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RESUMO

Nas ultimas décadas foram crescentes os estudos em humanos a respeito
da concentracdo sérica da vitamina D na saude sistémica. No entanto, na
medicina veterinaria ainda ha pouco conhecimento sobre isso e ndo ha um
consenso em relacdo aos seus valores de referéncia. Estudos em caes
associam a deficiéncia de vitamina D a maior predisposicdo para o
desenvolvimento de neoplasias, em humanos os resultados sdos mais
consistentes e ja relacionam essa deficiéncia ao pior progndstico e menor
sobrevida. Porém, ndo existe nenhum estudo em caes que relacione as
concentragcdes séricas de 25(OH)D como fator de risco para neoplasia
mamaria. A presente dissertacdo esta dividida em uma breve descricao e
atualizacao sobre a vitamina D e em dois capitulos. O capitulo | determina
valores de referéncia para 25(0OH)D em caes saudaveis e avalia as
concentracbes séricas de 25(0OH)D em relagdo ao sexo, a faixa etaria
(adultos e filhotes) e ao tipo de dieta. Foram selecionados 59 cées
saudaveis, populagao total (G), dividido em dois grupos: Grupo 1 (G1):
Beagles, faixas etarias distintas (adultos e filhotes), dieta padronizada e
Grupo 2 (G2): racas variadas, mesma faixa etaria (adultos) e dietas variadas.
O intervalo de referéncia obtido na populacao total (G) tem limite inferior de
12,2 ng/ml e superior de 74,4 ng/ml. Nao foi observada diferenga nos niveis
séricos de 25(0OH)D entre machos e fémeas. No G1 os filhotes apresentaram
uma concentragao de 25(OH)D mediana (30,6 ng/ml) inferior aos adultos
(34,9 ng/ml). No G2 n&o foi observada diferenga significativa entre os caes
que recebiam diferentes tipos de dieta. A auséncia de correlagao significativa
entre a ingestdo de vitamina D por quilograma de peso corporal e a
concentragao de 25(0OH)D (G1) sugere que outros fatores podem influenciar
nessa relagcdo. O capitulo Il aborda a relacdo entre os niveis séricos de
25(0OH)D e o risco de desenvolvimento de neoplasia mamaria em cadelas, o
prognéstico e a sobrevida. Os cées foram separados em grupo controle (GC)
e grupo com neoplasia mamaria (GN). Para o GC foram selecionadas 78
cadelas adultas, saudaveis. No GN foram incluidas 65 cadelas, adultas,
diagnosticadas com tumor mamario. As cadelas do GN apresentaram niveis
significativamente inferiores de 25(OH)D (24,9 ng/ml) em relagdo ao GC
(43,7 ng/ml). As cadelas com valores séricos de 25(OH)D menores que 26,2
ng/ml apresentaram um risco 6,2 vezes maior de desenvolver neoplasia
mamaria. Fatores prognosticos como malignidade, grau histoldégico do tumor,
presenca de metastase nado apresentaram relagdo significativa com as
concentragbes séricas de 25(0OH)D. Porém em cadelas com niveis séricos
inferiores a 26,2 ng/ml o risco de mortalidade aumentou em mais de 5 vezes
e a curva de sobrevivéncia foi significativamente menor. Ainda nao é
possivel definir quais os niveis séricos de 25(0OH)D sao considerados
adequados para caes, mas a deficiéncia de vitamina D pode ser um fator de
risco para neoplasia mamaria em cadelas e estar relacionada uma menor
sobrevida.

Palavras-chave: vitamina D, cdo, dieta, valor de referéncia, tumor de mama,
mortalidade, sobrevida.



ABSTRACT

In recent decades there has been a growing number of studies in humans
regarding serum vitamin D concentration in systemic health. However, in
veterinary medicine there is still not much data about this and there is no
consensus regarding its reference values. Studies in dogs associate vitamin
D deficiency with a greater predisposition to the development of neoplasias.
In humans results are more consistent and have already related this
deficiency to worse prognosis and lower survival. However, there is no study
in dogs that correlates serum concentrations of 25(OH)D as a risk factor for
breast cancer. This dissertation is divided in a brief description and update
about vitamin D and in two chapters. The chapter | determines reference
values for 25(0OH)D in healthy dogs, and evaluates serum 25(OH)D levels in
relation to gender, age (adult and pups), and type of diet. A total of 59
healthy dogs were selected, divided into two groups: Group 1 (G1): Beagles,
different age groups (adults and puppies), standardized diet and Group 2
(G2): varied breeds, same age group (adults) and various diets. The
reference range obtained in the total population (G) has a lower limit of 12.2
ng/mL and higher of 74.4 ng/mL. No difference was observed in the serum
levels of 25(0OH)D between males and females. In G1 puppies had a mean
25(OH)D concentration (30.6 ng/mL) lower than adults (34.9 ng/mL). In G2,
no significant difference was observed between dogs receiving different
types of diet. The absence of a significant correlation between vitamin D
intake per kilogram of body weight and the concentration of 25(OH)D (G1)
suggests that other factors may influence this relation. Chapter Il discusses
the relationship between serum 25(OH)D levels and the risk of developing
breast cancer in bitches, prognosis and survival. The dogs were separated in
control group (CG) and group with mammary neoplasia (GN). For GC, 78
adult, healthy bitches were selected. In GN 65 adult bitches diagnosed with
breast tumor were included. In GN bitches showed significantly lower levels
of 25(OH)D (24.9 ng/mL) than GC (43.7 ng/mL). Bitches with serum values of
25(0OH)D lower than 26.2 ng/ mL had a 6.2-fold higher risk of developing
breast cancer. Prognostic factors such as malignancy, histological grade of
the tumor, presence of metastasis did not show significant relation with the
serum concentrations of 25(OH)D. However, in bitches with serum levels
below 26.2 ng/mL the risk of mortality increased more than five fold and the
survival curve was significantly lower. It is not yet possible to determine
which serum levels of 25(OH)D are considered suitable in dogs, but vitamin
D deficiency may be a risk factor for breast cancer in bitches and may be
associated with decreased survival.

Keywords: Vitamin D, dog, diet, reference value, breast tumor, mortality,
survival
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1. INTRODUGAO GERAL

As abordagens sobre a importédncia do papel da vitamina D na saude
sisttmica tém sido uma tendéncia recorrente nos Ultimos anos (PEREZ-
HERNANDEZ et al., 2016; AL SAWAH et al., 2016; LIMKETKAI, et al., 2016;
CEBEY-LOPEZ), e despertando o interesse da comunidade cientifica, com um
aumento exponencial de estudo em humanos (BOREL, CAILLAUD & CANO,
2015; MERCHAN et al., 2017). Porém no que se tange a medicina veterinaria
esse conhecimento ainda é escasso.

A vitamina D é uma vitamina de caracteristica lipossoluvel que apresenta
varias formas metabdlicas e que se torna ativa apés metabolizagdo no organismo.
A sua forma ativa é a 1a,25-diidroxi-vitamina D (1a,25(0OH),D), mas a principal
forma em circulacéo e o biomarcador de escolha para mensuracao sérica é a 25-
hidroxivitamina D (25(OH)D) (MELLANBY, 2016)

Existem poucos valores de referéncia para a concentragao sérica de 25(0OH)D
em caes e ainda se nao estabeleceu um consenso (SELTING et al., 2014). No
Brasil, até o presente momento, nao foram desenvolvidos estudos a respeito das
concentracdes séricas de vitamina D em caes.

Ha diferengas no metabolismo da vitamina D entre humanos e cées, ja que
em caes e gatos a sintese da vitamina D na pele é ineficiente e a principal fonte
para esses animais € a dieta (WEIDNER & VERBRUGGHE, 2016). Alguns fatores
podem afetar a relagdo entre a ingestdo de vitamina D e os niveis séricos de
25(0OH)D, como: idade, sexo, escore corporal, variagdo genética e limitam o
conhecimento a respeito dessa ligagao. Todavia, apenas em humanos existem
estudos que embasam a associacdo entre esses fatores e a vitamina D
(WEIDNER & VERBRUGGHE, 2016)

A vitamina D é amplamente conhecida por sua funcdo na homeostase do
calcio e fosforo e no metabolismo 6sseo, mas estudos recentes revelaram um
papel em potencial dessa vitamina em outros processos fisioldgicos sistémicos
(CARLBERG, 2014; AL NOZHA, 2016; MELLANBY, 2016).

Acredita-se que a forma ativa da vitamina D seja responsavel pela regulacgéo,
direta e indireta, de mais de 2.000 genes no genoma humano (RAMAGOPALAN
et al., 2010) e que quase todos os tecidos do organismo apresentem receptores
de vitamina D (VDR). (BOUILLON et al., 2008).
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Dentro desse contexto, varias publicagcbes em humanos tém abordado a
relacdo da deficiéncia de vitamina D com um maior risco no desenvolvimento de
neoplasias e como um fator associado a progressdo da doenga e a mortalidade
(YIN et al.,, 2013 BAUER et al., 2013; FELDMAN et al., 2014; MAALMI et al.,
2014; MCDONELL et al., 2016). Em caes os estudos ainda sao iniciais e contam
com certas limitagdes (SELTING et al, 2014).

O tumor de mama € a neoplasia mais frequente em cadelas (SHAFIEE et al.,
2013), a presenca de receptores de vitamina D (VDR) nas células da mama ja é
alvo de estudos em humanos, mas ainda ndo foi relatada no tecido mamario
canino (LOPES et al., 2010).

Estudos em mulheres apontam a deficiéncia de vitamina D como um fator
relacionado ao desenvolvimento de cancer de mama, ao pior prognostico e a
menor sobrevida (KIM & JE, 2014; LIM, JEON & SUH, 2015; JACOBS et al.,
2016). No entanto, ndo existe nenhum estudo sobre a associagcdo entre as
concentragdes seéricas de 25(0OH)D e o risco de neoplasia mamaria em cadelas e
nem quanto ao efeito do status da vitamina D no progndstico e na sobrevida em
caes com neoplasia ou outras afeccgdes sistémicas.

Essa dissertagcdo € composta por uma breve descricdo e atualizagao sobre a
vitamina D e por dois artigos cientificos na forma de capitulos. O capitulo |
estabelece valores de referéncia para 25(0OH)D em caes saudaveis e avalia os
niveis séricos de 25(OH)D em relagdo ao sexo, a faixa etaria (adultos e filhotes) e
ao tipo de dieta. O capitulo Il aborda o valor preditivo e progndstico das

concentragdes séricas de 25(0OH)D em cadelas com neoplasia mamaria.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL
Determinar valores de referéncia para a concentragdo de 25(OH)D em cées
saudaveis; verificar a relagao entre os niveis séricos de 25(0OH)D em cadelas e o

risco de desenvolvimento de neoplasia mamaria, o progndstico e a sobrevida.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Verificar se ha diferenga na concentragao sérica de 25(OH)D entre caes
machos e fémeas e entre adultos e filhotes.

e Correlacionar as concentracdes séricas de 25(0OH)D com a dieta.
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e Correlacionar as concentragcdes seéricas de 25(OH)D com os niveis de

calcio total e fésforo.
e Avaliar o valor preditivo e progndstico das concentracbes séricas de

25(0OH)D em cadelas com neoplasia mamaria.
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2. DESCRIGAO E ATUALIZAGAO SOBRE A VITAMINA D

Crescentes estudos sobre a relacado entre o status da vitamina D, a saude
fisioloégica e alteragdes sistémicas em humanos tém despertado o interesse na
medicina veterinaria nos ultimos anos, porém ainda sdo poucas as abordagens
sobre o0 assunto (WEIDNER & VERBRUGGHE, 2016).

A vitamina D possui uma estrutura molecular semelhante aos compostos do
grupo dos horménios seco-esteroides, e caracteriza-se por ser um pro-horménio
lipossoluvel que é armazenado principalmente nos adipécitos (NORMAN, 2008;
BOREL, CAILLAUD & CANO, 2015). Mais de 40 metabdlitos da vitamina D ja
foram descritos, no entanto, ela se apresenta sob duas formas principais na
natureza: o ergocalciferol (vitamina D;) e o colecalciferol (vitamina Dj3)
(BOUILLON et al., 2008). Apesar de esta questao ainda gerar um grande debate,
alguns estudos sugerem que o colecalciferol € mais eficiente na manutencéo dos
niveis de vitamina D circulante no organismo que o ergocalciferol (TRANG et al.,
1998; HOUGHTON & VIETH, 2006). Estudos em humanos sugerem que a
vitamina D, possui um tergco da capacidade da vitamina D3 (BOREL, CAILLAUD &
CANO, 2015). Isso ja pode ser verificado em gatos (NRC, 2006), mas ainda nao
foi bem investigado em caes.

Esse pré-horménio pode ser proveniente da dieta ou da sintese na pele, a
partir do 7-a dehidrocolesterol, induzida pela exposicao a radiagao solar. Em cées
e gatos essa sintese é ineficiente devido a baixa disponibilidade desse precursor
na pele que € rapidamente convertido em colesterol (WEIDNER &
VERBRUGGHE, 2016).

Alguns estudos na década de 90 analisaram a concentragdo de vitamina D no
sangue e pele de caes e gatos, antes e apds a exposig¢ao a luz ultravioleta. Nao
encontraram diferenga significativa, sugerindo entdo que em caes e gatos a
sintese da vitamina D na pele ndo é tdo eficiente quanto em herbivoros e
humanos. Acredita-se que isso se deve a baixa disponibilidade do seu precursor o
7-dehidrocolesterol e, em funcdo disso, esses animais sdo dependentes da
vitamina D proveniente da dieta (HOW et al.,1994, MORRIS,1999). Atualmente

outras pesquisas tém confirmado essa proposigao e verificado a dieta como uma
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variavel importante na concentragao plasmatica de vitamina D em caes (SHARP,
SELTING & RINGOLD, 2015).

Na natureza, caes e gatos ingeriam a vitamina D armazenada na gordura de
suas presas. A partir do momento em que foram domesticados, passaram a
depender da suplementagdo dessa vitamina nos alimentos comerciais para
animais de companhia (SHARP; SELTING; RINGOLD, 2015). As dietas
comerciais balanceadas geralmente contém quantidade suficiente de vitamina D
para suprir a necessidade desses animais, evitando uma deficiéncia nutricional e
o raquitismo. Todavia, as informagdes a respeito da quantidade de vitamina D
presente nos alimentos comerciais sao imprecisas, podendo variar entre 500 a
5.000 Ul/kg, e ndo se tem conhecimento dos niveis ideais de suplementagao
necessarios para manter uma concentracdo seérica de vitamina D adequada no
que tange a sua influéncia na saude sistémica (HAZEWINKEL; TRYFONIDOU,
2002; WEIDNER & VERBRUGGHE, 2016).

