38
wap LT 10,13+419  8,46+3,99 1095 820 046 290 2,77 41,33 47.26
Seg 6524384 503282 561 555 092 266 195 59,00 47,65
wes LT 9,30+2,64  7.37+2,94 870 7,20 021 183 203 2843 39,90
Seg  5091#303  489+2,00 432 436 040 210 1,38 51,39 40,87
wga LT 10,0242,85  621+2,41 10,208 6,000 002 197 167 2845 38,83
Seg  7,37+3.80 440221 662 366 009 263 153 5152 50,32
wios LT 9,68+t471  657+316 860 6,65 029 326 219 4864 4813
Seg  6,02¢340  449+236 492 423 040 236 1,63 5655 52,60
wizs LT 8,73t41,22 6,81#340 880 635 014 2856 236 17343 50,01
Seg  524+2.88 4904356 444 396 040 1,99 246 5499 72,71
wiar LT 90,17+3.41  622+41,33 860° 6100 005 236 092 37,20 21,50
Seg 5304247  412+1,08 445 421 029 171 075 46,72 2644
wies LT 8,14+362  653+1,74 7,50 6,60 029 251 120 4452 26,68
Seg  462¢162  461+1,79 328 476 092 1,12 124 3253 3888

* Doxorrubicina e carboplatina

** Aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8 g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49
g/kg, proteina bruta (min) 200 g/kg, Saccharomyces cerevisiae (min) 1x108 UFC/g, treonina (min)
9.202 mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg

*** Teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)
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TABELA 5 — Média e desvio padrdo (DP), mediana, intervalo de confianca (IC) e
coeficiente de variacdo (CV), referentes aos linfécitos (x103/uL) e
mondcitos (x103/uL) em cadelas com neoplasia mamaria maligna
tratadas com quimioterapia* e suplementadas (S) e nao
suplementadas (NS) com Promun dog® ** . Goiania, Goias, 2014

Momentos/ Variavel MédiaxDP Mediana Vf,‘fr IC cVv
S NS S NS px+ S NS S NS
Linfécitos  2,13+0,88 1,61+0,67 1,92 1,71 0,40 061 0,46 41,19 41,64
MO Monécitos  0,30+0,16 0,42+0,21 0,26 0,40 0,14 0,11 0,15 0,05 0,05
M21 Linfécitos ~ 1,97+1,36 1,72+¢1,09 1,64 162 0,75 094 0,75 69,15 63,52
Monécitos  0,44+0,31 0,49+0,20 0,45 0,47 0,67 021 0,14 0,07 0,04
M42 Linfécitos ~ 2,98+2,60 1,51+0,97 2,53 1,87 0,17 1,80 0,67 87,31 64,04
Monécitos  0,57+0,25 0,61+0,45 0,48 0,44 0,75 0,17 0,31 0,04 0,07
M63 Linfécitos  2,40+1,53 1,10+¢1,10 1,93 097 0,25 1,06 0,76 63,95 71,31
Monécitos  0,67+0,49 0,56+0,28 0,52 0,48 1,00 0,34 0,19 0,07 0,05
M8 Linfécitos ~ 2,96+2,54 1,19+0,83 2,522 1,07° 0,05 1,76 0,57 8560 70,29
Monécitos  0,49+0,30 0,42+0,28 0,62 0,37 0,75 0,21 0,19 0,06 0,06
M105 Linfécitos ~ 2,82+43,09 1,36+0,93 2,09 1,07 0,29 2,14 0,64 109,34 68,32
Monécitos  0,50+0,33 0,49+0,22 0,49 051 0,83 0,23 0,15 0,07 0,04
M126 linfécitos  2,72#1,77 1,17#1,01 2,262 0,91° 0,01 1,22 0,70 6502 86,62
monécitos  0,42+0,33  0,44+0,30 0,35 0,37 0,83 0,23 0,21 0,08 0,07
M147 Linfécitos  2,94+2,26 1,41+0,68 2,78 1,31 0,14 157 047 77,00 4850
Monécitos  0,59+0,51 0,31+0,11 0,31 0,34 0,25 0,36 0,80 0,09 0,04
M168 Linfécitos ~ 2,68+2,59 1,16+0,54 2,25 1,17 0,83 1,80 0,37 96,86 46,67

Mondcitos  0,41+0,32 0,38+0,18 0,29 0,35 0,93 0,22 0,12 0,08 0,05

* Doxorrubicina, carboplatina

** Aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8 g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49
g/kg, proteina bruta (min) 200 g/kg, Saccharomyces cerevisiae (min) 1x108 UFC/g, treonina (min)
9.202 mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg

*** Teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)
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3.4 Bioquimica sérica

Os valores medianos e as variacbes obtidas para os parametros
bioquimicos séricos de ureia, creatinina e albumina estédo descritos na Tabela 6.

As concentracdes séricas de ureia foram semelhantes (p=0,05) entre
as cadelas dos dois grupos, em todos 0s momentos experimentais e estiveram
dentro dos valores de referéncia [referéncia de 21 a 59 mg/dL - Kaneko et al.?].

No M147, o valor mediano da creatinina sérica foi maior no grupo S
quando comparado ao grupo NS (p<0,03). Os valores medianos nos demais
momentos experimentais estiveram dentro dos limites fisiol6gicos para a espécie
[referéncia de 0,5 a 1,5 mg/dL - Kaneko et al.29)].

Com relacdo a albumina verificou-se que ndo houve diferenca entre os
grupos (p=0,05) e os valores estiveram ligeiramente acima da referéncia
[referéncia de 2,6 a 3,3 g/dL - Kaneko et al.'9)].

A atividade sérica da fosfatase alcalina (Tabela 7) foi superior (p<0,04)
no momento M147 no grupo S, entretanto, mais uma vez, os valores estiveram
dentro dos limites da normalidade para a espécie estudada [referéncia de 20 a
150 U/L - Kaneko et al.19)].

O valor de alanina aminotransferase (Tabela 7) foi menor no grupo S
(p<0,03) no M168. No entanto, a atividade enzimatica foi considerada normal em
todos os momentos do ensaio [referéncia de 10 a 80 U/L - Kaneko et al.'?].

A atividade sérica da gama glutamiltransferase (Tabela 8) foi
semelhante entre os grupos, exceto no M21, quando estava mais elevada no
grupo S (p<0,01), tendo sido evidenciada elevacdo de moderada a severa em
todos momentos em um ou outro grupo [referéncia de 1,2 a 6,4 U/L - Kaneko et
al.19)].

Quanto a bilirrubina direta e total (Tabela 8) em ambos os grupos, os
valores medianos estiveram dentro dos limites da normalidade [referéncia de
bilirrubina direta 0,06 a 0,12 mg/dL e de bilirrubina total 0,1 a 0,3mg/ dL - Kaneko

et al.19)].
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TABELA 6 — Média e desvio padrdo (DP), mediana, intervalo de confianca (IC) e
coeficiente de variacdo (CV) das concentracfes séricas de uréia
(mg/dL), creatinina (mg/dL) e albumina (g/dL) em cadelas com
neoplasia mamaria maligna tratadas com quimioterapia e
suplementadas (S) e ndo suplementadas (NS) com Promun dog® **,
Goiania, Goias, 2014.

Momentos/Varidvel Média+DP Mediana Vg'eOF IC cV
s NS S NS P* S NS s NS
Uréia 34,74+1567 3547+9,68 34,47 37,00 0,71 10,86 6,71 4512 27,29
MO  Creatinina 0,71#0,24  0,84+0,12 067 080 009 0,16 008 3320 13,85
Albumina  3,53+0,33  3,42+0,60 355 3,60 087 023 042 944 1756
Uréia 32,26+10,93 36,03+12,44 34,13 33,65 0,71 7,57 8,62 3389 34,54
M21 Creatinina  0,94:0,25  0,80+0,28 0,96 0,83 083 0,17 0,19 26,82 34,69
Albumina  3,42+0,20  3,66+0,53 3,40 355 0,22 0,14 0,37 590 14,44
Uréia 32,61+10,38 40,35:+21,80 33,00 39,84 0,40 7,20 1511 31,84 54,03
M42 Creatinina  0,78#0,29  0,86+0,32 0,82 090 0,71 020 0,22 36,79 37,50
Albumina  3,53+0,43  3,38+0,28 3,55 3,35 040 0,30 0,19 12,20 8,30
Uréia 25,30+4,05 31,52+11,44 26,30 29,90 0,53 2,80 7,93 1599 36,29
M63 Creatinina 0,81#0,28 0,87+0,21 0,75 0,88 087 0,19 0,15 3425 24,16
Albumina  3,36x0,31  3,26%0,37 3,40 3,30 020 021 0,26 9114 11,48
Uréia 28,07+8,46 34,26%17,34 26,70 33,10 0,60 586 12,01 30,13 50,61
M84 Creatinina 0,810,28  0,96+0,53 0,75 065 060 0,19 0,37 3425 55,00
Albumina  3,44+0,71  3,40+0,23 3,40 3,35 053 049 0,16 20,73 6,89
Uréia 27,92+8,12 35,39+12,52 26,70 33,40 0,29 562 8,68 29,07 3539
M105 Creatinina 0,74#0,25  0,70+0,31 0,87 060 053 0,17 021 34,04 43,69
Albumina  3,33+0,38  3,45+0,18 3,50 3,550 046 0,26 0,13 11,34 5,30
Uréia 30,77+9,83 43,85+23,89 26,00 36,85 0,64 6,81 16,55 31,94 54,47
M126 Creatinina 0,75:0,19  0,85+0,12 0,77 0,88 046 0,13 0,08 24,89 14,23
Albumina  2,93+1,17 3,23#0,39 3,24 320 046 081 0,27 3979 11,93
Uréia 31,14+8,24 43,85:23,89 30,00 36,85 0,60 571 16,55 26,47 54,47
M147 Creatinina 1,16#0,31  0,91#0,21 1,188 0,92 003 022 0,14 27,12 22,66
Albumina  2,73+1,14  3,43+0,33 3,40 345 049 0,79 023 41,64 9,49
Uréia 30,83+12,00 37,86+9,84 33,20 34,00 0,40 831 6,82 3891 26,00
M168 Creatinina 0,79+10,16 0,79+0,17 0,72 0,76 0,64 0,11 0,12 20,82 22,00
Albumina  3,13+0,36  3,38+0,41 3,20 325 060 025 0,29 11,63 12,20

* Doxorrubicina, carboplatina

** Aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8 g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49
g/kg, proteina bruta (min) 200 g/kg, Saccharomyces cerevisiae (min) 1x108 UFC/g, treonina (min) 9.202

mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg
*** Teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)

Letras minUsculas diferentes nas linhas indicam diferencga significativa entre os grupos pelo teste
de Kruskal-Wallis



26

TABELA 7 — Média e desvio padrao (DP), mediana, intervalo de confianca (IC) e coeficiente de variacdo (CV) das concentracdes
séricas de alanina aminotransferase - ALT (U/L) e fosfatase alcalina - ALP(U/L) em cadelas com neoplasia
mamaria maligna tratadas com quimioterapia’ e suplementadas (S) e ndo suplementadas (NS) com Promun dog®
**_Goiania, Goias, 2014.

