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Resumo

Na espécie humana e em cadelas a obesidade é considerada fator de risco no desenvolvimento
de neoplasias mamérias e a leptina € um hormonio liberado por adipdcitos que estimula a
proliferacao de células cancerosas. Dado a alta prevaléncia da obesidade e de tumores
mamarios em cadelas, estudos que visem um melhor entendimento do papel da leptina na
obesidade canina, assim como sua correlacdo com tumores de mama tornam-se de extrema
importancia. Foi realizada uma revisdo de literatura abordando a obesidade canina, a relagao
da obesidade com carcinomas mamarios e relacio da obesidade com a marcacdo
imhunohistoquimica de leptina e seu receptor. Objetivou-se verificar a expressao da leptina e
seu receptor em carcinomas mamarios de cadelas, por meio da técnica de imunohistoquimica
e correlacionar esta expressdo com a obesidade, tamanho do tumor, idade, tipo e grau
histolégico. Relacionou-se ainda obesidade com tamanho do tumor, idade e grau histologico.
Foram utilizadas 84 cadelas, submetidas a exérese cirurgica de carcinomas mamarios,
totalizando 95 amostras de carcinomas simples e complexo que foram submetidas a avaliacdo
imunohistoquimica para a expressio de leptina e seu receptor. Carcinomas complexos
corresponderam a 41% das amostras (39/95) e 59% carcinomas simples (56/95). Quanto ao
indice de massa corporal dos caes (IMCC) 9,52% estavam abaixo do peso (8/84), 29,76%
estavam dentro do peso ideal (25/84), 33,33% se encontravam acima do peso (28/84) e
27,39% estavam obesas (23/84) no momento da mastectomia. Observou-se que a idade dos
animais obesos com carcinomas mamarios era menor € que animais obesos eram portadores
de tumores com maiores tamanhos quando comparados a aqueles com outras condi¢des
corporais. A expressdo de leptina ndo estd diretamente relacionada ao IMCC, porém a
expressao de ObR foi maior (p<0.05) em cadelas com maiores valores de IMCC. Houve
correlagdo entre idade e expressdo de leptina indicando que animais mais velhos sdo
portadores de tumores que expressam leptina com maior frequéncia.A obesidade pode ser
considerada fator de risco para carcinomas mamarios em cadelas uma vez que cadelas obesas
apresentam carcinomas mamarios mais precocemente e massas tumorais de maior tamanho.

Ainda, a expressdo de Obr é maior em carcinomas de cadelas obesas.

Palavras chaves: Leptina, Obr, Neoplasia mamaria, Obesidade, Fator de risco, Canino.
Abstract

In humans and bitches obesity is considered a risk factor in the development of breast cancer.

Leptin is a hormone synthetized by adipocytes that stimulates the proliferation of cancer cells.



The high prevalence of obesity and breast tumors in bitches, studies aiming at a better
understanding of the role of leptin in canine obesity, as well as its correlation with breast
tumors, are of the utmost importance. A review of the literature on canine obesity, the
relationship between obesity and mammary carcinomas, and the relation between obesity and
the imunohistochemical marking of leptin and its receptor were carried out. The objective of
this study was to verify the expression of leptin and its receptor in mammary carcinomas of
bitches by means of the immunohistochemical technique and to correlate this expression with
obesity, tumor size, age, type and histological grade. Obesity was also related to tumor size,
age and histological grade. We used 84 bitches, submitted to surgical excision of mammary
carcinomas, totaling 95 samples of simple and complex carcinomas that were submitted to
immunohistochemical evaluation for the expression of leptin and its receptor. Complex
carcinomas corresponded to 41% of the samples (39/95) and 59% simple carcinomas (56/95).
The body mass index of dogs (BMI), 9.52% were underweight (8/84), 29.76% were within
ideal weight (25/84), 33.33% were overweight (28/84) and 27.39% were obese (23/84) at the
time of mastectomy. It was observed that the age of the obese animals with mammary
carcinomas was smaller and that obese animals were carriers of tumors with larger sizes when
compared to those with other classifications of body conditions. The expression of leptin was
not directly related to the BMI, but the expression of ObR was higher (p <0.05) in bitches
with higher BMI values. There was a correlation between age and leptin expression indicating
that older animals are express leptin more frequently. Obesity may be considered a risk factor
for breast carcinomas in bitches, once with obese female dogs present early breast carcinomas
and tumor masses of larger size. Moreover, the expression of Obr is greater in carcinomas of

obese bitches.

Key words: Leptin, Obr, Breast carcinomas, Obesity, Risk factor, Bitches.
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CAPITULO I - CONSIDERACOES GERAIS

A obesidade em humanos € uma doenca cronica multifatorial que envolve
aspectos bioquimicos, alimentares e genéticos (ADES e KERBAUY, 2002). Nos ultimos
anos, o percentual de mulheres com excesso de peso no mundo aumentou de 29,8% em 1980,
para 38 % em 2013 (FLEMING et al., 2014). Na populacdo canina estima-se que 22% a
44%dos caes sao obesos (ZORAN et al., 2010). Muller e colaboradores em 2008, estudando a
populacdo canina submetida a vacinacdo anti-rdbica em Porto Alegre, verificaram que 53,4%

dos cdes apresentavam peso ideal e 39,5% possuiam sobrepeso ou eram obesos.

A obesidade na espécie canina, assim como em humanos, é considerada uma
doenca nutricional que prejudica as funcdes fisiologicas, levando ao aumento do risco a

doencas cardiovasculares e diabetes mellitus (BURKHOLDER e TOLL 2000).

Em mulheres, a obesidade ja é tida como um fator de risco no desenvolvimento
deneoplasias mamarias. Estudo realizado na Franca demonstrou que mulheres com alto IMC
(Indice de Massa Corporal) possuiam 1,9 vezes mais chance de serem acometidas por uma
neoplasia mamaria (BESSAOUD et al., 2008). Entretanto, esta predisposi¢ao nio estd muito

bem caracterizada em animais (CLEARY et al., 2010).

Na udltima década, estudos t&€m demonstrado a relacdo entre obesidade e aumento
da expressdo de leptina em neoplasias mamarias na mulher (JARDE et al., 2009, 2011;
CLEARY et al., 2010; BENITEZ et al., 2012). Em cadelas, estudo pioneiro realizado por
Ressel e col. (2012) revelou que a expressdo de leptina e seu receptor (ObR) varia entre
mamas sauddveis ou com alguma alteracdo, sendo maior a expressdao do receptor em tecidos
hiperplasicos quando comparada a lesdes neopldsicas malignas. Outros dois estudos
demonstraram que, em cadelas, a expressdo de leptina é maior nos carcinomas e que
neoplasias mamarias com maior graduagao histolégica (Grau III) possuiam maior expressao

de leptina (LIM et al., 2015a; LIM et al., 2015b).