Na fabricagdo das racdes comerciais normalmente é suplementado o
colecalciferol produzido de forma sintética, adicionado como pequenas pérolas na
forma de capsulas. Esse revestimento protege o componente bioativo e garante
sua estabilidade diante dos processos de extrusdo, secagem e armazenamento.
A recuperagao de vitamina D apds o processamento da ragcao € bem maior do
que comparado as outras vitaminas, assim como as perdas no seu
armazenamento sdo bem menores (NRC, 2006; SCHROOYEN et al.,2001).

A vitamina D ingerida nos alimentos é absorvida no intestino delgado por meio
da formagao de micelas, com o auxilio dos sais biliares, devido a sua condigéo
lipossoluvel. Em conjunto com a vitamina D sintetizada na pele, € transportada na
circulagdo sanguinea pelas proteinas de ligacao de vitamina D (VDBP) para o
figado, onde inicia a metabolizagdo. No figado sofre hidroxilagdo, sendo
convertida em 25-hidroxivitamina D (25(OH)D ou calcidiol) pela agdo das enzimas
25-hidroxilase. A 25(0OH)D é carreada até os rins, onde passa por uma segunda
hidroxilagdo nos tubulos renais, a partir da enzima 1a,25-hidroxilase, formando a
forma biologicamente ativa a 1a,25-diidroxi-vitamina D (1a,25(0OH);D) ou calcitriol
(NORMAN, 2008; MELLANBY, 2016). A enzima 24-hidroxilase ainda transforma o
calcidiol e o calcitriol em compostos mais soluveis (24,25(0H);D; e
10,24,25(0OH),D3) catalisando a sua degradacdo em metabodlitos que s&o
excretados nas fezes, bile e urina (DIAZ et al., 2015) (Figura 1).
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Figura 1 - Sintese e metabolismo da vitamina D
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O calcitriol atua sob a regulagcdo do PTH na homeostase do calcio e do
fésforo, suas respostas sdo mediadas pela agdo em receptores nucleares da
vitamina D (VDR) no intestino, rins e ossos. No intestino delgado a vitamina D
estimula a sintese das proteinas responsaveis pelo transporte do calcio nos
enterdcitos, abrindo os canais de calcio e aumentando a sua absorgdo. Age
também na reabsorcao de calcio nos tubulos renais e indiretamente nos ossos por
meio da acado dos osteoclastos, permitindo a sua mobilizagdo para circulacéo
sanguinea e a manutengao da calcemia (MULLIN; DOBS, 2007; CHRISTAKOS et
al., 2011).

O calcitriol é responsavel por manter os niveis séricos de calcio suficientes
para assegurar uma mineralizagdo ¢6ssea adequada, evitando o raquitismo
durante a fase de crescimento e a osteomalacia em adultos (HOLICK, 2006).
Caes jovens sado muito mais sensiveis a deficiéncia de vitamina D que cées
maduros, devido a maior demanda de calcio para a mineralizagdo das cartilagens,
0 que pode resultar em comprometimento da mineralizagdo 6ssea e raquitismo
(HAZEWINKEL; TRYFONIDOU, 2002; NRC, 2006).
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A 10,25(0OH);D é a forma ativa da vitamina D, entretanto, a 25(OH)D é a
principal forma metabdlica da vitamina D em circulacdo e a mais apropriada para
a mensuragdo da sua concentragdo sérica (ALVES et al., 2013). A 25(OH)D
encontra-se em maior concentracdo e possui uma meia-vida mais longa que a
1a,25(0OH),D, além disso a sua sintese nao sofre influéncia direta de outros
fatores. A 25(OH)D é o melhor indicador para se determinar as condi¢des da
vitamina D no organismo (WEIDNER & VERBRUGGHE, 2016). A sintese da
1a,25(0OH),D é estimulada pelo PTH, suprimida em caso de hipercalcemia e
hiperfosfatemia e pelo seu préprio feedback negativo diante de niveis séricos
elevados de 1a,25(0OH),;D, o que n&o ocorre diretamente com a 25(0OH)D (Figura
1). Indiretamente, elevados niveis de 1a,25(OH);D podem ter um feedback
negativo sobre a producao de 25(0OH)D (WEIDNER & VERBRUGGHE, 2016).

Niveis de 25(0OH)D menores que 20-25 ng/ml sugerem deficiéncia de vitamina
D em relagédo ao desenvolvimento 6sseo adequado em caes (HAZEWINKEL &
TRYFONIDOU, 2002). Uma pesquisa recente sugeriu como concentracado sérica
de 25(0OH)D étima para a saude em caes entre 100-120 ng/ml a partir do uso de
biomarcadores como o paratérmonio intacto (iPTH), a proteina C-reativa canina,
calcio e fosforo, mas se limitou a uma populagdo de duas racas de caes
aparentemente saudaveis e observou uma grande variagdo nos niveis séricos de
25(OH)D (9,5-249,2 ng/ml). Contudo, ainda ndo € possivel definir uma
concentracdo de vitamina D ideal e, estabelecer, como em humanos, uma
classificagado que defina estados de suficiéncia, insuficiéncia ou deficiéncia no que
se diz respeito a vitamina D em caes. Essas condicdes sao definidas com base
em alteragbes na homeostase do calcio e na formagao do esqueleto (SELTING et
al.,, 2015; WAKSHLAG et al., 2011). Nao existe ainda um consenso quanto as
referéncias de concentragao sérica da 25(OH)D em cées, ndo é um exame de
rotina e poucos sao os parametros ja estabelecidos.

Embora a vitamina D seja reconhecida pela sua fungdo na homeostase do
calcio e fosforo, nas ultimas décadas estudos tém revelado que ela apresenta
uma fung¢ado bioldégica ampla, atuando em outros processos fisioldgicos aléem do
metabolismo 6sseo (CARLBERG, 2014; AL NOZHA, 2016; MELLANBY, 2016)
(Figura 2.).

Dessa forma, pesquisas em humanos tém destacado a importadncia da
vitamina D na manutencdo da saude sistémica (AUTIER et al.,, 20154) e na
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patofisiologia de uma série de doencas como cardiopatias (PEREZ-HERNANDEZ
et al., 2016), diabetes (AL SAWAH et al., 2016), doengas auto-imunes
(LIMKETKAI, et al., 2016), doencas infecciosas (CEBEY-LOPEZ et al., 2016) e
principalmente as neoplasias (ELIASSEN et al.,, 2016). Estudos em caes sao
recentes e apesar de escassos, ja relacionaram baixas concentragbes de
25(0OH)D a doenga cardiaca valvular crbnica e a insuficiéncia cardiaca congestiva
(OSUGA et al, 2015), enteropatia cronica e inflamagéao sistémica (TITMARSH et
al., 2015) e ao risco de desenvolvimento de neoplasias (WAKSHLAG et al., 2011,
SELTING et al., 2014).

Figura 2. Sistemas fisioldgicos e respostas biolégicas associadas a atuagao da vitamina D sérica e

doencgas relacionadas a sua deficiéncia.
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A 10,25(0OH);D atua mediada por receptores de vitamina D (VDR) que est&o
presentes em quase todos os tecidos do organismo, sendo encontrados em
quase 40 tecidos distintos (BIKLE, 2009; NORMAN & BOUILLON, 2010). Além
disso, muitos desses tecidos, incluindo as células cancerigenas, expressam o
gene (CYP27B1), que codifica a enzima 1a,25-hidroxilase, sendo capazes de
converter a 25(0OH)D em 1a,25(0OH).D (BIKLE, 2009; MERCHAN et al., 2017).
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Logo, tanto a 25(0OH)D, quanto a sua forma ativa, o calcitriol, atuam por uma via
endocrina e uma via autdcrina-paracrina em tecidos extrarrenais (MERCHAN et
al., 2017).

Embora o mecanismo de agado da vitamina D nao seja totalmente conhecido,
sabe-se que o calcitriol ao atingir a célula alvo difunde-se pela membrana
plasmatica devido a sua caracteristica lipofilica e se liga aos receptores de
vitamina D (VDR) presentes no nucleo. Ao se ligar a esses receptores
desencadeia uma via gendmica que envolve a expressao e a repressao de genes
por mecanismos moleculares, que alteram a sequéncia de DNA. A regulagcado da
expressao desses genes esta relacionada a uma série de respostas bioldgicas
associadas a homeostase sistémica (MERCHAN et al., 2017; CASTRO, 2011).

Entre essas respostas tem sido relatada a capacidade antiproliferativa da
vitamina D. A acao da 1a,25(0OH),D em tecidos extrarrenais envolve a transcricdo
e expressao de genes relativos a fatores de regulagao do ciclo celular, inibindo a
proliferacdo celular e estimulando os processos de diferenciacdo e apoptose.
Somando a isso, a agao de inibicdo dos processos moleculares que regulam a
angiogénese e a adesao celular, diminuindo a capacidade de invasao das células
e o desenvolvimento de metastases (MULLIN; DOBS, 2007, SAMUEL; SITRIN,
2008; MERCHAN et al., 2017). Essa via ainda atua na diferenciagéo de células
imunes, principalmente linfécitos T e células apresentadoras de antigenos e
possui um importante efeito imunomodulador na produgédo de citocinas
inflamatdrias (MULLIN; DOBS, 2007).

Dessa forma, tem sido amplamente discutida a acdo antineoplasica da
vitamina D, atribuindo a ela um papel importante como adjuvante na prevencao,
na terapia e no progndstico de neoplasias (SHUlI & GIOVANNUCCI, 2015).
Pesquisas recentes em humanos tém sugerido uma relacdo entre baixas
concentragdes de vitamina D e a maior incidéncia (MCDONNELL et al., 2016) e a
progressdo do cancer de colon, préstata, mama (JACOBS et al., 2016;),
carcinoma de bexiga (ZHANG et al., 2015), cancer de ovario (WEBB et al., 2015)
e de pancreas (ZHANG et al., 2017).

A 25(OH)D aparece como um importante marcador da saude sistémica, mas
ainda nao é possivel definir uma relacdo de causa e efeito entre a deficiéncia de
vitamina D e o desenvolvimento de cancer e outras doengas cronicas. Em

estagios mais avangados da doenga, o proprio cancer pode bloquear as
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moléculas que compdéem o denominado sistema vitamina D (VDS), entre elas o
VDR e o gene CYP27B1, levando a redugdo dos niveis séricos de 25(0OH)D,
inibindo a acado protetora da vitamina D. (AL NOZHA, 2016; MERCHAN et al.,
2017).

Abordagens em caes sao mais escassas, mas uma investigacao sugeriu a
relacédo inversa entre os niveis séricos de 25(OH)D e o risco de desenvolvimento
de mastocitoma cutédneos em caes da raca Labrador (WAKSHLAG et al., 2011).
Uma pesquisa encontrou dosagens de 25(OH)D mais baixas em caes que
desenvolveram espirocercose, uma formacao nodular de origem parasitaria em
es6fago que pode se transformar em tumores neoplasicos, principalmente no
grupo que desenvolveu a forma neoplasica da doenga (ROSA et al., 2013). Um
estudo mais atual verificou diferenga significativa nos valores médios de 25(OH)D
entre caes saudaveis e caes com hemangiossarcoma esplénico e observou
aumento no risco relativo de cancer com a diminuicdo nas concentragdes séricas
de 25(OH)D (SELTING et al., 2014).

Um estudo in vitro em linhagens celulares tumorais caninas de adenocarcinoma
mamario, mastocitoma e osteossarcoma demonstrou os efeitos antiproliferativos
da vitamina D e a sua capacidade de potencializar a acdo de quimioterapicos,
como a cisplatina, diante dessas células tumorais (RASSNICK et al., 2008).
Outros estudos in vitro observaram respostas antitumorais e efeito inibidor no
crescimento de células tumorais em linhagens celulares caninas de
adenocarcinoma do saco anal (KUNAKORNSAWAT et al.,2002), carcinoma de
células de transigcdo da bexiga (THATTAWAN et al., 2005) e de mastocitoma
cutaneo (MALONE et al.,2010).

Em humanos, diversas pesquisas relacionam a deficiéncia de vitamina D a
incidéncia de cancer de mama, pois além da sua capacidade antiproliferativa, o
calcitriol regula a sintese e agao do estrogénio, o principal horménio responsavel
pelo estimulo do crescimento das células neoplasicas na mama. A vitamina D
atenua a expressdo dos receptores de estrogénio (ER) e inibe a codificagcao da
aromatase, a enzima que catalisa a produg¢ao do estrégeno (KRISHNA; SWAMI;
FELDMAN, 2010).

Os resultados mais consistentes, no entanto, foram os relacionados a
progressdo do cancer de mama e o risco de mortalidade. Concentragées mais
elevadas de 25(0OH)D estdo associadas ao melhor progndstico e aumento da



29

sobrevida em mulheres com cancer de mama (JACOBS et al., 2016). No entanto,
ndo existe nenhum estudo em cades abordando os niveis séricos de 25(OH)D
como fator de risco para a incidéncia de neoplasia mamaria, e nem relacionando
o status da vitamina D com o progndstico e a sobrevida.

