Universidade
Estadual de LondRrina

MICHELE SALMON FREHSE

NEOPLASIA MAMARIA E MICOTOXINAS:
ESTUDO RETROSPECTIVO E DE CASO-CONTROLE EM
CADELAS

Londrina
2014



MICHELE SALMON FREHSE

NEOPLASIA MAMARIA E MICOTOXINAS:
ESTUDO RETROSPECTIVO E DE CASO-CONTROLE EM
CADELAS

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncia Animal (nivel
Doutorado) da Universidade Estadual de
Londrina como requisito para obtencao do titulo
de Doutor.

Orientadora: Profa. Dra. Roberta Lemos Freire.
Co-Orientadora: Profa. Dra. Maria Isabel Mello
Martins.

Londrina
2014



Catalogacao elaborada pela Divisao de Processos Técnicos da Biblioteca Central da
Universidade Estadual de Londrina

Dados Internacionais de Catalogagéo-na-Publicacdo (CIP)

F861n Frehse, Michele Salmon.
Neoplasia mamaria e micotoxinas : estudo retrospectivo e de caso-controle em
cadelas / Michele Salmon Frehse. — Londrina, 2014.
96 f. :il.

Orientador: Roberta Lemos Freire.

Coorientador: Maria Isabel Mello Martins.

Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal, 2014.

Inclui bibliografia.

1. Tumores em animais — Teses. 2. Caes — Doencas — Teses. 3. Mamas — Cancer —
Teses. 4. Aflatoxina — Teses. 5. Oncologia veterinaria — Teses. I. Freire, Roberta
Lemos. Il. Martins, Maria Isabel Mello. I11. Universidade Estadual de Londrina.
Centro de Ciéncias Agrarias. Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal.
V. Titulo.

CDU 619:616-006.6




MICHELE SALMON FREHSE

NEOPLASIA MAMARIA E MICOTOXINAS:
ESTUDO RETROSPECTIVO E DE CASO CONTROLE EM CADELAS

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncia Animal (nivel
Doutorado) da Universidade Estadual de
Londrina como requisito para obtencéo do titulo
de Doutor.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profa. Dr®. Roberta Lemos Freire
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr®. Ana Paula Frederico Rodrigues
Loureiro Bracarense
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Profa. Dr®. Elisabete Yurie Sataque Ono
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Profa. Dr?. Giovana Wingeter di Santis
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Profa. Dr?. Fabiana Ferreira de Souza
Universidade Estadual Paulista - UNESP

Londrina, 19 de fevereiro de 2014.



O presente estudo foi realizado no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de
Londrina, Laboratério de Patologia Animal do Departamento de Medicina Veterinéria
Preventiva, Centro de Ciéncias Agrarias e Laboratorio de Cromatografia Liquida de
Alta Performance, Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da mesma
Universidade como um dos requisitos para obtencao do titulo de Doutor em Ciéncia
Animal pelo programa de Pés Graduagdo em Ciéncia Animal (Area de
Concentracdo: Sanidade Animal), sob orientacdo da Prof?. Dr2 Roberta Lemos
Freire e co-orientacao da Pro&f. Dr2. Maria Isabel Mello Martins

Os recursos financeiros para o desenvolvimento do projeto foram obtidos junto as
agéncias e 6rgaos de fomento a pesquisa, abaixo relacionados:

1. Fundacédo Araucaria apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
do Parana - projeto 18334 convénio 7/2011 — UEL

2. CAPES (Coordenacéao de aperfeicoamento de pessoal de nivel superior) -
bolsa de doutorado concedida ao programa de Pdés graduagcdo em
Ciéncia Animal da UEL.



DEDICO

Aos meus pais José Mauricio Frehse e Rosane Salmon Frehse que investiram em
minha formag&o, me apoiam em todos os momentos desta trajetoria, sempre
torceram pelo meu sucesso e mesmo morando longe se fizeram presentes. Aos
meus queridos avos Silvio Salmon (in memoriam) e Gelta Rodrigues Salmon que me
apoiou em toda jornada com carinho e bons conselhos. A vo paterna Irma Frehse
gue sempre acreditou em mim, e a minha estimada tia avé Guiomar Maria Rodrigues
(in memoriam) que de onde estiver tenho certeza que torce muito por mim.

Amo vocés, obrigada!



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pelo dom da vida, pela saude e for¢ca de vontade para alcancar
meus sonhos, objetivos e por guiar toda minha trajetéria e que nos momentos de
dificuldade e fraqueza me deu forgas para continuar.

A Prof2, Dra, Roberta Lemos Freire pela orientacdo, apoio, paciéncia, confianca,
amizade e ensinamentos.

A Profa. Dr2, Maria Isabel Mello Martins pela co-orientacdo, amizade e transmissao
de conhecimentos.

A Profa. Dr2, Ana Paula F.L.R. Bracarense e Prof2. Dr2 Elisabete Y. Sataque Ono
pelo apoio, parceria, confianga, amizade e conhecimentos transmitidos.

Ao Prof. Dr. Marco Antdnio Machado do Departamento de Clinicas Veterinarias,
Teriogenologia, pela ajuda, parceria e amizade.

A Profa. Dr2 Giovana Wingeter di Santis, Prof2. Dr2 Alice Alfieri, Prof. Dr. ltalmar
Teodorico Navarro e Prof2, Dr2 Karina Flaiban pela amizade, ajuda e ensinamentos a
mim transmitidos.

A Prof2, Carmen Hilst pela cordialidade em abrir as portas da Clinica Hilst para
minhas coletas.

Ao Prof. Dr. Amauri Alcindo Alfieri Coordenador do Programa de Pds Graduacdo em
Ciéncia Animal, pelo apoio na execucao do projeto.

A Prof2. Dr2, Ménica Vicky Bahr Arias pela solidariedade na participacdo com seus
caes em minha pesquisa.

Ao Prof. Dr. Miguel Machinski Junior da Universidade Estadual de Maringa e a Profa.
Dr2. Dayse Pontes Netto pela parceria do Laboratério de Toxicologia Veterinaria e
Plantas Téxicas para processamento de amostras.

A Prof2, Dra, Andréa Name Colado Sim&o do departamento de Patologia, Anélises
Clinicas e Toxicologia (PAC) do Centro de Ciéncias da Saude da UEL pela parceria,
ajuda e transmisséo de conhecimentos.

A Profa, Dr2 Neide Mariko Tanaka, pelo incentivo & pesquisa desde o periodo de
graduacéo, ajuda, pelos bons conselhos, ensinamentos e amizade.

Ao Prof. Dr. Shiguehiro Funayama (in memoriam) eterno mestre, amigo e
Orientador, exemplo de pessoa, professor e profissional, me apoiou desde a
graducdo e incentivou a pesquisa, sempre torceu pelo meu sucesso, eterna gratidao.

Ao Prof. Andrei Fabretti pelo material disponibilizado que facilitou nas coletas de
amostras.

Ao Prof. Dr. Silvano César da Costa do Departamento de Estatistica pelo auxilio na
realizacdo das analises de sobrevida.



A Profé. Dr2 Leticia Yamasaki Buck, Profé. Dr2 Maria Isabel Mello Martins e Prof. Dr2
Elisabete Yurie Sataque Ono por terem aceito participar da banca de qualificacdo e
pela contribuicdo para melhorias no trabalho.

As Professoras Dr2 Ana Paula F.L.R Bracarense, Dr2 Fabiana Ferreira de Souza, Dr2
Giovana Wingeter di Santis, Dr? Elisabete Yurie Satague Ono e Dr2 Roberta por
terem aceito participar de minha defesa de tese e por contribuirem neste trabalho.

Aos mestrandos em Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina Lucas Y.
Bissoqui e Erika Mitsuo K. Teixeira pela parceria no processamento das amostras,
amizade e por compartilharem experiéncias.

A todos os colegas médicos veterinarios residentes do HV, em especial aos
residentes da Teriogenologia de animais de companhia, aos da Anatomia Patologica
e aos da Toxicologia que de maneira direta ou indireta me ajudaram nas coletas e
processamento de material.

Aos meus pais José Mauricio Frehse e Rosane Salmon Frehse por todo carinho,
amor, paciéncia, dedicagao, incentivo e apoio nestes anos em que estive fora para
realizacdo de um sonho.

A minha amada v6, Gelta Rodrigues Salmon, pessoa maravilhosa que tanto me
espelho, n&o tenho palavras para agradecer o amor, o carinho, apoio e os conselhos
a mim transmitidos.

A minha irm& Caroline Salmon Frehse Pauls e meu cunhado Armin Pauls pelo
carinho, apoio e forga.

A minha tia Maria do Rocio Vasconcelos e meus queridos primos Paulo, Claudia e
Thiago, pelo incentivo, apoio e dedicagdo em todos 0s momentos.

Aos primos e amigos Maria do Rocio Richter, Antonio Carlos Richter e Camila
Richter pelo apoio, incentivo e por torcerem sempre por mim.

A Médica Veterinaria e amiga Milene Rochedo Ribeiro pelo auxilio nestes anos de
pesquisa, agradeco o apoio, a solidariedade, compreensao e dedicacao.

A Sra. Hissako Fujioka do Departamento de Materiais da UEL pela cordialidade e
por me atender sempre prontamente.

Aos bolsistas de iniciagéo cientifica Igor de Salles Perecin e Nelson J. Rodrigues por
todo periodo de coletas que prontamente ajudaram.

A Secretéaria da pds graduacdo em Ciéncia Animal Helenice Kieski e ao Secretario
do DMVP Valdecir Gomes pela cordialidade e auxilio sempre que precisei.

A técnica do Laboratério de Toxicologia Veterinaria e plantas toxicas, Aparecida
Maria de Oliveira e ao técnico do laboratério de Anatomia Patoldgica Animal, José
Carlos Ferreira pela ajuda no processamento das amostras.

A Médica Veterinaria Dra. Elizabeth Marana e Beatriz Nino por todo auxilio e troca
de experiéncias.

A Médica Veterinaria Claudia Cristina Boselli Grotti pela amizade, apoio e ajuda.



Aos enfermeiros do HV, Vilma Dias De Santana, Neusa Fronchetti, Nélio da Silva,
Rosemary Segovia de Campos e Moacir Oliveira, obrigada pela boa vontade e
disposicéo, pois as coletas ficaram mais faceis com o auxilio de voceés.

Aos funcionarios Mauro Caetano Fortunato, Mara Aquino de Andrade, Débora Sales
Rodrigues Machado e Maristela Gabriel, muito obrigada pela atencéo e ajuda.

Aos amigos mestrandos e doutorandos Eidi Yoshihara, Felipe Nael Seixas, Leticia
Murate, Juliana Rubira Gerez, Liza Ogawa, Renilda Terezinha Monteiro, Rodrigo
Azambuja, Elisdngela Olegario da Silva, Rogério Marcasso, Jonatas de Campos,
Luiz Daniel Barros, Ana Carolina Miura, Victor Tabacow, Sérgio Tosi Cardim, Karina
Basso por compartilharem experiéncias, pelo apoio e pelas boas risadas.

A amiga Arlete Emy Tanaka e familia pela solidariedade quando iniciei o curso,
obrigada por todo o tempo de hospedagem em sua casa, pela amizade e apoio.

As minha amigas Vanessa de Campos, Neide Tanaka, Maria Fernanda Lima e Silva,
Beatriz C. Vianna, Denise Adamczyk Kozemijakin, Cassiana M. G. Ramos, Candida
Amaral, Tatiana Barbosa, Elaine Ueno, Sandra S. Vasconcelos, Camila P. P. Colago
e Adriana Ferreira Campagnoli, obrigada pela forca, incentivo, carinho e
compreensao.