Dado a alta prevaléncia da obesidade e de tumores mamarios em cadelas, estudos
que visem um melhor entendimento do papel da leptina na obesidade canina, assim como sua

correlagdo com tumores de mama tornam-se de extrema importancia.

Até o momento, somente trés estudos foram conduzidos em cadelas verificando a
relacdo entre a expressido de leptina e neoplasias mamarias. Ainda, nenhum dos estudos foi
capaz de elucidar a verdadeira correlagdao entre obesidade, expressdo de leptina e neoplasias

mamarias. Assim, tornam-se imprescindiveis estudos para definir claramente a associa¢do
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entre estes fatores, pela alta frequéncia de neoplasias mamérias em cadelas e também pelo
fato da incidéncia de obesidade e neoplasias ser maior em caes idosos, grupo etario cada vez

mais numeroso na populacao canina no Brasil.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Tecido Adiposo

O tecido adiposo € um tipo de tecido conjuntivo frouxo, sendo composto
principalmente por adipdcitos, além de células-tronco mesénquimais, células endoteliais

nervosas e de defesa (ZORAN et al., 2010)

O tecido adiposo possui fungdo de reserva energética, mas também funciona como
um Orgdo endocrino que controla o consumo alimentar, atuando de forma complexa, onde €

capaz de regular o metabolismo energético(RADIN et al., 2009).

Os adipdcitos sao responsaveis pela produgdo de varias substincias, tais como
leptina, adiponectina, fator de necrose tumoral (FNT),interleucina6(IL6),quimiocinas,
proteinas de fase aguda, fatores hemostiticos e hemodindmicos, além de

neurotrofinas(GERMAN, 2010).

O aumento do nimero de estudos sobre obesidade propiciou maiores informagdes
sobreo papel do tecido adiposo e suas funcdes, sendo que as principais descobertas
estdorelacionadas a producdo de substincias enddcrinas (ZORAN et al., 2010). O tecido
adiposo produz adipocinas, moléculas que estdo relacionadas com sensibilidade insulinica
(GERMAN et al., 2009),desordens lipidicas, respiratorias, reprodutoras,cardiopatias, além de

afetar a homeostase energética, angiogénese (GERMAN, 2006).

2.2 Obesidade canina

A obesidade pode ser definida como armazenamento excessivo de gordura
corporal que leva a diversas alteragdes no metabolismo, sendo esta o distirbio nutricional

mais frequentemente observado em caes na ultima década (GERMAN et al. 2009).

A obesidade € tida como uma desordem multifatorial que estd principalmente
ligada a fatores genéticos, densidade energética da dieta e frequéncia de exercicios fisicos

(GERMAN, 2006). A maioria dos proprietarios ndo reconhece que seu animal estd acima do
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peso, e assim ndo toma medidas para promover a reducdo de peso no animal, tornando-se

necessario o esclarecimento nesses casos pelo médico veterinario (KIENZLE et al., 1998).

O fato de uma parcela dos proprietarios acreditar que a melhor forma de interagir
com seu animal seja através do fornecimento de alimento ocasiona sobrecarga energética, seja
pelo fornecimento de alimentos que ndo fazem parte da dieta comum de um cdo ou por um
aumento na ingestdo de alimentos rotineiros. Este fato tem contribuido para o fendmeno

ascendente da obesidade nos caes (KIENZLE et al., 1998).

Animais de meia idade a idosos sao mais predispostosa obesidade (NGUYEN,
2006; LAFLAMME, 2006),poiscom a maturidade e senilidade o animal tende a ganhar peso
devido a alteracbes na composicdo corporea pela reducdo no metabolismo basal
(BURKHOLDER et al., 2000). A faixa etaria de maior prevaléncia situa-se entre 5 e 10 anos
(NGUYEN, 2006; LAFLAMME, 2006). Enquanto a taxa de obesidade em filhotes € de 6%
em adultos esse valor pode chegar a 40% (NGUYEN, 2006).

A obesidade acomete principalmente fémeas, que representam 60 % da populacio
de caes obesos (JERICO; SCHEFFER , 2002).A castracdo € considerada um importante fator
de risco no desenvolvimento da obesidade em cdes, devido principalmente a diminui¢cdo do
metabolismo basal, aumento da ingestdo de alimentos e sedentarismo apds o procedimento,

sendo as fémeas castradas mais predispostas ao ganho excessivo de peso (GERMAN, 2006).

Recomenda-se a redu¢do na ingestao caldrica em até 30% em fémeas castradas a
fim de prevenir a obesidade. Ainda, animais que vivem em apartamento possuem 31% de
chance de se tornarem obesos, enquanto que a chance de se tornarem obesos cai para 23% no

caso de animais que vivem em casa com espaco livre (NGUYEN, 2006).

2.3 Leptina e a Obesidade

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a condi¢do corporal é
determinada pelo Indice de Massa Corporal (IMC). Este é um método no qual uma pessoa
adulta pode obter uma indicac@o se estd abaixo do peso, no peso ideal, acima do peso ou
obeso. E obtido pela razdo entre o peso e a altura ao quadrado (IMC:peso/alturaz)
(MONTILLA et al., 2003). Segundo Muller et al. (2008) a medida da coluna vertebral
adicionada ao comprimento do membro pélvico € um parametro vidvel em caes para substituir
a altura, utilizada em humanos, tornando possivel obter e classificar os animais de acordo com

o Indice de Massa Corporal Canino (IMCC).
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A leptina,também chamada de adipocitoquinina,é uma proteinasecretada
principalmente pelo tecido adiposoe, em menor propor¢do,por outros tecidos como células da
mucosa gastrica, placenta, epitélio mamadrio, musculo esquelético e ovérios. Sua principal
funcdo é hormonal, atuando namanuten¢do do equilibrio energético do corpo, através do

controle da quantidade de tecido adiposo (BENiTEZ,ZOlZ; RACHIGLIO, 2008).

A produgdo de leptina pelos adip6citos ocorre logo apds a ingestdao de alimentos,
momento em que os niveis de insulina sérica tendem a se elevar. Neste periodo p6s-prandial a
leptina tem fungdes metabdlicas importantes, como o aumento na producao de calor corpdreo
e ativacdo dos mecanismos de saciedade, com objetivo, ao final, de manutenc¢do e controle do

estado corpéreo do individuo (MARTIN, 2001; RICCI, 2012).