Os animais de companhia, com o seu tempo de vida mais curto, aparecem
como um modelo bioldgico em potencial nos estudos relativos a incidéncia e ao
prognoéstico de neoplasias (PINHO et al., 2012). E, nesse caso, se encaixam
como modelos ideais nas investigagcdes in vivo sobre os efeitos da vitamina D,
pois diferente do que ocorre com humanos, a sintese de vitamina D na pele por
meio da exposi¢cao solar ndo é uma fonte de vitamina D significativa em céaes;
sendo possivel eliminar uma variavel importante durante a investigacéo
(MELLANBY, 2016).
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3. CAPITULO I. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO SERICA DE 25-
HIDROXIVITAMINA D EM CAES SAUDAVEIS E A SUA CORRELAGAO COM A
DIETA

RESUMO

Os valores de referéncia da concentragao sérica de vitamina D em cdes nao
sdo bem estabelecidos. A principal fonte de vitamina D para os caes é a dieta,
pois a sua sintese na pele é ineficiente. Existem fatores que podem afetar a
relagao entre a ingestao de vitamina D e os niveis séricos de 25-hidroxivitamina D
(25(0OH)D), como: faixa etaria, sexo, variacdo genética. Porém, ndo existem
estudos em caes que comprovem a relacdo desses fatores com os valores
séricos de vitamina D. Esse estudo teve como objetivos determinar valores de
referéncia e avaliar se existe diferenga entre as concentragdes séricas de
25(0H)D em relagdo ao sexo, a faixa etaria, e ao tipo de dieta, além de
correlacionar com os niveis de calcio total e fésforo e com a ingestao de vitamina
D. Foram coletadas amostras de sangue de 59 cées saudaveis, populagéo total,
(G), dividido em dois grupos: Grupo 1 (G1): n= 30, Beagles, faixas etarias distintas
(adultos e filhotes), dieta padronizada e Grupo 2 (G2): n= 29, ragas variadas,
mesma faixa etaria (adultos) e dietas variadas. Foi realizado um questionario com
os proprietarios a respeito da dieta desses céaes. Exames laboratoriais de triagem,
incluindo a mensuragao do calcio total e do fésforo foram realizados. A 25(0OH)D
foi analisada pelo método de quimioluminescéncia. O intervalo de referéncia
obtido na populagéao total (G) tem limite inferior de 12,2 ng/ml e superior de 74,4
ng/ml com intervalo de confianga de 90%. N&ao foi observada diferenga nos niveis
séricos de 25(OH)D entre machos e fémeas. No G1 os filhotes apresentaram uma
concentragado de 25(0OH)D média (30,6 ng/ml) menor que os adultos (34,9 ng/ml).
No G2 néao foi observada diferenga significativa entre os caes que recebiam
alimento comercial e os que se alimentavam de uma combinagdo de alimento
comercial e alimento caseiro. Nao foi verificada correlagéo entre a 25(OH)D e os
niveis de calcio total e fésforo. A auséncia de correlagdo significativa entre a
ingestdo de vitamina D por quilograma de peso corporal e a concentracéo de
25(0OH)D (G1) sugere que outros fatores podem influenciar nessa relacao.

Palavras chave: Vitamina D, canino, valor de referéncia, adultos, filhotes, nutricao.
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ABSTRACT

The reference values of vitamin D serum concentration for dogs have not yet been
established. The main source of vitamin D for dogs their diet since their skin
synthesis is inefficient. There are factors that may affect the relation between
vitamin D intake and serum 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) levels, such as: age,
sex, genetic variation. However, there are no studies in dogs that prove the
correlation of these factors with serum vitamin D values.The aim of this study was
is to determine reference values and to assess whether there is a difference
between serum 25(OH)D levels in relation to gender, age, and type of diet. In
addition, to correlate the serum concentration of 25(OH)D with serum levels of
total calcium and phosphorus and also with vitamin D intake. Blood samples were
collected from 59 healthy dogs (G) divided into two groups: Group 1 (G1) —
Beagles, different age groups (adults and puppies), standardized diets and Group
2 (G2) — varied breeds, same age group (adults) and various diets. A survey was
conducted with the owners regarding the diet of these dogs. Laboratory tests were
performed, including the measurement of total calcium and phosphorus. The
25(OH)D was analyzed using the chemiluminescence method. The reference
range obtained for the total population (G) was between 12.2 ng/ml and 74.4
ng/ml. No difference was observed between serum levels of 25(OH)D from males
and females. In G1, the puppies showed an average 25(OH)D concentration (30.6
ng / ml) lower than in adults (34.9 ng /ml). In G2, no significant difference was
observed between dogs receiving commercial feed and those fed on a
combination of commercial food and homemade diet. No correlation was found
between 25(OH)D and total calcium and phosphorus levels. The lack of a
significant correlation between the intake of vitamin D per kilogram of body weight
and the concentration of 25(OH)D (G1) suggests that other factors may influence
this correlation.

Keywords: Vitamin D, canine, reference range, adults, puppies, nutrition
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3.1 INTRODUGAO

A vitamina D encontra-se sob duas formas principais na natureza, o
colecalciferol (vitamina D3) e o ergocalciferol (Vitamina D) que sao metabolizados
no organismo para atingir a sua forma ativa, a 1a,25 diidroxi-vitamina D (calcitriol).
As principais fontes de vitamina D sdo a via endogena, pela sintese na pele a
partir da exposi¢do aos raios ultravioletas, e a via exdgena, pela absorgdo na
dieta (NORMAN, 2008; SONNE et al., 2014).

Diferente do que ocorre em humanos e herbivoros, em caes e gatos a sintese
na pele é ineficiente em funcdo da baixa disponibilidade do seu precursor, o 7-
diidrocolesterol. A principal fonte de vitamina D para esses animais é a dieta
(HOW et al., 1994; MORRIS, 1999; KENNY et al., 2004). A vitamina D ingerida na
dieta é absorvida no intestino e transportada na circulagdo sanguinea, pelas
proteinas de ligagdo da vitamina D (VDBP), para o figado, onde é convertida na
25-hidroxivitamina D (25(0OH)D) e posteriormente para o rim onde ocorre a sua
metabolizag¢ado para a forma ativa (MELLANBY, 2016).

A vitamina D tem importante fun¢do na regulacdo da homeostase do calcio e
do fésforo e em conjunto com o paratorménio (PTH) esta envolvida no
metabolismo 6sseo. A sua atuacdo ocorre por meio da interagdo com receptores
nucleares da vitamina D (VDR) presentes em varios tecidos como intestino, rins e
0ssos (NORMAN & BOUILLON, 2010).

Evidéncias recentes tém indicado que a vitamina D apresenta importante
papel na saude celular e sistémica, atuando em processos fisioldgicos que vao
além do metabolismo do calcio e fésforo (MELLANBY, 2016). Modulando a
expressao de genes relacionados ao crescimento celular e apresentando
atividade imunomoduladora e anti-inflamatéria (MULLIN & DOBS, 2007; SELTING
et al., 2014 ; SHARP et al, 2015).

A 25(0OH)D é a principal forma metabdlica da vitamina D na circulagcdo e
possui meia-vida estimada de dez dias a trés semanas. Como melhor indicador
das condig¢des da vitamina D no organismo, a 25(OH)D é a forma mais apropriada
para mensuragao da sua concentragao sérica. (WEIDNER and VERBRUGGHE,
2016; MULLIN and DOBS, 2007; SONNE et al., 2014). No entanto, ndo existe um
consenso quanto aos valores de referéncia da concentracao sérica de 25(0OH)D

em caes, poucos sao os parametros estabelecidos e ainda ndo é possivel definir
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os estados de deficiéncia, insuficiéncia ou suficiéncia (WAKSHLAG et al., 2011).
Além disso, ndo ha nenhum estudo sobre o status da vitamina D em caes no
Brasil.

Os niveis séricos de 25(0OH)D refletem a vitamina D absorvida na dieta dos
caes. As dietas comerciais balanceadas geralmente contém quantidade suficiente
de vitamina D para suprir a necessidade nutricional, determinada entre 500 e
3.200 Ul/Kg, segundo as recomendagdes da “The European Pet Food Industry
Federation” (FEDIAF,2017), evitando prejuizos a absorgcao do calcio e disturbios
de remodelacdo Ossea. Entretanto, ndo se tem conhecimento se essa
suplementacao nos alimentos comerciais, normalmente a vitamina na sua forma
D3, é suficiente para atingir concentragdes séricas de vitamina D consideradas
6timas para a saude geral dos caes. (HAZEWINKEL and TRYFONIDOU, 2002,
SHARP et al., 2015).

Esse estudo teve como objetivos determinar valores de referéncia e avaliar se
existe diferenca entre as concentragdes séricas de 25(0OH)D em relagédo ao sexo,
a faixa etaria (adultos e filhotes) e ao tipo de dieta, correlacionando com os niveis

séricos de calcio total e fésforo e com a ingestao de vitamina D.

3.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais no Setor
de Ciéncias Agrarias (CEUA-SCA) (n° protocolo 041/2015) e teve consentimento

dos proprietarios.

3.2.1 Grupo de estudo

O estudo foi realizado em uma populagao total (G) de 59 céaes higidos, (31
machos e 29 fémeas, inteiros) com exames clinicos, hematoldgicos e bioquimicos
(ALT, FA. Creatinina e uréia) normais, selecionados de varias regides da cidade
de Curitiba (Parana, Brasil). Esses caes foram divididos em dois grupos: G1 - 30
caes da raca Beagle pertencentes ao Canil do Laboratério de Estudos em
Nutricdo Canina (LENUCAN), sendo 15 adultos de 6 anos e 15 filhotes de 6
meses; G2 — 29 caes, de racas diversas, de proprietarios e provenientes da
Unidade Movel de Esterilizacdo e Educagdo em Saude (UMEES) da UFPR,

adultos, com idade de 1 a 10 anos.
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3.2.2 Dieta

No G1, os cées Beagle foram criados sob as mesmas condigbes e
submetidos a uma dieta padronizada, um alimento comercial de manutengao da
categoria Super Premium suplementado com 2.000 Ul/kg de vitamina D, por um
periodo de quatro semanas. Os adultos com peso médio de 12,3 kg receberam
em meédia 219g, uma vez ao dia, de alimentacdo comercial para adultos. Os
filhotes com peso médio de 4,5 kg receberam em média 198g, uma vez ao dia, da
mesma alimentagcao comercial, mas para caes em crescimento (Tabela 1). No G2,
0s caes recebiam dietas variadas, os proprietarios responderam a um
questionario sobre a dieta de cada animal, sobre o tipo de alimento oferecido,
nome comercial, quantidade e a frequéncia da alimentagdo, para verificar a
variavel dieta no estudo. As quantidades de vitamina D nas ra¢gdes comerciais
foram verificadas a partir de informacdes fornecidas pelo fabricante contidas no
rétulo dos produtos. As referéncias da vitamina D nos principais alimentos
caseiros, estimada a cada 100g de alimento, foram consideradas conforme a

tabela de composicao quimica dos alimentos (UNIFESP, 2012)

Tabela 1. Dieta recebida pelos caes Beagle do G1 — Analise da composi¢do quimica da dieta

Alimento Comercial — Adulto Alimento Comercial - Caes em

Pequeno e médio porte crescimento Pequeno e médio
porte

Matéria seca- 92,58% Matéria seca- 91,88%

Proteina bruta- 26,44% Proteina bruta- 31,33%

Fibra bruta- 2,48% Fibra bruta- 2,67%

Extrato etéreo em hidrélise acida -13,48% Extrato etéreo em hidrélise acida —
15,58%

Matéria Mineral — 9,68% Matéria Mineral — 7,99%

Energia metabolizavel — 4135,0 kcal/kg Energia metabolizavel - 4233,0
kcal/kg

*Calcio Max — 2,0% *Calcio Max — 2,0 %

*Célcio Min - 1,6% *Célcio Min —-------

*Fésforo Min - 10% *Fésforo Min - 0,8%

*Vitamina D3 - 2000 Ul/kg *Vitamina D3 - 2000 Ul/kg

Valores dos nutrientes expressos com base na matéria seca
*Niveis de garantia da embalagem
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3.2.3 Coleta de amostras, exames clinicos e laboratoriais

Os céaes, em jejum de no minimo 8 horas, foram submetidos a exame fisico, e
em seguida amostras de sangue (5ml) foram coletadas por venopuncéao da jugular
ou cefdlica, e acondicionadas em tubos com anticoagulante (EDTA) para
realizacdo do hemograma e sem anticoagulante para obtengdo do soro. As
analises laboratoriais de triagem foram realizadas no Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria da UFPR. O hemograma e os exames bioquimicos foram
realizados nos analizadores Mindray BS2800Vet® e Mindray Chemistry Analizer
BS-200°, respectivamente. A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em
microscopio 6ptico na extensdo sanguinea corada com pandético rapido (Instant
Prov Newprov®).

As amostras de sangue sem anticoagulante foram centrifugadas dentro de
uma hora apds a coleta para obtencdo do soro. No soro foram realizadas as
dosagens de alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), para perfil
hepatico e ureia e creatinina para perfil renal. O calcio total e fosforo foram
mensurados por colorimetria pelo método do Arsenazo Il e por método cinético
UV com solucdo de molibdato, respectivamente. As amostras de soro que foram
destinadas a mensuragao de 25(OH)D foram armazenadas e congeladas a — 80°C

até a analise.

3.2.4 Mensuracgao da 25(0OH)D

A mensuragdao da concentragdo de 25(OH)D nas amostras de soro foi
analisada pelo método de quimioluminescéncia no analisador imunodiagnéstico
Vitros ECi (Johnson&johnson®) e o kit de ensaio 25-hidroxivitamina D total para
Vittros ECi da (Johnson&Johnson®). Esse método consiste em uma técnica de
imunoensaio competitivo baseado na quantificagdo da ligacdo da 25(OH)D da
amostra a anticorpos monoclonais especificos que € mensurada indiretamente a
partir da leitura de uma reacédo luminescente. A 25(OH)D da amostra, que se
encontra ligada a uma proteina de ligagéo e ¢ liberada pelo o uso de uma solugao
de desnaturagdo, compete com o reagente 25-OH vitamina D marcado com
peroxidase de rabano (HRP) pelo sitio de ligagao no anticorpo monoclonal anti-

vitamina D presente nos pogos. Os materiais ndo ligados sdo removidos apos
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sucessivas lavagens. O conjugado de anticorpo e reagente marcado com HRP é
medido por uma reacao luminescente, a partir da adicdo de um substrato
luminogénico. O HRP catalisa uma reagdo de oxidacdo desse substrato
produzindo luz. Os sinais luminosos sao lidos pelo sistema, a quantidade de
conjugado de anticorpo e reagente marcado com HRP é indiretamente
proporcional a quantidade de 25(OH)D na amostra. Esse método ja é validado
para caes (SELTING et al., 2014) e utiliza a unidade ng/ml para mensuragao da
25(0OH)D.

3.2.5 Analise estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando o software comercial
Action Stat Pro 3.1 e a ferramenta Reference Value Advisor 2.1 (GEFFRE et al.,
2011). As variaveis 25(0OH)D, calcio, fésforo e ingestdao de vitamina D foram
avaliados pelo teste de Shapiro Wilk para normalidade. A 25(0OH)D e o fésforo
foram avaliados pelo teste de Wilcoxon-Mann Whitney entre os grupos
experimentais (resultados nao paramétricos). Os niveis de calcio, unico com
resultado paramétrico, foi avaliado por ANOVA e comparado pelo teste de Tukey.
Para determinacao dos valores de referéncia fez-se o uso métodos estatisticos
robustos para dados nao paramétricos. Para a comparagdo entre adultos e
filhotes, fémeas e machos, utilizou-se o teste Wilcoxon-Mann Whitney. Para
comparar as diferentes faixas etarias e a concentragdo de 25(OH)D entre os caes
alimentados com diferentes tipos de dieta foi utilizado o teste de Kruskal Wallis.
Para avaliagao de correlagéao entre 25(OH)D, fésforo e calcio e a correlagao entre
a ingestao de vitamina D e a concentracao de 25(OH)D (G1) foi realizada a matriz
de correlagao de Spearman. O valor de significancia P < 0,05 foi considerado para

todas as analises.