A Universidade Estadual de Londrina, ao Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e ao Programa de P6s Graduacdo em Ciéncia Animal pela oportunidade
de realizagcao da pesquisa.

A Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concessdo de bolsa de doutorado e a Fundacdo Araucaria Apoio ao
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico do Parana pelo apoio financeiro do
projeto.

A todos os animais que participaram do estudo e seus respectivos proprietarios que
sem eles nada aconteceria.



FREHSE, Michele Salmon. Neoplasia mamaria e micotoxinas: estudo retrospectivo e de
caso-controle em cadelas. 2014. 96 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2014

RESUMO

Neoplasias mamarias sdo comumente encontradas em cadelas, tem alta taxa de
malignidade e é uma das principais causas de morte nesta espécie. O tamanho,
comprometimento do linfonodo regional e sentinela, metastase a distancia e o tipo
histolégico sdo importantes fatores para se tracar o progndstico e sobrevida dos
pacientes. As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos produzidos por
fungos que podem contaminar os cereais utilizados como matéria-prima em ragéo
para cdes. Uma das possiveis causas para o desenvolvimento de neoplasia
mamaria em caes pode ser a ingestao crénica de micotoxinas presentes na racao. O
estudo retrospectivo de neoplasias mamarias em cadelas mastectomizadas no
Hospital Veterinario (HV) da Universidade Estadual de Londrina (UEL) durante o
periodo de 2006 a 2010 que totalizou 199 prontuarios e teve como objetivo associar
a classificacado histolégica das neoplasias mamarias a frequéncia das variaveis
epidemiolégicas pesquisadas. Neste estudo observou-se que os tumores multiplos
foram associados a neoplasia maligna (p=0,026) e a presenca de neoplasia maligna
foi associada a metastases em linfonodo (p=0,047). O estudo de caso-controle teve
como objetivo avaliar fatores de risco para neoplasias mamarias. Além das variaveis
epidemioldgicas, fatores dietéticos e a contaminagéo da ragcdo por micotoxinas foram
investigados. No periodo de outubro de 2010 a outubro de 2012 foram incluidas no
estudo 256 cadelas do HV/UEL, sendo 85 com neoplasia mamaria (grupo caso) e
171 sem qualquer alteragdo em mama (grupo controle). A castracdo teve efeito
protetor no estudo (p=0,0004; OR= 0,32; IC95%= 0,17-0,60). Animais castrados
previamente a mastectomia representaram 20,2% (17/84). Os tumores multiplos
foram mais frequentes e as glandulas mamarias mais acometidas foram as
abdominais seguido das inguinais. Os tumores malignos representaram 84%, sendo
0S carcinomas em maior proporc¢ao 93,7% (59/63) seguido de sarcomas 4,8% (3/63),
carcinossarcoma 1,6% (1/63) e 16% tumores benignos. O tumor misto benigno
representou 72,7% (8/11). Foi identificada a presenca de metastase em linfonodo
regional em 16% (12/75) dos casos e metastase pulmonar em 14,7% (11/75). A
analise de sobrevida dos tipos histologicos mais frequentes dos animais com
tumores malignos, demonstrou 33,3% (EP=0,157, 1C95%= 0,13-0,84) de sobrevida
nos carcinomas simples tubular grau | aos 15 meses apds cirurgia, 29,6%
(EP=0,164, 1C95%=0,10-0,87) no grau Il aos 25 meses apoOs cirurgia, 33,3%
(EP=0,27, 1C95%=0,06-1) para grau Ill aos 17 meses apo6s cirurgia, 72,9%
(EP=0,13, 1C95%=0,50-1) para carcinoma complexo grau |, aos 20 meses apos
cirurgia, 58,7% (EP=0,15, 1C95%=0,34-1) para carcinoma complexo grau Il aos 22
meses ap0s mastectomiaA mastectomia unilateral total foi o tratamento de escolha
para todos os pacientes. A determinacdo de micotoxinas na racdo de ambos o0s
grupos foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As
aflatoxinas, fumonisinas e zearalenona foram detectadas em 98,6% (146/148) das
amostras. As racOes analisadas foram classificadas em econdmica, premium e
superpremium de acordo com a qualidade mencionada pelo fabricante no rétulo da
racdo. Todas as amostras do tipo econdmica apresentaram alguma micotoxina



(72/72), seguido das amostras do tipo premium 98,4% (62/63) e 92,3% (12/13) nas
superpremium. A aflatoxina B; (p=0,0356; OR=2,74; | C95%=1,13-6,60), G;
(p=0,00007; OR=4,60; 1C95%=2,16-9,79)e G, (p=0,0106; OR=9,91; 1C95%=1,21-
81,15) tiveram significancia estatistica em relacdo a presenca de neoplasia mamaria,
mostrando que a presenca de cereais e sua diversidade séo importantes fontes para
micotoxinas, mesmo que em pequenas quantidades. Os resultados indicam a
importancia do diagnostico precoce, pois tumores malignos tem alta frequéncia na
cadela e metastase em linfonodo e a distancia tem influéncia no progndstico e
sobrevida do paciente. A castracdo tem efeito protetor para neoplasia mamaria em
cadela. A qualidade da racéo ingerida deve ser monitorada, pois em todos os tipos
de racao foi detectada a presenca de micotoxinas, com significancia estatistica para
as aflatoxinas B, G1 e G, em relacdo a presenca de neoplasia mamaria.

Palavras-chave: Tumor de mama. Caes. Aflatoxina. Fumonisina. Zearalenona



FREHSE, Michele Salmon. Neoplasm of the breast and mycotoxins: retrospective
study and case-control in female dogs. 2014. 96 p. Thesis (Doctoral Degree in
Animal Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

Tumors of the mammary gland are the most commonly neoplasms found in female
dogs, the mammary tumors have a high rate of malignancy and a major cause of
death in dogs. The size, involvement in regional and sentinel lymph node, distant
metastasis beyond the histological type are important factors to delineate the
prognosis and survival of patients. Mycotoxins are metabolites of fungi wich may
contaminate naturally cereals used as raw material in food for dogs. One possible
cause of the development of tumors in dogs can be chronic ingestion of mycotoxins
present in the fed. The retrospective study of mammary tumors in female dogs of
hospital population, in bitches undergoing mastectomy at the Veterinary Hospital
(HV), State University of Londrina (UEL), aimed to associate the histological
classification of mammary neoplasms the frequency of searches for epidemiological
variables. Survey conducted during the period 2006 to 2010 add up to 199 records.
In this study it was observed that the multiple tumors were associated with
malignancy (p = 0.026) and the presence of malignancy was associated with lymph
node metastasis (p = 0.047). The Case-control study aimed to evaluate risk factors
for breast cancer. In addition to the epidemiological variables, dietary factors and the
contamination of feed by mycotoxins were investigated. From October 2010 to
October 2012 were included in the study 256 bitches from HV/UEL, 85 with breast
cancer (case group) and 171 without any change in breast (control group). Castration
had a protective effect in the study (p=0.0004; OR= 0,32; IC95%= 0,17-0,60).
Castrated prior to mastectomy accounted for 20.2% (17/84). Multiple tumors were
more frequent and the most affected mammary glands were followed by abdominal
inguinal. Malignant tumors represented 84%, in a higher proportion carcinomas
93.7% (59/63) followed sarcomas 4.8% (3/63) carcinosarcoma 1.6%(1/63) and 16%
benign tumors where benign mixed tumor represented 72.7% (8/11). The presence of
regional lymph node metastasis in 16% (12/75) of cases and pulmonary metastasis
in 14.7% (11/75) were identified. Survival analysis curve was performed of the most
frequent histological types of animals with malignant tumors. There was obtained
33.3% (SE= 0.157, 95% CI = 0.13 to 0.84) survival in grade | at 15 months simple
tubular carcinomas after surgery, 29.6% (SE= 0.164 , 95% CI =0 from 0.10 to 0, 87)
in grade Il and 25 months after surgery, 33.3% (SE = 0.27, 95% CI = 0.06 to 1) for
grade 1ll to 17 months after surgery 72.9% (SE = 0.13, 95% CI = 0.50 to 1) for
complex carcinoma grade |, at 20 months after surgery, 58.7% (SE= 0.15, 95% CI =
0.34 to 1) for carcinoma complex grade Il at 22 months after mastectomy. The
unilateral total mastectomy was the treatment of choice for all patients. The detection
of mycotoxins in food for both groups was performed by the high performance liquid
chromatography (HPLC) technique. Aflatoxins, zearalenone and fumonisins were
detected in 98.6% (146/148). The rations were classified into economic, premium and
super premium according to the quality mentioned by the manufacturer in the feed
label. All samples showed some kind of economic mycotoxin 100 % (72 72), followed
by samples of premium type 98.4 % (62 /63) and 92.3 % (12/13) in the super-
premium. Aflatoxin B1, G1 and G2 respectively had statistical significance (p =



0.0356, OR = 2.74, R=1.13 to 6.60 % C95), (p=0.00007, OR = 4.60; 95% CI = 2.16
to 9.79) and (p= 0.0106, OR = 9.91, 95% CI 1.21 to 81.15) showing that the
presence of cereals and their diversity are important sources for mycotoxins. The
statistical package Epi Info 3.5.4 was used for the calculations of relative frequency,
tabulation of the variables of interest and survival analysis in R 2.15.3 program, the
Kaplan-Meier test. The results indicate the importance of early diagnosis, because
malignant tumors have high frequency in dogs and lymph node metastasis and
distance influences the prognosis and patient survival. Castration has protective
effect for mammary cancer in dogs. The quality of feed intake should be monitored,
as in all types of feed was detected the presence of mycotoxins, with statistical
significance for aflatoxins B, G; and G related to mammary tumor.

Keywords: Mammary tumor. Dogs. Aflatoxin. Fumonisin. Zearalenone.
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1 REFERENCIAL TEORICO

No Brasil, cdes e gatos sdo 0s animais domésticos mais abundantes e
populares, a populacéao de cées representa (34,3 milhdes) e de gatos (18,3 milhdes)
(ABINPET, 2013). O consumo de racdo para cédes e gatos foi de 1,83 milhGes de
toneladas no ano de 2010 e movimentou cerca de 7,26 bilhdes de reais
(ANFALPET, 2011). O Brasil esta entre os maiores produtores mundiais de pet food,
com 85 fabricantes que produzem racdo com prec¢os e qualidade variaveis e mais de
500 marcas foram registradas até 2009 (CARCIOFI et al., 2009). E de suma
importancia que os fabricantes de pet food invistam em sistemas de gestdo de
qualidade na cadeia de producédo, boas praticas de fabricacdo (BPF) e analises de
perigos e pontos criticos de controle (APPCC), o que poderia ser um diferencial de
mercado (ABINPET, 2013). Com a melhoria dos cuidados higiénico-sanitarios e
veterinarios, os animais domeésticos estdo vivendo mais e tornando-se mais
suscetiveis a doencas de aparecimento tardio como tumores.

O céancer € uma das principais causas de mortalidade em animais
domeésticos e em seres humanos, sendo a neoplasia mamaria importante causa de
morte em ambas as espécies. O estadiamento clinico e ovariohisterectomia séo
fatores progndsticos para sobrevida dos cdes apds o procedimento cirdrgico de
mastectomia (WITHROW; MacEWEN, 2001; HATAKA, 2004). As neoplasias
mamarias sdo multifatoriais. Uma das possiveis causas € idade avancada, aplicacéao
de horménio contraceptivo e ingestdo de uma dieta desbalanceada (FONSECA,
DALECK, 2000).