A leptina reduz o apetite a partir da inibicdo da formacdo de neuropeptideos
relacionados ao apetite, como o neuropeptideo Y, e também do aumento da expressdo de
neuropeptideos anorexigenos (hormoénio estimulante de a-melanécito - a-MSH, hormoénio
liberador de corticotropina - CRH) com acdo semelhante a outras substancias como a
anfetamina e cocaina (FRIEDMANN; HALAAS, 1998). Assim, altos niveis de leptina
reduzem a ingestdo alimentar enquanto que baixos niveis induzem hiperfagia (FRIEDMANN;

HALAAS, 1998).

Em situacdes de obesidade, ha excesso de producdo de leptina, na tentativa de
reduzir o consumo. Ocorre a hiperleptinemia, que € atribuida a alteracdes no receptor de
leptina ou a uma deficiéncia em seu sistema de transporte na barreira hematoencefilica,
fendmeno denominado resisténcia a leptina, semelhante ao que ocorre no diabetes, sendo
quemesmo que o individuo tenha a leptina para inibir o consumo alimentar este fato ndo

ocorre (CONSIDINI, 1996).

Em humanos, existe uma correlacdo positiva entre o os niveis séricos de leptina e
o IMC (HAVEL, 1996; SCHWARTZ, 1997). Alguns fatores estdo associados ao aumento da
concentracdo de leptina sanguinea, tais como:obesidade,hiperalimentagdo, resisténcia a
insulina, presenca de citocinas como FNT, IL6 e IL1, glicocorticoides, hormdnios da

reproducdo, prostaglandinas, infec¢des e inflamacao cronica.

A leptina atua através de seu receptor especifico de membrana. Estes sdo
receptores de citocinas classel e sdo expressos em tecidos como placenta, pancreas,
estomago, glandulas adrenais, tecido mamario, células hematopoiéticas, figado, pulmio e

coracdo (HU,2002; EUGENIA, 2006; CIRILLO, 2008).
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Foram identificadas seisisoformasdestes receptores podendo apresentar estrutura
molecular naforma longa, curta e solivel. Receptores de forma curta estdopresentes nos mais
diversos tecidos, enquanto os de forma longa estio presentesno hipotilamo, e sdoos
unicoscapazes de ativar a cascata de reagao intracelular,e por fim, os soliveis estdo presentes

na correntesanguinea (CIRILLO,2008; MANTZOROS,2011).

Em humanos, a expressdao de leptina e seu receptor foi observada no epitélio
mamarioem linhagens celulares de neoplasias e superexpressdono epitélio de neoplasias
mamarias em comparacdo ao tecido normal, havendo ainda uma correlagao positiva entre a

expressao de Obr e estrogeno (ISHIKAWA et al., 2004).

Estudos utilizando PCR, imunoblotting e imunofluorescéncia revelaram um
aumento no RNAm e proteinas de expressao do receptor Obr, tanto das formas de cadeia curta
quando das de cadeia longa, na linhagem tumoral K303. Esta linhagem expressareceptores de
estrégeno, mostrando que a maior expressao de leptina esta associada ao aumento de RNAm e
proteinas de expressdo de PCR, através da maior sensibilizacdoe consequente ativacdo da
cascata de sinalizacdo, estimulando as células a maior crescimento, mobilidade e invasido

(BATTAGLIA et al., 2012).

A leptina € considerada um potente modulador da sinalizacdo de estrogeno (CUI
et al., 2004). Enquanto o estradiol é capaz de modular, aumentando e diminuindo a expressao
do receptor Obr em cérebros de ratos (CATALANO et al., 2003) entretanto outros estudos
mostram que o estradiol induz a expressdo de leptina e Obr em linhagens celulares de cancer

de mama MCF-7 (GAROFALO, 2006).

2.4 Neoplasias mamadrias em cadelas

O cancer € a principal causa de Obito de cdes adultos e sua maior incidéncia na
ultima década € devido a maior longevidade desses animais aliada ao crescente aumento
(DALECKet al., 2009). Sendo a esterilizacdo cirurgica precoce em caes demonstram uma
reduc¢do no risco de no desenvolvimento de alguns tipos de cancer (mama, ovario e prostata)

(DALECK et al., 2009).

O tumor de mama € o tipo de neoplasia mais frequente em mulheres, respondendo
por 22% dos casos novos de tumores a cada ano. Os tumores mamarios também sdo a
neoplasia mais frequentemente observada em cdes, no Brasil, sendo a maioria malignos

(BIONDYI, 2014), As neoplasias mamarias acometem com maior frequéncia em fémeas com



16

idade entre sete a 12 anos (BIONDI, 2014).No Brasil,ha relatos deincidéncia de tumores
mamarios malignos de 60% (Dalecket al. (2009), 89,4% (TORIBIO et al., 2012) e 91,7%
(BIONDI et al.,, 2014). Segundo Daleck et al. (2009) em 25% dos casos os animais
apresentam metastases nos linfonodos regionais no momento do diagndstico, e em alguns

casos no parénquima pulmonar.

A primeira abordagem de paciente canino com nddulos mamarios deve consistir
em exame fisico minucioso, ndo apenas das glandulas mamérias, mas também de
caracteristicas gerais que possibilitem avaliar o estado geral do animal. Ao exame fisico da
cadeia mamaria, recomenda-se o registrodos seguintes aspectos das lesdes: localizagdo,
consisténcia e tamanho, assim como eventuais sinais de aderéncia aos tecidos adjacentes,

deformacdes das mamas e ulceracdo na pele (LANA et al., 2007).

Cerca de 50% dos casos de neoplasias mamarias em cadelas sdo detectados
durante avaliagdo clinica e apresentam lesdes multiplas, ndo apenas devido a rapidez de
progressdo do tumor, mas também pela demora do proprietirio em buscar auxilio médico

veterindrio para seu cdo (LANA et al., 2007).

A excisdo cirurgica é o tratamento mais indicado e o tipo de procedimento
adotado (mastectomia parcial ou total) pode variar de acordo com o tipo e localizacdo do

tumor, podendo ser associado ou nao a outros tipos de terapia (CASSALLI et al., 2014)

O progndstico para cadelas portadoras de tumor de mamadepende de véarios
fatores, como classificacao histolégica do tumor, tamanho do tumor, grau de invasividade,
grau de diferenciacdo nuclear, presenca de metéstases, tempo de diagnoéstico, presenca de

ulceracdo ou ndo e presenca de receptores hormonais (YAMAGAMI et al, 1996).