3.3. RESULTADOS

A concentragao sérica de 25(OH)D na populagéo total (G) variou de 10,6 a
74,6 ng/ml, com uma mediana de 33,7 ng/ml (interquartis Q1 e Q3; 29,4 e 40,4
ng/ml respectivamente). O intervalo de referéncia foi de 12,2 a 74,4 ng/ml, com

intervalo de confiangca de 90% (10,6-15,6 para o limite inferior e 56,5-74,6 ng/ml
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para o limite superior). Na distribuicdo dos sexos eram 28 fémeas inteiras e 31
machos inteiros. A média de idade foi de 3,4 anos. Nado houve diferenca
significativa na concentracdo de 25(OH)D entre machos e fémeas dentro dos
respectivos grupos (G1 e G2) (P>0,05). As concentragcbes séricas de 25(OH)D
(medianas e interquartis) do G1 e G2 estdo apresentadas na Tabela 2 e 3,
respectivamente.

A concentragéo sérica de calcio na populagéo total (G) variou de 8,2 a 10,5
mg/dl, com uma média e desvio padrao de 9,6+£0,48 mg/dl. O nivel de fosforo
sérico variou entre 2,3 a 7,5 mg/dl, com uma mediana de 4,0 ng/ml (interquartis
Q1 e Q3; 3,5 e 54 mg/dl respectivamente). Nao houve correlagdo entre as
concentragdes de calcio e fosforo e as concentragdes de 25(OH)D, (P=0,06 e
P=0,08, respectivamente). Porém houve correlacdo significativa entre as
concentracdes séricas de calcio e fésforo (P<0.05). As concentracbes séricas de

Ca e P do G1 e G2 estado apresentadas na tabela 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2. Concentracdes séricas medianas de 25(OH)D, calcio total e fésforo em caes higidos da
raca Beagle, adultos e filhotes (G1).

Concentracio sérica Adultos Filhotes Total

¢ (N=15) (N=15) (N=30)
25(0OH)D (ng/ml) 34,9 (33,4-40,8)° 30,6 (28,5-33,6)b 33,6 (33,4-40,8)
Min/max (ng/ml) 13,8-45,8 27-34,7 13,8-45,8
Calcio total (mg/dI) *9,4+0,29 *10,1+£ 0,18 *9,8+0,46
Min/max (mg/dl) 8,9-10,1 9,8-10,5 8,9-10,5
Fosforo (mg/dl) 4,0 (3,7-41) 6,0 (5,7 -6,4) 4,95 (4,0-6,0)
Min/max (mg/dl) 3,5-4,5 5,4-7,5 3,5-7,5

Os dados sé&o apresentados como mediana (Q1-Q3).
Unicos dados paramétricos sao apresentados como média + desvio padrao.
Medianas que ndo possuem a mesma letra sobrescrita sdo significativamente diferentes.

No G1 houve diferenga significativa nas concentragcdes séricas de 25(OH)D
entre adultos e filhotes. Nos caes adultos do G1 a concentragcédo de 25(OH)D foi
maior que nos filhotes, com P=0,007. (Tabela 2 e Fig 1).
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Tabela 3. Concentragdes séricas medianas de 25(0OH)D, calcio total e fosforo em caes higidos com
diferentes tipos de dieta (G2).

Concentragao sérica Alimento comercial Alimer)to _ 'I;otal
(N=15) comerc./caseiro (N=13) (N=29) t
25(0OH)D (ng/ml) 35,8 (32.8-50,5)° 32,7 (30,7-42,9)° 34,6 (30,7-46,4)
Min/max (ng/ml) 15,5-74,6 10,6-74,1 10,6-74,6
Calcio total (mg/dI) *9,310,47 *9,5+1,1 *9,4+ 0,44

Min/max (mg/dl) 8,2-9,8 8,9-10,3 8,2-10,3
Fésforo (mg/dl) 3,3(3,2-4,0) 3,7 (3,0-3,8) 3,5(3,2-3,9)
Min/max (mg/dl) 2,3-5,1 2,5-71 2,3-71

_Os dados s&o apresentados como mediana (Q1-Q3).
Unicos dados paramétricos sdo apresentados como média + desvio padrao.
TUm cé&o do grupo 2 com alimentagao exclusiva de comida caseira
Medianas que ndo possuem a mesma letra sobrescrita sdo significativamente difer
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Figura 1. Concentracao sérica de 25(OH)D (ng/ml) em caes Beagle adultos e filhotes (G1)

No G1, os Beagles adultos ingeriram em média 35,8 Ul por kg de peso
corporal ao dia de vitamina D e os filhotes ingeriram em média 88 Ul por kg de
peso corporal ao dia de vitamina D do alimento Super Premium. Os caes do G2
recebiam alimento comercial de 16 marcas distintas, com suplementacdo de
vitamina D que variou de 560 a 3350 Ul/kg. Do total de 29 caes no G2, em cinco
dos casos os proprietarios nao souberam informar o alimento comercial que

forneciam aos seus animais. Cerca de treze caes recebiam alimento comercial e
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dieta caseira e um recebia exclusivamente dieta caseira. No cao que recebia
apenas dieta caseira, verificou-se um das menores concentragdes de 25(0OH)D
(15,7 ng/ml). Na maioria dos casos a dieta caseira consistia de restos de
alimentos dos proprietarios (arroz, polenta, tubérculos e raizes, frutas, pao, restos
de frango e carne) que nao contém vitamina D ou apresentam concentracdes
muito pequenas, em torno de 1 a 15 Ul de vitamina D a cada 100g (Tabela de
composicado quimica dos alimentos — UNIFESP, 2012).

No G1 néo foi observada correlagdao entre a quantidade de vitamina D (Ul)
ingerida por animal por quilograma de peso corporal ao dia e 0s niveis séricos de
25(0OH)D (P=0,08). (Fig 2.).

No G2, para os caes que consumiam apenas alimento comercial, a
concentragao sérica de 25(OH)D variou de 15,5 a 74,6 ng/ml. Para os caes que
se alimentavam da combinacdo alimento comercial e alimentacdo caseira a
concentragdo de 25(OH)D variou de 10,6 a 74,1 ng/ml. Nao houve diferenca
estatistica significativa (p =0,2) na concentragcdo sérica de vitamina D entre os
caes que recebiam apenas alimento comercial em relagcdo aos que recebiam

alimento comercial e alimentagao caseira (Tabela 2).
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Figura 2. Concentracao sérica de 25(OH)D (ng/ml) (mediana representada pela linha de referéncia
horizontal) em caes Beagle adultos e filhotes de acordo com a quantidade de vitamina D ingerida

por quilograma de peso corporal (Ul/kg) (G1).
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3.4. DISCUSSAO

Na populacgéo total (G) de caes avaliados neste estudo foi encontrado um
valor mediano (33,7 ng/ml) menor na concentragao sérica de 25(OH)D (10,6-74,6
ng/ml) que a encontrada em 320 caes das ragas Pastor Alem&o e Golden
Retrievier aparentemente saudaveis (9,5-245 ng/ml, com mediana, Q1 e Q3; 69,9;
54,5 e 88,1 ng/ml, respectivamente) (SHARP et al., 2015). SHARP et al. (2015)
observaram diferengas significativas entre os sexos. Nos machos inteiros a
concentracao de 25(0OH)D foi significativamente maior que as fémeas inteiras, o
que foi justificado pela influéncia dos horménios sexuais. Entretanto, no presente
estudo nao foi observada diferenca entre machos e fémeas.

Niveis de 25(OH)D menores que 20-25 ng/ml sugerem deficiéncia de
vitamina D em relacdo ao desenvolvimento 6sseo adequado (HAZEWINKEL &
TRYFONIDOU, 2002). Nos caes desse estudo as concentragdes séricas de
25(0OH)D foram superiores a 25 ng/ml, com excec¢éo de cinco cédes, um do G1 e
quatro do G2. Em nenhum céo foi verificado hipocalcemia, hipofosfatemia, sinais
clinicos de raquitismo, osteomalacia ou algum comprometimento ésseo.

Os estudos em humanos, abordando a influéncia da vitamina D no
desenvolvimento de neoplasias e outras doencas sistémicas, tém demonstrado
que o0s niveis séricos para obter suficiéncia nesse quesito podem ser diferentes
dos requeridos para o metabolismo 6sseo. Contudo, ndo existe ainda um
consenso. A unica pesquisa que abordou isso em cées, utilizando o ensaio de
quimioluminescéncia para a mensuragao da 25(OH)D sérica, sugeriu como
suficiéncia niveis de 25(OH)D >100ng/ml, insuficiéncia entre 25 e 100ng/ml e a
deficiéncia em concentragdes <25ng/ml (SELTING et al., 2014). Considerando
essa classificagdo, nesse quesito, os caes no presente estudo apresentariam
insuficiéncia de vitamina D e cinco deles estariam em um estado de deficiéncia.

O papel da vitamina D na manutengao do equilibrio entre o calcio e o fésforo
no organismo é bem estabelecido. No presente estudo ndo foi observada
correlagao direta entre as concentragdes séricas de calcio total e fosforo e os
niveis de 25(0OH)D. Selting et al. (2014) também n&o verificaram correlagao.
Existem outros mecanismos para compensar um eventual desequilibrio entre
célcio e fosforo, pois a manutengédo da homeostase exige controle rigoroso do

organismo. No estudo de Tryfonidou et al. (2003), na suplementagcdo de
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colecalciferol em quantidade 100 vezes maior do que o recomendado para caes
em crescimento ndo foi suficiente para causar alteragdes significativas nas
concentracdes seéricas de calcio total e fosforo, e a absorgcao de calcio se manteve
em niveis de controle. A vitamina D em quantidades adequadas é responsavel
pela absorcdo de 30% do calcio proveniente da dieta, podendo atingir 80% em
periodos de crescimento, lactagdo ou gestacdo, mas vai depender também da
quantidade de calcio e fésforo ingeridos no alimento (HOLICK, 2004). Devemos
considerar também que existem alguns mecanismos de absorgdo passiva do
calcio que independem da vitamina D (CHRISTAKOS et al., 2011).

Nesse estudo foram avaliados dois grupos de cdes. No G1, os adultos
apresentaram concentragdo de 25(OH)D significativamente maior que os filhotes.
Considerando que eles recebiam dietas comerciais com a mesma quantidade de
vitamina D e eram todos saudaveis, esse resultado sugere que pode existir uma
diferenca fisioldgica em relagdo a absorgdo dessa vitamina entre filhotes e
adultos. Os filhotes, mesmo ingerindo quantidade maior de vitamina D por
quilograma corporal, possivelmente absorveram uma quantidade menor desse
micronutriente. Alguns estudos sugerem que em filhotes a digestibilidade dos
nutrientes pode ser inferior a dos adultos devido a maturacdo do trato
gastrointestinal (FAHEY et al., 2008). Porém, ndo froam encontradas pesquisas
que abordem a digestibilidade de vitaminas relacionadas a idade ou ao estagio da
vida. Alguns estudos observaram que altas concentragdes de hormoénio do
crescimento (GH) podem estar relacionadas ao aumento da hidroxilagédo da
25(0OH)D em 1,25(0OH)D, reduzindo os niveis plasmaticos de 25(0OH)D
(HAZEWINKEL & TRYFONIDOU, 2002; TRYFONIDOU et al., 2003), podendo
justifcar a menor concentragao de 25(OH)D nos filhotes no presente estudo.

No G1, caes Beagle com dieta controlada, ndo houve correlagao significativa
entre a ingestdo de vitamina D por quilograma de peso corporal e as
concentragdes de 25(OH)D (G1). Deve-se considerar que nem toda vitamina D
ingerida sera absorvida ou estara disponivel na circulagdo, e que fatores
individuais intrinsecos como a variagcdo genética, escore corporal
biodisponibilidade e absor¢cdo podem afetar esta relacago (WEIDNER &
VERBRUGGHE, 2016). Uma pesquisa em humanos verificou forte associagao
entre o percentual de gordura corporal e os niveis de 25(OH)D. A vitamina D

metabolizada no organismo, por sua caracteristica lipossoluvel, tem como
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principal reservatério os adipocitos. Em individuos obesos devido a sua maior
capacidade de armazenamento em gordura, os niveis circulantes de 25(OH)D
disponiveis podem estar diminuidos (CARRELLI et al., 2016). Ainda ndo existem
estudos que comprovem essa hipotese em caes.

Nos caes que recebiam dietas variadas (G2), apesar de né&o ter sido
observada diferenga significativa na concentracéo sérica de 25(OH)D entre os
que recebiam apenas alimento comercial em relacdo aos alimentados com a
combinagdo de alimento comercial e dieta caseira, o cdo que se alimentava
exclusivamente de comida caseira apresentou um dos niveis de 25(OH)D mais
baixos, mas por se tratar de apenas um individuo n&o é possivel afirmar que isso
esteja relacionado a dieta que recebia. Porém, poucos sdo os alimentos
naturalmente ricos em vitamina D (HOLLIS, 2005), e as dietas caseiras sao
frequentemente deficientes nesse nutriente. (STOCKMAN et al., 2013).

Considerando que a fonte primordial de vitamina D para caes é a dieta, pode-
se sugerir que as diferengas nos niveis de 25(OH)D encontradas nessa
populacdo em comparagdo com outros estudos ocorram pelas variagbes na
quantidade dessa vitamina na alimentagao, além dos fatores individuais citados.
Deve-se considerar também que existem fatores relacionados a prépria
formulagao dos alimentos comerciais que podem afetar a sua biodisponibilidade.
Embora existam poucas investigacdes a respeito desses fatores e ainda sejam
pouco conclusivos, estudos sugerem que certos tipos de acidos graxos podem
favorecer a absorcdo de vitamina D e as fibras podem diminuir a sua
biodisponibilidade, pois promovem a perda biliar de 25(OH)D e favorecem a
eliminacéo rapida de seus metabdlitos. (BOREL, CAILLAUD & CANO, 2015).

Uma limitagdo para a avaliagdo dos teores de vitamina D nas dietas foi a
dificuldade de obter informacbes exatas quanto ao teor desse nutriente nas
formulagbes comerciais e determinar a quantidade de alimento ingerido pelos
caes do G2. A grande maioria das apresentagdes dos alimentos comerciais cita
apenas os valores minimos de suplementacdo e muitos ndo informam a
quantidades. Os fabricantes informam apenas a concentragdo de vitamina D
suplementada, ndo considerando a fracao contida nos ingredientes na fabricagéo
da ragao. Dessa forma, ndo é possivel determinar a quantidade exata de vitamina
D presente nesses alimentos. A impossibilidade de analisar o teor desse nutriente

nas ragdes comerciais € uma limitacdo nesse estudo. Em grande parte dos casos
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esses animais recebiam restos de comida dos proprietarios ou como
complemento a racdo alimentos que nao apresentavam vitamina D, ou
quantidades pequenas da mesma. Assim, no G2 nao foi possivel correlacionar
diretamente a concentracao sérica de 25(0OH)D com a quantidade de vitamina D
presente na dieta.