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos produzidos por fungos
filamentosos que em condi¢cGes de temperatura, umidade, danos fisicos e condi¢cdes
de armazenamento podem contaminar graos como aveia, arroz, trigo e milho,
cereais usados como matéria-prima na cadeia de producdo de ra¢cbBes destinada a
cdes. No Brasil e outros paises tropicais as aflatoxinas (AF), fumonisinas (FB) e
zearalenona (ZEA) sdo micotoxinas de grande importancia, uma vez que podem
causar efeitos téxicos em seres humanos e animais, além de prejuizos econdmicos
na cadeia de producdo. A contaminacdo de ragdo por micotoxinas pode causar
riscos a saude animal alterando a funcéo hepatica, renal, digestéria, circulatoria,
neurologica e reprodutiva de céaes, além de efeitos mutagénicos e carcinogénicos
(LEUNG, AZ-LLANO; SMITH, 2006).
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1.1 NEOPLASIAS MAMARIAS

1.1.1 Incidéncia de Neoplasias Mamarias em Cadelas

As neoplasias mamarias normalmente acometem cadelas de meia idade a
idosos, com média entre 10-11 anos (LANA; RUTTEMAN; WITHROW, 2007). Nao
existe predisposicao racial evidente, embora fémeas das racas Poodle, Cocker
Spaniel, Teckel, Labrador e Yorkshire terrier apresentem alta ocorréncia. Fatores
nutricionais tém sido relatados como promotores da carcinogénese. A obesidade aos
nove a 11 meses de idade esta relacionada ao aumento do risco de desenvolver
neoplasia mamaria na fase adulta ou idosa (QUEIROGA; LOPES, 2002).

Em machos esse tumor é raro e normalmente agressivo (MORRISON, 1998;
KIRPENSTEIJN; RUTTEMAN, 2006). As cadelas possuem em média cinco pares de
glandulas mamarias e cerca de 60% dos tumores envolvem o 4° e o 5° pares de
glandula, devido ao maior volume destas glandulas e resposta ao estrogénio
(MOULTON, 1990; WITHROW; MacEWEN, 2001; QUEIROGA; LOPES, 2002).

Os nodulos das glandulas mamarias podem ser Unicos ou multiplos, os quais
poderdo apresentar tipos histolégicos diferentes e nestes casos o tumor de pior
prognostico determinara a sobrevida do paciente (CAVALCANTE; CASSALLI, 2006).
A drenagem linfatica € complexa, e envolve os ganglios linfaticos axilares e os
inguinais superficiais, havendo conexdes linfaticas plexiformes entre as mamas
toracicas caudais e abdominais, e possivelmente entre as cadeias mamarias, o que
contribui para ocorréncia de metastase (RAHAL et al., 1995; MORRISON, 1998;
QUEIROGA; LOPES, 2002).

Kumaraguparan et al. (2006), em um estudo na india, analisaram tumores
mamarios em humanos e em cdaes e caracterizaram a expressao de Bcl-2, Bcl-X e
Hsp 70 e 90 com diminuicdo da regulagcéo da Bax e caspases, onde a Bcl-2 e a Bcl-
X s@o proteinas anti apoptoticas. A Bcl-2 mediada pelos efeitos anti-apoptoticos
impedem a ativacdo das caspases, Bcl-X forma um complexo com Apaf-1 e
procaspase 9, impedindo a caspase 9 ativada. Sugere-se que a desregulacdo da
apoptose devido a um desequilibrio na Bcl-2/ Bax pode contribuir na patogénese do

cancer de mama.
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1.1.2 Incidéncia de Neoplasia Mamaria em Mulheres no Brasil e no Mundo

Na populagdo humana, em 2005, do total de 58 milhdes de mortes ocorridas
no mundo, o cancer foi responsavel por 7,6 milhdes, o que representou 13% de
todas as mortes: pulméo (1,3 milhdo); estdmago (um milh&o); figado (662 mil); colon
(655 mil) e mama (502 mil). No Brasil o cancer de mama constitui a primeira causa
de morte por cancer em mulheres. No ano de 2009, houve 466.730 casos novos de
cancer, os tipos mais frequentes, com excec¢ao do céancer de pele do tipo nao
melanoma, sdo os canceres de préstata e de pulmdo no sexo masculino e 0s
canceres de mama e de colo do utero no sexo feminino, acompanhando o mesmo
perfil da magnitude observada no mundo (INCA, 2008). Estimativas do INCA e
Ministério da saude para o ano de 2014 apontam 580 mil casos novos da doenca.
Os canceres mais incidentes na populacdo brasileira em 2014 serdo pele nao
melanoma (182 mil), préstata (69 mil); mama (57 mil); célon e reto (33 mil), pulméo
(27 mil) e estbmago (20 mil). Ao todo estao relacionados na publicacdo os 19 tipos
de céncer mais incidentes, sendo 14 na populacdo masculina e 17 na feminina.
Neoplasia mamaria é o tipo mais frequente nas regides Sul (71 casos/100 mil),
Sudeste (71 casos/100 mil), Centro-Oeste (51 casos/100 mil) e Nordeste (37
casos/100 mil). Na regido Norte o cancer mais incidente é o de colo de Utero com
(24/100 mil), e o segundo mais incidente (21 casos/100 mil) de mama. A idade é o
principal fator de risco e, 0 nimero de casos aumenta de forma acelerada apos os
50 anos. Sua ocorréncia esta relacionada ao processo de urbanizacdo da
sociedade, evidenciando menor risco de adoecimento nas mulheres com elevado
nivel socioecondmico (INCA, 2013).

Estima-se que em 2020 o numero de casos novos anuais de cancer no mundo seja
da ordem de 15 milhdes. Cerca de 60% destes novos casos ocorrerdo em paises em
desenvolvimento. E também conhecido que pelo menos um terco dos casos novos

de cancer, que ocorrem anualmente no mundo, poderia ser prevenido (INCA, 2008).

1.1.3 Fatores que Contribuem na Etiologia do Cancer

Os principais fatores de risco para o cancer de mama em mulheres estédo

ligados a idade e aos aspectos enddcrinos e genéticos. Os aspectos enddcrinos
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estdo relacionados principalmente ao estimulo estrogénico, seja enddégeno ou
exdgeno, com aumento do risco com o maior tempo de exposicdo. ldade avancada,
baixa paridade, menarca precoce, menopausa tardia, obesidade, alcoolismo, terapia
de reposicdo hormonal pés-menopausa, principalmente se prolongada por mais de
cinco anos, exposicdo a radiacdes ionizantes em idade inferior a 40 anos,
sedentarismo e carater hereditario (predisposicdo genética) que corresponde
aproximadamente de 5-10% do total de casos (INCA, 2013). Ja nas cadelas os
principais fatores de risco estdo associados a idade avancada, uso de
contraceptivos e a nao realizacdo da ovariohisterectomia precoce (SCHNEIDER et
al., 1969; FONSECA; DALECK, 2000). Tais diferencas se devem ao ciclo menstrual
na mulher que tem caracteristicas fisioldgicas diferentes das cadelas. Cadelas sédo
monoéstricas, possuem ovulacdo espontanea e média de intervalo entre estros de
seis meses. O ciclo estral na cadela possui a fase folicular (proestro e estro) e a
litea (diestro e anestro). No estro ocorre o pico do horménio luteinizante (LH) e, 48h
apos, ocorre a ovulagdo, com o decréscimo do estrogeno e ascensdo da
progesterona. No diestro no qual ha atividade do corpo liuteo, a progesterona
permanece elevada até o final da gestacdo ou, no caso de cadelas ndo gestantes,
pode ocorrer pseudociese. A prostaglandina é responsavel pela lise do corpo lateo,
havendo um decréscimo da progesterona (WANKE; GOBELLO, 2006).

Os hormdnios estrogeno e progesterona exercem uma influéncia central na
etiologia dos tumores mamarios em cadelas. Sao encontrados em tecidos mamarios
normais, porém outros hormdnios como a prolactina e o horménio do crescimento
também foram observados nos tecidos maméarios neoplasicos e provavelmente
interagem na etiologia das neoplasias. Receptores para estrogeno e progesterona
sdo frequentemente encontrados em tumores mamarios benignos, em alguns
tumores malignos e raramente em metastases (DENG; BRODIE, 2001).

O risco de desenvolvimento do cancer de mama é essencialmente determinado pela
intensidade e duracdo da exposicdo do epitélio mamario a acdo conjunta da
prolactina e do estrogeno. A prolactina facilita a acdo mitdtica do estrégeno,
aumentando o numero de seus receptores. O estrogeno promove 0 crescimento
celular por estimular a liberacdo do fator de crescimento tumoral. A progesterona
também tem sido incriminada na génese das neoplasias mamarias, por estimular a
sintese do hormdénio do crescimento com subsequente proliferacdo celular e
estimulo da secrecdo alveolar (MULDOON, 1981; HENDERSON et al., 1982;
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KOJIMA et al., 1996; MOL et al., 1997; NORMAN; LITWACK, 1997; MEUTEN,
2002).

1.1.4 Estudos Epidemioldgicos de Fatores de Risco

O estudo epidemioldgico da distribuicdo da doenca em populacfes animais e
os fatores que determinam a distribuicdo contribuem para esclarecer a etiologia,
identificar os grupos de risco e aplicar medidas preventivas apropriadas
(O’'DONNELL; COUGHLIN; LEMARBRE, 1992).

Em uma reviséo de literatura de 34 artigos sobre fatores de risco de cancer
de mama realizada em mulheres coreanas, relacionou um total de 84 fatores de
risco para céncer de mama, das quais 58 fatores foram estatisticamente
significantes. Os fatores mais frequentes foram: indice de massa corporal, menarca,
menopausa, historico familiar, gravidez e parto, amamentacdo, alcoolismo,
tabagismo, dieta, educacdo e uso de contraceptivos orais (LEE; PARK; PARK,
2008). Nao ha evidéncias conclusivas de que ciclos estrais irregulares, pseudociese
e prenhez possam influenciar no desenvolvimento de tumores mamarios, mas 0s
estrogenos enddgenos, administracdo de progestagenos e estrdgenos como
contraceptivo, podem ser desencadeantes da patogénese (MORRISON, 1998;
JONES; HUNT; KING, 2000; WITHROW; MacEWEN, 2001; QUEIROGA; LOPES,
2002; KIRPENSTEIIN; RUTTEMAN, 2006).

Dorgan et al. (2009) realizaram um estudo caso-controle para determinacdo
do nivel sérico da substancia inibidora de miuller (MIS) e sua associagdo com o risco
de cancer de mama. A associacdo da MIS com o cancer de mama nao variou com a
idade no momento da coleta de sangue mas foi expressiva entre mulheres com
diagnostico de cancer de mama em idade avancada. Concluiram que a MIS pode
ser um novo biomarcador tumoral para cancer de mama. A terapia a ser instituida é
controversa, a cirurgia tem sido eficaz na cura de 50% dos tumores malignos.
Nestes casos tem sido usada a mastectomia radical ou em bloco, devendo ser
acompanhada da remoc¢édo dos linfonodos inguinais e axilares quando estes
estiverem aumentados de volume. A ovariohisterectomia concomitante também é
recomendada (MOULTON, 1990; JONES; HUNT; KING, 2000; WITHROW,
MacEWEN, 2001; QUEIROGA; LOPES, 2002; KIRPENSTEIJN; RUTTEMAN, 2006).
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Segundo Morrison (1998), tanto a prolactina quanto o estrogeno sao
necessarios ao crescimento dos tumores mamarios em cadelas. O risco de
aparecimento de neoplasias mamarias nas cadelas castradas antes do primeiro cio é
de 0,05%, apdés o primeiro cio € 8% e apdés o0 segundo cio sobe para 26%
(SCHNEIDER et al., 1969).