2.5 Obesidade e Neoplasias mamarias

Atualmente, animais de companhia e, em especial cdes, apresentam maior tempo
de vida e tal fato pode ser explicado devido ao consumo de dietas de melhor qualidade,
evolucdo dos mecanismos diagndsticos e terapéuticos e prevengdo de doencgas (vacinas) que
possibilitam maior sobrevivéncia destes animais (DE NARDI, 2002; OLIVEIRA FILHO,
2010). Com o aumento da longevidade, aumentou-se também a prevaléncia e incidéncia de
neoplasias na espécie canina (DE NARDI, 2002; GOSMIDE, 2009; OLIVEIRA FILHO,
2010).



17

Em um estudo realizado nos estados Unidos, 14,5% da mortalidade de pacientes
com cancer ocorreu em individuos obesos, sendo os rins, trato gastrointestinal e glandula

mamaria os principais 6rgaos acometidos pelas-neoplasias (CALLE, 2004).

Perez et al. (1998) relataram que a obesidade em idade jovem e um ano antes do
diagnéstico do tumor, assim como a ingestdo de comida caseira (em comparacdo com a de
alimentos comerciais), tém sido relacionada a uma maior incidéncia de tumores de glandula

mamaria.

A dieta é tida como um dos fatores que influenciam o desenvolvimento de
neoplasias mamarias em cadelas, principalmente em relagdo a alimentagdo caseira com alta
ingestdo de carnes bovina e suina (ZUCCARI et al., 2001).Uma elevada ingestdo de carne
bovina e suina e uma baixa ingestdo de frango parecem influenciar no aparecimento de
neoplasias mamarias. No entanto, a propor¢do de macronutrientes (gorduras, proteinas

ecarboidratos) nao parece ser significativa (PEREZ, 1998).

Em outro estudo realizado na Francga, pesquisadores observaramque o risco do
desenvolvimento de tumores mamarios foi relativamente maior em cadelas jovens
obesas(SONNENSCHEIN et al. 1991). Ja Willet (2000) comprovou que em camundongos
uma dieta com restricdo caldrica pode ser associada a uma redugdo nos casos de
desenvolvimento de tumores mamarios, em contrapartida uma ingestdo rica em gorduras,

principalmente as poliinsaturadas, possuiu um efeito promotor na tumorogénese.

Acredita-se que a obesidade nas cadelas jovens esteja relacionada com a
ocorréncia dos tumores, afinal € nessa época onde ocorre uma série de modificacdes celulares
e o crescimento da glandula maméria. Porém,o real efeito da obesidade sobre o

desenvolvimento de tumores precisa ser devidamente elucidado (PEREZ, 1998).

Mesmo ndo estando completamente clara a correlacdo entre obesidade e
neoplasias mamarias, acredita-se que a obesidade promova aumento da aromatase, da insulina
e da IGF-1, ou seja, acredita-se que de alguma forma estes compostos possam influenciar no
processo de carcinogénese (CLEARY, 2010). Contudo, a gordura do animal parece atuar mais

como um promotor do que iniciador da carcinogénese (COTRAN et al., 2000).

2.6 Leptina e Neoplasias mamarias

Na célula neoplésica a leptina tem papel na inibicao da apoptose € na promogao

da multiplicagdo celular (ARTWOHL, 2002; FUJITA et al., 2002). Estudos em tumores
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mamarios humanos evidenciaram que a expressao de receptores para leptina no citoplasma de
células tumorais possui correlacdo positiva correlacgdio com o maior tamanho da massa

tumoral (ISHIKAWA, 2004; GROSSMANN, 2008).

Estudo em camundongos demonstrou que animais com tumores com maiores
dimensdes apresentavam maiores niveis de leptina sérica, formulando a hipdteseque esta
substancia estimula a proliferacdo das células neoplasicas e inibem a sua apoptose (CLEARY,
2010).Outro estudo em camundongos demonstrou maior crescimento em neoplasias tratadas

com leptina (BARONE et al., 2012).

E proposto, portanto, que h4 uma correlacio positiva entre a expressio de leptina,
o aumento da expressdo de receptores estrogénicos e o tamanho da neoplasia uma vez que a
progressao tumoral € acentuada com a presenca de hormonios estrogennicos, sendo a leptina
pra humanos uma possibilidade de prever a produ¢cdo de hormoénios sexuais, servindo como

um marcador de prognéstico negativo (JARDE, 2011).

Em cultura de células de tumor de mama a leptina estimulou a sintese de DNA,
ativando multiplas cascatas como a Janus-activatedkinase2traduzindo o sinal e ativando a
transcricdo de RNAm para a producdo de proteinas.(Yin et al. 2004).OKUMURA et al.
(2002) relataram que a leptina induz a progressdo do ciclo celular acompanhada pela
regulacdo da ciclinakinase dependente e ciclina D1.Em linhagens celulares T47D de tumores
mamarios a leptina estimulou ndo somente o crescimento celular mastambém sua

transformacao(HU et al., 2002).

O papel da leptina no desenvolvimento do cancer de mama pode estar associado
ao fato do hormdnio potencializar a sinalizacdo estrogénica. Especificamente em linhagens de
células cancerigenas mamarias MCF-7, a leptina induziu a expressio do gene
aromataseelevando a atividade da aromatase e, consequentemente, aumentando a sintese de
estrogeno. Altos niveis de leptina podem inibir a degradacdo de receptores podendo interferir

negativamente nos efeitos de algumas terapias para o cancer (CATALANO et al., 2003).

Resselet al. (2012) realizaram estudo pioneiro verificando a expressao de leptina e
seu receptor (ObR) em neoplasia maméria de cadelas. Estes autoresdemonstraram expressao
de leptina na glandula mamaéria normal, nas adenoses, nos tumores benignos e uma menor
expressdo em neoplasias mais agressivas, com moderada ou alta diferenciacdo. A expressdao
do ODbR foi inexistente no tecido normal, baixa em hiperplasias e tumores malignos e alta em

adenoses, tumores benignos e carcinomas complexos. Neste mesmo trabalho o autor relata
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correlagdo negativa entre a expressao de leptina e Obr com a invasdo linfitica a taxa de

mitose e a distancia da metastase.