Segundo as recomendacgdes da “The European Pet Food Industry Federation”
(FEDIAF, 2017) a quantidade minima de vitamina D em uma formulagc&o para
caes em crescimento e adultos em manutencao é de no minimo 500Ul/kg e no
maximo 3.200 Ul/kg, devendo ser balanceada com a relagdo Ca:P na dieta. Os
alimentos comerciais que os caes desse estudo recebiam atendem a essa
recomendagdo, € suprem a necessidade nutricional relacionada ao
desenvolvimento 6sseo e ao equilibrio entre calcio e fésforo. A Unica excegao foi
um alimento comercial fornecido a um cao do G2, que apresentava 3.350Ul/kg de
vitamina D, atendendo as recomendacdes anteriores da “American Association of
Feed Control” (AAFCO, 2014) que recomenda um limite maximo de 5.000 Ul/kg.

Estudos sao necessarios para definir se os niveis ideais de suplementagao de
vitamina D nas formulagbes dietéticas refletem em concentragcdes séricas
adequadas para a conservacao da saude celular, e quais os niveis adequados
sem que ocorra toxicidade ou efeitos adversos, como hipercalcemia ou

comprometimento da remodelag&o éssea.

3.5 CONCLUSAO

O intervalo de referéncia para a concentracédo seérica de 25(OH)D
encontrado na populagao geral (G) de caes é de 12,2 a 74,4 ng/ml. Nao ha
diferengca nos niveis de 25(OH)D entre machos e fémeas, porém os adultos
apresentam valores de 25(OH)D maiores que os filhotes (G1). Nao existe
diferenca em relagdo a concentragao sérica de 25(0OH)D em cées que recebem
apenas alimento comercial e aquelas se alimentam de uma combinacdo de
alimento comercial e alimento caseiro. Ndo ha correlacdo das concentracdes de
calcio total e fésforo com os niveis séricos de 25(OH)D (G2). A auséncia de

correlagao significativa entre a ingestdao de vitamina D por quilograma de peso
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corporal e a concentracdo de 25(OH)D (G1) sugere que outros fatores podem

influenciar nessa r
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4. CAPITULO Il. CONCENTRAGAO SERICA DE 25- HIDROXIVITAMINA D
COMO FATOR PREDITIVO E PROGNOSTICO EM CADELAS COM
NEOPLASIA MAMARIA

RESUMO

Estudos recentes em humanos tém relacionado a deficiéncia de vitamina D ao
risco de cancer de mama, a mortalidade e a uma menor sobrevida. No entanto,
nao existe ainda nenhum estudo em cadelas com neoplasia mamaria. Esse
estudo tem como objetivos avaliar a relacdo entre os niveis séricos de 25(0OH)D
em cadelas e o risco de desenvolvimento de neoplasia mamaria, o prognostico e
a sobrevida. Os caes nesse estudo foram separados em grupo controle (GC) e
grupo com neoplasia mamaria (GN). Para o GC foram selecionadas 78 cadelas
adultas, saudaveis ao exame clinico e laboratorial. No GN foram incluidas 65
cadelas, adultas, diagnosticadas com tumor mamario, antes de serem submetidas
ao tratamento. Apds a mastectomia e de acordo com o tipo de neoplasia mamaria
definido pelo exame histopatoldgico foram divididas em trés subgrupos: tumor
mamario benigno, tumor mamario maligno e tumores mamarios com outras
neoplasias associadas. Nesse grupo foram verificados os exames de
estadiamento e realizado levantamento das fichas clinicas e contato telefénico
com os proprietarios ao final do estudo para informagdes a respeito da progressao
da doencga, 6bito e sobrevida. Os niveis séricos de 25(0OH)D foram analisados
pelo método de quimioluminescéncia. As cadelas do GN apresentaram
concentragdes séricas de 25(0OH)D (24,9 ng/ml) significativamente inferiores ao
GC (43,7 ng/ml) e o risco de desenvolver neoplasia mamaria foi 6,2 vezes maior
em cadelas com niveis séricos de vitamina D menores que 26,2 ng/ml. Contudo
nao houve diferenga entre os subgrupos de neoplasia mamaria. Em relagdo aos
fatores prognésticos ndo houve diferenga significativa nos valores médios de
25(0OH)D entre os graus histologicos do tumor; da mesma forma, ndo houve
diferenca significativa na presenga ou auséncia de metastase. O risco de
mortalidade aumentou em mais de 5 vezes em cadelas com neoplasia mamaria
que apresentavam concentragdes séricas de 25(0OH)D inferiores a 26,2 ng/ml. Os
valores séricos de 25(OH)D no tercil inferior (<26,2 ng/ml) tiveram efeito
significativo na curva de sobrevivéncia em relagédo ao tercil médio (26,2-43,2
ng/ml), mas ndao em relagdo ao tercil superior (43,2ng/ml). Os resultados do
presente estudo sdo favoraveis ao papel da deficiéncia de vitamina D como um
fator de risco para neoplasia mamaria em cadelas. A mortalidade e o tempo de
sobrevida apresentaram forte associacdo com os valores séricos de vitamina D
em cadelas com neoplasia mamaria.

Palavras-chave: vitamina D, cao, tumor de mama, mortalidade, sobrevida
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ABSTRACT

Recent studies in humans have linked vitamin D deficiency to a higher breast
cancer risk, mortality, and decreased survival. However, there is still no study on
bitches with mammary neoplasm. This study aims to evaluate the relationship
between serum levels of 25(OH)D in bitches and the risk of developing mammary
neoplasm, prognosis and survival. The dogs in this study were separated in
control group (CG) and group with mammary neoplasm (GN). For GC, 78 healthy
adult dogs were selected for clinical and laboratory examination. In GN, 65 adult
bitches, diagnosed with breast tumor and before being treated were included. After
the mastectomy and according to the type of mammary neoplasm by
histopathological examination were divided into three subgroups: benign breast
tumor, malign breast tumor and breast tumors with other associated neoplasms. In
group GN the staging exams were carried out, clinical files were obtained and the
owners were contacted by telephone at the end of the study for information
regarding the progression of the disease, death and survival. Serum levels of
25(0OH)D were analyzed by chemiluminescence method. The bitches in GN had
serum concentrations of 25(OH)D (24.9 ng/mL) significantly lower than GC (43.7
ng/mL) and the risk of developing breast cancer was 6.2 times higher in bitches
with serum vitamin D levels lower than 26.2 ng/mL However, there was no
difference between the subgroups of mammary neoplasm. Regarding prognostic
factors, there was no significant difference in the mean values of 25(OH)D
between the histological grades of the tumor; likewise, there was no significant
difference presence or absence of metastasis. The risk of mortality increased
more than five fold in bitches with breast neoplasms that had serum
concentrations of 25(OH)D lower than 26.2 ng/mL. Serum values of 25(OH)D in
the lower tertile (<26.2 ng/mL) had a significant effect on the survival curve over
the mean tertile (26.2-42.3 ng/mL), but not in relation to the upper tertile (43.2
ng/mL). The results of the present study are favorable to the role of vitamin D
deficiency as a risk factor for breast cancer in bitches. Mortality and survival time
were strongly associated with serum vitamin D values in bitches with mammary
neoplasm.

Keywords: Vitamin D, Bitches, breast tumor, mortality, survival
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4.1 INTRODUCAO

A vitamina D € um hormdnio seco-esterdide conhecido pelo seu importante
papel na manutencdo da homeostase do calcio e fésforo. No entanto, estudos
recentes em humanos e caes tém evidenciado a influéncia da vitamina D em
outros processos fisiologicos além do metabolismo 6sseo (MOJTO et al., 2016;
MELLANBY, 2016; WAKSHLAG et al., 2011; SELTING et al., 2014, OSUGA et al,
2015; TITMARSH et al., 2015).

Baixos niveis seéricos de vitamina D tém sido relacionados ao risco de
desenvolvimento de neoplasias e com a progressdo da doenga, em humanos
(YIN et al., 2013; FELDMAN et al., 2014; MCDONNELL et al., 2016; JACOBS et
al., 2016), e em caes (SELTING et al., 2014).

A vitamina D apresenta mais de uma forma metabdlica e atinge a sua forma
ativa apos ser metabolizada no organismo. Em cées, ao contrario do que ocorre
em humanos e herbivoros, a sua fonte principal é a dieta (WEIDNER &
VERBRUGGHE, 2016).

A forma ativa da vitamina D, 1a,25 hidroxivitamina D (1a,25(0OH)D) ou
calcitriol, atua mediada por receptores nucleares da vitamina D (VDR) presentes
nos tecidos alvo, principalmente intestino, rins e ossos. No entanto o VDR ¢é
expresso em quase todos os tecidos o organismo, dentre eles, o musculo
cardiaco, musculo liso vascular, medula &ssea, cérebro, prostata, glandula
mamaria, célon e em células, como linfécitos T e B, e células apresentadoras de
antigenos (BOUILLON et al., 2008; BAEKE et al., 2010).

A presenga de receptores de vitamina D foi demonstrada em tecidos de
mastocitoma (RUSSEL et al., 2010) e osteossarcoma (DAVIES et al., 2012) em
cées. O VDR foi observado em tecido mamario neoplasico em humanos (LOPES
et al.,2010). No entanto, ainda nao existem relatos em tecido mamario de cadelas.

O calcitriol, mediado pelos receptores da vitamina D, regula a expresséo de
genes relacionados a uma série de mecanismos moleculares responsaveis pela
manutencdo da homeostase sistémica (MERCHAN et al., 2017). Embora esse
mecanismo de agao ainda n&o seja totalmente conhecido, sabe-se que a vitamina
D, ao se ligar aos receptores presentes no nucleo das células alvo, desencadeia
uma via gendmica que envolve a transcricdo e a sintese de proteinas

relacionadas a regulagdo do crescimento celular e a modulagdo da inflamacao;



54

processos de papel central no desenvolvimento das neoplasias (KAEWSAKHORN
et al., 2005; SAMUEL & SITRIN, 2008, MERCHAN et al., 2017). Dessa forma, a
vitamina D atua inibindo a inflamagéo, a proliferagdo celular, a angiogénese e a
invasao celular e, estimula os processos de diferenciacdo e apoptose celular
(MULLIN & DOBS, 2007; MERCHAN et al,. 2017).

A forma metabdlica, 25-hidroxivitamina D (25(OH)D), € o melhor indicador
das condigbes da vitamina D no organismo e o biomarcador de escolha na
mensuracdo das concentragdes séricas de vitamina D (WEIDNER &
VERBRUGGHE, 2016).

Caes com niveis séricos de 25(OH)D baixos apresentam um risco relativo
aumentado de desenvolver cancer, como 0 hemangiossarcoma esplénico
(SELTING et al.,, 2014), linfoma (GERBER; HAUSER; REUSCH, 2004)
mastocitoma (WAKSHLAG et al., 2011). Contudo, essa relacao nao foi observada
em cées com osteossarcoma (WILLCOX; HAMMETT-STABLER; HAUCK, 2016).

Embora ainda ndao haja um consenso, em humanos a deficiéncia de vitamina D
tem sido associada a incidéncia e ao prognostico do cancer de mama (BAUER et
al., 2013; SHIRAZI et al.,, 2016). Além da sua acao antiproliferativa, estudos
constataram que o calcitriol atenua a expressao dos receptores de estrogénio
(ER) e inibe a sintese e as agdes bioldgicas desse hormonio esteroide, o principal
estimulador do crescimento das células do cancer de mama (KRISHNA; SWAMI &
FELDMAN, 2010). Assim como em humanos, os ER também estdo relacionados
com o desenvolvimento de tumores mamarios em cadelas (TIMMERMANS-
SPRANG; GRACANIN & MOL, 2017; GENTILE et al., 2017).

O tumor de mama é o tipo de neoplasia que mais acomete as cadelas, e a
incidéncia em fémeas caninas é trés vezes maior que nas mulheres. Os tumores
mamarios caninos e humanos compartilham semelhangas no seu comportamento
bioldgico e em alguns aspectos moleculares, genéticos e histologicos, o que torna
os tumores mamarios em cadelas um bom modelo para o estudo do céncer de
mama em humanos (SHAFIEE et al., 2013, GENTILE et al., 2017).

Além disso, varias pesquisas tém relacionado baixos niveis de 25(OH)D em
mulheres com cancer de mama ao pior prognéstico e menor sobrevida (TRETLI et
al, 2012; MAALMI et al., 2014; LIM; JEON & SUH, 2015). Assim como foi
constatada forte relacdo das concentracbes séricas de vitamina D com a

progressdo do cancer e o indice de mortalidade (JACOBS et al.,, 2016).
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Entretanto, ndo existem investigagdes que relacionem as concentragdes seéricas
de vitamina D com a neoplasia mamaria em cadelas, e nem estudos em caes que
associem o status da vitamina D com o progndstico e a sobrevida.

Dessa forma, esse estudo tem como objetivos verificar a relagdo entre os
niveis séricos de 25(0OH)D em cadelas e o risco de desenvolvimento de neoplasia

mamaria, o prognostico e a sobrevida.

4.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais no Setor
de Ciéncias Agrarias (CEUA-SCA) (n° protocolo 041/2015) e teve consentimento
dos proprietarios.

Os caes foram separados em grupo controle (GC) e grupo com neoplasia

mamaria (GN).

4.2.1 Grupo controle (GC)

Foram selecionadas 78 cadelas adultas, com idades de 1 a 14 anos, de
racas variadas, inteiras ou castradas, submetidas a processos eletivos no projeto
da Unidade Movél de Esterilizacdo e Educacdo em Saude (UMEES), e no
Hospital Veterinario da UFPR (HV-UFPR), ou proveniente de proprietarios
particulares. Foram incluidas as cadelas saudaveis ao exame clinico e com

exames hematoldgicos e bioquimicos (ALT, FA, creatinina e ureia) normais.