Momentos/Variavel MédiatDP Mediana Valor de IC CVv
S NS S NS prx* S NS S NS

ALT 27,97+£14,29 36,17+£17,55 25,51 33,94 0,14 9,90 12,16 51,08 48,52
Mo ALP 120,94+63,95 50,26£25,76 86,07 41,77 0,53 44,31 17,85 52,88 51,26
ALT 23,3419,67 33,80+10,89 23,57 35,24 0,06 6,70 7,55 41,43 32,22
Mat ALP 83,09+66,47 111,51+91,40 65,66 86,40 0,12 46,06 63,34 80,00 81,97
ALT 25,4716,74 28,13+12,21 22,31 25,27 0,92 4,67 8,46 26,46 43,39
Maz ALP 94,40+80,98 58,88+15,66 73,20 61,89 0,21 56,12 10,85 85,79 26,59
ALT 28,51+28,51 41,01+32,49 29,63 29,80 1,00 9,42 22,52 47,67 79,23
Me3 ALP 69,64+22,70 75,11+29,46 83,54 81,29 0,87 15,73 20,42 32,60 39,23
ALT 25,84+17,24 29,44+11,43 26,18 27,61 0,53 5,01 7,92 28,01 38,84
Me4 ALP 62,21+34,74 55,89+21,45 51,78 52,04 0,92 24,07 14,86 55,85 38,38
ALT 29,44+11,81 43,82+25,10 27,45 38,60 0,14 8,18 17,39 40,11 57,27
M105 ALP 70,48+42,04 73,63+21,61 50,73 74,06 0,34 29,13 14,97 59,64 29,35
ALT 30,77+9,30 26,10+7,62 21,70 27,68 0,40 6,44 5,28 43,00 29,21
M126 ALP 84,02+108,00 66,99+34,67 46,70 48,74 0,83 74,84 24,02 128,54 51,75
M147 ALT 17,08+5,53 46,94+23,20 18,52 43,94 0,67 3,83 16,08 32,35 49,43
ALP 175,02+222,87 64,06+£29,71 80,092 64,15° 0,04 154,44 20,59 127,34 46,38
ALT 29,001£7,74 49,44+15,57 29,80P 44,452 0,03 5,36 10,79 26,68 31,49
M168 ALP 101,05+113,39 68,28+21,58 61,95 72,70 0,42 78,58 14,95 112,21 31,60

* Doxorrubicina, carboplatina

** Aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8 g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49 g/kg, proteina bruta (min) 200 g/kg, Saccharomyces
cerevisiae (min) 1x108 UFC/g, treonina (min) 9.202 mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg

*** Teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)
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TABELA 8 — Média e desvio padrdo (DP), mediana, intervalo de confianca (IC) e
coeficiente de variacdo (CV) das concentracdes séricas de GGT
(U/L), bilirrubina direta (BD - mg/dL) e bilirrubina total (BT - mg/dL)
em cadelas com neoplasia mamaria maligna tratadas com
quimioterapia” e suplementadas (S) e ndo suplementadas (NS) com
Promun dog® **. Goiania, Goias, 2014,

Momentos/ MédiatDP Mediana Vg'°r IC cv
Variavel s NS S NS P*E* S NS S NS
GGT 13,9245,86 16,84+8,36 14,04 13,00 0,53 4,06 5,79 42,10 49,63
MO BD 0,14+0,05 0,13+0,04 0,12 0,15 0,67 0,04 0,03 38,63 31,69
BT 0,20+0,06 0,26+0,12 0,18 0,25 0,19 0,04 0,08 31,13 45,08
GGT 26,03+18,43 37,71+5,31 21,202 547° 0,01 12,77 3,68 70,82 68,87
M21 BD 0,18+0,15 0,15+0,08 0,13 0,12 0,87 0,11 0,06 83,96 58,29
BT 0,30+0,23 0,21+0,10 0,19 0,19 0,92 0,16 0,07 78,56 45,72
GGT 14,88+9,45 7,064,711 16,90 5,05 0,10 6,55 3,27 63,50 66,73
M42 BD 0,11+0,09 0,10%0,05 0,10 0,08 0,67 0,06 0,03 74,88 50,33
BT 0,20%0,09 0,16%0,05 0,19 0,17 0,25 0,06 0,04 44,32 34,57
GGT 20,72+18,64 13,83+9,18 12,61 11,20 0,34 12,92 6,36 89,97 66,43
M63 BD 0,12+0,05 0,18+0,11 0,10 0,17 0,56 0,04 0,08 43,17 62,25
BT 0,22+0,08 0,30+0,14 0,20 0,35 0,60 0,06 20,42 39,23 47,41
GGT 6,65+3,89 8,12+2,74 5,84 8,08 0,29 2,69 1,90 58,47 33,70
M84 BD 0,12+0,09 0,13+0,08 0,08 0,10 0,34 0,06 0,06 75,95 64,57
BT 0,25+0,17 0,24+0,19 0,22 0,16 0,63 0,122 0,13 67,43 79,44
GGT 11,33+8,87 14,13+7,03 8,07 15,36 0,25 6,15 4,87 78,32 49,77
M105 BD 0,09+0,06 0,11+0,05 0,07 0,11 0,20 0,04 0,03 64,02 40,68
BT 0,14+0,09 0,20+0,08 0,11 0,18 0,10 0,06 0,06 64,83 41,79
GGT 9,42+4,41 11,97+49,29 10,00 8,46 0,67 3,06 6,44 46,84 77,68
M126 BD 0,10+0,08 0,17+0,17 0,06 0,10 0,56 0,05 0,12 78,33 97,03
BT 0,17+0,08 0,26+0,20 0,16 0,23 0,71 0,05 0,14 45,02 77,04
GGT 12,58+45,00 13,70+11,08 12,96 12,80 0,17 3,46 7,68 39,73 80,88
M147 BD 0,09+0,04 0,16+0,12 0,07 0,12 0,10 0,03 0,08 43,68 74,92
BT 0,12+0,03 0,23+0,12 0,12 0,21 0,21 0,02 0,09 25,00 53,14
GGT 9,6248,71 12,69+7,25 5,00 11,50 0,60 6,04 5,02 90,55 57,09
M168 BD 0,10+0,09 0,09+0,05 0,08 0,08 0,79 0,06 0,03 87,51 53,33
BT 0,17+0,14 0,25+0,21 0,12 0,20 0,37 0,10 0,15 0,10 84,76

* Doxorrubicina, carboplatina

** Aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8 g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49
g/kg, proteina bruta (min) 200 g/kg, Saccharomyces cerevisiae (min) 1x108 UFC/g, treonina (min)
9.202 mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg***

Teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)
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4 Discussao

A gquimioterapia na neoplasia maméaria € uma terapia adjuvante, que
associada a cirurgia, objetiva a cura do animal. Os principais protocolos utilizados
associam dois ou trés farmacos?’. Neste estudo optou-se pela quimioterapia com
dois farmacos, a doxorrubina e a carboplatina, em virtude da comprovada eficacia
desta associacdo neste tipo de cancer?’.

A suplementagdo com imunoestimulante nas cadelas com neoplasia
mamaria, submetidas a cirurgia e a quimioterapia, produziu melhor resposta
clinica, quando comparada a das cadelas ndo suplementadas. O efeito benéfico
pode ser atribuido a reducdo das acdes deletérias da enfermidade e da
quimioterapia sob o sistema digestivo, clinicamente traduzido por menos
episodios de vomito e diarréia, com consequente ganho de peso corporal.
Segundo Klemashevich et al.?! alteracdes na microbiota intestinal estéo ligadas a
disbioses induzidas pelo cancer, de modo que sua restauracao ou fortalecimento,
pela adicdo de probibticos ou prebidticos na dieta, representa uma alternativa
para evitar a progressao da neoplasia.

O polissacarideo B-glucana da parede do Saccaromyces cerevisiae é
um biomodulador que reduz as respostas pro-inflamatorias associadas a
septicemia bacteriana??, além de elevar o numero de linfécitos no intestino,
podendo ser considerado um importante estimulador de imunidade da mucosa do
trato gastrointestinal?s.

Outro indicador clinico da efetividade da suplementacdo com
nutracéuticos foi que, ao término do periodo de acompanhamento, as cadelas do
grupo suplementado nédo apresentaram nenhum caso de recidiva ou metastase.
No grupo das cadelas ndo suplementadas ocorreu uma recidiva da neoplasia de
mama, que necessitou de reintervengdo cirdrgica e dois casos de metastase
pulmonar, que resultaram na morte das cadelas. Segundo Tzianabos et al.??> a B-
glucana extraida do Saccaromyces cerevisiae modula a producéo de 6xido nitrico
e de citocinas como TNF-a, IL-1 e IL-6 nos locais de inflamacdo, além de
aumentar os mediadores anti-inflamatérios, como IL-10 e proteina quimiotéatica de

mondcitos-1 (MCP-1). Tian et al.?* corroboram 0 mecanismo de acéo
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desempenhado pela B-glucana do Saccaromyces cerevisiae, ao descrever sua
atividade moduladora das respostas inflamatorias inata e adaptativa, mediante
suas propriedades anti-tumorais. Portanto, a capacidade de modular o processo
inflamatorio pode ser a ligacéo entre a suplementacdo com o imunoestimulante e
a melhor resposta clinica das cadelas.

Os valores meédios de hemacias, hematocrito e hemoglobina
observados nas cadelas dos dois grupos, mantiveram-se nos limites fisiologicos
indicando que o protocolo de quiomioterapia ndo induziu hipoplasia medular.
Resultado semelhante em cédes foi descrito por Santana e Oliveira®® em animais
recebendo metotrexato e por Calpa et al.?® utilizando a cisplatina.

A contagem das plagquetas permaneceu dentro dos limites da
normalidade evidenciando que a quimioterapia com doxorrubina e carboplatina
ndo afetou sua producdo. Santana e Oliveira®® constataram reducéo no nimero
de plaquetas em cdes submetidos a quimioterapia com metotrexato. Weiss et al.?’
descreveram a quimioterapia, sem identificacdo do farmaco, para linfoma e outras
neoplasias em cédes de varias. A menor toxicidade dos farmacos utilizado neste
estudo pode justificar o nimero adequado de plaquetas. No estadiamento da
neoplasia das cadelas deste estudo, foi estabelecido o grau Il conforme Misdorp*®
e, para Stockhaus et al.?8, as plaquetas apresentam reducdo no seu nimero em
neoplasias mamarias de grau lll e grau IV.

O numero de leucocitos esteve dentro dos limites da normalidade nos
dois grupos, mas ao longo do experimento apresentou gradativa reducéo (Tabela
4), evidenciada a partir do M105 nas cadelas suplementas e do M63 nas cadelas
nao suplementadas com imunoestimulante. Sendo que, neste ultimo grupo, a
reducdo foi mais evidente. Calpa et al.?® utilizando a cisplatina para quimioterapia
relatou valores médios de leucécitos de 9,4 x 10%/ul e ndo descreveu reducdo no
namero de leucécitos ao longo do tratamento, entretanto o periodo maximo de
observacdo dos cdes foi de 84 dias. Santana e Oliveira®® avaliando cées
saudaveis, sob quimioterapia com metotrexato, durante 36 dias também néo
observaram diminuicdo expressiva e uniforme de leucocitos. A reducdo dos
leucdcitos aqui observada pode ser atribuida ao maior periodo de quimioterapia,

bem como ao fato das cadelas serem portadoras de neoplasia mamaria, o que é
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corroborado por Weiss et al.?’, que relata acentuada reducdo de leucécitos em
caes com neoplasia recebendo quimioterapicos.

A contagem média dos neutréfilos e dos mondcitos das cadelas dos
dois grupos, ao longo do periodo acompanhado, permaneceu nos limites da
normalidade, semelhante aos resultados obtidos por Santana e Oliveira?®. Weiss
et al.?’ relataram neutropenia severa em cdes com neoplasias mais graves que a
apresentada pelas cadelas deste estudo.

A suplementacdo com imunoestimulante evitou o decréscimo dos
linfécitos uma vez que as cadelas do grupo suplementado apresentaram
contagens mais elevadas e dentro dos limites fisioldgicos para a espécie, durante
todo o periodo acompanhado. No grupo ndo suplementado as contagens dos
linfécitos estiveram préximas do minimo para a espécie, ocorrendo linfopenia em
alguns momentos. Santana e Oliveira?® ao avaliarem cdes sob quimioterapia com
metotrexato, observaram a presenca de linfopenia, cuja gravidade aumentava
com a elevacdo da dose do farmaco. Quanto ao mecanismo de acdo do
imunoestimulante sob o nimero dos linfocitos, pode-se inferir que, assim como
ele ocasiona aumento de linfécitos no intestino?3, também poderia apresentar a
mesma acao com realacdo as células precursoras linfoides.

A funcdo renal das cadelas deste estudo nao foi afetada pela
guimioterapia com doxorrubina e carboplatina, pois as concentracées séricas de
creatinina e uréia mantiveram-se dentro dos parametros fisiolégicos para a
espécie. Esse resultado era esperado uma vez que, apesar da excrecao da
carboplatina ser renal, € um farmaco seguro que pode ser utilizado inclusive em
pacientes nefropatas. A doxorrubicina apresenta efeito nefropatico cumulativo
para felinos, para caninos o efeito toxico relevante é sobre o coracéo?®.

Na avaliagcdo do figado, considerando os parametros relacionados a
integridade morfolégica dos hepatécitos (ALT), das células dos ductos biliares
(ALP), funcéo de sintese (albumina) e de excrec¢éo (bilirrubina total e indireta) das
cadelas deste estudo verificou-se que nao ocorreu hepatotoxicidade. O que
também era esperado uma vez que 0s quimioterapicos empregados no estudo

ndo causam toxicidade hepatica®.
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Auséncia de alteracdes na bioquimica sérica (creatinina, uréia e ALT)
em cadelas com tumor mamério tratadas com doxorrubicina e ciclofosfamida
também foram relatadas por Daleck et al.?°.