Recentemente, Limet al. (2015) demonstraram que em cadelas a expressao de
leptina € maior nos carcinomas, o que contrapde o estudo preliminar realizado. Verificaram
ainda que os animais que apresentavam neoplasias mamadarias com maior graduagdo

histolégica (Grau III) possuiam maior expressao de leptina.
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EXPRESSAO DE LEPTINA E RECEPTOR DE LEPTINA EM CARCINOMAS MAMARIOS DE
CADELAS OBESAS

Resumo

Na espécie humana e em cadelas a obesidade é considerada fator de risco no desenvolvimento de
neoplasias mamadrias e a leptina € um hormonio liberado por adipécitos que estimula a proliferacao
de células cancerosas. Objetivou-se através do estudo verificar a expressdo da leptina e seu receptor
em carcinomas mamadrios de cadelas, por meio da técnica de imunohistoquimica e correlacionar esta
expressao com a obesidade, tamanho do tumor, idade, tipo e grau histolégico. Relacionou-se ainda
obesidade com tamanho do tumor, idade e grau histolégico. Foram utilizadas 84 cadelas,
submetidas a exérese cirurgica de carcinomas mamarios, totalizando 95 amostras de carcinomas
simples e complexo que foram submetidas a avaliagdo imunohistoquimica para a expressdao de
leptina e seu receptor. Carcinomas complexos corresponderam a 41% das amostras (39/95) e 59%
carcinomas simples (56/95). Quanto ao indice de massa corporal dos ciaes (IMCC) 9,52% estavam
abaixo do peso (8/84), 29,76% estavam dentro do peso ideal (25/84), 33,33% se encontravam acima
do peso (28/84) e 27,39% estavam obesas (23/84) no momento da mastectomia. Observou-se que a
idade dos animais obesos com carcinomas mamarios era menor € que animais obesos eram
portadores de tumores com maiores tamanhos quando comparados a aqueles com outras condi¢des
corporais. A expressao de leptina ndo esta diretamente relacionada ao IMCC, porém a expressao de
ObR foi maior (p<0.05) em cadelas com maiores valores de IMCC. Houve correlagdo entre idade e
expressao de leptina indicando que animais mais velhos sdo portadores de tumores que expressam
leptina com maior frequéncia.A obesidade pode ser considerada fator de risco para carcinomas
mamarios em cadelas uma vez que cadelas obesas apresentam carcinomas mamarios mais
precocemente e massas tumorais de maior tamanho. Ainda, a expressdo de Obr é maior em

carcinomas de cadelas obesas.

Palavras chaves: Leptina, Obr, Neoplasia mamaria, Obesidade, Fator de risco, Canino.
Abstract

In humans and bitches obesity is considered a risk factor in the development of breast cancer.
Leptin is a hormone synthetized by adipocytes that stimulates the proliferation of cancer cells. The
objective of this study was to verify the expression of leptin and its receptor in mammary
carcinomas of bitches by means of the immunohistochemical technique and to correlate this
expression with obesity, tumor size, age, type and histological grade. Obesity was also related to

tumor size, age and histological grade. We used 84 bitches, submitted to surgical excision of



38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

51
52
53
54
55

56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

27

mammary carcinomas, totaling 95 samples of simple and complex carcinomas that were submitted
to immunohistochemical evaluation for the expression of leptin and its receptor. Complex
carcinomas corresponded to 41% of the samples (39/95) and 59% simple carcinomas (56/95). The
body mass index of dogs (BMI), 9.52% were underweight (8/84), 29.76% were within ideal weight
(25/84), 33.33% were overweight (28/84) and 27.39% were obese (23/84) at the time of
mastectomy. It was observed that the age of the obese animals with mammary carcinomas was
smaller and that obese animals were carriers of tumors with larger sizes when compared to those
with other classifications of body conditions. The expression of leptin was not directly related to the
BM]I, but the expression of ObR was higher (p <0.05) in bitches with higher BMI values. There was
a correlation between age and leptin expression indicating that older animals are express leptin
more frequently. Obesity may be considered a risk factor for breast carcinomas in bitches, once
with obese female dogs present early breast carcinomas and tumor masses of larger size. Moreover,

the expression of Obr is greater in carcinomas of obese bitches.

Key words: Leptin, Obr, Breast carcinomas, Obesity, Risk factor, Bitches.

Introducao

O tumor de mama € a neoplasia mais freqiiente em cadelas (SILVA et al., 2004) e estudos de
diversos paises relatam frequéncia de tumores malignos variando de 20 a 80% (GOLDSCHMIDT et
al., 2017). No Brasil, a incidéncia de tumores malignos em cadelas é maior, variando de 89,4% a
91,7% (TORIBIO et al., 2012; BIONDI et al., 2014).

Em mulheres, a obesidade € considerada fator de risco no desenvolvimento de neoplasias mamarias
(BESSAOUD; DAURES, 2008), assim como em cadelas jovens (SONNENSCHEIN et al.,
1991),pois apds a puberdade a glandula mamaria apresenta variagdes ciclicas influenciadas pelos
hormonios femininos (NOGUEIRA; CASTRO, 2017).

A associacdo entre cancer de mama e obesidade nio € totalmente compreendido, mas sugere-se que
o aumento do risco de cancer de mama em mulheres obesas ocorra em funcido da exposicao ao
estrogeno ao longo da vida, ja que este hormdnio sexual é importante na iniciagio e progressao das
lesdes de cancer de mama (CARMICHAEL; BATES, 2004). Estrogeno e progesterona afetam a
taxa de divisdo celular que provoca a proliferacdo das células epiteliais da glandula mamaria. As
células em proliferacio podem sofrer erros genéticos durante a replicagdo do DNA que, se ndo
corrigidos, podem levar ao fendtipo de malignidade. Em mulheres pds-menopausa, o principal fonte
de estrégeno é a conversao do precursor de andrégenos androstenediona em estrégeno no tecido
adiposo periférico; quanto maior o quantidade de tecido adiposo, maior a conversdo e, portanto,

maior a exposicao das células mamarias ao estrogeno (LA GUARDIA; GIAMMANCO, 2001)
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A leptina € um hormonio liberado por adipdcitos que estimula a proliferacdo de células cancerosas
pelo aumento na sintese de aromatase (JARDE et al., 2008) e, nos humanos e caes, os niveis de
leptina circulante estdo associados ao acimulo de adip6citos. Pode ainda ocorrer o aumento dos
niveis de estrégeno no tecido neoplasico ocasionado pela biossintese intratumoral mediada pela
secrecdo da aromatase citocromo P450 pelos adipdcitos e células cancerosas (MIKI et al., 2007).
Aumento na concentracdo de leptina, adiponectina, estrégeno e insulin-like growth factor-1 (IGF-
1), tem sido associados ao cancer de mama (LORINCZ; SUKUMAR, 2006) e, em mulheres, as
concentracoes de aromatase estdo aumentadas em obesas (BULUN et al., 2012). Estudos em
humanos evidenciaram maior expressdao de receptores para leptina e superexpressdao de leptina em
células neoplésicas de carcinoma mamaério quando comparados com epitélio normal (ISHIKAWA,
2004), além de existir correlacdo positiva entre a expressao de leptina, o aumento da expressdo de
receptores estrogénicos e o tamanho da neoplasia JARDE, 2011).Assim, sugere-se que a obesidade
possa estimular o desenvolvimento do carcinoma mamario em mulheres e cadelas pela continua
sintese de estrogeno e estimulacdo de seus receptores (LIM et al., 2015b).