4.2.2 Grupo neoplasia mamaria (GN)

Foram selecionadas 65 cadelas, adultas, com idades de 4 a 18 anos, de
ragcas variadas, inteiras ou castradas, atendidas no Hospital Veterinario da
Universidade Federal do Parana (HV-UFPR) com diagnéstico de neoplasia
mamaria. O estudo foi realizado no periodo de maio de 2015 a novembro de 2016
e obedeceu aos seguintes critérios de inclusdo: cadelas com tumor mamario,

incluidas no momento do diagndstico, antes de serem submetidas a ressecg¢ao do
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tumor ou quimioterapia e com posterior confirmacado do diagndstico por exame
histopatolégico. Apos a mastectomia, o tecido mamario foi encaminhado ao
Laboratério de Patologia Veterinaria do HV-UFPR para exame e classificagao
histopatolégica conforme critérios do Consenso para o Diagnéstico, Prognéstico e
Tratamento do tumor mamario (Cassali et al., 2011).

De acordo com o tipo de neoplasia mamaria, definido pelo exame
histopatolégico, foram divididas em trés subgrupos: tumor mamario benigno (16
cadelas), tumor mamario maligno (39 cadelas) e tumores mamarios associados a
outros tipos de neoplasia (10 cadelas). O terceiro subgrupo consiste de cadelas
com tumor de mama, benignos (2) e malignos (8), com uma ou mais neoplasias
malignas, associadas ou localizadas em outras areas do corpo.

Foram verificados os exames de estadiamento, como radiografia de térax e
ultrassom abdominal, para verificar a presenca ou nao de metastase. Foi
realizado levantamento das fichas clinicas e contato telefénico com os
proprietarios ao final do estudo para obter-se informacdes a respeito da evolugao
da neoplasia, cadelas que vieram a 6bito e as que permanecem vivas e o periodo
de sobrevida. Foi considerado o tempo de sobrevida global, o periodo da entrada
do individuo no estudo (data do diagndstico) até a ocorréncia do 6bito ou o fim do
estudo. Nao foram incluidas cadelas com alteragdes laboratoriais compativeis

com nefropatia crénica e nem com diagndstico confirmado de doenga enddcrina.

4.2 .3 Coleta das amostras e exames laboratoriais

As cadelas, em jejum de no minimo 8 horas, foram submetidas a exame
fisico, e em seguida as amostras de sangue (5,0 ml) foram coletadas por
venopungao da jugular ou cefélica e acondicionadas em tubos com anticoagulante
(EDTA) para realizagdo do hemograma e sem anticoagulante para obtengédo do
soro. As analises laboratoriais de triagem foram realizadas no Laboratério de
Patologia Clinica Veterinaria da UFPR. O hemograma e os exames bioquimicos
foram realizados nos analizadores Mindray BC-2800Vet® e Mindray Chemistry
Analyzer BS-200®, respectivamente. A contagem diferencial de leucdcitos foi
realizada em microscéopio Optico na extensdo sanguinea corada com panético
rapido (Instant Prov Newprov®).

As amostras de sangue sem anticoagulante foram centrifugadas para a
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obtencdo do soro. No soro foram realizadas as dosagens de alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase Alcalina (FA), para perfil hepatico e ureia e
creatinina para perfil renal. O calcio total e fésforo foram mensurados apenas para
controle. As amostras de soro que foram destinadas a mensuracao de 250DH

foram congeladas e armazenadas a-20°C até a analise.

4.2.4 Mensuracao da 25(0OH)D

A mensuragcdo da concentragcdo de 25(OH)D nas amostras de soro foi
analisada, pelo método de quimioluminescéncia, no analisador imunodiagndstico
Vitros ECi (Johnson&johnson®) e o kit de ensaio 25-hidroxivitamina D total para
Vittros ECi da (Johnson&Johnson®). Esse método consiste em uma técnica de
imunoensaio competitivo, baseado na quantificagdo da ligagdo da 25(OH)D da
amostra a anticorpos monoclonais especificos, que € mensurada indiretamente a
partir da leitura de uma reacao luminescente. A 25(0OH)D da amostra, que se
encontra ligada a uma proteina de ligagéo e € liberada pelo o uso de uma solugao
de desnaturacdo, compete com o reagente 25-OH vitamina D, marcado com
peroxidase de rabano (HRP), pelo sitio de ligacdo no anticorpo monoclonal anti-
vitamina D presente nos pogos. Os materiais ndo ligados sdo removidos apos
sucessivas lavagens. O conjugado de anticorpo e reagente marcado com HRP é
medido por uma reacado luminescente, a partir da adicdo de um substrato
luminogénico. O HRP catalisa uma reagdo de oxidagdo desse substrato,
produzindo luz. Os sinais luminosos sao lidos pelo sistema, a quantidade de
conjugado de anticorpo e reagente marcado com HRP é indiretamente
proporcional a quantidade de 25(OH)D na amostra. Esse método é validado para
caes (SELTING et al.,, 2014) e utiliza a unidade ng/ml para mensuragcado da
25(0OH)D.

4.2.5 Dieta

No grupo controle, os proprietarios responderam a um questionario sobre a
dieta de cada animal, sobre o tipo de alimento oferecido, nome comercial,
quantidade e a frequéncia da alimentacdo. No grupo de cadelas com neoplasia
mamaria foi realizado o mesmo questionario, com posterior contato telefénico com

o proprietario para informagdes adicionais sobre a dieta. As quantidades de
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vitamina D nas ragcbes comerciais foram verificadas a partir de informacdes
fornecidas pelo fabricante, contidas no rétulo dos produtos. As referéncias da
vitamina D nos principais alimentos caseiros foram consideradas conforme a

tabela de composicao quimica dos alimentos (UNIFESP, 2012).

4.2.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software MedCalc
14.8.1.0 e a ferramenta Action Stat Pro 3.1. As variaveis 25(0OH)D, calcio e fésforo
foram avaliadas pelo teste de Shapiro Wilk para normalidade. A 25(0OH)D, o calcio
e o fosforo foram avaliados pelo teste de Wilcoxon-Mann Whitney entre os grupos
experimentais (resultados ndo paramétricos). As idades resultaram em dados
paramétricos que foram comparados pelo Teste de Tukey. Para a comparagao
entre grupo controle e grupo com neoplasia mamaria, cadelas com e sem
metastase, cadelas vivas e cadelas que vieram a Obito e entre cadelas inteiras e
castradas utilizou-se o teste Wilcoxon-Mann Whitney. Para comparag¢ao entre os
subgrupos tumores de mama e os graus de classificagdo histopatologica utilizou-
se o teste de Kruskal Wallis.

Os valores séricos de 25(OH)D encontrados foram divididos em trés
categorias de acordo com o tertiles de 33% e 66%, considerando as variaveis
como fator de trés niveis, e a partir dessas categorias, foi calculado o risco
relativo de desenvolver neoplasia mamaria. Para a analise de sobrevida global, a
comparagao da curva de sobrevivéncia entre as trés categorias e raz&o do risco
de mortalidade utilizou-se o método de Kaplan-Meier. Para obter a curva de
probabilidade do tempo de sobrevida em relagao aos trés niveis categorizados de
25(0OH)D utilizou-se a analise de regresséo Cox de riscos proporcionais. O valor

de significancia P < 0,05 foi considerado para todas as analises.

4.3 RESULTADOS

No grupo controle, a concentracdo de 25(OH)D variou de 8,6 a 85,1 ng/ml e
no grupo neoplasico, de 8,0 a 52,6 ng/ml. Os niveis séricos de 25(OH)D foram
significativamente menores no grupo de neoplasia mamaria em comparagao ao
grupo controle (tabela 1.) (P<0,0001). (Fig 1). Os subgrupos tumor de mama

benigno, tumor de mama maligno e tumor de mama associado a outros tipos de
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neoplasia também apresentaram valores médios significativamente inferiores ao
grupo controle (Fig 2.). Porém, ndo foi observada diferenga na concentragéo
sérica de 25(0OH)D entre os mesmos (P>0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Concentragéo sérica de 25(0OH)D nos grupo controle (GC) e neoplasia mamaria (GN) e
de acordo com os subgrupos de neoplasia mamaria: benigna, maligna e associada a outra
neoplasia.

N°de caes 25(0OH)D (ng/ml)

Controle 78 43,7 (30,8-51,9)®
Neoplasia Mamaria 65 249 (7,5-31,8)

e Benigno 16 27,1 (20,1-31,0)°

e Maligno 39 23,2 (17,5-32,9)°

e Associada & outra 10 25,7 (16,9-28,4)°

neoplasia

Os dados sao apresentados como mediana (Q1-Q3)
Medianas que ndo possuem a mesma letra sobrescrita sao significativamente diferentes
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Fig 1. Box plot evidenciando as medianas (linhas horizontais com circulo central) e amplitude
maxima e minima das concentragbes séricas de 25(OH)D no grupo controle e no grupo
neoplasico.
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Fig 2. Box plot evidenciando as medianas (linhas horizontais com circulo central), os interquartis
(linhas paralelas internas) e amplitude maxima e minima das concentragées séricas de 25(OH)D
nos subgrupos tumor de mama benigno, tumor de mama maligno, tumor de mama associado a
outras neoplasias e no grupo controle.

Em relacdo a presenga ou ndo de metastases e entre os graus histologicos
nas neoplasias malignas, nao foi verificada diferenca nos niveis de 25(OH)D

(P>0,005), como pode ser observado na tabela 2.

Tabela 2. Concentracdo sérica de 25(0OH)D de acordo com a classificagdo histolégica e a
presenga ou nao de metastase em cadelas com neoplasia mamaria maligna dos grupos
adenocarcinoma e misto.

Caracteristicas N°de caes 25(0OH)D (ng/ml)
de malignidade

Grau | 32 25,6 (21,1-33,4)
Grau I 11 20,8 (15,9- 29,9)
Grau lll 2 17,6 (8,0-27,3)
Com metastase 12 24,1 (12,2-33,1)
Sem metastase 35 24,0 (18,5-30,9)

Os dados sao apresentados como mediana (Q1-Q3)
*Em dois casos nao foi realizada a classificagdo histoldgica por se tratar de adenocarcinoma
mamario metastatico em pulmao em que se optou por nado realizar a mastectomia, apenas uma
biépsia em pulmé&o.
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A concentragao sérica de 25(0OH)D foi dividida em trés categorias, de acordo
com a determinacédo dos tertiles de 33% e 66%, e a partir desses valores foi
calculado o odds ratio, a razdo de chance para neoplasia mamaria em relagdo ao
grupo controle (tabela 3). O Odds ratio foi inversamente proporcional as
concentragdes séricas de 25(OH)D, sendo inferior a um em niveis superiores a
42,3 ng/ml e superior a 6 em niveis inferiores a 26,2 ng/ml. Cadelas com
concentragdes séricas de 25(OH)D inferiores a 26,2 ng/ml apresentaram 6,2
vezes mais risco de desenvolver neoplasia mamaria em relagdo as cadelas com
niveis superiores a 42,3 ng/ml. Porém, nao houve diferenca estatistica
significativa no odds ratio em cadelas com concentracbes séricas no nivel
intermediario, entre 26,2 e 42,3 ng/ml em relagdo aos niveis superiores e
inferiores (P=0,5588).

Tabela 3. Odds ratio, razao de chance de desenvolvimento de neoplasia mamaria.

25(0OH)D ng/ml Odds ratio (IC 95%)
<26,2 6,2069 (P < 0,0001)
26,2-42,3 1,2321 (P=0,5588)
>42,3 0,0917 (P<0,0001)

IC: Intervalo de confianga.
Quando P< 0,05 existe diferenca significativa entre os grupos.

Das 14 cadelas que vieram a o6bito, duas foram submetidas a eutanasia, e nado
houve nenhum relato de morte por causas acidentais ou aleatérias. O valor
mediano de 25(OH)D sérico em cadelas, com neoplasia mamaria, que vieram a
obito foi significativamente menor em comparagédo as cadelas vivas, como pode
ser verificado na tabela 4 (P=0,001). Essa diferenga esta evidenciada na figura 3.

Tabela 4. Concentracdo sérica de 25(OH)D em cadelas com neoplasia mamaria que vieram a
6bito e cadelas que permaneceram vivas.

N° de caes 25(0OH)D (ng/ml)
Vivo 51 27,3 (21,0-33,2)°
Obito 14 15,2 (10,6 -24,1)°

Os dados séo apresentados como mediana (Q1-Q3).
Medianas que ndo possuem a mesma letra sobrescrita sdo significativamente diferentes.
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Fig 3. Box plot evidenciado as medianas (linha horizontal) e a amplitude (minimo e maximo) das
concentragoes séricas de 25(0OH)D nas cadelas vivas e nas que vieram a ébito.

Utilizando a concentragcdo sérica de 25(OH)D como fator de risco e a
dividindo em categorias: nivel baixo, médio e alto, foi analisado o seu efeito no
tempo de sobrevida (figura 4). As curvas de sobrevivéncia entre as categorias
diferiram significativamente e os niveis de 25(OH)D tiveram uma influéncia
significativa sobre o tempo de sobrevivéncia (P=0,005). As cadelas com niveis de
25(OH)D no tercil inferior apresentaram um risco aumentado de mortalidade em
comparagao ao tercil médio (P=0,001), porém o tercil superior nd&o demonstrou
efeito significativo sobre a curva de sobrevivéncia. O risco de ébito foi cerca de 5
vezes maior nas cadelas, com tumor mamario, com concentragdes séricas de
25(0OH)D inferiores a 26,2 ng/ml (Tabela 5.)

Tabela 5. Razao de risco de 6ébito nas cadelas com neoplasia mamaria calculada pela analise de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier

25(0OH)D ng/ml Razao de risco (IC 95%)
<26,2 ng/ml 5,7085 (1,8574-175443)
26,2 — 43,2 ng/ml 0,1752 (0,05700-0,5384)
>43,2 ng/ml

IC: intervalo de confianga
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Fig 4. Curva de probabilidade de sobrevivéncia e tempo de sobrevida de acordo com os niveis de
25(0OH)D no grupo neoplasia mamaria.

Avaliando outros fatores que podem ter influenciado o risco de morte e a
sobrevida, das 14 cadelas que vieram a 6bito, 13 apresentavam adenocarcinoma
€ uma possuia adenoma com outra neoplasia maligna associada e 50% dessas
cadelas apresentavam metastase. No entanto, a maioria das cadelas com
adenocarcinoma (7) apresentavam tumor de grau histolégico |, quatro delas
tinham tumores de grau Il e apenas uma possuia adenocarcinoma de grau lll; e
uma nao foi classificada, pois ja apresentava adenocarcinoma complexo
metastatico em pulmao e os proprietarios optaram por nao realizar a mastectomia.