MORRIS et al, (1998) estudaram a influéncia da ovariohisterectomia em
animais com meédia de nove anos e portadores de neoplasia maméria. Os resultados
sugerem que a castragdo no momento da mastectomia ndo tem efeito na progresséo
da doenca maligna e que uma a cada quatro cadelas com tumor benigno podera

desenvolver novos nédulos em outras mamas.

1.1.5 Estadiamento Clinico, Caracteristicas Histoldgicas e Terapéutica

O estadiamento clinico relaciona o tamanho do tumor primario, localizacéo,
velocidade de crescimento, caréter infiltrativo, aderéncias e ulceracdo, com invasao
de linfonodos regionais e metastase a distancia, pelo sistema TNM (tamanho,
comprometimento em linfonodo regional, sentinela e metastase a distancia)
(OWEN,1980; KIRPENSTEIJN; RUTTEMAN, 2006; CASSALI et al., 2011) e deve
ser estabelecido antes de qualquer opcao terapéutica (KIRPENSTEIJN;
RUTTEMAN, 2006), conforme quadro 1.
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Quadro 1 - Classificacéo clinica de tamanho do tumor primario, linfonodos regionais
e metastase pulmonar.

T- Tumor primério

T1< 3 cm diametro

T, 3-5 cm de diametro

T3>5 cm de diametro

N- Linfonodos regionais

No — histoldgico ou citolégico — auséncia de metastase
N; — Histoldgico ou citolégico — presenca de metastase
M- Metastase a distancia

Mo — Auséncia de metastase a distancia

M; — Presenca de metastase a distancia
Estadiamento

I: T1; No; Mo

[I: T2; No; Mo

I1l: T3 ; No; Mo

IV: Qualquer T; Ni; Mo

V: Qualquer T; qualquer N; M,

Modificado de Owen L.N.: Classificacdo dos tumores em animais domésticos, Génova, 1980, World
Health Organization (Lana et al, 2007).

A radiografia toracica avalia metastase pulmonar quando maior que 8 mm
(WITHROW; MacEWEN, 2001).

A citopatologia tumoral pela puncéo aspirativa com agulha fina (PAAF) é util
na diferenciacdo entre tumores benignos e malignos, pode ser considerado um
exame de triagem. Porém o histopatologico de fragmentos, obtidos por biopsia
excisional, determina o diagndstico definitivo, grau de malignidade e progndéstico
(MORRISON, 1998; GUEDES et al., 2000; MAGALHAES et al., 2001; HATAKA,
2004; DeNICOLA, 2007). A classificacdo das neoplasias malignas, proposta pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 1999, separou as neoplasias de acordo
com o seu prognéstico (Misdorp et al.,, 1999; Rutteman e Kirpensteijn, 2003). Os
carcinomas foram subdivididos em nao infiltrativos, complexos e simples
(tubulopapilares, solidos ou anaplasicos), para que as neoplasias fossem
determinadas de acordo com o seu potencial de malignidade (Lana et al., 2007),

conforme quadro 2.
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Quadro 2 —Classificacdo histopatolégica das neoplasia mamarias segundo a
Organizacdo Mundial de Saude.

Tumores malignos Tumores benignos
Carcinoma in Situ (n&o infiltrativo) Adenoma
Carcinoma Complexo Adenoma Simples
Carcinoma Simples Adenoma Complexo
Carcinoma Tubulopapilar Adenoma Basal6ide

Carcinoma Solido

Carcinoma Anaplasico Fibroadenoma
Carcinomas de tipo especial Tumor Misto Benigno
Carcinoma de Células Fusiformes Papiloma Ductal

Carcinoma de Células Escamosas
Carcinoma Mucinoso

Carcinoma Rico em Lipideos

Sarcomas

Fibrossarcoma

Osteossarcoma

Outros sarcomas

Carcinossarcoma (Tumor Misto Maligno)

Carcinoma ou Sarcoma em Tumor Benigno

Fonte: MISDORP et al, 1999

A graduacédo histologica dos carcinomas em caes e gatos considera como
critérios a formacéo de tubulos, o pleomorfismo nuclear e o indice mitético, conforme

quadro 3.
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Quadro 3 — Graduacao histologica para carcinomas mamarios em cadelas e gatas.

Caracteristicas Contagem

Formacao de tubulos

>75% do tumor 1
10-75% do tumor
<10% do tumor 3

Pleomorfismo nuclear

pequenos e regulares 1
aumento moderado do tamanho e variacéo 2
grande variacdo no tamanho e na forma 3

indice Mitético

0-8 mitoses 1
9-16 mitoses 2
acima de 17 mitoses 3

Total contagem/Grau de malignidade
3-5 I

6-7 I

8-9 1l

Fonte: MISDORP et al, 1999

1.1.6 Importancia do Estudo do Cancer nos Animais em Saude Publica

O céancer € uma das principais causas de mortalidade em animais
domeésticos. As neoplasias mamarias possuem alta taxa de malignidade na espécie
humana e canina, e em mulheres é a principal causa de morte no mundo
(MORRISON, 1998; WITHROW; MacEWEN, 2001; JEMAL et al., 2011; INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2013)

Modelos animais para estudo de neoplasias, usualmente envolvem a
inducdo artificial de tumores por agentes quimicos e virais que nem sempre
reproduzem as condi¢cdes de desenvolvimento espontaneo dos tumores. Animais
com tumores espontaneos propiciam uma excelente oportunidade para estudar
aspectos etiolégicos e terapéuticos da doenca. Tumores espontaneos de animais
domésticos sdo consequentemente, modelos comparativos atrativos (GILLETTE,
1982; RICHARDSON, 1983) porque: 1) animais domésticos compartilham o meio
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ambiente com os seus proprietarios e os mesmos fatores etioldgicos podem estar
envolvidos na génese dos tumores em diferentes espécies como por exemplo a
radioatividade; 2) os animais podem servir de sentinelas para mudangcas nos
padrdes do desenvolvimento de tumores observados em seres humanos. 3) varias
neoplasias compartilham as mesmas caracteristicas fisiolégicas e metabdlicas em
seres humanos e animais domésticos (WITHROW; VAIL, 2007); 4) alguns tumores
desenvolvem-se mais rapidamente em animais do que seres humanos, como 0S
tumores mamarios em gata, consequentemente, o comportamento biolégico e a
resposta a terapia podem ser estudados mais facilmente em animais e os resultados
serem extrapolados para estudos prospectivos no homem.

Tumores espontaneos de animais também s&o um excelente modelo para o
cancer humano em termos de antigenicidade, fatores de crescimento e extenséo de
diferenciacéo celular (WITHROW; MacEWEN, 2001).

1.2 MICOTOXINAS

1.2.1 Aflatoxinas

A produgédo mundial anual de cereais excede os 160 kg per capita e estima-
se que cerca de 10 a 30% dos graos colhidos sao perdidos pela presenca de fungos
(LINO; SILVA; PENA, 2004). No Brasil, varias micotoxinas tem sido identificadas em
alimentos destinados ao consumo humano e animal, no entanto deve-se destacar as
aflatoxinas ndo somente pela frequente ocorréncia, mas também pelo seu elevado
potencial toxico demostrado em animais de interesse zootécnico e animais de
companhia (ABINPET, 2013).

As aflatoxinas (AFs) sé&o difuranocumarinas produzidas principalmente por
Aspergillus flavus e A. parasiticus, tem grande importancia por sua ocorréncia e
toxicidade (Figura 1).
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Figura 1 — Estrutura quimica das aflatoxinas.
(0]

Fonte: http//:www.toxicologia.unb.br

O reconhecimento do seu potencial toxico foi estabelecido no fim da década
de 60 na Inglaterra, onde a morte de aves (perus jovens) foi ocasionada pela
ingestdo de racdo a base de amendoim contaminado proveniente do Brasil
(SARGEANT, et al, 1961). A exposi¢do ocorre principalmente por ingestdo, mas
intoxicacdo por via topica e inalacdo podem ocorrer (COUNCIL FOR
AGRICULTURAL SCIENCE AND TECHNOLOGY, 2003). Sao substancias lipofilicas
e de baixa massa molecular, absorvidas pelo intestino, passando a corrente
sanguinea, onde aproximadamente 90% se liga a albumina e o restante é distribuido
aos tecidos. O metabolismo hepatico € a principal via de detoxificacdo (MIDIO;
MARTINS, 2000). Sao estaveis e podem resistir a altas temperaturas como 0s
processos de torrefacdo, extruséo, assar e coc¢cao (SARGEANT et al., 1961; MARIN
et al., 2013). As aflatoxinas podem ser encontradas em cereais, frutas, sementes
antes e apos a colheita e a contaminacdo depende de fatores como temperatura e
umidade elevadas. S&0 comumente encontradas na América do Sul, Africa, Asia e
Australia. As aflatoxinas tem a denominacao de B e G pois quando submetidas a luz
ultravioleta apresentam fluorescéncia de coloracdo azul (blue) e verde (green)
(MIDIO; MARTINS, 2000).

As aflatoxinas (AFs) mais estudadas sao: AFBi, AFB,, AFG; e AFG,. A
AFB;, € o andlogo mais abundante e toxico classificado no Grupo 1, importante
carcindgeno para seres humanos, seguido por AFG;, AFB; e AFG, com toxicidades

de aproximadamente 50, 20 e 10%, respectivamente. Binghan et al. (2004)
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demonstraram que cdes que receberam 100ug/kg de AFB; excretaram o metabdlito
AFM; na urina 12h apds a ingestao.

Os analogos AFM; e AFM, podem ser encontrados em leite, urina e fezes
pois sdo resultantes do metabolismo hepatico das AFB; e AFB; e sua toxicidade é
aproximadamente dez vezes menor que a AFB;(YU et al.,, 2005; MARIN, et al.,
2013).

Efeitos tdxicos e carcinogénicos da AFB; sdo manifestados apds sua
metabolizacdo, nos hepatécitos, pela monoxigenase citocromo p-450 dependente. A
monoxigenase catalisa o metabolismo oxidativo da AFB; resultando na formacao de
varios derivados hidroxilados: AFMi, AFQ; e AFP;, bem como a formacéo do AFB;
8-9-epoOxido mais prevalente e altamente reativo. Efeito carcinogénico e mutagénico
da AFB; tem afinidade eletrofilica do AFBO pelo DNA e proteinas, ocasionando na
formacéo de adutos macromoleculares tais como: AFB; N’ — guanina com o DNA e
a AFB1 - lisina com a albumina do soro (WANG et al, 1996). Em virtude da
capacidade de se ligarem ao DNA das células, as aflatoxinas afetam a sintese
proteica, tem efeitos oncogénicos, imunossupressivos, hepatotoxico, nefrotoxico e
anti coagulante. Os cdes sdo considerados altamente sensiveis a aflatoxinas
(CHAFFEE et al., 1969; KETTERER et al., 1975). O primeiro relato de aflatoxicose
em caes foi em 1952 nos Estados Unidos da América (EUA), quando racao
contaminada por fungos foi a causa da ‘hepatite X” em cées.