A Unica alteracdo detectada na bioquimica clinica foi a elevacdo da
atividade sérica da GGT, presente desde antes do inicio da quimioterapia. Em
praticamente todos os momentos do estudo os valores estiveram muito acima da
normalidade. Ao término da avaliagdo o grupo nao suplementado ainda
apresentava atividade sérica elevada de GGT, enquanto que 0 grupo
suplementado apresentou a média dentro do normal. A GGT € uma enzima chave
envolvida no metabolismo da glutationa, cuja expressao esta significativamente
aumentada em neoplasias humanas malignas3°. Na medicina estudos tém sido
desenvolvidos focados na possivel relacdo entre a GGT e o risco de cancer, na
progressado tumoral, invasao e resisténcia aos medicamentos 303132,

Na medicina veterinaria ainda ndo esta caracterizada a relacao entre a
neoplasia e a elevacao da atividade sérica da GGT, entretanto Kumaraguruparan
et al.3® ao avaliarem a relacdo entre os diferentes estadios clinicos do tumor
mamario canino e a metabolizacdo enzimatica de xenobidticos, na fase |
(citocromo P450 e b5) e na fase Il (glutationa S-transferase [GST], y-glutamil
transpeptidase [GGT], DT-diaforase [DTD] e [NADPH-diaforase], descreveram
concentracfes de GGT em tecido neoplasico mamario maiores que as detectadas
em tecido maméario normal. A fase | da biotransformacdo de xenobidticos
compreende um conjunto de rea¢Bes de oxidacdo, reducdo e hidrélise que
preparam os toxicantes para as reacOes da fase Il. Essas reacdes, geralmente,
modificam a estrutura quimica da substancia mediante adicdo de um grupo
funcional (-OH, -NH2, -SH, ou -COOH), o que resulta em um pequeno aumento
de hidrofilicidade. As reacdes de biotransformacéo de fase I, também chamadas
de reacbes de conjugacao, incluem glicuronidagédo, sulfonagcéo, acetilacéo,
metilagdo, conjugacdo com glutationa e conjugacdo com aminodcidos. E
exatamente na fase Il que atua a GGT. Desse modo € possivel inferir que a
elevacdo da atividade sérica da GGT teve relagdo com a neoplasia mamaria e

nao com a aplicacdo dos quimioterapicos.
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5 Concluséao

Cadelas com neoplasia mamaria, submetidas a cirurgia e a
quimioterapia, suplementadas com imunoestimulante apresentam melhor
condicgéo clinica, traduzida por ganho de peso e menor ocorréncia de recidivas ou
metastases. Quanto ao perfil hematolégico a suplementacdo minimiza a
diminuicao dos leucocitos e mantém o namero de linfocitos dentro dos parametros
considerados normais para a espécie. O protocolo quimioterapico AP1,
estabelecido neste estudo ndo comprometeu as funcdes renais e hepéticas das
cadelas em ambos os grupos. Na avaliacdo da bioquimica clinica de cadelas com

tumor mamario é importante avaliar a atividade sérica da GGT.
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CAPITULO 3 - PROTEINAS DE FASE AGUDA EM CADELAS COM
NEOPLASIA MAMARIA MALIGNA SUPLEMENTADAS COM
IMUNOESTIMULANTE

Resumo

Para determinar a atividade imunomoduladora do nutracéutico Promundog®, o
presente estudo prop6s analisar asproteinas de fase aguda (PFA) albumina,
haptoglobina, ceruloplasmina, alfa-1 glicoproteina acida e alfa-1 antitripsina como
marcadores ndo especificos de atividade inflamatéria em cancer. Utilizaram-se 16
cadelas de diferentes racas e idades mastectomizadas, com diagndstico de
neoplasia mamaria maligna, divididas em dois grupos: suplementadas (S) e nao
suplementadas (NS), submetidas a quimioterapia com doxorrubicina e
caborplatina alternadamente, em intervalos de 21 dias por oito sessdes. A
determinacao laboratorial das PFA foi realizada no Laboratorio de Apoio a
Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal/SP, pela técnica de eletroforese em SDS
Page. Para a analise estatistica dos dados, obtiveram-se as médias, medianas,
desvio padrdo, coeficiente de variacdo, intervalo de confianca. As variaveis
mostraram-se ndo homogéneas e a distribuicdo ndo obedeceu a normalidade;
optou-se, entdo, pela utilizacdo do teste ndo paramétrico de Kruskall Wallis com
significAncia estatistica igual 5%. Os resultados obtidos ndo demonstraram
diferenca significativa nas variaveis analisadas entre os distintos grupos, notou-se
tendéncia dos animais suplementados apresentarem menores concentracdes de
proteinas de fase aguda positiva. A PFA mais indicada para o acompanhamento
clinico da neoplasia mamaria em cadelas € a haptoglobina e a suplementacéo
com imunoestimulante em cadelas com neoplasia mamaria produz leve efeito na
modulacdo da atividade inflamatoria, caracterizada por reducéo nas PFA positivas
haptoglobina e ceruloplasmina. As cadelas suplementadas com imunoestimulante
apresentaram poucos transtornos gastrointestinais, melhor condicéo clinica, além

de ganho de peso em relacdo ao grupo nédo suplementado (p=0,002).

Palavras-chave:cancer, eletroforese, Promundog®, SDS PAGE
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CHAPTER 3 - ACUTE-PHASE PROTEIN IN FEMALE DOGS WITH
MALIGNANT MAMMARY NEOPLASIA AND SUPPLEMENTED WITH
IMMUNOSTIMULANTY

Abstract

In order to determine the immunomodulatory activity of the nutritional supplement
Promun dog®, the present study aimed at analyzing the acute-phase proteins
(APP) albumin, haptoglobin, ceruloplasmin, alpha-1 acid glycoprotein and alpha-1
antitrypsin, as non-specific markers of inflammatory activity in cancer. A total of 16
mastectomized female dogs of several breeds and ages, diagnosed with
malignant mammary neoplasia, were allocated into two groups: supplemented (S)
and non-supplemented (NS), and submitted to chemotherapy with doxorubicin and
carboplatinalternately in eight sessions with 21-day intervals alternately.The
laboratory determination of the APP was done at Laboratério de Apoio a Pesquisa
do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria of FCAV/UNESP/Campus de
Jaboticabal/SP, employing the polyacrylamide gelelectrophoresistechnique with
sodium dodecyl sulfate (SDS Page). For the statistical analysis of data, the
means, medians, standard deviation, coefficient of variation and confidence
interval were obtained. The variables were not homogeneous and did not obey the
normal distribution; hence, the option was made to employ the non-parametric
Kruskall Wallis test, with statistical significance of 5%. The results obtained by the
statistical analysis did not demonstrate significant difference on the variables
analyzed between the groups, and it was noticed a tendency of the supplemented
animals to present lower positive concentration of acute-phase proteins. The most
recommended APP for the clinical follow up of mammary neoplasia in female dogs
is haptoglobin, and nutritional supplementing with Immunostimulanty female dogs
with mammary neoplasia, has a slight effect on the modulation of inflammatory
activity, characterized by a decrease in the positive APP haptoglobin and

ceruloplasmin.

Keywords: cancer, electrophoresis, Promun dog®, SDS PAGE
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1 Introducéo

A oncogénese corresponde ao momento em que uma determinada
célula sofre uma sequéncia de alteracdes genéticas, decorrente de mutacdes
herdadas, de erros aleatérios na replicacdo do DNA, de fatores extrinsecos, como
radiacdo, substancias quimicas ou de infec¢des virais. Uma Unica mutacdo
dificilmente leva a formacdo de um tumor, para que esse processo ocorra Sao
necesséarias de duas a seis modificacdes genéticas, que irdo progressivamente
interferir com mecanismos responsaveis por proliferacdo, diferenciacdo e morte
celular.

A deteccdo de um céancer subclinico em medicina veterinaria por meio
de biomarcadores € uma ferramenta util, porém de dificil aplicacdo, uma vez que
depende do desenvolvimento de uma medicina veterinaria preventiva?. A
avaliacdo de proteinas de fase aguda tem sido utilizada no monitoramento da
inflamacdo e como ferramenta de diagnéstico no acompanhamento das
neoplasias, principalmente as mamarias que constituem o tipo mais comum de
cancer em cées, com prevaléncia de 41% a 53%?.

Reacao de fase aguda (RFA) compreende a resposta sistémica a uma
ampla gama de reacdes altamente inespecificas, resultantes da ativacdo de
proteinas de fase aguda (PFA), mediada pela hipercitocinemia pro-inflamatoria,
podendo se desenvolver em condicdes como traumas fisicos e quimicos,
infeccdes fungicas e bacterianas, ou ainda o cancer?.

As PFAs negativas sao representadas pela pré-albumina (transtiretina),
albumina, transferrina, transcortina e proteina de ligacdo do retinol. As de fase
aguda positivas sado a alfa-1 antitripsina, alfa-1 anitiquimiotripsina, alfa-2
macroglobulina, protrombina, fator VIII, fator Von-Willebrand fatores do
complemplemento, ferritina, plasminogénio, alfa-1 glicoproteina acida (GPA),
haptoglobina (Hp), alfa-2 macroglobulina, ceruloplasmina (CP), amiloide A sérica
(SAA), fibrinogénio, C3 e proteina C reativa (PCR). As PFA positivas também
podem ser classificadas quanto a intensidade da sua concentracdo em elevadas e

moderadas*°6.7,
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As PFA negativas normalmente presentes em individuos saudaveis,
reduzem suas concentracGes diante da RFA’. A albumina, responde por 60% do
total de proteinas plasmaticas. Em condi¢cBes de desnutricédo, infeccdes crbnicas e
frente & RFA, tem suas concentracfes plasmaticas reduzidas em relacdo aos
valores normais®.

As determinacbes de haptoglobina e ceruloplasmina auxiliam na
avaliacdo da inflamacédo em caes. Estas proteinas sdo consideradas seis vezes
mais sensiveis na deteccéo da inflamac&o do que o fibrinogénio, a contagem de
leucécitos totais e a contagem de neutréfilos segmentados e bastonetes. A
concentracdo da haptoglobina aumenta em processos inflamatérios agudos,
estresse e, as vezes, durante processos neoplasicos recentes. Seus valores
meédios normais ficam em torno de 104mg/dL. A concentracdo de ceruloplasmina
altera-se significantemente apés a inducdo de processo inflamatério em cées, ao
contrario do que se observa em humanos®.

A alfa-1 antitripsina e a alfa-1 glicoproteina acida, também chamadas
de alfa-1 globulinas, se elevam frente a doencas inflamatérias agudas e crénicas,
neoplasia, gravidez, estrogénioterapia e apos cirurgias, 0os niveis das PFAs, apos
um Unico estimulo, permanecem inalterados por 48 horas ou mais®.

A resposta inflamatéria € caracterizada por febre, leucocitose,
producdo de diversos horménios e citocinas como interleucinas (IL-1, IL-6), fator
de necrose tumoral alfa (TNFa), LIF (leukemia inhibitory factor) e oncostatina M
(OSM), produzidas no local da inflamacédo, que desempenham um papel crucial
na RFA uma vez que séo elas que induzem a producédo de PFA pelo figado. Além
disso, a magnitude do aumento das citocinas inflamatérias esta relacionada a

by

agressividade do tumor, a caquexia por ele induzida e ao prognéstico do
Céncer10,11,12,13,14_

Em condi¢Ges fisioloégicas existe equilibrio entre proteases e seus
inibidores. Por outro lado, evidéncias sugerem que um desequilibrio entre estas
podem estar relacionadas a danos nos tecidos e progressao do cancer. A alfa-1
antitripsina, denominada serpina A1 é uma inibidora de protease principalmente
de elastase leucocitaria, tripsina e plasminogénio®®.

A suplementacdo com &cidos graxos 6mega 3 e outros nutracéuticos,

avaliada em estudo minimizou a resposta aguda, tanto em pacientes humanos
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quanto em cdes portadores de neoplasia maligna. A presenca de proteina de
resposta de fase aguda esteve fortemente associada hd um tempo menor de
sobrevida em pacientes com cancer®,

A sintese de poliaminas pode ser importante para a fidelidade da
traducdo da transcricdo do DNA e RNA, que ocorre em resposta a infeccdo e
durante a reparacgdo de tecidos. Fenilalanina, tirosina, triptofano serina, e cisteina
sao liberados em quantidades mais proximas as necessidades. A arginina, a S-
adenosil metionina (SAM) e a ornitina contribuem para manter a integridade
tecidual durante periodos de crescimento celular rdpido, nesse sentido a adicao
de pequenas quantidades de poliaminas na dieta pode melhorar os aspectos
associados a microbiota intestinal do hospedeiro?’.