Considerando outras variaveis de influéncia nos niveis de 25(OH)D, como
idade, dieta e estado reprodutivo, verificamos no presente estudo que a média de
idade do GC (quatro anos) foi menor que a do grupo com neoplasia mamaria (10
anos). Porém, cadelas a partir dos 4 anos estavam presentes no grupo com
neoplasia mamaria (GN). E no grupo controle nao houve diferenga significativa
nos niveis de 25(0OH)D entre as cadelas com menos de 4 anos e mais de 4 anos
(p>0,05). A média de idade foi semelhante entre os subgrupos de neoplasia
mamaria no GN (p>0,05). Em relagao ao estado reprodutivo, no GC, 31 cadelas
eram castradas e 47 inteiras e no GN, 10 eram castradas e 55 eram inteiras. N&o
houve diferenga significativa na concentracdo de 25(OH)D entre cadelas
castradas (44,7 ng/ml) e inteiras (43,8 ng/ml) no GC e nem no GN, 21,4 ng/ml e
25,3 ng/ml, respectivamente (p>0,05).
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Quanto a variavel dieta, em ambos os grupos, controle e neoplasico, os caes
recebiam dietas variadas. No GC, 51 cadelas alimentavam-se apenas de ragao,
26 recebiam racdo e comida caseira e uma exclusivamente comida caseira. No
GN, 35 cadelas se alimentavam apenas de racao, 28 recebiam ragcao e comida
caseira e duas exclusivamente comida caseira. Os alimentos caseiros consistiam
basicamente de sobras de alimentos ou por¢des de carne, frango ou legumes
adicionais. Nos questionarios realizados com os proprietarios dos caes do grupo
controle, foram citadas 30 marcas e apresentagbes distintas de alimentos
comerciais que variavam na quantidade vitamina D na sua composi¢cao de 550 a
3350 UI/Kg. Em doze casos, os proprietarios nao souberam informar o alimento
comercial que forneciam aos seus animais. No grupo neoplasico, foram relatadas
28 marcas e apresentagdes distintas de alimentos comerciais que variavam na
quantidade vitamina D na composi¢dao de 580 a 3.000 Ul/Kg Em doze casos, 0s
proprietarios ndo souberam informar o alimento comercial que forneciam aos seus
animais. Nem todos os fabricantes informavam as quantidades de vitamina D
presentes nos alimentos comerciais no rétulo do produto. Nao foi possivel
precisar a quantidade de alimento ingerido por esses animais, e por consequéncia

a quantidade de vitamina D.

4.4 DISCUSSAO

Os resultados desse estudo apontam concentragcbes séricas de 25(OH)D
significativamente menores em cadelas com neoplasia mamaria (GN) em
comparagao ao grupo controle (GC), o que sugere que niveis séricos de vitamina
D mais baixos pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de tumores
mamarios em cadelas.

Valores de 25(OH)D inferiores a 20-25ng/ml sugerem deficiéncia de vitamina
D (HAZEWINKEL & TRYFONIDOU, 2002). Nesse estudo cerca de 50% das
cadelas com neoplasia mamaria e 16% do grupo controle apresentavam valores
inferiores a 25ng/ml.

Embora existam poucos estudos em cées, essa associagao entre baixas
concentragdes séricas de vitamina D e risco de neoplasias foi relatado em caes
com linfoma e mastocitoma (WAKSHLAG et al.,, 2011; GERBER; HAUSER &
REUSCH, 2004). Porém, apenas um estudo utilizou a mesma metodologia do
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presente estudo, o imunoensaio por quimioluminescéncia. SELTING et al. (2014)
verificaram uma relagcdo entre a vitamina D sérica e o desenvolvimento de
hemangiossarcoma esplénico e obtiveram um valor médio de 25(OH)D sérico de
49,2 ng/ml em cées com hemangiossarcoma esplénico e de 68,9 ng/ml no grupo
controle. Observaram também uma relacdo inversa entre o risco relativo de
cancer e os niveis séricos de 25(0OH)D. Todavia, ndo existe nenhum estudo que
relacione as concentragdes séricas de vitamina D em cadelas com neoplasia
mamaria.

Em mulheres, esses estudos sao recorrentes, mas ainda nao existem
resultados conclusivos. Meta-analises que abordam o assunto (JACOBS et al.,
2016) revelaram que investigacbes epidemioldgicas do tipo caso-controle
encontraram evidéncias de que os niveis de 25(0OH)D podem estar inversamente
associados ao risco de cancer de mama (KIM et al., 2014) , ao contrario dos
estudos prospectivos que néo verificaram relagdo entre a suplementagdo de
vitamina D e uma menor incidéncia de neoplasia mamaria (JEFFREYS,
REDANIEL & MARTIN, 2015). No presente estudo foi observada uma relagao
inversamente proporcional entre o risco de neoplasia mamaria e as
concentragbes séricas de 25(OH)D, sendo que niveis inferiores a 26,2 ng/ml
aumentaram em mais de seis vezes esse risco. Esses resultados corroboram com
a relacdo inversa entre vitamina D sérica e cancer de mama encontrada por
Alipour et al. (2014) em mulheres asiaticas e KIM et al. (2014) em mulheres
brancas. Alipour et al. (2014) verificaram um risco trés vezes maior de cancer de
mama em niveis séricos de vitamina D inferiores a 12,5 ng/ml e Kim et al. (2014),
um risco 7,5 vezes maior em concentra¢gdes menores que 20 ng/ml.

Quanto as caracteristicas do tumor relacionadas ao progndstico, no presente
estudo ndo houve diferenga nos valores de séricos de 25(0OH)D em relagéo a
malignidade, possivelmente por conta do numero pequeno De tumores mamarios
benignos em comparagdo ao de cadelas com tumores malignos. O grau
histologico dos tumores malignos: I, Il e lll, e a presenca ou ndo de metastase néo
apresentaram relagdo com a concentragéo sérica de 25(OH)D.

A maioria das pesquisas em humanos abordam os tumores de mama
malignos. Em um estudo em mulheres com tumores benignos e malignos, nao foi
observada diferenga significativa nos niveis de 25(OH)D entre massas de mama
benignas e malignas (ALIPOUR et al., 2014). Em relagcéo ao grau histologico dos
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tumores malignos, a literatura ndo é conclusiva. Goodwin et al. (2009) e YAO et
al. (2016) observaram concentragdes deficientes de vitamina D sérica associadas
aos tumores de grau mais alto, mas outros estudos n&o verificaram diferenca
significativa e nenhuma correlacdo entre os graus de céncer de mama em
mulheres e a vitamina D sérica (KERMANI et al.,, 2011; HATSE et al.,2012;
IMTIAZ et al., 2012; SHIRAZI et al., 2016). Por fim, a associagéo entre a presenga
de metastase e os valores séricos deficientes de 25(OH)D em mulheres com
cancer de mama ainda € algo controverso (KERMANI et al., 2011). Entretanto,
uma pesquisa que comparou os niveis de vitamina D sérica em pacientes em
estagio inicial e avangado da doenga relatou concentragbes significativamente
maiores em mulheres com cancer de mama em estagio inicial do que naquelas
com estagio avangado ou metastatico (PALMIERI et al., 2006).

As abordagens a respeito dos niveis de 25(OH)D em relagao a mortalidade e a
sobrevida em pacientes com cancer de mama fornecem dados mais consistentes
(JACOBS et al.,, 2016). No presente estudo, os resultados encontrados
demonstram uma associagao entre as concentragdes séricas de vitamina D e a
mortalidade. As cadelas com neoplasia mamaria que vieram a ébito apresentaram
valores séricos de 25(OH)D significativamente inferiores e o risco de obito
aumentou mais de 5 vezes em cadelas com concentra¢des séricas de 25(OH)D
menores que 26,2 ng/ml. Apesar da metade das cadelas que vieram a ébito nao
apresentarem metastase e a maioria apresentar tumor de grau I, é importante
considerar também que outros fatores como malignidade do tumor, grau
histologico, presenga de metastase e estagio da doenga podem ter influenciado o
risco de morte e a sobrevida.

Uma meta-andlise (KIM & JEM, 2014) analisou cerca de seis estudos
prospectivos que avaliaram a mortalidade relacionada aos niveis séricos de
vitamina D em pacientes com cancer de mama. Em quatro desses estudos, as
mulheres que apresentaram concentragdes séricas mais elevadas de 25(OH)D
tiveram uma relagcdo significativa com o menor risco de mortalidade em
comparagao aquelas que tinham baixas concentragdes (< 21 ng/ml) e esse risco
diminuiu em 42% em pacientes com niveis de 25(OH)D maiores que 29,1 ng/ml
(KIM & JEM, 2014). Um estudo recente obteve evidéncias convincentes sobre a
associacado da vitamina D com o menor risco de mortalidade em mulheres com
cancer de mama (YAO et al., 2016).
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Os achados do presente estudo suportam a hipétese de que os niveis séricos
de vitamina D podem ter efeito no tempo de sobrevida em cadelas com neoplasia
mamaria. A curva de sobrevivéncia foi menor em cadelas com valores de
25(0OH)D sérico no nivel inferior (<26, 2 ng/ml) em relagao ao nivel intermediario
(26,2-43,2 ng/ml), porém nao houve efeito significativo do nivel superior (> 43,2
ng/ml) na sobrevida. Isso se deve provavelmente ao fato de que um numero
pequeno de cadelas com neoplasia mamaria, apenas seis, apresentou
concentragdes séricas no tercil superior. Quatro estudos em mulheres com cancer
de mama relataram um tempo de sobrevida superior significativo em pacientes
com valores de vitamina D séricos mais elevados (GOODWIN et al., 2009,
HATSE et al., 2012; TRETLI et al., 2012, VRIELING et al., 2014). Apenas um
estudo n&o encontrou associagéo significativa com a sobrevida (VILLASENOR et
al., 2013). Uma pesquisa atual reforgou a premissa de que concentragbes mais
elevadas de 25(0OH)D estdo associadas com uma melhor sobrevida em pacientes
com cancer de mama (YAO et al., 2016).

Embora varias pesquisas relacionem a deficiéncia de vitamina D ao cancer
de mama em mulheres, ainda existem controvérsias, pois existem outros fatores
que podem influenciar os niveis séricos de vitamina D, como: exposi¢ao aos raios
ultravioletas, capacidade distinta de sintetizar vitamina D na pele entre as racas e
grupos étnicos e a dieta (KIM et al., 2014). Em caes, a sintese de vitamina D na
pele a partir da exposi¢céo ao sol ndo é significativa, o que ressalta a dieta como o
principal fator de influéncia (WEIDNER & VERBRUGGHE, 2016).

No presente estudo, as cadelas de ambos 0s grupos recebiam dietas que
variavam de alimento comercial e uma combinacdo de alimento comercial e
comida caseira. Apenas uma cadela no grupo controle e duas no grupo
neoplasico se alimentavam apenas de comida caseira. As dietas caseiras sao
reconhecidamente deficientes em vitamina D (STOCKMAN et al., 2013), mas no
estudo do capitulo | ndo foi verificada diferenga nas concentragdes séricas de
25(0OH)D entre cédes que se alimentam apenas de ragédo e os que recebem uma
combinagao de racdo e comida caseira. Os alimentos comerciais, que as cadelas
do grupo controle e do grupo neoplasico recebiam, atendem as quantidades de
vitamina D recomendada em uma formulagdo para caes adultos, da “The
European Pet Food Industry Federation” (FEDIAF, 2017), de no minimo 500Ul/kg
e no maximo 3.200 Ul/kg, e da “American Association of Feed Control” (AAFCO,
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2014), que sugere um limite maximo de 5.000 Ul/kg. Em ambos os grupos, a
quantidade de vitamina D nos alimentos comerciais citados variavam dentro de
um intervalo semelhante. Nao foi possivel precisar a quantidade de vitamina D
ingerida pelas cadelas no grupo controle e no grupo neoplasia, além de nao se ter
uma relagdo do escore da condigdo corporal das cadelas saudaveis e com
neoplasia mamaria, o que € uma limitacao nesse estudo.

No presente estudo ndo houve diferenca nas concentragbes de 25(OH)D
entre cadelas castradas e cadelas inteiras no GC e nem no GN. A influéncia
hormonal e o efeito da ovario-histerectomia como prevengao no desenvolvimento
de neoplasia mamaria € algo comprovado (BEAUVAIS, CARDWELL &
BRODBELT et al., 2012). Na presente investigacao, a grande maioria das cadelas
do GN n&o eram castradas. Um estudo encontrou relacdo entre o estado
reprodutivo e os niveis de 25(0OH)D (SHARP et al., 2015). Sharp et al. (2015)
observaram concentragdes séricas de 25(0OH)D menores em cadelas saudaveis
castradas em relagdo as cadelas saudaveis inteiras. Caes castrados possuem
uma maior tendéncia a obesidade e o armazenamento nos adipocitos pode
reduzir os niveis de 25(0OH)D circulantes. Essa hipétese ja foi investigada em
mulheres obesas, mas ainda nao existe comprovagdo em caes (CARRELLI et al.,
2016).

Nao existem estudos que associem as concentragdes séricas de 25(0OH)D e a
idade em caes e nem que avaliem a vitamina D em animais idosos. No entanto,
os filhotes parecem ser mais sensiveis a deficiéncia de vitamina D em caes
(HAZEWINKEL & TRYFONIDOU, 2002). Essa proposi¢ao foi reforgada pelos
resultados encontrados no capitulo |, mas a maioria dos animais nesse estudo
eram filhotes, adultos jovens ou de meia idade, ndo sendo possivel uma avaliagcédo
dos niveis séricos em animais idosos. Em humanos, frequentemente tem se
observado niveis de 25(OH)D menores em idosos em comparacao a individuos
mais jovens, o que se justifica por uma diminuicdo a exposi¢do ao sol e menor
capacidade de sintese de vitamina D na pele, diminuigdo na ingestdo ou menor
metabolizagdo (BOREL, CAILLAUD & CANO, 2014). Contudo, n&o foi verificada
diferenca em relagédo a absorgéo da vitamina D entre jovens e idosos (JOHNSON
et al,. 2005). Em caes, a sintese de vitamina D na pele nédo é importante, porém

nao € possivel descartar uma influéncia da idade nas concentragbes séricas de
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25(0OH)D nos caes do presente estudo, seja pela diminuicdo da ingestao,
absorcado ou menor capacidade de metabolizacdo da vitamina D.

Apesar das dificuldades de eliminar todas as variaveis de influéncia, as
evidéncias nesse estudo sao favoraveis ao papel da vitamina D como um fator de

risco para neoplasia mamaria em cadelas e a sua relagao com a sobrevida.