Até o momento, hé escassez de estudos em cadelas envolvendo obesidade e o papel da leptina e seu
receptor com a ocorréncia de carcinomas mamaérios, € nenhum foi capaz de elucidar a correlacao
entre estes fatores. Ressel et al. (2012) demonstrou menor expressio de leptina em neoplasias mais
agressivas com moderada ou alta diferenciacdo, porém estes autores nao verificaram correlacao
entre escore corporal e expressdo de leptina. Por outro lado, recentemente, Lim et al. (2015a)
demonstraram que a expressao de leptina é maior nos carcinomas em cadelas .

Assim, pela alta frequéncia de neoplasias mamaérias e obesidade na populacdo canina, objetivou-se
verificar a expressdo da leptina e seu receptor em carcinomas mamarios de cadelas, por meio da
técnica de imunohistoquimica e correlacionar esta expressao com a obesidade, tamanho do tumor,
idade, tipo e grau histologico. Relacionou-se ainda obesidade com tamanho do tumor, idade e grau

histolégico.

Material e métodos

Animais

Foram incluidas no estudo cadelas de varias idades e racas, portadoras de tumores de
mama,encaminhadas voluntariamente ao Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Uberlandia,no periodo de Janeiro de 2014 a Dezembro de 2015.

Durante a avaliacdo clinica determinou-se o IMCC (fndice de Massa Corporal Canina) de cada
paciente, de acordo com Muller et al.(2008). O peso das cadelas foi aferido em balanca digital com
capacidade de até 100 quilos e com auxilio de fita métrica foi mensurado o comprimento da coluna

vertebral e comprimento dos membros pélvicos, sendo a soma destes comprimentos a altura do
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animal a ser utilizado na férmula IMCC=peso/altura2. Os animais foram distribuidos de acordo com
o IMCC em: abaixo do peso ideal, dentro do peso ideal, acima do peso e obesos.

Dados clinicopatoldgicos, tais como idade, raca, caracteristicas tumorais (tamanho, ulceracio,
consisténcia) foram coletados. Os tumores foram agrupados de acordo com o tamanho em T1
(tumores até 3,0 cm), T2 (3,1 a 5,0 cm) e T3 (tumores maiores que 5,0 cm), segundo Owen (1980).
Ap6s avaliagdo clinica e a critério médico veterinario, as cadelas foram submetidas a exérese

cirdrgica dos tumores.

Classificacao e analise dos tumores

Fragmentos de tumores mamarios foram fixados em solucdo de formol 10% tamponado,
desidratados, parafinizados e rotineiramente processados para confeccao de ladminas histoldgicas.
As amostras foram analisadas em microscopia de luz e classificadas histologicamente segundo
Misdorp et al. (1999).Foram selecionados somente os casos de carcinoma mamario e estes foram
agrupados de acordo com o tipo histoloégico em carcinomas complexos e simples. O grau
histolégico dos carcinomas mamérios foi atribuido de acordo com o sistema Nottingham,

modificado por Elston e Ellis (1991).

Imunohistoquimica

Para verificacdo da expressdo de leptina e seu receptor(ObR), cortes de carcinoma maméario de
aproximadamente cinco pm foram obtidos, desparafinizados em xilol, hidratados em séries
crescentes de etanol e reidratados utilizando dgua destilada. A recuperacdo antigénica foi feita
utilizando-se tampao citrato(pH 6,0), em panela de pressdo, por 10 min. O bloqueio da peroxidase
foi realizado utilizando dois banhos de agua oxigenada a 10%, durante 10 min. O bloqueio das
proteinas enddgenas foi feito utilizando ProteinBlock (Dako®, Glostrup, Denmark), durante 30
min. Anticorpo primdrio anti-leptina(Reahbiotech®, Campinas, Sdo Paulo) foi diluido na
concentracdo de 1/600, assim como anticorpoanti-ObR(Reahbiotech®, Campinas, Sdo Paulo) e
incubados overnight por 18 horas. Como sistema de revelacdo utilizou-se anticorpo secundario
biotinilado e streptavidinaperoxidase (kit LSAB - Dako®), 30 minutos cada. As laminas foram
cuidadosamente lavadas com solucao de TRIS(pH 7,6) entre cada etapa. A reacdo foi revelada com
cromdgeno 3,3'-diaminobenzidina (DAB - Dako®) e as laminas contra coradas com hematoxilina,
desidratadas e montadas.

Como controle positivo utilizou-se cérebro de camundongo e tecido adiposo de caninoecomo

controle negativo da reac@o substituiu-se o anticorpo priméario por diluente de anticorpo.
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A expressao de leptina e ObR foi realizada por dois patologistas, como proposto por Galofaro et al.
(2006) e Ressel et al. (2012).A amostra foi considerada positivaquando mais de 5% das células

apresentaram marcagao citoplasmatica, no caso de leptina, e de membrana no caso do ObR.

Andlise estatistica

Teste de correlagdao de Person foi utilizado para correlacionar os valores de IMCC com a idade e o
tamanho tumoral. Teste de Man Whitney foi utilizado para verificar a relagdo entre IMCC, tipo e
grau histologico e marcacdo imunohistoquimica, além de correlacionar a marcacdo de leptina e Obr
com tamanho do tumor e idade das cadelas. O teste Binomial foi utilizado afim de comparar a
marcacdo imunohistoquimica entre os diferentes tipos e graus histoldgicos.Todas as andlises foram
realizadas com o programa estatistico Bioestat para Windows e considerou-se o nivel de

significancia de 5% (p< 0,05).

Resultados e Discussao

Em relacdo ao numero amostral foram estudadas 95 amostras de carcinoma mamario provenientes
de 84 cadelas, sendo a média de idade das cadelas 10,23 + 2.5, variando de quatro a 17anos. Quanto
a classificacdo histologica, 41,05% dos tumores eram carcinomas complexos (39/95) e 58,95%
carcinomas simples (56/95).