Os efeitos quimiopreventivos, antimutagénicos e antigenotoxicos da B-
glucana, um polimero extraido do Saccaromyces cerevisiae foram avaliados em
camundongos submetidos a quimioterapia com ciclofosfamida. Sua utilizacéo
como adjuvante a quimioterapia antineoplasica parece ser capaz de diminuir 0os
efeitos mutagénicos, prevenindo ou reduzindo danos ao DNA que séo induzidos
por quimioterapicos em células ndo tumorais. Ainda pode-se atribuir esses efeitos
a sua atividade antioxidante!®. Ao se avaliar os efeitos na resposta imune inata e
adaptativa em camundongos com neoplasia o suplemento foi capaz de melhorar a
qualidade de vida dos animais inibindo a mielossupressdo e a esplenomegalia
induzidas pelo tumor. Foi observado também aumento das células progenitoras
de macrofagos na medula 6ssea, regulando positivamente IL1 e IL6, resultando
em uma maior atividade das NK e interferon y°.

As proteinas de fase aguda tém sido pesquisadas, entre outras
situacdes patoldgicas, como na condicdo de cancer, como biomarcadores
auxiliares do diagnostico e determinacdo de progndstico. Assim, no presente
estudo objetivou-se avaliar a atividade imunoestimulante do suplemento alimentar
por meio da determinagdo das proteinas de fase aguda negativa (albumina) e
positiva (haptoglobina, ceruloplasmina, alfa-1 glicoproteina &cida, alfa-1-
antitripsina), como marcadores nao especificos da atividade inflamatéria no

cancer de mama canino.
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2 Material e métodos

2.1 Delineamento experimental

Neste estudo 16 pacientes foram selecionadas dentro de um universo
de 50 cadelas oriundas do atendimento no Setor de Oncologia do Hospital
Veterindrio da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de
Goias (HV/EVZ/UFG).

Os proprietarios que aceitaram participar do estudo assinaram o termo
de anuéncia. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Goiés, sob o nUmero 221/11.

Para a inclusdo dos animais no experimento, os critérios considerados
apos exame clinico minucioso, foram a presenca de nddulos mamarios néo
ulcerados de diametro inferior a 5cm, inexisténcia de doencas infecto contagiosas
constatadas em exames laboratoriais e auséncia de metastases detectaveis nos
exames radiografico de torax e ultrassonografico de abdémen.

O procedimento cirlrgico de mastectomia total’® foi realizado e os
fragmentos submetidos a exame histopatolégico?!.

Os animais foram distribuidos em dois grupos experimentais
aleatoriamente (Quadro 1). Aos proprietarios do grupo suplementado (S) foi
instituida a adicdo na dieta o suplemento Promun dog® (Grupo Organnact,
Curitiba, Parana. Niveis de garantia - aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8
g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49 g/kg, proteina bruta (min)
200 g/kg, Saccharomyces cerevisiae (min) 1x10%8 UFC/g, treonina (min) 9.202
mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg, na dose de dois
tabletes para cada 10kg de peso vivo, em intervalos de 24h e pela via oral. O

grupo nao suplementado (GNS) recebeu a dieta fornecida pelo proprietario.
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Quadro 1 Distingao dos grupos experimentais.

Grupo suplementado Grupo néo suplementado
Caracteres
(n=8) (n=8)
Idade 8,88+3,64 9,00+1,31
Peso médio  13,71+11,38 7,33+2,63
Numero de g
animais
Carcinoma sélido de mama (n=1) Carcinoma tubulo papilar (n=1)

Ti Carcinoma tubulo papilar (n=1) Carcinoma em tumor misto/papilar (n=1)

ipo

) o Carcinoma tubular (n=1) Carcinoma sélido de mama (n=2)
histoldgico

Carcinoma complexo de mama (n=2) Carcinoma complexo de mama (n=2)

Carcinossarcoma de mama (n=3) Carcinossarcoma de mama (n=2)

O estadiamento foi estabelecido por meio da avaliagdo histopatolégica
para estabelecer o protocolo quimiterapico?.

A quimioterapia com doxorrubicina e carboplatina foi realizada
alternadamente em oito ciclos consecutivos em intervalos de 21 dias, sendo a
primeira a doxorrubicina, em todos os momentos foram feitas avaliacbes
laboratoriais (hemograma, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, gama
glutamiltransferase, albumina, uréia, creatinina, bilirrubina total e bilirrubina

direta).

2.2 Protocolo quimioterapico

Para este estudo o protocolo quimioterapico estabelecido as cadelas foi
o AP-1, descrito por Lanore e Delprat?3. Alternadamente foi aplicado 30mg/m2
doxorrubicina (Fauldoxo®, Libbs Farmaceutica Ltda) e 300mg/m2 carboplatina,
(Fauldocarbo®, Libbs Farmaceutica Ltda). Os quimioterapicos foram diluidos em
100mL de solucéo salina a 0,9% e aplicados em perfusédo lenta na veia cefalica
com auxilio de cateter de 22G. Para induzir diurese as pacientes receberam
2mg/kg de furosemida por via intravenosa e 2mg/kg de difenidramina por via
intramuscular, aplicada antes do inicio da administracdo de doxorrubicina. Em

seguida, administrou-se mais 100mL de solugéo salina a 0,9%, com intuito de
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eliminar resquicios do quimioterdpico no vaso puncionado para evitar lesdo
vascular.

O tempo transcorrido entre a preparacdo do paciente e administracao
do quimioterdpico era de duas horas e previamente a cada sessdo de
quimioterapia as cadelas eram reavaliadas por meio do exame clinico e peso

corporal.

2.3 AvaliacOes laboratoriais

A colheita do material para a avaliacdo laboratorial ocorreu com o0s
animais em jejum alimentar de 12 horas. Foram obtidos 8,0mL de sangue por
venopuncao jugular, em tubo sem anticoagulante, que foi centrifugado apés a
retracdo do coagulo e, em seguida, o soro foi separado por aspiracdo, sendo
divididas em aliquotas em microtubos de polipropileno de 1,5mL (Eppendorf®) e
submetidas ao congelamento (-20° C) até o momento da realizacdo dos exames.

O proteinograma foi processado no Laboratorio de Apoio a Pesquisa
do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da FCAV/UNESP/Campus de
Jaboticabal/SP. A separacdo das fragBes protéicas foi realizada utilizando-se
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS
PAGE), conforme técnica descrita por Laemmli?*. Realizou-se a mensuracéo das
fracGes proteicas em densitbmetro computadorizado (Shimadzu, Toquio, Japéao).
Empregou-se solucdo marcadora Sigma, Saint Louis, EUA com pesos
moleculares de 29.000, 45.000, 66.000, 97.000, 97.400, 116.000 e 205.000
daltons (D) e, as proteinas purificadas albumina, haptoglobina, ceruloplasmina,

a1- antitripsina e a1- glicoproteina acida.

2.4 Analise estatistica

O delineamento experimental foi em parcelas subdivididas,
considerando como tratamento principal a suplementacéo (grupos suplementado
e nao suplementado) e como tratamento secundario, os momentos de colheita

para 0s exames que antecederam cada ciclo de quimioterapia (MO a M168).
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Em principio realizou-se a estatistica descritiva dos dados, obtendo-se
as medianas, médias, coeficientes de variacéo, intervalos de confianca e desvios
padrdao. Como as variaveis mostraram-se ndo homogéneas e a distribuicdo nao
obedeceu a normalidade, optou-se entdo pela utilizacdo do teste ndo paramétrico
de Kruskall Wallis e Qui-quadrado. A significancia estatistica adotada foi menor ou
igual a 5%.

Os valores de peso das cadelas no MO e M168 foram submetidos ao

teste T pareado com nivel de significancia < 0,05

3 Resultados

As cadelas que constituiram o grupo suplementado com
imunoestimulante apresentaram condi¢cdes clinicas gerais superiores aquelas
observadas no grupo nao suplementado.

O peso corporal das cadelas suplementadas foi crescente (p < 0,002)
do inicio (13,71 + 11,38 kg) ao final do estudo (15,71 + 12,48 kg. Enquanto que,
no grupo nao suplementado o peso decresceu (p < 0,002) de 7,33 = 2,63 para
5,90 + 2,03 (Tabela 1).
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TABELA 1 — Média e desvio padréao (DP) do peso corporal inicial e final (Kg), das
cadelas com neoplasia mamaria maligna submetidas a
quimioterapia” e suplementadas e ndo suplementadas com Promun
dog® **, Goiania, Goias, 2014.

Animal Suplementadas N&o suplementadas
Peso inicial Peso final Peso inicial Peso final
1 9,4 11,0 8,1 7,5
2 59 6,4 8,65 7,1
3 8,4 NA 10,3 7,3
4 31,3 33,3 6,3 5,0
5 8,1 8,9 6,2 50
6 3,8 4,4 3,3 2,6
7 35,0 37,0 11,4 9,0
8 7,7 9,0 4,3 3,7
Média 13,72 15,7° 7,32 5,9°
Desvio-padréao 11,4 12,5 2,6 2,0

Letras diferentes informam sobre a diferenca pelo Teste de T pareado (P<0,05)

NA amostra ndo analisada, obito por atropelamento.

* Doxorrubicina, carboplatina

** Aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8 g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49
g/kg, proteina bruta (min) 200 g/kg, Saccharomyces cerevisiae (min) 1x108 UFC/g, treonina (min)
9.202 mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg

Os valores da mediana, média, coeficiente de variacdo, desvio padrao e
intervalo de confianca obtidos e o comportamento da mediana ao longo do tempo,
das diversas proteinas de fase aguda estdo apresentados nas tabelas 2, 3 e 4.

Os valores da albumina ndo diferiram estatisticamente (p=0,05) ao
longo do estudo entre os grupos e os valores ficaram proximos da normalidade
(TAB. 2).
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TABELA 2 — Média e desvio padrdao (DP), mediana, intervalo de confianca (IC) e coeficiente de variacdo (CV) obtidos para
albumina (mg/dL), em cadelas com neoplasia mamaria maligna tratadas com quimioterapia” e suplementadas (S)
e ndo suplementadas (NS) com Promun dog® **. Goiania, Goias, 2014.

Média+DP Mediana valor d IC Ccv
Momentos/Variavel apai* €
S NS S NS S NS S NS

MO 4766,99+14,29 4919,98+£499,43  4657,41 4835,78 0,53 9,90 346,08 51,08 10,15
M21 4416,02+9,67 4587,20£927,98  4419,76 4470,40 0,75 6,70 643,05 41,43 20,23
M42 4778,51+6,74 4314,174555,96  4916,19 4182,72 0,67 4,67 385,25 26,46 12,89
M63 4402,19+13,59 4292,64+571,99  4222,98 4084,03 0,92 9,42 396,36 47,67 13,32
m84 4295,88+7,24 4043,56+217,46  4393,21 4002,23 0,21 5,01 150,69 28,01 5,38
M105 4385,99+11,81 4404,18+556,47  4146,01 4304,57 0,46 8,18 385,60 40,11 12,63
M126 4636,32+9,30 4217,42+261,18  4543,24 4244,03 0,25 6,44 180,99 43,00 6,19
M147 4468,58+5,53 4491,91+852,58  4579,59 4529,24 0,83 3,83 590,80 32,35 18,98
M168 4125,47+7,74 4797,86+1540,62 4082,33 4562,81 0,62 5,36 1067,57 26,68 32,11

* Doxorrubicina, carboplatina

** Aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8 g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49 g/kg, proteina bruta (min) 200 g/kg, Saccharomyces
cerevisiae (min) 1x108 UFC/g, treonina (min) 9.202 mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg

*** Teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)
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A concentracdo da haptoglobina ndo apresentou diferenca significativa
(p>0,05) entre os grupos em nenhum momento do estudo e as médias foram
ligeiramente superiores as apresentadas por animais saudaveis (TAB. 3).

Em relacdo a ceruloplasmina, ndo houve diferenca significativa
(p=0,05) entre os grupos, entretanto em todos 0S momentos, O grupo
suplementado (S) apresentou concentragfes sericas dessa proteina inferior as do
grupo nao suplementado (NS). Os valores ficaram dentro dos limites relatados

para animais clinicamente saudaveis (TAB. 3).

TABELA 3 — Média e desvio padrao (DP), mediana, intervalo de confianca (IC) e
coeficiente de variacdo (CV) obtidos para haptoglobina (Hp - mg/dL)
e ceruloplasmina (CP - mg/dL) em cadelas com neoplasia mamaria
maligna tratadas com quimioterapia® e suplementadas (S) e néo
suplementadas (NS) com Promun dog® **. Goiania, Goias, 2014.