4.5 CONCLUSAO

Os niveis séricos de 25(0OH)D podem estar relacionados ao risco de
desenvolvimento de neoplasia mamaria em cadelas. Embora ndo tenham sido
observadas diferencgas significativas nas concentragdes séricas de 25(OH)D em
relacdo a fatores prognosticos como malignidade, grau histolégico do tumor e
presenca de metastase; a mortalidade e o tempo de sobrevida apresentaram
associacdo com os valores séricos de vitamina D em cadelas com neoplasia

mamaria.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

A presente dissertacdo agrega valores de referéncia para as concentragdes
séricas de vitamina D em caes e contribui para o conhecimento do status da
vitamina D dentro da nossa realidade, tendo em vista que ndo existe nhenhum
outro estudo sobre a concentracdo sérica de 25(0OH)D em céaes no Brasil. Até o
presente momento, esse € o primeiro estudo que aborda os niveis séricos de
25(0OH)D como fator de risco para neoplasia mamaria em cadelas e relaciona o
status da vitamina D com a mortalidade e o tempo de sobrevida em caes.

As pesquisas sobre a vitamina D em caes sao escassas, e, além disso, faltam
informacdes em relacao a quantidade da vitamina D suplementada nos alimentos
comerciais para animais de companhia. Esse panorama denota o quanto a
vitamina D ainda € subestimada na Medicina Veterinaria e limita a avaliagdo da
dieta como uma variavel importante.

Estudos relacionados a vitamina D sdo complexos e envolvem muitas variaveis
e fatores de influéncia como: idade, sexo, estado reprodutivo, escore corporal,
biodisponibilidade. Além disso, a vitamina D pode estar associada a uma série de
alteracdes sistémicas. Dessa forma, sdo necessarias pesquisas que avaliem mais
detalhadamente o efeito desses fatores nos niveis séricos de 25(0OH)D.

Os resultados desse estudo apontam evidéncias de que, assim como em
mulheres, as concentragdes séricas de 25(OH)D podem ter valor preditivo e
prognéstico em cadelas com neoplasia mamaria. Esses resultados abrem
caminhos para novas investigacdes, porém s&o necessarios ensaios clinicos,
randomizados e controlados, que avaliem os efeitos a longo prazo de uma
suplementacao de vitamina D em cadelas saudaveis e com neoplasia mamaria.

Os caes podem funcionar como um modelo interessante no estudo da
vitamina D, sendo possivel eliminar uma das variaveis, ja que a exposicdo a
radiacdo solar ndo é um fator de influéncia. Existem algumas semelhancas no
comportamento  biolégico e nos aspectos moleculares, genéticos e
histopatolégicos da neoplasia mamaria em cadelas e mulheres. Além disso, os
caes possuem um tempo de vida mais curto. O que permite que esses animais

sejam potenciais modelos de estudo para o efeito dos niveis séricos de 25(OH)D
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no risco de neoplasia mamaria, € no tempo de sobrevida em pacientes com tumor
de mama.

Por fim, esse estudo pode contribuir para avangos nos conhecimentos a
respeito do papel sistémico da vitamina D e nas suas perspectivas como

biomarcador na avaliagdo da saude geral em caes.
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APENDICE
Apéndice 1 — Questionario nutricional realizado com os proprietarios a

respeito da dieta dos caes

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS ,
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

QUESTIONARIO - DIETA

Nome do animal: Ficha clinica:

Idade: Sexo: Raca: Peso:

Esse questionario pertence a um projeto de mestrado que tem como objetivo
estabelecer valores para a concentracdo sanguinea de vitamina D em caes com
neoplasia e relacionar com as dietas que recebem. Serao aproveitadas as amostras
de sangue coletadas de seu animal durante a consulta pelo médico veterinario. Sua
colaboracao é de extrema importancia para o andamento desse projeto, seguem
abaixo algumas perguntas rapidas sobre a alimentacdo do seu cado que devem ser
respondidas com sinceridade. Peco por gentileza que assinem o termo de
consentimento na ultima pagina concordando com a participagao na pesquisa.

1. Qual o tipo de alimentacdo vocé tem oferecido ao seu cao nas tltimas 3 semanas?
Racdo ()

Comida Caseira ()

1.1 No caso de ragdo, qual a marca?

No caso de comida caseira, qual o tipo de alimento?
Arroz ()

Frango ()

Carne ( )

Batata ( )
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Outros

1.2 Costuma fornecer a comida caseira junto ou separado da racdo (no caso de também
oferecer comida caseira) ?

2. Qual a frequéncia em que vocé alimenta seu cao?

Ixaodia( )
2x aodia ( )
3xaodia ( )

3. Qual a quantidade de alimento que vocé oferece ao seu Cao ao dia? Controla a
quantidade?

%2 copo ()
1 copo ()
2 copos ()
3 copos ()

Outra

4. Vocé ofereceu algum petisco ao seu animal nas tltimas 3 semanas?

Sim () Néo ( )

Se sim, que tipo de petisco?
Biscoitos ( )
Bifinhos ()
Palitos ()
Outros ()

Quantos por dia?

Quai(s) a(s) marcas?



86

Apéndice 2 — Termo de consentimento livre e esclarecido fornecido aos

proprietarios

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , hacionalidade
idade anos, estado civil , profissiao
endereco RG ,estou permitindo a

participagdo do meu animal em um estudo denominado: Concentracio sérica de vitamina D em
cdes cujos objetivos e justificativas sdo: Estabelecer valores para a concentracdo sanguinea de
vitamina D em caes saudaveis ¢ em cdes com neoplasia relacionando com as dietas que recebem.

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, meu animal ird se beneficiar de exames clinicos e
de sangue de rotina que vao permitir avaliar seu estado de satde naquele momento. E sendo ele
parte do projeto do projeto da Unidade Movel de Esterilizagdo ¢ Educagao em Satde (UMEES),
serdo utilizadas as amostras de sangue ja coletadas como protocolo para avaliar se ele possui
condi¢des de serem submetidos & anestesia e cirurgia de castracdo, a coleta ndo sera feita apenas
para uso em pesquisa.

Recebi, os esclarecimentos necessarios sobre os procedimentos a serem realizados e que eles ndo
causarao nenhum tipo de desconforto ao animal, pois vao consistir apenas da coleta de sangue.

Estou ciente de que o meu animal serd atendido, respeitado e receberd os cuidados necessarios,
como qualquer outro elemento submetido da mesma forma a procedimentos onde nio estejam
sendo utilizados para fins de pesquisa.

Também fui informado de que posso recusar a participacdo do meu animal no estudo, ou retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e se desejar sair da pesquisa, nao
sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que possa estar recebendo ao meu animal.

O referido projeto a ser realizado na Universidade Federal do Parana (UFPR) conta como
pesquisadores envolvidos a mestranda do Programa de Pds Graduagdo em Ciéncias Veterinarias
Flavia Moreira da Fonseca e a Prof*. Dra. Rosangela Locatelli Dittrich e com eles poderei manter
contato pelos telefones: 8470-1757 e 3350-5729

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me ¢ garantido o livre acesso a
todas as informacgdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo, todos os dados a respeito serdo
sigilosos a terceiros, durante ¢ depois da participagdo da pesquisa.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a
natureza e o objetivo do j& referido estudo, manifesto meu livre consentimento em permitir a
participagdo do mesmo, estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor econémico, a
receber ou a pagar, pela participagdo do meu animal.

Curitiba__, de de

Proprietario ou responsavel pelo animal
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Anexo 1 — Certificado de aprovagao na comissao de ética no uso de animais -
CEUA

FonT
W UNIVERSIDADE FEDERAL 1O PARANA
PR SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
COMISS A0 DE ETICA NO USD DE ANIMALS

CERTIFRCADD

Cerificamns gee 0 projiocobo memern (410805, efemie so progsie “Coseeatrecie siro de
vitamina I em cdes”, soh o respossnbilidede de Kosangela Locstelli Dettrich — que emadve a
produgdo, mannesghs efou uilimodo do animas perimcenies e fike Chonlata, @lfile Verehrais
{esosto o homemb, para fins de pesiquisa clontifice oo ensing — encontre-so de scorde com 03 preceilos
da Led n* 11,704, de £ de Ostubro, de 3008, do Decreto 2® G899, de 15 de julbo do 2009, ¢ cont 6
nomas eddadas pelo Conselho Mocionnl de Controde da Experimeniagio Animal (OONCEA) @ Toa
aprovado pele COMISEAD DE ETICA MO US0 DE ANIMALS |(CEUA) DO SETOR DE CIENCIAS
AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA - BRASIL, em remalo de 27062015

| Vigincin & projeo |ADGZ015a |RTRZ016
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Pesukiade Peso misdio de 2 a |5 g ¢ ldede entre 5 ineses i 7 ans
 Sexn | Ambos
Cirigem Animats de rotma do HY — UFPR, do canil do Labaraiieio de Esados em
Murrigia Canima (LENUCAN} & di pen canal cpmercial
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production, mainienance and‘or erilizaion of snimals from Chordets pladess, Vermebom subphylum
(exoept Humers), for sceeniific or seaching purposes - is | scoordsmoe with the preceps of Law o®
LT, of 8 Oober, 2HE, of Deereo o 6800, of 15 Jehe 230, and with the edited roles from
Comrseding Macional i Comtmodiz da Experimimai@io Animal (CONCEA), and i was appenves] by the
AMIMAL LISE ETHICS CORMITTEE OF THE AGRICULTURAL SCIENCES CAMPMUS OF THE
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA (Federal University of ehe State of Parand, Bearil), in
seesiom of DR E

Duratom of the project | &' 162003 o 087 62016 LA

Specielline Bengle dogs mul viried bivpds

Humber of anineals 160 (i hunadned and sixly animsals)

| Wheight'hge Avempe welght off 2 vo 15 kg mge from & moscls w 7 years

Sen Both

Chrigin Animals frem Veterinary hospitml - UFPR, Laboratory of Canine Mitrition
(LENUCAN b amd 3 commercial kennel.

Curititel, 27 du Maio de 2015,

AT . I

Amanda Portells Féix 5i Tostes & Dilvern Siadile
Presidesie CEL -S04 Viee-Prestdente CELA-SCA

Comirsio e Blics e Uso de Animaiz do Setor de Ciéncias Agririas - UFPR
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Tt T A
R FH-TH UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

' SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
FPR COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Ceartificames que o protocolo nimero 0412015, referente 20 projete “Concentracio sérica de vitamina D em
ciies”, aprovade pela CEUA em 27/05/2015, sob a responssbilidade de Rosangela Locatelli Dittrich — que
envolve a produgio, manwengio e‘ou utilizacio de animaic pertencentes ao flo Chordata, subfilo Vertebrats
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensing — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei o®
11794, da 8 de Oumbro, de 2008, do Dacreto o° 6.200, de 15 de julho de 2009, & com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle darE}:pﬂ'jmmtat;iuAnimal (COMNCEA), e foi aprovada a colbeits de sangme dos
animais pela COMISSA0 DE ETICA NO US0O DE ANIMAIS (CEUA) DO SETOR DE CIEMCIAS
AGRARIAS DA UNMIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA - BRASIT. remmido de 17/12/2015, com a
ressalva que seja adicionado mais B0 cdes, procedentes do projeto da Unidade Movel de Esterilizacio e
Educacio em Sands (UMEES), sendo adotado o mesmo procedimento experimental ja aprovado no protocelo
041/2015.

CERTIFICAD) ADTCTOMAL

ADDITIONAL CERTIFICATE

We certify that the protocol mumber 0412015, reparding the project “Serum vitamin D concentration in
dogs™, approved by CEUA in 05/27/2015, mder Rosangela Locatelli Dittrich supervizsion — which inclodes the
production, maintensnce andfor utilizaton of animals from Chordsta phyhom, Vertebrata subphylhum (except
Humans), for scientific or teaching purpeses — is in accordance with the precepts of Law n® 11.794, of § October,
2008, of Decree n® §.899, of 15 Tuly, 2009, and with the edited mles from Conselho Macional de Controle da
Experimentacio Animal (COMCEA), and it was approved the blood collection from the snimals by the
ANIMAL USE ETHICS COMMITTEE OF THE AGRICULTURAL SCIENCES CAMPUS OF THE
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANWA (Federal University of the State of Parana, Brazil), in session of
1217/2015, with the addition of 80 dogs fom the *“Unidade Mdvel de Esterilizacio e Educagio em Sande
(UMEES)” project, with the same procedures previously approved on 041/2015 protocol.

Churitiba, 17 de Dezembro de 2015

=,

Ananda Portella Felix
Presidente CEUA-SCA
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Anexo 3 — Principios do método de quimioluminescéncia- Kit de ensaio 25-

hidroxivitamina D total para Vittros ECi da (Johnson&Johnson®).

VITRIIS

Immunodisgnostic

tVitD INSTRUGOES DE UTILIZAGAO

Adverténcias e Precaucies

Principios do Procedimento

O teste de 25-OH Vitamin D Total VITROS é efectuado utilizando a Embalagem de Reagente para 25-OH Vitamin D Total
VITROS e os Calibradores para 25-OH Vitamin D Total VITROS nos Sistemas de Imunodiagnéstico ECVECIQ VITROS, no
Sistema de Imunodiagnéstico VITROS 3600 e no Sistema Integrado VITROS 5600 utilizando Tecnologia Intellicheck®.
Utiliza-se uma técnica de imunoensaio competitivo, que envolve a libertacdo da 25-OH vitamina D na amostra a partir da
proteina de ligacdo, utilizando uma solucio de desnaturagdo de pH baixo e a competicdo subsequente da 25-OH vitamina
D livre com reagente 25-OH vitamina D marcado com peroxidase de rabano (HRP) para anti-vitamina D monocional ligado
O conjugado de HRP ligado é medido por uma reacgdo luminescente. 3 E adicionado um reagente contendo substratos
luminogénicos (um derivado do luminol @ um sal peracido) e um agente de transferéncia de electrbes aos pogos. O HRP
no conjugado ligado catalisa a oxida¢do do derivado de luminol, produzindo luz. O agente de transferéncia de electrées
(um substituto da acetanilida) aumenta o nivel de luz produzida e prolonga a respectiva emissao. Os sinais luminosos sdo
lidos pelo sistema. A quantidade de conjugado de HRP ligado é indirectamente proporcional a concentragdo de 25-OH

vitamina D presente.
Tempo para o Volume da
primeiro Temperatura Amostra de
Tipo de Teste Sistema® Tempo de Incubagio resultado do Teste Reacgdo
Imunoensaio competitivo | o' 3600, 16 minutos 24 minutos 37°C 60 L
* Nem todos os produtos e sistemas estio disponiveis em todos os paises.
Esquema da Reacgfio
Pogo revestido
com estreptavidina
Reagente sinal
/ 25 OH vitamina D na amostra com potenciador
Anticorpo contra
vitamina D
monocional de
captura biotindado \ 25 OH vitamina D marcada
com HRP Luminescéncia
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