Quanto ao IMCC, 9,52%(8/84) das cadelas estavam abaixo do peso, 29,76% (25/84)estavam dentro
do peso ideal, 33,33% (28/84)se encontravam acima do peso e 27,39% (23/84)estavam obesas.
Assim, as cadelas abaixo do peso ou em peso ideal corresponderam a 39,28 % dos animais (33/84)
e 60,72% (51/84) estavam acima do peso ou obesas. Apesar da caquexia ser considerada a sindrome
paraneoplasica mais comum em medicina veterinaria, com incidéncia em torno de 25% em diversas
neoplasias (BERGMAN, 2013) e indicativa de doenca avancada e progndstico desfavoravel
(FINORA, 2003), a maioria das cadelas portadoras de carcinoma mamaério estavam acima do peso
ou obesas. Lim et al. (2015) também relataram 46% das cadelas com carcinomas mamarios acima
do peso.

Na espécie humana a obesidade tem sido associada ao aumento de 30 a 50% na taxa de cancer de
mama em mulheres pds-menopausa (CALLE; RUDOLF, 2004) e mulheres com alto indice de
massa corporal apresentam 1,9 mais chances de serem acometidas por uma neoplasia maméria
(BESSAOUD; DAURES, 2008). Entretanto esta predisposi¢do nio estd muito bem caracterizada
em animais (CLEARY, 2010). Sonnenschein et al. (1991) relataram que cadelas que eram magras
aos 9-12 meses de idade tiveram menor risco de desenvolverem neoplasia mamaria.

O efeito da obesidade no desenvolvimento, progressao e prognostico dos tumores mamarios estao

relacionados ao acumulo de tecido adiposo e secrecdo de fatores de crescimento para a glandula
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mamaria, como estrégeno e leptina, e a exposi¢do do tecido mamario principalmente ao estrégeno
pode levar ao desenvolvimento de tumores mamarios em cdes e humanos (CLEMONS, 2001;
MARTINELLI, 2004).

No presente estudo a média de idade das cadelas obesas foi de 9,5 anos e Nguyen (2006) e
Laflamme (2006) relataram que animais de meia idade a idosos sdo mais predispostos a obesidade.
Outro dado interessante, observado no presente estudo, foi que as cadelas com carcinoma mamario
que eram obesas apresentaram menor média de idade (9,5 anos) (Tabela 1), ou seja, cadelas obesas
apresentam tumores mamarios mais precocemente quando comparadas com cadelas acima do peso,
no peso ideal e abaixo do peso.

LIM et al. (2015a) e LIM et al. (2015b) também verificaram que a idade de manifestacdo do
carcinoma mamario era menor em cadelas com sobrepeso e obesas do que em cadelas magras ou
com peso ideal e associaram o excesso de tecido adiposo ao inicio e desenvolvimento de tumores
mamarios em cadelas. O tecido adiposo influencia a sintese e biodisponibilidade de estrégeno,
progesterona e androgenos por varios mecanismos. Um destes mecanismos estd relacionado a
expressao de varias enzimas metabolizadoras de esterdides sexuais pelo tecido adiposo que atuam
sobre precursores estrogénicos e androgénicos secretados pelas gonadas e adrenal. O tecido adiposo
¢ o principal local de sintese de estrégeno em mulheres pos-menopausa e o IMC é diretamente
relacionado aos niveis de estradiol circulante (KEY et al., 2001).0 estr6geno promove o
crescimento celular por estimular a liberacio do fator de necrose tumoral alta e do fator de
crescimento semelhante a insulina e por inibir o fator de necrose tumoral § (NORMAN &
LITWACK, 1997).

Outro mecanismo estd ligado a secrecdo de vérias citocinas e hormodnios, como leptina,
adiponectina, IGF-1, fator de necrose tumoral o e aromatase pelo tecido adiposo que influenciam as
células epiteliais da glandula mamaria (LAFLAMME, 2006; ZORAN, 2010).

Houve correlag@o entre obesidade e tamanho tumoral, sendo que a média do tamanho dos tumores
nos animais obesos era maior que a média em cdes abaixo do peso e com peso ideal (Figura 3). A
obesidade pode estimular o desenvolvimento do carcinoma maméario em mulheres e cadelas pela
continua sintese de estrégeno e estimulacdo de seus receptores (LIM et al., 2015) e o estrogeno e
progesterona afetam a taxa de divisdo celular que provoca a proliferacdo das células epiteliais da
glandula mamaria(CARMICHAEL, BATES, 2004), levando a ocorréncia de tumores maiores em
cées obesos.

Em um estudo previamente realizado em cadelas, foi constatado que no grupo de cadelas com
sobrepeso ou obesas havia maior nimero de animais com tumores grau I (LIM et al., 2015a). No

presente estudo 47,61% (20/42) dos animais obesos possuiam tumores grau I, enquanto 45,22%
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(19/42) possuiam tumores grau II. Apesar da maioria dos tumores serem grau I ndo houve diferenca
estatistica entre o nimero de tumores com grau I e II (p<0,05).

Com relacdo a expressdo de leptina, 46 amostras (48,42%) foram positivas e 49 (51,58) negativas,
valores semelhantes aos relatados por Lim et al. (2015) que observaram 48.2% dos carcinomas
mamarios de cadelas expressando leptina e Ressel et al. (2012)que verificaram 34%. Estes autores
também relataram que as células neoplésicas malignas apresentavam menor nivel de expressdo de
leptina quando comparados com tecido mamario normal e lesdes mamadrias benignas.

Nao houve correlagdo entre a expressao de leptina e IMCC, assim como observado por Lim et al.
(2015%), Lim et al. (2015b) e Ressel et al. (2012). Ditrrish et al. (2016) verificou correlacido entre os
niveis de leptina sérica e o IMC canino ou o escore de condicdo corporal, entretanto esta relacao
parece ndo se aplicar a expressdo de leptina no tumor mamaério de cadelas.

Com relagdo a expressdao de Obr, 52 amostras (54,73%) foram positivas e 43 (45,27%) foram
negativas, valores semelhantes aos relatados por Lim et al. (2015a) que verificaram 57,1% de
positividade e Ressel et al. (2012) verificaram 62,06 % dos carcinomas positivos. Neste estudo
verificou-se que de acordo com o aumento dos valores de IMCC a propor¢do de positivos para o
receptor Obr aumenta enquanto a propor¢do de negativos diminui, ou seja, animais obesos possuem
maior quantidade de tumores positivos para o recetor de leptina, sugerindo que a obesidade pode
levar a uma maior expressio de receptores para leptina.