Momentos/ Média+DP Mediana VgLOf IC cV

Variavel S NS S NS P* S NS S NS
o P 16,83£10,44 16,74%6,80 19,25 18,79 0,92 7,24 4,71 62,05 40,59
cP 16,30+16,36 13,94+10,74 9,99 11,12 092 11,34 7,44 100,39 77,02

Hp 17,17+11,52 2559+10,19 13,37 22,46 032 7,99 7,06 67,12 39,83

Mel ep 12,40+13,80 20,22+14,75 6,51 025 17,44 956 10,22 111,27 72,94
Hp 21,92+11,52 24,05:9,01 18,93 2512 0,60 7,98 624 52,55 37,45

Maz " cp 16,61+11,03 22,16+10,10 14,63 22,05 021 7,64 7,00 66,39 4555
Hp 14,01+4,06 23,42+10,35 12,57 2378 0,06 281 7,17 28,96 44,19

Mo3 cp 15,31+10,52 19,94+11,54 11,47 1512 025 7,29 800 6872 57,87
es P 18,858,18 16,96+540 1898 17,99 100 567 3,74 4339 31,84
cP 17,89+14,95 29,42+27,19 12,32 20,99 0,40 10,36 18,84 83,60 92,42
105 P 20,27+11,32 21,49+7,83 1583 18,86 029 7,85 543 5587 36,45
cP 19,93+15,39 20,44+15,05 1552 17,83 0,60 10,66 10,43 77,20 73,59
ios P 20,48+4,00 19,43+6,09 20,45 20,46 0,60 2,77 422 1952 31,34
cP 18,28+19,36 24,66+14,04 10,25 29,75 0,75 13,41 9,73 105,88 56,92

Hp 13,63+9,09 23,76+17,50 940 1829 100 630 12,12 66,71 73,63
VAT e 18,52+19,42 40,08+37,92 14,38 34,98 0,92 13,46 26,27 104,88 94,59
wies P 2331+7,34 17,05¢6,80 23,02 1567 0,12 509 4,71 31,50 40,59
cP 17,15+17,54 38,07+25,87 10,17 29,84 0,29 12,16 17,93 102,32 67,96

* Doxorrubicina, carboplatina

** Aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8 g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49
g/kg, proteina bruta (min) 200 g/kg, Saccharomyces cerevisiae (min) 1x108 UFC/g, treonina (min) 9.202
mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg***

Teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)
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Em relacdo a alfa-1 antitripsina, ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) entre o grupo suplementado (S) ou ndo (NS). Os valores foram inferiores
aos relatados na literatura para animais normais (TAB 4).

A alfa-1 glicoproteina &cida, somente no momento M63 apresentou
valores significativamente maiores (p< 0,02) para o grupo nao suplementado
(NS). As concentracdes foram maiores para o grupo NS, exceto nos momentos
M147 e M168. Os valores ficaram dentro dos limites relatados para animais
clinicamente saudaveis (TAB 4).
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TABELA 4 — Média e desvio padréao (DP), mediana, intervalo de confianca (IC) e coeficiente de variacdo (CV) obtidos para alfa-1
antitripsina (AAT - mg/dL) e alfa-1 glicoproteina acida (GPA - mg/dL) em cadelas com neoplasia mamaria maligna
tratadas com quimioterapia” e suplementadas (S) e ndo suplementadas (NS) com Promun dog® **. Goiania,

Goias, 2014.
Momentos/Variavel MédiatDP Mediana Valor de IC Cv
NS S NS prx* S NS S NS
MO AAT 100,60+31,31 101,51+17,21 106,93 96,81 0,92 21,70 11,93 31,12 16,95
GPA 26,58+28,07 16,75+7,63 14,84 16,69 0,75 19,45 5,29 105,61 45,55
AAT 105,84+19,84 114,91+50,86 101,75 127,11 0,10 13,75 35,25 18,75 44,26
M1 GPA 25,89+15,57 26,40+7,98 22,22 28,80 0,75 10,79 5,53 60,14 30,24
M42 AAT 117,02+57,08 123,76+24,96 103,19 117,54 0,09 39,56 17,30 48,78 20,17
GPA 21,63+15,63 24,87+16,91 16,04 17,08 0,46 10,83 11,72 72,27 67,98
M63 AAT 119,86+37,06 107,33+49,33 104,80 97,55 0,75 25,68 34,19 30,92 45,97
GPA 12,90+7,06 27,04+14,89 11,16 23,652 0,02 4,89 10,32 54,70 55,04
Msa AAT 118,55+50,56 102,40+43,16 110,26 85,74 0,29 35,04 29,91 42,65 42,15
GPA 17,36+8,66 18,2745,34 17,21 18,05 0,53 6,00 3,70 49,92 29,25
M105 AAT 118,24+88,26 135,38+62,66 93,90 125,12 0,29 61,16 43,42 74,65 46,29
GPA 18,69+9,60 20,33+7,48 17,80 17,31 0,53 6,65 5,18 51,36 36,79
M126 AAT 116,64+53,53 133,01+58,57 93,05 110,68 0,83 37,09 40,59 45,89 44,04
GPA 15,54+10,14 18,03+8,68 11,00 19,29 0,83 7,02 6,02 65,24 48,15
M147 AAT 111,29+14,90 169,02+144,36 110,16 109,82 0,67 10,32 100,04 13,39 85,41
GPA 24,32+10,80 14,48+4,62 25,44 13,59 0,25 7,49 3,20 44,42 31,91
M168 AAT 157,23+98,07 97,70+15,56 104,20 98,62 0,40 67,96 10,78 62,37 15,92
GPA 26,33+19,10 16,63+5,44 17,93 15,16 0,21 13,24 3,77 72,54 32,70

* Doxorrubicina, carboplatina
** Aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8 g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49 g/kg, proteina bruta (min) 200 g/kg, Saccharomyces
cerevisiae (min) 1x108 UFC/g, treonina (min) 9.202 mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg
*** Teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)
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4 Discussao

Neste estudo as pacientes com neoplasia mamaria maligna
mastectomizadas e posteriormente submetidas ao tratamento quimioterapico
associado a suplementacdo alimentar com iminoestimulante, evidenciaramaram-
se clinicamente melhores que as ndo suplementadas (NS). Provavelmente esse
efeito se deve a acdo dos probidticos, prebidticos e nutracéuticos com relacéo a
flora microbiana do intestino, atuando como bioterapéuticos, bioprotetores e
bioprofilaticos, além de prevenir as infeccdes entéricas e gastrointestinais?.
Roudebush et al.?® verificaram que pacientes em tratamento quimioterapico
instituido com protocolo multifarmacos e suplementados com édmega 3 e arginina
apresentaram sobrevida adicional de 397 dias.

O monitoramento da condi¢cdo clinica de pacientes com cancer por
meio da mensuracao de proteinas de fase aguda, como o realizado neste estudo,
pode ser uma ferramenta importante de diagndstico e monitoramento do
tratamento de pacientes com neoplasia. Eckersall e Bell?” consideraram que a
reducdo sérica das PFAs contribui na diminuicdo da atividade neoplasica, sendo
assim um bom indicador de prognéstico. Segundo Eckersall’®, as PFAs
representam uma maneira simples, pratica e rapida de diagnostico e
acompanhamento de doencas inflamatorias, infecciosas em animais de
companhia, assim como em humanos. Uma das principais abordagens trata-se da
comparacao de proteinas de fase aguda maior positiva, outra moderada e uma
negativa.

A concentracdo média da albumina sérica esteve entre 4.002,23 e
4.916,19 mg/dL. Para cées saudaveis esses valores séo ligeiramente inferiores
aos de Vieira et al.?° (3.360 a 3.880 mg/dL) e para Battisti et al.%° (3.023 a 4.402
mg/dL). Considerando os valores relatados para cdes com neoplasia, percebe-se
gue a média € um pouco maior, portanto mais préxima dos resultados desse
estudo. Vieira et al.?° relata valores de 2.870 a 4.150 mg/dL em cées com linfoma
e Battisti et al.3® concentracGes de 2.325 a 4.785 mg/dL em cadelas com
neoplasia maméaria. Na avaliacdo dos valores de PFAs entre os grupos estudados

ao longo do experimento a albumina no grupo nédo suplementado apresentou
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diminuicdo até o M84 e ao final do estudo os valores de ambos 0s grupos foram
muito préximos. Pereira e Burini! consideram a albumina uma proteina de fase
aguda negativa que diminui sua concentracdo sérica diante de um processo
inflamatorio, pela acéo de citocinas pro-inflamatorias.

As concentracdes médias de haptoglobina do grupo S estiveram entre
9,40 e 23,02 mg/dL e as do grupo NS entre 15,67 e 25,12 mg/dL, valores
ligeiramente superiores aos relatados para cées saudaveis (Vieira et al.?® = 8,43 —
17,97 mg/dL e Battisti et al.>® = 7,9 — 17,1 mg/dL). Por outro lado, esses valores
quando confrontados com o0s obtidos de cdes com neoplasia, ficaram mais
préximos. Vieira et al.?° avaliando cdes com linfoma encontrou concentragdes de
7,33 a 38,05 mg/dL e Battisti et al.3° estudando cadelas com neoplasia mamaria
relatou valores de 11,1 a 33,5 mg/dL. O que reforca a caracteristica de proteina
de fase aguda positiva. Huntoon et al.*? consideram a Hp como reguladora da
resposta imunoldgica, agindo como um marcador de resposta para controle ou
progressao de doencas degenerativas e cancer.

Verificou-se concentragcdes médias de ceruloplasmina no grupo S entre
6,51 e 15,52 mg/dL e as do grupo NS entre 11,12 e 34,98 mg/dL. Os valores de
ceruloplasmina foram semelhantes aos relatados na literatura, que ndo aponta
diferengas importantes nos valores de animais saudaveis quando comparados
com cdes com neoplasia. Vieira et al.?° descrevem intervalo de 8,02 a 32,26
mg/dL para cdes saudaveis e 6,01 a 24,67 mg/dl para cdes com linfoma. Battisti
et al.?% encontraram concentracdes de 20,9 a 37,1 mg/dL em animais saudaveis e
de 16,0 a 37,4 mg/dL em cadelas com neoplasia maméaria. Varela et al.3®
relataram que a concentracdo sérica Cp elevou-se sensivelmente nos pacientes
humanos com tumores sélidos de mama, pulmdo, gastrointestinal, cabeca e
pescoco, tornando-se um bom indicador progndstico e merecendo maiores
estudos nesse sentido. Planellas et al.® investigaram as HP e proteina C-reativa
em cadelas com neoplasias mamarias e encontraram aumentos moderados nas
concentracbes séricas de ambas as proteinas quando comparadas a cadelas
higidas.

E importante salientar que a haptoglobina, na maioria dos momentos
estudados, e a ceruloplasmina, em todos os momentos avaliados, foram inferiores

no grupo suplementado, sugerindo que a suplementagcdo com o imunoestimulante
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pode modular a resposta inflamatéria do organismo frente a neoplasia. Esse efeito
imunologico pode ser atribuido a B-glucana extraida do Saccaromyces cerevisiae,
pois ja € sabido que a utilizagdo da B-glucana como adjuvante a quimioterapia,
produz efeito anti-inflamatério®*, bem como estimula a multiplicacdo de células
progenitoras de macréfagos na medula 6ssea, regulando positivamente IL1 e IL6,
resultando em uma maior atividade da NK e do interferon y*°.

A alfa-1 antitripsina no presente estudo, em todos oS momentos e
grupos apresentou valores (85,74 a 127,11 mg/dL) menores que os descritos na
literatura. Vieira et al.?® descrevem intervalo de 340 a 600 mg/dL para cées
saudaveis e 170 a 490 mg/dL para cdes com linfoma. Battisti et al.>° encontraram
concentracfes de 294 a 406 mg/dL em animais saudaveis e de 322 a 373 mg/dL
em cadelas com neoplasia mamaria. A alfa-1 antitripsina € uma serina protease
inibidora atuando como bloqueadora de leucécitos e de enzimas proteoliticas
lisossomais®. Em adicéo, Anes et al.’® consideram a serina protease inibidora que
protege os tecidos de ataque de elastase de neutrofilos, bem como atua
estimulando diretamente a proliferacdo de fibroblastos e producdo de matriz
extracelular. Neste estudo, apesar de ser esperada sua acdo na cascata da
inflamacéo, a proteina ndo se comportou como PFA positiva para neoplasia
mamaria canina.