Os sinais clinicos de aflatoxicose aguda em suinos poderdo iniciar seis
horas ap0s a ingestdo do alimento contaminado, ocasionando depressao, presenca
de sangue nas fezes, tremores musculares, incoordenacdo motora, inapeténcia,
hipertermia podendo levar a morte nas 12-24 horas seguintes (COOK, W.O,;
ALSTINE, W.G.V.; OSWEILER, G.D, 1984). Em cdes normalmente sdo casos de
intoxicacdo aguda e fatal. O diagnéstico é realizado pela analise da racdo e
histopatolégico do figado (BAILLY et al., 1997).

Estudo realizado em 1998 no Texas, (EUA) apontou morte de 55 céaes
decorrente da ingestdo de racdo contaminada com aflatoxina em diferentes niveis
150 — 300upg/Kg (BINGHAM et al., 2004). Racdo comercial para caes contaminada
com altos niveis de aflatoxina foi responsavel pela intoxicacdo aguda e morte de 23
caes nos EUA em 2005 (LIGHTFOOT; YEAGER, 2008). Sharma e Marquez (2001)

avaliaram a presenca de aflatoxinas em 35 amostras de ra¢cdo comercial para caes e
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gatos no México. A aflatoxina B; foi detectada em 88,5% das amostras de racao e
este nivel foi elevado em 17% das amostras de ambas as espécies.

No Brasil (SP) foram analisadas aflatoxinas e fumonisinas em 24 amostras
de milho destinadas a fabricacdo de ragdo para animais de companhia (pet).
Aflatoxinas totais foram detectadas em 10 amostras (41,66%), com variacdo de 0,35
a 3,93ug/Kg, todas as amostras apresentaram niveis de contaminacdo abaixo de 5,0
Hg/Kg. Em 100% (n=24) das amostras foi detectada FB;, com niveis variando de
0,539 a 9,707 pg/kg e média de 3,275 pug/Kg e em 83,3% das amostras foi detectado
FB,, com niveis variando de 0,01 a 6,672 ug/Kg e média de 1,307 ug/Kg (CRUZ,
2010).

Nas intoxicacbes subagudas, os sinais clinicos em suinos séo de evolugéo
mais lenta, os animais podem apresentar ictericia, desidratacdo e perda progressiva
de peso. Nos casos de intoxicacdo cronica ocorre diminuicdo do ganho de peso,
inapeténcia, reducdo da conversao alimentar, podendo ocorrer ataxia, ictericia e por
vezes convulsdo. Em aves a intoxicagdo est4d associada a esteatorréia que €
acompanhada por diminuicdo nas atividades especificas e totais da lipase
pancreatica que é responsavel pela digestdo de gorduras, levando a esteatose
hepética. Observa-se também palidez de mucosas e penas devido a absor¢cado
deficiente, diminuicdo no transporte e deposicao tecidual de carotenoides da dieta,
ocasionando a ‘sindrome da ave palida (DILKIN; MALLMANN, 2004).

As aflatoxinas representam um sério risco para saude humana e animal. O
limite maximo de tolerancia (LMT) previstos na legislacdo para aflatoxinas totais em
milho gréo e sub-produtos sera o mesmo valor estabelecido no Brasil para consumo
humano: 20 pg/kg de aflatoxinas totais (BRASIL, 2002). A ABINPET recomenda
limites para o produto acabado (racdo para cdes e gatos), porém nao ha legislacéo

no Brasil para fumonisina e zearalenona, conforme quadro 4.

Quadro 4 — Limites maximos tolerados para aflatoxinas, fumonisinas e zealerona
no produto acabado para animais de companhia.
MICOTOXINAS LIMITE MAXIMO PARA O PRODUTO ACABADO
Aflatoxina total (B1+B,+G1+G,) 20 pg/kg ®
Fumonisina (B,+B,) 4000 pg/kg
Zearalenona 100 pg/kg
S Diario Oficial da Unido — Resolugdo RDC n° 274 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA).
Recomendacdo ABINPET 2013
Fonte: Adaptado da ABINPET (2013).
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1.2.2 Fumonisinas
A fumonisina €& caracterizada quimicamente como um hidrocarboneto

alifatico, com um grupo amino terminal e duas cadeias laterais de &cido tricarboxilico

(Figura 2).
Figura 2 — Estrutura quimica das fumonisinas.
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Fonte: http://micotoxinas.com.br

Sdo produzidas por fungos do género Fusarium, principalmente F.

verticillioides e F. proliferatum e sdo consideradas micotoxinas de grande impacto na

saude humana, animal e nas industrias de racfes e alimentos, detectadas
principalmente em milho e alimentos a base de milho no Brasil e no mundo (DOKO;
VINCONTI, 1994). As micotoxinas produzidas podem estar presentes nas fases de
pré colheita e pds colheita, condicbes de armazenamento e fatores como

temperatura e umidade sdo essenciais para o crescimento do fungo (ONO et al.,

1999).

S&do moléculas fortemente polares, sollveis em agua, em solventes polares
como metanol e acetonitrila (KRSKA; WELZIG; BOUDRA, 2007). Os processos
térmicos de extrusdo, cozimento, assar e fritar em temperaturas entre 150 e 200°C
pode reduzir as concentracdes de fumonisina em racdes e alimentos em até 85%,

porém ndo se pode assegurar completamente a isencdo de fumonisinas em

alimentos (HUMPF; VOSS, 2004).

Existem pelo menos trés diferentes compostos de ocorréncia natural que
fazem parte do grupo das fuminisinas sendo denominadas fumonisina B; (FB,),
fumonisina B, (FB,) e fumonisina B3 (FB3). A FB; a mais abundante e carcinogénica,

hepatotoxica, nefrotdxica e hepatocarcinogénicas para ratos (MIDIO; MARTINS,
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2000). O primeiro relato sobre a ocorréncia natural de fumonisina B; em milho foi em
uma regido da Africa do Sul com alta incidéncia de cancer esofagico
(GELDERBLOM et al, 1988). Os efeitos em seres humanos e nos animais podem
diferir de acordo com o nivel de contaminacéo e toxicidade da micotoxina, espécie,
tempo de exposicao, idade e estado nutricional do individuo (BENNET; KLICH, 2003;
BINDER et al., 2007).

A absorcao das fumonisinas pelo trato digestorio € muito baixa nos animais,
sendo rapidamente excretada, entretanto o figado e os rins sdo os 6rgaos alvo
(VOSS et al., 2001). A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC, 2002)
avaliou o risco de carcinogenicidade das fumonisinas em seres humanos e
classificou-as como possivelmente carcinogénicas.

As fumonisinas sao estruturalmente semelhantes aos esfingolipideos,
esfinganina e esfingosina, que inibem competitivamente a ceramida sintase
(esfingosina e esginganina N-acetiltransferase, enzima importante na biossintese e
degradacédo de esfingolipideos (IARC, 2002).

Nos mamiferos as bases esfingdides estdo presentes no cérebro de
mamiferos e aves, sendo o0 glicoesfingolipideo galactosil ceramida o maior
constituinte da membrana dos oligodendrécitos e das células de Schawn. Atuam na
regulacdo celular e no controle de proteinas membranares, mediando o crescimento
celular, diferenciacdo e morte celular (TURNER; NIKIEMA; WILD, 1999).

A exposicdo a FB; induz a leucoencefalomalacia em equinos, edema
pulmonar em suinos, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade em ratos, em ovelhas e
coelhos nefrotoxicidade, cancer esofagico em seres humanos expostos a altos niveis
de contaminacdo de milho por fumonisina (BEZUIDENHOUT et al., 1998;
MALLMANN et al., 2009; TURNER; NIKIEMA; WILD, 1999). A FB1, tem efeitos
carcinogénicos, inibe a sintese proteica, promove estresse oxidativo, induz a
fragmentacdo do DNA e interrompe o ciclo celular (CREPPY et al., 2004).

Mallmann et al. (2001) avaliaram os niveis de fumonisina B; em 407
amostras de cereais (milho, arroz, trigo, cevada, aveia e farelo de soja) na regiao sul
do Brasil. A FB; foi detectada em 32% das amostras. As maiores concentracdes
foram encontradas no arroz, 14,21 pg/g; trigo, 24,35 pg/g; e cevada, 2,43 ug/g.
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1.2.3 Zearalenona

Zearalenona (ZEA) € uma micotoxina produzida por diversas espécies de
fungos do género Fusarium, o mais comum € o Fusarium roseum (F. graminearum),
comumente encontrado em milho, trigo, soja, cevada, centeio, aveia e arroz e
também de racdes animais destinadas a aves e, principalmente, a suinos (GAJECKI
et al., 2010; DOLL; DANICKE, 2011). Fungos do género Fusarium destacam-se
como um dos mais importantes em termos de perdas globais devido as
micotoxicoses, produzem uma variedade de micotoxinas, dentre elas a zearalenona
(SMITH; SEDDON, 1998). A ZEA ¢é uma lactona do &cido resorciclico substituida, é

estruturalmente similar aos estrogénios (Figura 3).

Figura 3 — Estrutura quimica da Zearalenona
C

Fonte: www.gnint.sbq.org.br

Fisiologicamente a ZEA se assemelha ao 17@ estradiol, liga-se aos
receptores em células alvo do corpo como: utero, glandulas mamarias, hipotalamo e
glandula pituitaria e exerce acao estrogénica (ABID-ESSIFI et al., 2004; PILLAY et
al., 2002). O complexo receptor ZEA migra para os nucleos e liga-se aos sitios do
estradiol no DNA, iniciando a sintese do RNA especifico. Funciona como estrégeno
inibindo a secrecéo e liberacdo do hormdnio foliculo estimulante (FSH), que inibe a
maturacdo do foliculo ovariano pré ovulatorio (OSWEILLER, 1998). A espécie suina
€ a mais suscetivel aos efeitos reprodutivos da ZEA como infertilidade, edema
vulvar, prolapso vaginal, hipertrofia mamaria em fémeas, feminizacdo em machos e
atrofia testicular (PERAICA et al., 1999).

Efeitos toxicos da ZEA foram demonstrados em nivel celular e molecular

como a inducdo da apoptose, fragmentacdo do DNA, producdo de micronucleo,
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aberracao cromossémica (PARVEEN; ZHU; KIYAMA, 2009; RAMANATHAN; GRAY,
2003).

A ZEA quando ingerida é rapidamente absorvida 80-85% via trato
gastrintestinal e metabolizada no figado, sendo seus metabdlitos a e B zearalenol
detectados no sangue cerca de 30 minutos apos a ingestdo (OLSEN, 1989). A ZEA
pode ser excretada na bile ou na urina. Os metabdlitos excretados na urina na forma
de glucuronideos derivam da conjugagdo com o &cido glucurdnico pela acdo da
enzima uridina difosfato glucuronil transferase (ZINEDINE et al., 2007). A ingestao
de racdo contaminada com ZEA pode provocar desordens reprodutivas em cées
como apoptose em células ovarianas em cadelas pré puberes (BOERMANS;
LEUNG, 2007; GAJECKA; PRZYBYLSKA-GORNOWICZ, 2012; GAJECKA, 2013).

Pillay et al. (2002) adaptaram uma metodologia analitica para determinar a
concentracdo de ZEA e seus metabdlitos utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiénia. A concentracdo de ZEA e seus metabdlitos (a-zearalenol e -zearalenol)
presente no plasma de pacientes com carcinoma mamario e cervical foram
comparados com niveis de pacientes que apresentaram outro diagnéstico e
voluntarios sadios. Nao houve diferenca significativa entre os grupos. Os resultados
sugerem que a presenca destas micotoxinas no sangue néo indicam relacéo causal
entre a exposicdo e seus efeitos micoestrogénicos exdgenos e subseqiente
biolégicos na populacdo estudada, mas pode ser usado como indicador de
exposicao.