Dentro do grupo de cadelas obesas do estudo (23/84), 10 cadelas apresentaram tumores maiores que
cinco centimetros e destes 70% (7/10) expressaram receptor para leptina. Ditrrish et al. (2016)
verificaram que cadelas com maior IMCC apresentavam maiores niveis de leptina sérica.Baseado
nesta informagao € possivel que os maiores niveis de leptina sérica e maior expressdo de receptores
para leptina possa influenciar a proliferacdo de células cancerosas e resultar em tumores maiores. A
leptina € um hormoénio liberado por adipdcitos que estimula a proliferacdo de células cancerosas

pelo aumento na sintese de aromatase (JARDE et al., 2008)

N

Com relacdo a marcacdo imunohistoquimica da leptina e caracteristicas clinicopatoldgicas,
verificou-se que o nimero de animais com tumores positivos para leptina aumenta de acordo com a
idade, assim como relatado por Lim et al. (2015a) que verificaram que conforme a idade do animal
aumentava havia aumento da expressao intratumoral de leptina.

Com relagdo a expressao de leptina e sua correlagdo com tamanho tumoral no presente trabalho nao
verificou-se correlac@o entre estas varidveis, assim como observado por Ressel et al. (2012) e Lim
et al. (2015a) na espécie canina.Em humanos a expressao de leptina possui correlacdo positiva com

o maior tamanho da massa tumoral (ISHIKAWA, 2004; NKHATA, 2008).



244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262

263
264
265

266
267
268

269
270

271
272
273

274
275

276
277
278

279

33

Em relagdo aos carcinomas complexos 42,52%% (20/43) sdo positivos para leptina enquanto os
carcinomas complexos 50,00% (26/52) apresentam a expressao do hormonio. Estudos prévios em
amostras de neoplasias mamarias de cadelas demonstraram que a expressao de receptor de leptina é
maior em tumores malignos quando comparado aos benignos (LIMet al. b) em mulheres, cerca de
83% dos carcinomas mamarios expressam Obr (ISHIKAWA et al. 2004).

Nao houve correlacdo entre o tipo e grau histoldgico e a expressdo de leptina e Obr (Tabela 2).
Ressel et al. (2012) relataram que 70% de carcinomas complexos foram positivos para leptina e
apenas 15% dos carcinomas simples foram positivos, e com relagdao ao Obr 88% dos carcinomas
complexos expressaram Obr. Lim et al. (2015a) observaram que carcinomas grau I expressavam

leptina com maior frequéncia.

Conclusao

A obesidade pode ser considerada fator de risco para carcinomas mamarios em cadelas uma vez que
cadelas obesas apresentam carcinomas mamarios mais precocemente € massas tumorais de maior
tamanho. Ainda, carcinomas de cadelas mais velhas expressam leptina, porém ndo ha relacdo entre
expressao de leptina e obesidade. Ja a maior expressdo de Obr em carcinomas de cadelas obesas

pode influenciar no desenvolvimento tumoral.
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Figuras

s e A,

Figura 1. Carcinomas mamarios de cadelas. Marca¢do Imunohistoquimica para leptina (A e B) e seu receptor Obr (C e
D) A. Carcinoma simples negativo <5% de células positivas para Leptina (complexo streptavidina-biotina-peroxidase,
policlonal anticorpo anti Leptina, contracorado com hematoxilina, aumento 40x) B. Carcinoma simples positivo >5%
de células positivas para Leptina (complexo streptavidina-biotina-peroxidase, policlonal anticorpo anti Leptina,
contracorado com hematoxilina, aumento 40x) C. Carcinoma simples negativo <5% de células positivas para Obr
(complexo streptavidina-biotina-peroxidase, policlonal anticorpo anti Obr, contracorado com hematoxilina, aumento
40x) D. Carcinoma simples positivo >5% de células positivas para Obr (complexo streptavidina-biotina-peroxidase,
policlonal anticorpo anti Obr, contracorado com hematoxilina, aumento 40x).
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Fig. 2. Curvas de regressdo linear de idade e tamanho tumoral de acordo com o IMCC. (A) Animais com neoplasia
mamaria distribuidos de acordo com a idade (anos) apresentando tendéncia decrescente de acordo com o aumento dos
valores de IMCC. (B) Animais com neoplasia mamaria distribuidos de acordo com o IMCC, apresentando tendéncia
crescente dos valores de acordo com o aumento do tamanho tumoral.



Tabela 1.

Idade das cadelas com carcinoma mamario e caracteristicas tumorais distribuidas de acordo com a

classificacao do IMCC (Indice de massa corporal canino).
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IMCC
Abaixo do Peso Peso Ideal Acima do Peso Obesos p valor Teste
Idade 108+ 20 105127 103+26 95+21 p<005 Pearson
Leptina
Positivo > 5% 6 8 10 22 ns Mann Whitney
Negativo < 5% 2 18 9 20
ObR
Positivo > 5% 2 13 12 25 <0.05 Mann Whitney
Negativo < 5% 6 13 7 17 p =t
Tipo de Carcinoma
Complexo 4 14 S 20 ns Mann Whitney
Simples 4 12 14 22
Graduacao
Grau | 4 10 S 20
Graull 4 13 13 19 ns Man whitney
Grau lll 0 3 1 3
Tamanho
Média 2,48 4,08 432 513 p<0.05
até 3cm 6 9 11 1
3 5cm 1 9 6 12 Person
>5 cm 1 9 11 10
Tabela 2.
Expressao de leptina e seu receptor (Obr) em carcinomas mamérios de cadelas de acordo com a idade,
tamanho tumoral, tipo e grau histolagico
Caracteristicas = . _
Tumorais Expressao de Leptina Expressao de ObR Teste estatistico
Positivo Negativo Positivo > Negativ
>5% <5% 5% 0 <5%
Idade 11+28 10+21 p<005 10+24 10+2,6 ns Mann Whitney
Tipo de Carcinoma
Complexo 20 23 ns 21 22 ns
Simples 26 26 22 30 Binomial
Graduacao
Grau | 16 23 19 20
Grau ll 27 22 ns 32 17 ns Binomial
Grau lll 3 4 1 6
Tamanho
até 3 cm 21 16 18 19
3-5cm 5 9 ns 11 4 ns Binomial
>5cm 10 15 14 11