Os valores de alfa-1 glicoproteina acida dos cées deste estudo (11,0 a
28,8 mg/dL) foram semelhantes aos relatados na literatura para cédes saudaveis
(Vieira et al.?® = 10 — 30 mg/dL e Battisti et al.>® = 5,1 — 17,3 mg/dL) e inferiores
aos encontrados em cdes com neoplasia (Vieira et al.?° = 10 — 70 mg/dL e Battisti
et al.3% = 2,0 — 47,8 mg/dL). YUKI et al.3"38 consideram que esta glicoproteina
apresenta-se elevada durante a inflamacéo e esta envolvida em mecanismos de
defesa biolégica como a atividade fagocitaria dos neutrofilos e blastogénese de
linfécitos por meio da modulagcdo da IL1 e 6, além do TNF. Desta maneira,
permanece mais tempo na circulagdo, o que a torna um excelente marcador de
resposta terapéutica ao tratamento de doencas, principalmente aqueles que
envolvem reagdes inflamatorias continuas como o cancer. Neste estudo, a alfa-1
glicoproteina acida também ndo se comportou como PFA positiva para neoplasia

mamaria canina.
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5 CONCLUSAO

A suplementagdo com imunomodulador, em cadelas com neoplasia
mamaria produz efeito na modulacao da atividade inflamatoria, caracterizada por
reducdo nas proteinas de fase aguda positivas haptoglobina e ceruloplasmina.

A proteina de fase aguda mais indicada para o acompanhamento

clinico da neoplasia mamaria em cadelas € a haptoglobina.
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CAPITULO 4- METABOLISMO DO FERRO EM CADELAS COM NEOPLASIA
MAMARIA MALIGNA SUBMETIDAS A QUIMIOTERAPIA E SUPLEMENTADAS
COM IMUNOESTIMULANTE

Resumo

O eletrolito ferro fundamental para o correto funcionamento do metabolismo
corporal colabora, entre outros, com o funcionamento dos sistemas
hematopoiético e imunolégico. Porém, quando em desequilibrio apresenta
comportamento ambiguo, atuando citotoxicamente no desenvolvimento de
neoplasias. Sob este aspecto, o presente trabalho objetivou utilizar os parametros
de metabolismo do ferro com a mensuracdo das concentracdes séricas do ferro,
ferritina, transferrina e indice de saturacdo da transferrina. Para tal, foram
utiizadas 16 cadelas de diferentes racas e idades, mastectomizadas,
diagnosticadas para neoplasia mamdaria maligna, divididas em dois grupos:
suplementadas com imunoestimulante (S) e ndo suplementadas (NS), submetidas
a quimioterapia com doxorrubicina e caborplatina, alternadamente. O ferro foi
determinado utilizando-se reagente comercial padronizado, a transferrina foi
determinada por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS Page), o IST foi
calculado pela formula IST = [Ferro/ (Ferro + IBC)] x 100 e a ferritina foi
determinada por turbidimetria com reagente especifico. Como as variaveis
mostraram-se ndo homogéneas e a distribuicdo ndo obedeceu a normalidade,
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskall Wallis. Cadelas com neoplasia
mamaria, submetidas a quimioterapia com doxorrubicina apresentaram elevadas
concentracfes séricas de ferro. A transferrina, reduzida nos animais dos dois
grupos, € uma PFA negativa que pode ser usada para o diagndstico e
acompanhamento clinico da neoplasia mamaria em cadelas submetidas a
quimioterapia. A suplementacdo com imunoestimulante, em cadelas com
neoplasia mamaria, produziu leve efeito na modulacdo da atividade inflamatoria,

caracterizada por reducéo na PFA positiva ferritina.

Palavras-chave: IST, ferritina, alimento funcional, quimioterapia, transferrina
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CHAPTER 4 — IRON METABOLISM IN FEMALE DOGS DIAGNOSED WITH
MALIGNANT MAMMARY NEOPLASIA, SUBMITTED TO CHEMOTHERAPY
AND SUPPLEMENTED WITH IMMUNOSTIMULANTY

Abstract

The electrolyte iron, which is vital to the correct functioning of body metabolism,
collaborates, amongst others, with the functioning of the hematopoietic and
immune systems. However, when imbalanced, it presents ambiguous behavior,
acting in a cytotoxic manner on the development of neoplasia. Considering such a
contingency, the present study aimed to employ iron metabolism parameters, by
measuring blood serum concentration of iron, ferritin, transferrin and transferrin
saturation. Thus, 16 mastectomized female dogs of several ages and breeds,
diagnosed with malignant mammary neoplasia, were allocated into two groups:
supplemented with immunostimulanty (S) and non-supplemented (NS), both
submitted to chemotherapy with doxorubicin and carboplatin.The Iron
concentration was determined by employing a commercial standard reagent, the
transferrin concentration was determined by polyacrylamide gel electrophoresis
technique with sodium dodecyl sulfate (SDS Page). The Transferrin Saturation
Index (TSI) was calculated by the formulaTSI = [Iron/ (Iron + IBC)] x 100, and the
ferritin was determined by turbidimetry with anspecific reagent. The variables were
not homogeneous and did not obey the normal distribution; hence, the option was
made to employ the non-parametric Kruskall Wallis test, with statistical
significance of 5%. Female dogs with mammary neoplasia, submitted to
chemotherapy with doxorubicin, presented increased serum concentrations of iron.
The transferrin, decreased in animals from both groups, it is a negative-APP,
which may be employed on the diagnostic and clinical follow up of mammary
neoplasia in female dogs submitted to chemotherapy. Nutritional supplementation
with immunostimulanty in female dogs with mammary neoplasia produced a slight
effect over inflammatory activity modulation, characterized by positive-APP ferritin

decrease.

Keywords: TSI, ferritin, functional foods, chemotherapy, transferrin
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1 Introducéo

Substancias anticarcinogénicas sédo conceituadas quanto a capacidade
de impedir, retardar ou reduzir o surgimento, ou desenvolvimento de neoplasias.
Nesta perspectiva a utilizacdo de suplementos alimentares tem o propésito de
melhorar a capacidade funcional do organismo acometido por cancer e prolongar
a vida destes pacientes, com qualidade, podendo ser uma estratégia terapéutica a
ser validada na medicina veterinaria®.

A microbiota intestinal é fundamental em uma variedade de funcdes,
incluindo a homeostasia corporal. Estudos recentes relacionam as alteracdes na
microbiota com disbioses induzidas pelo cancer, considerando a restauracdo ou o
fortalecimento desta, com base em uma dieta acrescida de probidticos,
prebibticos e nutraceuticos como uma alternativa saudavel para a prevencao ou
mesmo para evitar a progresséo dessa doenca?.

Neste contexto, os probidticos sdo organismos vivos, benéficos a
saude quando ingeridos, dentre eles o Saccharomyces cerevisiae ocupa um
importante papel na inddstria de medicamentos e alimentos funcionais,
objetivando a prevencédo e a minimizacéo dos efeitos deletérios de doencas como
o cancerd. E os prebidticos sdo os hidratos de carbono de cadeia curta nédo
digeriveis por enzimas digestivas, capazes de potencializar seletivamente alguns
grupos de bactérias benéficas no intestino, para a producéo de acidos graxos de
cadeia curta. Estes também podem reduzir o risco de cancer, além de aumentar a
absorcéo de calcio e de magnésio pelo intestino. Os prebidticos sdo encontrados
em varios legumes e frutas e a sua adicdo melhora as caracteristicas sensoriais
dos alimentos, tais como sabor e textura®.

A ingestédo de probioticos, prebidticos ou a combinacédo simbidtica de
ambos representa uma opcéo terapeutica na reducdo dos danos causados por
microorganismos patogénicos no trato gastrointestinal, e parece exercer um
importante papel na inibicdo de progressédo e desenvolvimento de neoplasias
mediante a inibicdo da inflamacéo. A atividade anti-tumorigenica ocorre por meio

de ligacdo a agentes potencialmente carcinégenos, incluindo toxinas em produtos
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de origem animal e em enzimas de origem bacterianas como a beta-
glucoronidase que hidrolisam compostos pre-carcinogenicos®.

Polissacarideos extraidos de probiéticos como as B-glucanas, que se
diferenciam pelo tipo de ligacdo presente entre as unidades de glicose, séo
constituintes estruturais da parede celular de fungos, alguns cereais e leveduras
como o Saccharomyces cerevisiae®. E um biomodulador que apresenta habilidade
para deprimir respostas pro-inflamatérias associadas a septicemia bacteriana.
Essa acdo da-se por meio da remocéo de oxido nitrico e células produtoras de
citocinas do tipo TNF-a, IL-1 e IL-6 dos locais de inflamacgé&o e pelo aumento das
concentragbes de mediadores anti-inflamatérios, como IL-10 e proteina
quimiotatica de monécitos-1 (MCP-1).

Em camundongos suplementados diariamente com [-glucana por via
oral foi observado que ocorreu aumento no nimero de linfcitos intra-epiteliais no
intestino, sugerindo ser esta um importante estimulador de imunidade de mucosa
do trato gastrointestinal®.

Adicionalmente, a arginina € um aminoacido classificado como quase
essencial e estd presente em um importante nimero de processos biolégicos e
fisiologicos. Este é sintetizado primariamente no rim por meio do ciclo da ureia,
além de desintoxicar am6nia também facilita a excrecao de nitrogénio. A ornitina é
um metabolito da arginina e esta envolvido na sintese de poliaminas, que séo
importante para a divisao celular. Entre as funcdes da arginnina, em sua segunda
via metabolica ela é responsavel pela producdo de o6xido nitrico. Durante o
estresse e as reacbes imunolégicas o Oxido nitrico é liberado em grande
guantidade, envolvendo-se na imunidade ndo especifica e na fisiopatologia de
choque séptico, inflamacdo e outros estados hiperdindmicos. O 6xido nitrico
media os efeitos citotoxicos dos macréfagos sobre microorganismos, parasitas e
tumores®,

Desta maneira, a suplementacdo com polissacarideos pode auxiliar na
prevencdo do desenvolvimento do cancer por sua habilidade evitar danos no
DNAIO,

Em pacientes com céancer o sistema imunolégico frequentemente
apresenta-se comprometido, podendo ocorrer o desenvolvimento de anemia de

causa multifatorial, seja por deficiéncia absoluta ou relativa de ferro, ou por
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sangramentos causados pelas neoplasias. Assim, pacientes com cancer podem
apresentar também deficiéncia funcional de ferro, secundaria a sua retencéo
pelos macréfagos com consequente diminuicéo de ferro para eritropoiese, apesar
da biodisponibilidade no sistema mononuclear fagocitario. Os pacientes tratados
com quimioterapia normalmente aumentam a producgéo de citocinas inflamatorias,
como a IL6, que € capaz de elevar as concentragdes de hepcidina, uma proteina
de fase aguda considerada a principal responsavel pela deficiéncia funcional do
ferro. Nestes casos a administracdo de ferro ao paciente com cancer deve ser
considerada ap0s a avaliacao dos niveis de ferritina e do indice de saturacédo da
transferrina (IST)*?.

O ferro é um mineral vital para a homeostasia celular e essencial para
o transporte de oxigénio, em funcdo da sintese de DNA e metabolismo
energético. Nos mamiferos € utilizado principalmente na sintese de hemoglobina
(Hb) situado nos eritroblastos, da mioglobina nos musculos e dos citocromos do
figado?!?,

O figado como um 6rgdo complexo desempenha um papel central no
metabolismo e armazenamento do ferro (Fe) essencial ao organismo, além de ser
responsavel pela sintese de proteinas plasmaticas tais como transferrina (Tf) e a
ceruloplasmina (Cp). Assim, o armazenamento do ferro ocorre sob a forma de
ligacdo com a ferritina e hemossiderina, bem como o transporte no plasma ocorre
por meio da ferroportina 13,

A ferritina principal fonte de armazenamento de ferro no meio
intracelular, principalmente nos hepatécitos, sendo, portanto a melhor indicacao
de conteudo total de ferro no organismo saudavel. Trata-se de uma proteina de
fase aguda (PFA) que aumenta seus niveis com a inflamacédo. Na circulacdo o
ferro esta ligado a proteina de transporte transferrina, que pode estar aumentada
frente a deficiéncia de ferro*s.

A transferrina € uma glicoproteina carreadora de ferro para o
organismo, associada a resposta imunoldgica inata. Esta € uma proteina de fase
aguda negativa, portanto suas concentracdes plasmaticas reduzem na
inflamacgéo!#1®. Por outro lado, a transferrina representa um mecanismo de
protecdo contra o ferro livre presente no plasma, que poderia ser extremamente

toxico as células. Esta acdo protetora depende de dois fatores da transferrina: sua
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alta afinidade ao Fe3* e as moléculas de transferrina apresentarem dois sitios de
ligacéo ao ferro que depende das condi¢cGes de saturacdo da transferrina®®.