Abid-Essefi et al. (2009) investigaram o mecanismo molecular da toxicidade
de ZEA, a-zearalenol e B-zearalenol. Os efeitos téxicos foram estudados pelo teste
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) para determinagéo
da viabilidade de células isoladas e inducéo do estresse oxidativo pela mensuracao
da producdo do malondialdeido (MDA). Os resultados demonstraram que a ZEA
bem como os seus dois metabdlitos apresentaram efeitos tdxicos variaveis. Eles
induziram a morte celular e 0 aumento da formacdo do MDA. Estes efeitos estao
associados com a fragmentacdo do DNA assim como ativacao da caspase-3.

No estudo realizado por Abid-Essefi et al. (2003) observaram diversas linhas
de investigacdo que sugerem que a ZEA pode ser genotdxica in vivo, a
genotoxicidade da ZEA foi confirmada em trés linhagens celulares, Vero (rim de
macaco verde), Caco 2 (cancer de colon humano) e DOK (queratinécito oral

displasico) na concentragdo de 10, 20 e 40 uyM. ZEA induz a fragmentacdo dose
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dependente de DNA resultando na progressdo do padrdo do DNA na eletroforese
em gel de agarose. Esta observacdo é compativel com apoptose, da qual foi
confirmado pela detec¢éo da formacédo de corpo apoptético. Além disso, ZEA induz o
controle do ciclo celular das trés linhagens celulares caracterizados pelo aumento do
namero de células em fase G2/M do ciclo celular. A vitamina E na concentracdo de
25uM adicionado simultaneamente com ZEA, reduziu parcialmente a fragmentacao
de DNA e formacédo de corpo apoptético apos 24 horas de incubagdo. A vitamina E
pode agir pela manutencao prolongada do controle do ciclo celular durante o periodo
na qual ocorre o reparo do DNA.

Abid-Essefi et al. (2004) avaliaram o envolvimento de possiveis mecanismos
induzidos pela toxicidade da ZEA, citotoxicidade, desordem do ciclo celular, inibigéo
proteica e sintese do DNA bem como marcador presuntivo tardio do estresse
oxidativo, malondialdeido, os quais foram monitorados em células Vero (rim de
macaco verde) e Caco-2 (cancer de célon humano) expostos a zearalenona. Os
resultados demonstraram que a ZEA reduz a viabilidade celular correlacionado ao
desarranjo do ciclo celular, inibe a sintese protéica do DNA e aumenta a formacao
de MDA em ambas linhagens celulares dose-dependente. Concluiram que a
citotoxicidade e dano oxidativo sao mecanismos adicionais da toxicidade
dependente de ZEA.

Em um estudo realizado em 30 cadelas beagle pré-puberes divididas em
trés grupos, onde foi administrado 50 pug/ZEA/kg por dia para o grupo |, 75ug/ZEA/Kg
para o grupo Il e o grupo Il recebeu placebo e ap6s 112 dias realizada
ovariohisterectomia em todos os grupos onde observou-se receptores de estrogeno
em amostras de ovario pela técnica de imuno-histoquimica Os resultados revelaram
auséncia de receptores de estrégeno alfa em todos os grupos e hiperestrogenismo
(GAJECKA, 2012).

Gajecka et al. (2008a, 2008b) analisaram 9 cadelas expostas a
contaminacgao artificial por zearalenona nos niveis de 25 e 50 ug/Kg de peso do
animal por dia. As andlises histopatolégicas e imunohistoquimica nos ovarios
mostraram degeneracdo das células da granulosa e atrofia, assim como edemas e
hemorragias. Houve diminuicdo da atividade dos foliculos ovarianos, das conexdes
intercelulares e surgimento de espacos intercelulares. A intensidade dos efeitos foi
proporcional a dose administrada. Outro estudo experimental realizado por Gajecka

et al. (2007), em cadelas utilizou 25ug ZEA/kg animal/dia na racdo durante 100 dias.
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Houve degeneracdo e atrofia no endométrio e miométrio, além de edema e
hemorragia.

Neoplasia mamaria em cadelas é uma doenca cronica e multifatorial.
Acredita-se que a ingestdo, por tempo prolongado, de racdo contaminada com
micotoxinas potencialmente carcinogénicas e acrescida de comida caseira rica em

gordura, possa contribuir para o desenvolvimento da doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever os aspectos epidemioldgicos, histopatologicos e de sobrevida e,

determinar os fatores associados as neoplasias mamarias em cadelas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar os aspectos epidemioldgicos, histopatologicos e de sobrevida, em
cadelas com neoplasia mamaria submetidas a mastectomia por meio de
levantamento de dados de prontudrio hospitalar;

Avaliar os fatores associados a neoplasia mamaria em cadelas, por meio de
um estudo observacional de caso-controle;

Pesquisar a presenca de Aflatoxinas (Bi, B2, G1 e G3), Fumonisina (B; e B))
e Zearalenona (ZEA), em racdo consumida por cadelas selecionadas para um
estudo de caso-controle;

Analisar e avaliar a relacdo entre as neoplasias mamarias nas cadelas e a

presenca de micotoxinas na ragao.
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3 ARTIGOS CIENTIFICOS

3.1 ARTIGO A — ESTUDO RETROSPECTIVO DE NEOPLASIAS MAMARIAS EM CADELAS DE

POPULACAO HOSPITALAR

Estudo retrospectivo de neoplasias mamarias em cadelas de populacio hospitalar?
MS Frehse?, APFRL Bracarense?, MIM Martins3, EO Silva?, IS Perecin?, NJR Santos? MC Sant’Anna3; RL
Freire?

ABSTRACT.- Frehse M.S., Bracarense A.P.F.R.L., Martins M.LLM,, Silva E.O., Perecin 1.S. Santos N.J.R,
Sant’anna M.C, Freire R.L. 2013. [A retrospective study of mammary tumors in female dogs hospital
population] Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Centro de Ciéncias agrarias, Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva, Universidade Estadual de Londrina, Rodovia Celso Garcia Cid PR 445 Km
380, Campus Universitario, Cx. Postal 10.011, Londrina, PR 86.057-970, Brasil. E-mail: rlfreire@uel.br

The mammary gland neoplasms are the most common tumor found in intact female dogs, is a
leading cause of death in pets. The aim of this assay was realize a retrospective study in canine mammary
neoplasms submitted to mastectomy at University Veterinary Hospital, and analysis the histopathological
classification of these tumors and frequency of epidemiological variables surveyed. The survey was
conducted over a 5-year period (2006-2010), accomplishing 199 records. For the data compilation a
designed form with variable review such as food, housing, breeding and metastasis were filled according
to the records of animals treated as well as variables related to histopathological diagnosis. All data were
inserted to the statistical package Epilnfo (3.5.4) for determine the frequencies. Chi-square test and Fisher
exact tests with significance level of 5% were used for statistical establishment. Data concerning to breed,
age, type of feeding, castration, applying hormone (progestin), reproductive history and tumor size for the
presence of malignancy were not associated with the presence of malignancy (p>0,05). Multiple tumors
were associated with the presence of malignancy (p=0.026). Likewise, the presence of malignancy has
been associated with lymph node metastasis (p=0.047).

INDEX TERMS: Mammary tumor, dogs, mastectomy, histopathological, diagnosis.

RESUMO.- Tumores da glandula mamaria sdo as neoplasias mais comumente encontradas em cadelas nédo
castradas, sendo importante causa de mortalidade em animais de companhia. Objetivou-se realizar um
estudo retrospectivo em cadelas submetidas a mastectomia em uma populagido hospitalar e associar a
classificacdo histoldgica das neoplasias mamarias a frequéncia das variaveis epidemiolégicas pesquisadas.
0 levantamento dos dados foi realizado entre os anos de 2006 a 2010 e totalizou 199 prontuarios. Para a
compilacio dos mesmos foi elaborado um formulario com variaveis de resenha, alimentacio, habitacio,
reproducdo e metastases, preenchidas de acordo com o prontuario dos animais atendidos, bem como
variaveis relacionadas ao diagnéstico histopatolégico. Os dados foram inseridos no pacote estatistico
Epilnfo (3.5.4) para a realizagdo dos calculos de frequéncias e tabulagdes. A variavel raga, idade, tipo de
alimentag¢do, habitacdo, castracdo, aplicagio de hormonio (progestageno), historico reprodutivo e
tamanho do tumor ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) em relagdo ao comportamento
maligno. Tumores multiplos foram associados a presenca de neoplasia maligna (p=0,026). Da mesma
forma, a presenga de neoplasia maligna foi associada a metastase em linfonodo (p=0,047). O carcinoma

1Recebido em .......

Aceito para publicacao em.......

2 Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Estadual
de Londrina (UEL), Rodovia Celso Garcia Cid | PR 445 Km 380 | Campus Universitario, Cx. Postal 10.011,
Londrina, PR 86.057-970, Brasil. *Autor para correspondéncia: rlfreire@uel.br

3 Departamento de Clinicas Veterindrias, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Estadual de Londrina,
Londrina (UEL), Rodovia Celso Garcia Cid | PR 445 Km 380 | Campus Universitario, Cx. Postal 10.011,
Londrina, PR 86.057-970, Brasil.
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complexo e o carcinoma simples foram os tipos histolégicos mais frequentes com 36,41 e 33,15%
respectivamente.

TERMOS DE INDEXACAO: Tumor de mama, cdes, mastectomia, histopatolégico, diagndstico.

INTRODUCAO

As neoplasias mamarias sdo os tumores mais comuns em cadelas. Cerca de 50% sio
diagnosticados como malignos e frequentemente apresentam metastases que levam o animal a ébito
(Misdorp 2002, Lana et al. 2007). Em mulheres, a incidéncia mundial de tumores mamadrios é alta e
representa a principal causa de morte por cancer (Jemal et al. 2011). As caracteristicas clinicas,
epidemiolégicas e o comportamento biolégico dos tumores de cadelas sdo similares aos tumores
mamarios na mulher, por esta razio a cadela é um bom modelo experimental para entender a
carcinogénese (Peleteiro 1994, Misdorp 2002, Withrow & Vail 2007).

As neoplasias mamarias sdo hormdnio dependentes. O risco de desenvolvimento do cancer de

mama é essencialmente determinado pela intensidade e duracio da exposicdo do epitélio mamario a agao
conjunta da prolactina e do estrégeno. A prolactina facilita a agdo mitética do estrégeno, aumentando o
nimero de seus receptores. O estrégeno é responsavel pelo desenvolvimento de ductos mamarios e
promove o crescimento celular por estimular a liberagdo do fator de crescimento epitelial. Este fator é
semelhante a insulina que é expresso em animais normais e em portadores de neoplasias benignas. Ja nas
mulheres com neoplasia maligna é pouco expresso (Rutterman 1990, Klopfleisch et al. 2010). A
progesterona também tem sido associada a génese das neoplasias mamadrias benignas, pois induz
aumento dos alvéolos, 16bulos e estimula a sintese do hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) com
subsequente proliferacdo celular e estimulo da secrecdo alveolar (Henderson et al. 1982, Kojima et al.
1996). Em um estudo realizado por Ferreira et al. (2009) houve correlacdo negativa entre a expressao de
receptores de progesterona e o tamanho do tumor; também foi observada a expressdo de receptores para
progesterona em 100% dos tumores benignos e 24% nos malignos.
As neoplasias mamarias acometem cadelas de meia idade a idosas, sexualmente intactas ou castradas
(Daleck et al. 1998, De Nardi et al. 2002), no entanto a ovariohisterectomia (OHE) realizada precocemente
tem sido associada a baixa prevaléncia (Moe 2001, Egenvall et al. 2005).Estudo retrospectivo sobre
tumores de mama em cadelas (1647 casos) realizado no sul do Brasil identificou 73,3 e 26,6% de tumores
malignos e benignos, respectivamente (Oliveira Filho, 2010). Em outro estudo, os tumores malignos
representaram 83,7% dos casos, com predominio de carcinomas 81% (Gomez et al., 2012). Dados da
literatura indicam que neoplasias benignas como o tumor misto benigno podem transforma-se em
malignos com a evolugdo do processo (Auclair & Ellis 1996, Meuten 2002, Genelhu et al. 2007).

As neoplasias mamadrias na cadela apresentam-se, geralmente, como nodulag¢des circunscritas,
com grande variacdo nas dimensdes, consisténcia e mobilidade a pele e musculatura, podendo estar
associadas a ulceragdo cutanea e reacdes inflamatdrias locais. Frequentemente sdo observados multiplos
tumores em uma mesma mama ou envolvimento simultdneo de varias mamas (tumores multicéntricos),
os quais podem apresentar diferentes tipos histolégicos (Kurzman & Gilbertson 1986, Misdorp et al.
1999). Nesses casos, o tumor de pior prognostico determinard a sobrevida do paciente (Cavalcanti &
Cassali 2006).

As mamas abdominais caudais e inguinais sdo acometidas com uma maior frequéncia quando
comparadas as mamas tordacicas, representando 60% dos casos de mamas acometidas e tumores
multicéntricos ocorrem em 50% dos casos (Moulton 1990, Cassali et al. 2011). O pulmdo é o sitio mais
comum para metastase em cdes com tumores malignos da glandula mamaria, mas exames adicionais,
como a ultrassonografia abdominal, podem ser indicados dependendo de sinais clinicos especificos. A
deteccdo de metastases a distancia esta relacionada com um prognoéstico desfavoravel (Sorenmo 2003). A
cirurgia é o tratamento de escolha para tumores de mama em cadelas; em pacientes sem envolvimento
metastatico, ap6s a completa excisdo cirurgica, existe melhora na qualidade de vida e alta probabilidade
de cura; a Unica exce¢do é o carcinoma inflamatorio (Daleck et al. 1998, De Nardi et al. 2007).

O objetivo deste estudo foi realizar um estudo retrospectivo de cadelas submetidas a
mastectomia, por um periodo de cinco anos, e associar a classificacdo histolégica das neoplasias mamarias
a frequéncia das variaveis epidemioldgicas.
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MATERIAL E METODOS

O projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (Oficio n.13/10 do
CEUA).

0 estudo teve como base o levantamento dos registros de exames histopatoldgicos de neoplasias
mamarias de cadelas submetidas a mastectomia em um Hospital Veterinario Escola no periodo de 2006 a
2010. Foram colhidas as informagdes sobre as pacientes (prontudrio) e os aspectos macroscopicos e
microscopicos dos tumores. A classificacdo histoldgica seguiu os critérios propostos por Meuten, 2002.

As informacdes foram coletadas mediante a confec¢do de um formulario com questdes fechadas e
relacionadas a raca, idade, local de criagdio (zona rural ou urbana), tipo de alimentacdo, dados
reprodutivos (nimero de gestagdes, castragdo, aplicagdo de hormonios), doengas concomitantes, presenca
de metastase, realizacdo de quimioterapia, tipo de procedimento cirtrgico efetuado, além dos dados de
classificacao histolégica dos tumores apds a mastectomia.

Utilizou-se o programa estatistico Epilnfo (3.5.3) para a tabulacdo dos dados obtidos, bem como
para os calculos de frequéncia relativa e tabulagio das variaveis de interesse. Foram aplicados os testes
estatisticos de qui-quadrado ou exato de Fisher, considerando-se um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

No periodo avaliado, amostras de tecidos mamarios provenientes de 199 cadelas submetidas a
mastectomia tiveram diagnostico histopatolégico de neoplasia. Os prontuarios relacionados foram
avaliados para o preenchimento do formulario de pesquisa, porém alguns encontravam-se incompletos.

Todos os animais foram provenientes do Estado do Parana sendo: 161 (82,6%) de Londrina; 28
(14,4%) da regido metropolitana e seis (0,5%) de outros municipios. Houve maior ocorréncia de neoplasia
mamaria em cadelas com racga (65,3%) do que naquelas sem raga definida (SRD) (34,7%). As racas mais
frequentes foram: Poodle (26,9%; 35/130), Cocker Spaniel (20%; 26/130) e Teckel (16,1%; 21/130). A
idade média dos animais foi 10 + 1,9 anos. Foram encontrados animais de 3 a 15 anos. Da populacido
estudada, 190 (96,9%) habitavam a area urbana e seis (3,1%) a 4rea rural. Quanto ao tipo de alimentagio
105 animais recebiam racdo acrescida de comida caseira (56,5%), 60 eram alimentados com ragdo
(32,3%) e 21 com comida caseira (11,3%).

Cadelas ndo castradas representaram 127 (65,5%) animais. Entre as portadoras de neoplasia
mamaria, 40 (28,6%) tinham histérico de aplicagio de contraceptivos. Em relacdo ao histérico
reprodutivo, 79 (54,5%) foram cadelas nuliparas, 32 (22,1%), primiparas e 34 (23,4%) multiparas.

Nos registros analisados, 141 (74,6%) animais apresentaram tumores em multiplas mamas e 48
(25,4%) tumores unicos. Em relagio ao tamanho do tumor 111 (48%) eram pequenos (<3cm); 104 (45%)
médios (3,1 a 10 cm) e 16 (6,9%) grandes (>10cm). Afecgdes concomitantes foram verificadas em 107
(54%) cadelas, as mais frequentes foram: doenga periodontal (61%), sopro cardiaco (14%), catarata (8%)
e otite (2,9%). Foram detectadas metastases em linfonodo por histopatologia em 24 (13,2%) pacientes e
metastases pulmonares pela técnica radiografica de térax em 11 (6,5%) das pacientes

Em 21 (11,4%) cadelas foi realizada mastectomia total bilateral, em 17 (9,3%) mastectomia total
bilateral em dois procedimentos, em 81 (44,8%) mastectomia unilateral com tumores contralaterais, em
60 (33%) mastectomia unilateral sem tumores contralaterais, e em 19 (10,4%) mastectomia em bloco. Em
todos os animais foi realizada OSH e mastectomia, exceto nos casos de mastectomia em bloco onde o
objetivo foi proporcionar qualidade de vida ao animal de maneira paliativa. A quimioterapia, como
tratamento adjuvante, foi realizada em quatro pacientes (2,3%). Os protocolos quimioterapicos utilizados
foram vimblastina ou ciclofosfamida associada a vimblastina.

A classificacdo histologica dos tumores resultou em 172 (86,4%) tumores malignos e 27 (13,6%)
benignos, conforme descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo histoldgica das neoplasias mamarias de cadelas de uma populacio
hospitalar, nos anos de 2006 a 2010, Londrina, PR.

Classificacdo histolégica Numero %

Carcinoma complexo (grau I a III) 67 36,41
Carcinoma simples (grau [ a III) 61 33,15
Carcinossarcoma 18 9,78
Tumor misto benigno 17 9,24
Osteossarcoma 5 2,72

Carcinoma anaplasico 3 1,63
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Sarcoma pouco diferenciado 3 1,63
Fibroma 2 1,09
Adenoma 2 1,09
Carcinoma inflamatério 2 1,09
Carcinoma in situ 2 1,09
Fibrossarcoma 1 0,54
Osteoma 1 0,54
TOTAL 184 100

Dos 199 tumores avaliados, 15 (7,54%) ndo eram de origem de tecido mamario, sendo
representados por hemangiossarcoma (5/15), lipomas (4/15), hemangiomas (1/15), tumor de células
escamosas (2/15), melanoma (1/15), tricoepitelioma (1/15) e mastocitoma (1/15).

As variaveis constantes do formulario foram analisadas quanto a presenga ou auséncia de tumor
maligno e estdo apresentados na Tabela 2. A raca (p=0,952), idade (p=0,452), local de habitacdo
(p=0,694), tipo de alimentacdo (p=0,536), castracio (p=0,166), aplicacdo de hormdnio (progestageno)
(p=0,912), histdrico reprodutivo (p=0,052), tamanho do tumor (p=0,077) ndo apresentaram significincia
estatistica, enquanto a presen¢a do tumor maligno foi associada a tumores multiplos (p=0,026) e a
metastase em linfonodo (p=0,047).

Tabela 2. Distribuicdo de neoplasias mamarias em cadelasde uma populacio hospitalar, segundo a
classificacio histoldgica e variaveis epidemioldgicas, nos anos de 2006 a 2010, Londrina PR.

Variaveis Neoplasia maligna / Total (%) Valor de p

Raca
Sim 60/69 (86,9) 0,952
Nao 112/130 (86,1)

Idade
3-5 anos 6/6 (100)
5-10 anos 96/114 (84,2) 0,452"
10-15 anos 67/76 (88,1)

Habitacdo
Area urbana 163/190 (85,7) 0,694
Area rural 6/6 (100)

Tipo de Alimentagao
Ragdo 49/60 (81,6)
Comida caseira 19/21 (90,4) 0,536
Comida caseira e ragdo 91/105 (86,6)

Castragdo
Sim 54/67 (80,5) 0,166
Nao 113/127 (88,9)

Aplicagao de hormonio

progestageno

Sim 34/40 (85,0) 0,912
Nao 84/100 (84,0)

Historico Reprodutivo
Nuliparas 63/79 (79,7)
Primiparas 28/32 (87,5) 0,052
Multiparas 33/34 (97,0)

Tipo de tumor
Unico 36/48 (75,0) 0,026
Muiltiplo 126/141 (89,3)

Tamanho do tumor
<3cm 52/67 (77,6)
3,1-10cm 87/98 (88,7) 0,077
2 10cm 16/17 (94,1)

* Trés animais nao tiveram a idade informada.
Amplitude 3-15 anos; média 10 + 1,9 anos
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DISCUSSAO

A classificacdo histolégica dos tumores resultou em 172 (86,4%) tumores malignos e 27 (13,6%)
benignos. Estudos realizados no Brasil também obtiveram frequéncias mais elevadas de neoplasias
malignas (Hataka 2004, Oliveira Filho et al, 2010, Cassali et al. 2011), provavelmente a razdo para a alta
prevaléncia de tumores malignos foi o tempo prolongado entre o aparecimento do tumor e a avalia¢do
clinica (Oliveira et al. 2003).

No presente estudo, racas de pequeno porte foram mais frequentes em ralacdo as demais.
Animais de pequeno porte sdo mais facilmente mantidos em areas urbanas e a qualidade da alimentacio
fornecida, restricio de exercicio e estresse também devem ser levados em consideragdo. Resultados
semelhantes foram relatados em estudos realizados no Japao (Itoh et al. 2005) e no Brasil (Oliveira Filho
et al. 2010), nestes as racas Poodle e Teckel estio entre as mais acometidas, porém ndo houve
predisposicdo racial. Animais de pequeno porte convivem mais diretamente com os proprietarios, o que
facilita a percepcdo do aparecimento de nédulo mamario e a busca por tratamento. Itoh et al. (2005)
verificaram em 101 animais com neoplasia mamaria, que ragas pequenas apresentaram 25% de tumores
malignos e 6,7% de mortalidade; enquanto que as ragas maiores apresentaram 58% de tumores malignos
e 26,8% de mortalidade.