Para uma avaliacdo dos riscos de cancer, o IST foi utilizado com base
em uma meta-analise populacional realizada durante o periodo de 15 anos, em
humanos de ambos os sexos. Observou-se que em individuos com genaétipo para
hemocromatose, o IST elevado estava associado ao aumento do risco de
cancer'’,

A elevacédo do IST e do aumento do estoque do ferro corporal, com o
risco de cancer também foi considerada em uma populacdo de pessoas com
idade entre 25 e 75 anos. Individuos que apresentaram IST acima de 41%,
considerado como normal, porém recebendo dieta rica em ferro apresentaram
risco de cancer. Por outro lado, aqueles individuos que apresentaram elevado IST
com ingestdo normal de ferro, ndo apresentaram risco de canceré.

Em relagdo a estes parametros como avaliador do risco de cancer a
ferritina funciona como protetora do organismo, sobretudo dos efeitos toxicos do
ferro e por se tratar de uma PFA positiva que se eleva em condicbes de
inflamacé&o, doencas degenerativas e cancer. Nas neoplasias, principalmente a
mamaria, o ferro pode induzir estresse oxidativo e danos no DNA. Mulheres com
neoplasia mamaria mostraram que o excesso de ferro é potencialmente
carcinogénico. O produto final resultante da liberacdo do ion férrico pela ferritina e
hemosiderina € um radical hidroxil, este com capacidade de promover
peroxidacao lipidica e com isso induzir a mutagénese, quebra nos filamentos de
DNA, ativacdo de oncogéneses, inibicdo do gene de supressao tumoral e por fim
o cancer de mama?®.

A analise dos parametros de metabolismo do ferro, bem como os
efeitos da suplementagcdo com imunomodulador em cadelas com neoplasia
mamaria maligna e tratadas com quimioterapia, constituiu-se como objetivo desse
trabalho. Além de reforcar o uso destes parametros como ferramentas
fundamentais na oncologia clinica veterinaria para a correta utilizacdo de terapias

anti-anémicas.
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2 Material e métodos

2.1 Delineamento experimental

No Setor de Oncologia do Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria
e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (HV/EVZ/UFG) foram selecionadas
16 pacientes dentro de uma populacéo de 50 cadelas.

Os proprietarios que aceitaram participar do estudo assinaram o termo
de anuéncia. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Goias, sob o numero 221/11.

Os animais selecionados apds exame clinico rigoroso, obedeceram aos
seguintes critérios de inclusdo: a presenca de nédulos mamarios ndo ulcerados
de diametro inferior a 5cm, inexisténcia de doencas infecto contagiosas
constatadas em exames laboratoriais e metastases ndo detectadas nos exames
radiografico de torax e ultrassonografico de abdémen.

Os fragmentos dos tumores foram submetidos a exame
histopatoldgico?® apés procedimento cirlirgico de mastectomia total®™.

Para a composicdo de dois grupos experimentais os animais foram
aleatoriamente distribuidos. Aos proprietarios do grupo suplementado (S) foi
instituida a adicdo na dieta o suplemento Promun dog® (Grupo Organnact,
Curitiba, Parana - Niveis de garantia - aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8
g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49 g/kg, proteina bruta (min)
200 g/kg, Saccharomyces cerevisiae (min) 1x10% UFC/g, treonina (min) 9.202
mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg, na dose de dois
tabletes para cada 10kg de peso vivo, em intervalos de 24h e pela via oral. O
grupo nao suplementado (NS) recebeu a dieta fornecida pelo proprietario

A composi¢cdo dos grupos caracterizou-se da seguinte forma: grupo
suplementado (S) n=8, idade 8,88+3,64, peso 13,71+11,38, tipo histoldgico
[carcinoma solido de mama (n=1), carcinoma tubulo papilar (n=1), carcinoma
tubular (n=1), carcinoma complexo de mama (n=2), e carcinossarcoma de mama
(n=3)]; grupo nao suplementado (NS) n=8, idade 9,00+1,31, peso 7,33+2,63, tipo



66

histoldgico [carcinoma tubulo papilar (n=1), carcinoma em tumor misto/papilar
(n=1), carcinoma solido de mama (n=2), carcinoma complexo de mama (n=2), e
carcinossarcoma de mama (n=2)].

ApOs a realizacdo do exame histopatologico foi estabelecido o
estadiamento clinico e o protocolo quimiterapico??.

A quimioterapia com doxorrubicina e carboplatina foi realizada
alternadamente em oito ciclos consecutivos em intervalos de 21 dias, sendo a
primeira a doxorrubicina, em todos os momentos foram feitas avaliacdes
laboratoriais (hemograma completo, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina,
gama glutamiltransferase, albumina, uréia, creatinina, bilirrubina total e bilirrubina

direta).

2.2 Protocolo quimioterapico

Para este estudo o protocolo quimioterapico estabelecido as cadelas foi
o AP-1, descrito por Lanore e Delprat?. Alternadamente foi aplicado 30mg/m2
doxorrubicina (Fauldoxo®, Libbs Farmaceutica Ltda) e 300mg/m2 carboplatina,
(Fauldocarbo®, Libbs Farmaceutica Ltda). Os quimioterapicos foram diluidos em
100mL de solucdo salina a 0,9% e aplicados em perfuséo lenta na veia cefélica
com auxilio de cateter de 22G. Para induzir diurese as pacientes receberam
2mg/kg de furosemida por via intravenosa e 2mg/kg de difenidramina por via
intramuscular, aplicada antes do inicio da administracdo de doxorrubicina. Em
seguida, administrou-se mais 100mL de solucdo salina a 0,9%, com intuito de
eliminar resquicios do quimioterdpico no vaso puncionado para evitar lesao
vascular.

O tempo transcorrido entre a preparacdo do paciente e administracao
do quimioterapico foi de duas horas e previamente a cada sessdo de
guimioterapia as cadelas foram reavaliadas por meio do exame clinico e peso

corporal.
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2.3 AvaliacOes laboratoriais

A colheita do sangue para a avaliacdo laboratorial do metabolismo do
ferro ocorreu com os animais em jejum alimentar de 12 horas. Foram obtidos
8,0mL de sangue por venopuncao jugular, em tubo sem anticoagulante, que foi
centrifugado apoés retracdo do coagulo e, em seguida, o soro foi separado por
aspiracao, sendo divididos em aliqguotas em microtubos de polipropileno de 1,5mL
(Eppendorf®) e submetidos ao congelamento (-20°C) até o momento da
realizacdo dos exames.

As andlises foram realizadas no Laboratério Multiusuario do Programa
de Pdés-Graduacdo em Ciéncia Animal da EVZ/UFG. O ferro foi determinado
utilizando reagente comercial padronizado (Labtest® - Labtest Diagnodstica S. A.,
Lagoa Santa, MG), em temperatura de 37°C, sendo a leitura realizada em
analisador bioquimico automatico (Cobas Mira Plus® fabricado pela Roche,
Jacarepagua, Rio de Janeiro). A ferritina foi determinada por turbidimetria,
utilizando o reagente especifico Ferritina Turbiquest Labtest®, e a leitura feita no
aparelho Cobas Mira PlusRoche®.

A transferrina foi quantificada no Laboratorio de Apoio a Pesquisa do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da FCAV/UNESP/Campus de
Jaboticabal/SP. A separacdo das fracBes protéicas foi realizada utilizando-se
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS
PAGE) segundo técnica descrita por Laemmli*’. A mensuracdo das fracGes
protéicas foi determinada em densitdbmetro computadorizado (Shimadzu, Téquio,
Japao). Foram ainda empregadas a solucdo marcadora Sigma, Saint Louis, EUA
com pesos moleculares de 29.000, 45.000, 66.000, 97.000, 97.400, 116.000 e
205.000 déltons (D), além da proteina purificada transferrina.

2.4 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado

estruturado em parcelas subdivididas, considerando como tratamentos principais

0S grupos S e NS.
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Para a andlise dos dados primeiramente realizou-se a estatistica
descritiva dos dados, obtendo-se as medianas, médias, intervalo de confianca,
desvio padréo, calculou-se em seguida o coeficiente de variagdo para determinar
a instabilidade relativa de cada um dos parametros avaliados. Como as variaveis
mostraram-se ndo homogéneas e a distribuicdo ndo obedeceu a normalidade,
optou-se entdo pela utilizacdo do teste ndo paramétrico de Kruskall Wallis. A
significancia estatistica adotada foi <0,05%.

Aos valores de peso corporal inicial e final das cadelas foi aplicado o

teste T pareado, com p<0,05%.
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3 Resultados

Neste estudo, as cadelas do grupo suplementado com imunoestimulante
apresentaram condicdes clinicas melhores que aquelas observadas no grupo nédo
suplementado. N&o foi observada anemia nas cadelas dos dois grupos.

O peso corporal das cadelas suplementadas foi crescente do inicio
(13,71+11,38kg) ao final do estudo (15,71+12,48kg) e apresentou-se
estatisticamente significativo (pelo teste T pareado p<0.002). De outra maneira,
no grupo nao suplementado o peso decresceu de 7,33+2,63 para 5,90+2,03,

também apresentando significativamente diferente (p<0.002) (Tabela 1).

TABELA 1 — Média e desvio padrao (DP) do peso corporal inicial e final (Kg), das
cadelas com neoplasia mamaria maligna submetidas a
quimioterapia” e suplementadas e ndo suplementadas com Promun
dog® **. Goiania, Goiés, 2014.

Animal Suplementadas N&o suplementadas
Peso inicial Peso final Peso inicial Peso final

1 9,4 11,0 8,1 7,5

2 59 6,4 8,65 7,1

3 8,4 NA 10,3 7,3

4 31,3 33,3 6,3 5,0

5 8,1 8,9 6,2 5,0

6 3,8 4,4 3,3 2,6

7 35,0 37 11,4 9,0

8 7,7 9,0 4,3 3,7

Média 13,72 15,7° 7,32 5,9P

Desvio-padrao 11,4 12,5 2,6 2,0

Letras diferentes informam sobre a diferenca pelo Teste de T pareado (P<0,05)

NA amostra ndo analisada, 6bito por atropelamento.

* Doxorrubicina, carboplatina

** Aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8 g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49
g/kg, proteina bruta (min) 200 g/kg, Saccharomyces cerevisiae (min) 1x108 UFC/g, treonina (min)
9.202 mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg
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N&o se constatou diferenca significativa entre as concentragfes séricas
de ferro (p=0,05) em nenhum dos momentos, todavia, estes situaram-se acima da
faixa de normalidade para a espécie, em ambos 0s grupos, na maioria dos
momentos avaliados (Tabela 2).

Os valores medianos para o indice de saturacao da transferrina (IST)
nao diferiram estatisticamente (p=0,05) entre os grupos suplementados (S) e nao
suplementados (NS) e estiveram, na maioria dos momentos avaliados, dentro dos

limites normais para a espécie (Tabela 2).

Em relacdo a transferrina os valores medianos encontrados nao
apresentaram diferenca estatistica significativa (p=0,05) entre os grupos e foram
inferiores aos observados em cées saudaveis (Tabela 3).

A avaliagdo das concentracbes da ferritina revelou que, em quase
todos os momentos, os cdes suplementados apresentaram valores inferiores aos
nao suplementados (Tabela 3), com diferenca significativa entre 0os grupos no
momento M105 (p< 0,02).
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TABELA 2 — Média e desvio padrdo (DP), mediana, intervalo de confianca (IC) e coeficiente de variacdo (CV) das

concentragfes séricas ferro (Fe - pg/dL) e indice de saturacdo da transferrina (IST - %) em cadelas com
neoplasia mamaria maligna tratadas com quimioterapia* e suplementadas (S) e ndo suplementadas (NS) com
Promun dog® **. Goiania, Goias, 2014.

Momentos/Variavel Média+DP Mediana IC CV
NS S NS Valorde P* S NS S NS
MO Fe 162,24+54,05 178,60+46,03 169,00 185,00 0,54 37,46 31,90 33,32 25,78
IST 28,32+12,17 37,67+13,36 27,00 39,28 0,12 8,44 9,26 42,98 35,47
M21 Fe 152,34+66,95 201,63+74,61 183,50 185,20 0,46 46,39 51,70 43,94 37,00
IST 22,57+18,02 36,65+16,57 16,64 40,90 0,11 12,49 11,48 79,85 45,20
M42 Fe 189,91+71,14 241,13+53,60 158,00 235,95 0,25 49,30 37,15 37,46 22,23
IST 33,36+20,91 38,88+11,48 31,94 39,65 0,30 14,49 7,96 62,66 29,53
Fe 133,71+77,35 279,51+144,47 99,22 286,00 0,11 53,60 100,11 57,85 51,69
Me3 IST 36,73+18,42 41,23+16,22 38,83 43,70 0,10 12,76 11,24 50,14 39,34
Ma4 Fe 228,69+48,64 221,93+82,29 223,80 197,35 0,40 33,71 57,02 21,27 37,08
IST 44,73+9,69 35,94+16,84 46,16 34,58 0,22 6,72 11,67 21,67 46,87
M105 Fe 179,55+91,87 199,70+115,79 203,65 185,00 0,56 63,66 80,24 51,16 57,98
IST 36,21+19,17 27,94+19,60 38,75 21,57 0,11 13,28 13,58 52,94 70,17
M126 Fe 185,16+71,26 247,37+106,06 184,00 246,20 0,34 49,38 73,49 38,49 42,87
IST 40,90+16,79 55,07+14,31 43,07 50,80 0,33 11,63 9,91 41,05 25,98
M147 Fe 231,72+151,70 211,91+100,45 235,20 218,90 0,06 35,83 69,61 22,31 47,40
IST 50,20+23,62 46,00+20,17 48,98 42,72 0,23 16,37 13,98 47,06 43,85
M168 Fe 187,19+36,30 178,56+95,21 180,00 152,00 0,42 25,15 65,97 19,39 53,32
IST 41,66+£11,25 37,73+21,19 43,17 41,18 0,11 7,80 14,68 27,01 56,16

* Doxorrubicina, carboplatina
** Aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8 g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49 g/kg, proteina bruta (min) 200 g/kg, Saccharomyces
cerevisiae (min) 1x108 UFC/g, treonina (min) 9.202 mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg***
Teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)



72

TABELA 3 — Média e desvio padrdao (DP), mediana, intervalo de confianca (IC) e coeficiente de variacdo (CV) das
concentragfes séricas de transferrina (Tf - mg/dL) e ferritina (FT - ng/mL) em cadelas com neoplasia maméria
maligna tratadas com quimioterapia* e suplementadas (S) e ndo suplementadas (NS) com Promun dog® **.
Goiania, Goias, 2014.

Momentos/Variavel MédiatzDP Mediana IC CVv
NS S NS Valor de P* S NS S NS
MO Tf 213,62+106,01 216,08+102,61 189,18 202,29 0,92 73,46 71,10 49,63 47,49
FT 65,96+36,84 93,67+51,85 59,45 88,60 0,21 25,53 35,93 55,85 55,35
M21 Tf 237,80+73,88 193,67+117,89 216,62 209,52 0,67 51,20 81,69 31,07 60,87
FT 54,23+18,50 80,17+36,66 57,60 78,60 0,25 12,82 25,41 34,12 45,73
M42 Tf 190,24+68,90 160,36+160,36 175,27 124,91 0,60 47,74 35,34 36,22 31,80
FT 108,33+131,67 83,26+31,27 49,05 67,40 0,21 91,24 21,67 121,55 37,55
M63 Tf 188,15+70,24 192,76+89,56 191,79 161,26 0,67 48,67 62,06 37,33 46,46
FT 102,81+53,32 95,07+50,35 92,80 75,90 0,60 36,95 34,89 51,87 52,96
Ma4 Tf 169,96+66,91 188,15+77,88 161,96 160,44 0,83 46,37 53,96 39,37 41,39
FT 100,11+115,49 141,16+136,21 65,60 105,30 0,19 80,03 94,39 115,36 96,50
M105 Tf 191,28+78,97 159,06+23,82 173,86 164,62 0,92 54,72 16,51 41,29 14,98
FT 45,58+28,16 91,54+49,95 38,40 76,052 0,02 19,51 34,61 61,78 54,56
M126 Tf 160,14+86,40 231,66+95,59 168,72 231,11 0,83 59,87 66,24 53,95 41,26
FT 40,90+31,93 102,28+84,43 48,50 60,90 0,83 22,13 58,50 47,80 82,55
M147 Tf 177,62+46,71 174,03+63,59 191,25 161,75 0,60 32,37 44,07 26,30 36,54
FT 77,30+47,78 135,20+92,73 45,40 133,75 0,83 33,11 64,26 61,81 68,59
M168 Tf 132,67+56,50 224,99+126,86 116,72 178,53 0,40 39,15 87,91 42,59 56,38
FT 72,12+31,29 75,66+37,34 67,80 64,90 0,40 21,68 25,88 43,39 49,36

* Doxorrubicina, carboplatina

** Aditivo flavorizante 13 g/kg, lisina (min)13,8 g/kg, mananoligossacarideos 64,7 g/kg, metionina 49 g/kg, proteina bruta (min) 200 g/kg, Saccharomyces
cerevisiae (min) 1x108 UFC/g, treonina (min) 9.202 mg/kg, triptofano 3.200 mg/kg, vitamina E (min) 1.050 Ul/kg

*** Teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)

Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis



73

4 Discussao

Neste estudo a melhor condicédo clinica, bem como o ganho de peso
apresentada pelas cadelas do grupo suplementado com imunoestimulante pode
estar relacionada com a capacidade de o mesmo prevenir e minimizar os efeitos
deletérios do cancer?.

Os resultados obtidos para as concentracbes médias de ferro neste
trabalho foram para os dois grupos, na maioria dos momentos, superiores aos
descritos como parametros de normalidade para cdes por Jain et al.?® [55,6 a
117,2 pg/dL], Pires et al.?’ [134,0 a 174,6 pg/dL] e Caro et al.?® [125,5 a 144,5
pg/dL]. As maiores medianas foram observadas no grupo ndo suplementado. A
elevacdo do valor sérico de ferro nos caes deste estudo pode estar relacionada
ao uso da doxorrubicina, que tem como principio ativo o antibiético adriamicina.
Conforme Muraoka e Miura?® a adriamicina é de elevada eficAcia antitumoral,
porém tém sua utilizacdo limitada por apresentar toxicidade cardiaca, renal,
hematoldgica e testicular. Esta toxicicidade esta associada a danos no DNA,
inibicdo da topoisomerase, sequestro de ferro e subsequente geracao de radicais
livres. Extratos de adriamicina retiram ferro da ferritina, formando adriamicina-Fe?
+ (ADR-Fe3*) responséaveis por injuria mitocondrial. Contudo, a superoxidase
dismutase e os radicais hidroxil responsaveis pela inibicdo da atividade citotéxica
ndo séo efetivos. O efeito da doxorrubicina elevando os valores séricos de ferro é
reafirmado por Ai-Harbil et al.>° ao descreverem o efeito protetor do quelante de
ferro desferrioxamina, usado clinicamente para prevenir os efeitos téxicos
cardiacos e hematoldgicos do farmaco.

O IST dos caes deste estudo estiveram muito proximos dos valores
observados em cées saudaveis por Pires et al.?” [36,6% a 46,1%] e Caro et al.?®
[26,1% a 31,5%], 0 que é esperado uma vez que 0s caes deste estudo nao
apresentaram anemia ao longo do periodo acompanhado. E importante a
avaliacdo do IST no cancer, uma vez que na anemia da inflamacéao € esperado
reducdo deste indice3!. Por outro lado, Mainous et al.'® e Ellervik et al.l’
observaram relacdo da elevagdo do IST e do aumento do estoque do ferro

corporal, com o risco de cancer em populacdes humanas.
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Os valores de transferrina observados nas cadelas deste estudo,
independente da suplementagdo com imunoestimulante foram inferiores aos
observados em cédes saudaveis (Vieira et al.3? - 190,0 a 230,0 mg/dL / Pires et
al.?” a 241,7 a 291,1 mg/dL e Nakajim et al.*®* — 180 mg/dL). As menores
concentragdes de transferrina no soro das cadelas do estudo s&o o resultado do
processo inflamatoério associado a neoplasia, pois ja estd bem estabelecido que a
transferrina € uma proteina de fase aguda negativa e seus valores decrescem
frente a diversos processos morbidos!434,

A mensuracdo de ferritina sérica das cadelas deste estudo indicou
resultados dentro dos valores de normalidade citados por Jain et al.?5, que situam-
se entre 36 a 117 mg/dL. A suplementacdo com imunoestimulante mostrou efeito
benéfico, uma vez que os animais suplementados apresentaram valores inferiores
aos nao suplementados, inclusive com diferenca significativa entre os grupos em
um dos momentos. As concentracdes mais elevadas ndo sdo desejaveis, pois
como PFA positiva, sua concentracdo eleva-se em resposta a infeccdes,
traumatismos, inflamacgdes agudas, neoplasias, anemias hemoliticas e nas lesdes
hepaticas®®. Entre os efeitos benéficos da suplementacdo estdo as funcdes
imunomoduladoras da B-glucana, extraida a partir do Saccharomyces cerevisia
7,8_

A avaliacdo criteriosa dos niveis séricos de ferro, ferritina, IST e
transferrina em pacientes com cancer, principalmente o de mama se faz
necessario porque estes pacientes geralmente apresentam anemia. De acordo
com Steegmann-Olmedillas®® o tratamento de anemia com ferro tem sérias
desvantagens, por se tratar de um metal utilizado como nutriente por uma
diversidade de microrganismos e inibir a atividade do interferon gama (IFNy),
assim prejudicando a resposta imune. Além, de o ferro promover reacdes
oxidativas, formando radicais livres de oxigénio, 0os quais causam significativos
danos teciduais e aumentam o risco de desenvolvimento de novos tumores. Por
todas estas razdes, a suplementacdo com ferro ndo deve ser usada em pacientes
sem a real deficiéncia de ferro.

O ferro em condicbes basais € um componente essencial para a
formacdo dos constituintes orgéanicos, entretanto o excesso do mesmo é danoso,

citotoxico e oncogénico. O desconhecimento do metabolismo do ferro com todos
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0S seus constituintes pode trazer consequéncias na maioria das vezes
irreversiveis. Assim, as proteinas envolvidas no metabolismo do ferro e os
elementos associados a estes devem ser avaliados pelo oncologista clinico
veterinario ao utilizarem parametros de dosagem sérica de ferro, transferrina,
indice de saturacdo do ferro e ferritina como ferramentas auxiliares no

estabelecimento do diagnostico, progndstico e tratamento do cancer.

5 Conclusao

Cadelas com neoplasia mamaria, submetidas a quimioterapia
apresentam elevadas concentragfes séricas de ferro.

A transferrina é uma proteina de fase aguda negativa que pode ser
usada para o diagnostico e acompanhamento clinico da neoplasia mamaria em
cadelas submetidas a quimioterapia.

A suplementagdo com imunoestimulante, em cadelas com neoplasia
mamaria produz leve efeito na modulacé@o da atividade inflamatéria, caracterizada

por reducao na proteina de fase aguda positiva ferritina.
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CAPITULO 5 — CONSIDERACOES FINAIS

Ao se tratar de uma doenca cronica e multifatorial como o cancer,
capaz de desencadear multiplas reacdes bioquimicas com consequéncias
danosas para os tecidos, manifestando sinais e sintomas na maioria das vezes
imperceptiveis e comuns a varias outras enfermidades. Assim, se estabelece de
forma definitiva, utilizando o hospedeiro como um aliado.

Desta maneira, para um profissional devidamente atento a minima
alteracdo nos exames de rotina no monitoramento de seu paciente, o0 hemograma
completo e bioquimicas clinicas poderdao ser ferramentas fundamentais na
possibilidade de uma doenca neoplasica. Pacientes com neoplasia mamaria
maligna apresentam atividade elevada de gama-gutamil transferase, podendo
assim ser utilizada como um biomarcador. Bem como, em inflamacdes continuas
em consequéncia das reacdes tumorais, a mensuracao de haptoglobina pode ser
atil no diagnostico e avaliacao de prognostico desta.

O ferro em condicbes basais € um componente essencial para a
formacao dos constituintes orgéanicos, entretanto o excesso do mesmo é danoso,
citotéxico e oncogénico. Portanto, o desconhecimento do metabolismo do ferro
com todos 0s seus constituintes pode trazer consequéncias na maioria das vezes
irreversiveis.

Outro aspecto importante sdo os parametros de metabolismo do ferro e
os elementos associados a este, que devem ser avaliados pelo oncologista clinico
veterinario que auxiliam no monitoramento do paciente com cancer.

Atualmente tem se realizado pesquisas que busquem contribuir na
melhor qualidade de vida de animais de estimagdo, como o0 uso de
imunoestimulante na forma de suplementacdo alimentar como adjuvante ao
tratamento de quimioterapicos. Além, de ter demonstrado efeitos benéficos
principalmente durante o periodo de tratamento, contribui para uma sobrevida
maior nestes pacientes.

Novas pesquisas objetivando o bem estar animal € cada vez mais
comum no universo cientifico, as exigéncias da comunidade no sentido de um

minimo de sofrimento aquele animal que estara sendo objeto de uma determinada
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pesquisa, € o maior desafio dessa nova era da ciéncia, mais tecnologica, mais
virtual e nem por isso menos real.
Entretanto, as doencas insidiosas, como o céancer, sdo capazes de

perpetuarem-se apesar de toda evolucao.