A idade média das fémeas acometidas foi semelhante a relatada em outros estudos nacionais e
internacionais (Karayannopoulou et al. 2005, Cassali et al. 2011). H4 um consenso de que a maioria dos
tumores mamarios se desenvolve em cadelas com idade de 8 a 10 anos (Schneider 1970, Hellmen et al.
1993, Chang et al. 2005). Embora a ocorréncia de neoplasia mamaria nio tenha sido influenciada pela
idade (p>0,05), as cadelas mais idosas estiveram expostas por mais tempo a acdo hormonal, o que pode
ter contribuido para o aparecimento de neoplasias.

Schneider et al. (1969) verificaram que o risco de desenvolver tumor mamario em fémeas
castradas antes do primeiro cio é de 0,05% e demonstraram o efeito protetor da castracdo na idade jovem,
bem como a dependéncia hormonal da neoplasia mamaria. No presente estudo nao houve diferenca
significativa quanto a castracdo, porém nao foi determinada a idade de realizagdo da cirurgia. A maioria
dos proprietarios possuem baixo poder aquisitivo, sendo o custo da cirurgia um fator limitante. Além
disso desconhecem os beneficios da castracdo, portanto ndo a realizam como prevengio as neoplasias
mamarias.

Em 28,6% dos casos analisados relatou-se a administracio hormonal; possivelmente para
solucionar de maneira simples e a baixo custo o aparecimento indesejavel do cio. Em outro estudo
nacional realizado em Marilia/SP, 46,8% dos animais receberam contraceptivos (Hataka, 2004). O
progestageno, exogeno ou enddgeno, estd entre os fatores indutores ou promotores da carcinogénese
(Oliveira et al. 2003, Bocardo et al. 2008).

A prevaléncia de tumores mamarios malignos foi maior em cadelas multiparas e naquelas nao
castradas. Estudo retrospectivo realizado por Oliveira Filho et al. (2010) demonstraram em 9,4% (123)
dos casos a castragdo prévia a exérese tumoral.

Em relacdo aos tumores malignos observou-se associagao significativa com a presenca de tumores
multiplos. Sorenmo et al. (2009) verificaram que em 90 cadelas com neoplasias mamarias, 66%
apresentaram tumores multiplos. Os mesmos autores constataram que tumores mamarios malignos
foram significativamente maiores (4,7cm) do que os benignos (2,1cm). Animais com tumores malignos
foram mais propensos a desenvolver novos tumores primarios do que aqueles com tumores benignos.
Houve associagdo entre o tamanho do tumor e malignidade e evidéncias de que os tumores malignos se
desenvolvem a partir de lesdes benignas pré-existentes.

Segundo Otoni et al. (2010) , aproximadamente 50% de todos os tumores mamarios em cadelas
sdo classificados histologicamente como malignos e em 25% a 50% dos animais ha metastase pulmonar
No presente estudo, 86,5% foram diagnosticados como malignos e 13,5% como benignos. Em estudo
realizado em cadelas na Cidade de Marilia-SP, das 32 neoplasias analisadas, o carcinoma complexo e
carcinoma sélido infiltrativo foram os mais encontrados, sendo que estes apresentaram o pior progndstico
(Hataka 2004).

O diagnoéstico precoce e preciso da neoplasia mamadaria tem consideravel importancia para o
estabelecimento de medidas terapéuticas. No presente estudo, a mastectomia foi o tratamento de escolha
realizado em todas as cadelas, entretanto o método e o critério foi individual e levou em consideracido o
tamanho do tumor, o comprometimento de linfonodos regionais e sentinelas, a metastase a distancia e as
condigdes fisicas do individuo. Neste estudo, a mastectomia unilateral total foi medida terapéutica mais
frequente. A mastectomia é indicada em todos os casos, pois a completa remocio cirdrgica na auséncia de
metastase é o procedimento com melhor prognostico e probabilidade de cura (Daleck et al. 1998, De Nardi
et al. 2007). Stratmann et al. (2008) sugerem que a cadeia mamadria deva ser removida por completo
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independentemente do niimero de tumores e do tamanho da lesdo. Os autores observaram alta frequéncia
(58%) de novas lesdes neoplasicas em tecido mamario remanescente em casos onde foi realizada a
mastectomia regional.

CONCLUSOES

0 tipo histolégico mais encontrado foi carcinoma complexo, graus I, II e III; Tumores multiplos
foram associados a neoplasia maligna e a neoplasia maligna foi associada a metastase em linfonodos.
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OBJECTIVES

This study aims to characterize epidemiological and histopathological data of canine patients with
mammary tumors treated at the Veterinary Hospital of Universidade Estadual de Londrina (HV/UEL), Parana-
Brazil.

MATERIAL AND METHODS

In the year 2010 to 2012, medical records on canine patients with mammary tumors attended at
HV/UEL were reviewed. Epidemiological (age, breed, time of survival), clinical (number of pregnancies,
progesterone administration, metastasis, treatment) and pathological (affected glands, histological classification
and grading of tumors) data were recorded. Histological classification followed the criteria proposed (6). Data
were processed and tabulated with the statistical software for epidemiology EPI INFO 3.5.4. The survival
analysis was performed in free software R 2.15.3 using the Kaplan-Meier test.

RESULTS AND DISCUSSION

Seventy-five animals with mean age of 10.1 (+ 2.4) years were included in this study. The group aged 9
to 11 years corresponded to 44.7% of the cases. Mixed breed dogs had higher frequency 53.3% of the disease,
followed by Poodles 33.3%. Regarding reproductive information, 22.7% (17/75) female dogs were previously
spayed and 21.3% (16/75) have received progesterone for controlling the estrous cycle.

The tumors were observed more frequently in abdominal mammary glands 69% (49/71) followed by
inguinal glands 53.5% (38/71) and thoracic glands 38% (27/71). In 64.8% (46/71) of the animals, multiple
glands were affected by tumors. We identified 16% (12/75) cases with regional lymph node metastasis, and
14.7% (11/75) with distant metastases, mainly affecting the lungs.

Histological classification of the tumors revealed that 16% were benign neoplasms, and 84% were
malignant neoplasms (59 carcinomas, 3 sarcomas and 1 carcinosarcoma), as shown in Table 1.

Table 1 — Clinical aspects of 75 female dogs with mammary tumors attended from 2010-2012 in the Veterinary
Hospital at Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR, Brazil

Histological type N Surgery  OSH therapeutic  Surgery + P1  Months Survival
Global (mean)
Benign tumors 11 all Yes all Yes all 14
Carcinomas in situ 1 all Yes all Yes all 15
Carcinomas without metastasis 25 all Yes all Yes all 17.89
Carcinomas with  agressive 29 all Yes all Yes all 12.16

feature without metastasis grade
1/
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Carcinomas with metastasis 5 all Yes all Yesall 6.37
Sarcomas 3 all Yes all Yes all 9.66
Carcinosarcoma 1 all Yes all Yesall 13
Total 75

P1: Protocol 1 (Total unilateral mastectomy + Ovariosalpingohysterectomy)
*The Survival Analyses Curve was not done for each kind of tumor due the low number of samples.

Non-neoplastic cellular changes were not diagnosed. Frequency and grading of mammary tumors are
disposed in Table 2.

Table 2- Histological classification, grading and mean survival of 75 female dogs with mammary tumors
attended from 2010-2012 in the Veterinary Hospital at Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR, Brazil

Histologic Type N ER PR MiIB-1 COX-2 Mitosis Months Survival
Pos Pos Medium High Medium Global
Index Score Index (mean)
Benign Mixed Tumor 8 NA NA NA NA scarce 10.37
Adenoma 1 NA NA NA NA 20
Papilloma 0 NA NA NA NA 0
Fibroadenoma 1 NA NA NA NA 27
Mixoma 1 NA NA NA NA 12
Sarcomas 3 NA NA NA NA 9.66
Comedocarcinoma 1 NA NA NA NA 9
Hemangiopericitoma 1 NA NA NA NA 1
Simple Cribriforme carcinoma 0 NA NA NA NA 0
Simple Cribriforme carcinoma 1 NA NA NA NA 20
with metastasis
Cystic papillary Carcinoma 1 NA NA NA NA 23
Tubular  Simple Carcinoma 9 NA NA NA NA 14.44
grade |
Tubular  Simple Carcinoma 10 NA NA NA NA 184
grade Il
Tubular  Simple Carcinoma 3 NA NA NA NA 8.66
grade Ill
Carcinoma in situ 1 NA NA NA NA 1 15
Carcinoma into mixed tumor 0 NA NA NA NA 0
Carcinoma into mixed tumor O NA NA NA NA 0
with metastasis
Complex Carcinoma grade | 11 NA NA NA NA <1/until3 23.09
Complex Carcinoma grade 11 13 NA NA NA NA 15
Complex  Carcinoma  with 1 NA NA NA NA <Il/until3 1
metastasis grade |
Complex  Carcinoma  with 1 NA NA NA NA 20
metastasis grade Il
Invasive Papillary Carcinoma 2 NA NA NA NA <l/until3 16.5
grade |
Invasive Papillary Carcinoma 2 NA NA NA NA 17
grade Il
Invasive Papillary Carcinoma 1 NA NA NA NA <1 0
grade | with metastasis
Micropapillary Carcinoma 0 NA NA NA NA 0
Micropapillary Carcinoma with 0 NA NA NA NA 0
metastasis
Tubular Carcinoma grade 111 0 NA NA NA NA 0

Tubular Carcinoma grade Il 2 NA NA NA NA >3 4.5
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with metastasis

Solid Carcinoma 0 NA NA NA NA 0
Solid Carcinoma with 0 NA NA NA NA 0
metastasis

Carcinosarcoma 0 NA NA NA NA 0
Carcinosarcoma with metastasis 1 NA NA NA NA 13
Total 75

NA: Not applicable; ER: Estrogen Receptor; PR: Progesterone Receptor
*The Survival Analyses Curve was not done for each kind of tumor due the low number of samples

The most prevalent malignant tumor was tubular simple carcinoma, and grade Il was the most frequent
histological grading. Histological analysis of regional lymph nodes was performed in all cases, showing
metastasis in 16% of the animals. All animals were submitted to surgical treatment that consisted of total
unilateral mastectomy and ovariosalpingohysterectomy. Chemotherapy was not realized.

Survival analysis was performed in 46 female dogs with malignant tumors. Figure 1 exhibits the
survival analysis curve for the group with malignant tumors (46 animals). The survival rate for: Tubular simple
carcinoma grade I, was 33% at 15 months after surgery [(standard error (SE) = 0.157, 95% CI (0.132 to 0.840)];
Tubular simple carcinoma grade I, 29,6% at 25 months after surgery [(standard error (SE) = 0.164, 95% CI
(0.10 to 0.87)]; Tubular simple grade 111, 33% at 17 months after surgery [(standard error (SE) = 0.27, 95% ClI
(0.06 to 1.00)]; Complex carcinoma grade I, 72,9% at 20 months after surgery [(standard error (SE) = 0.13, 95%
ClI (0.50 to 1.00)] and Complex carcinoma grade 1, 58,7% at 22 months after surgery [(standard error (SE) =
0.15, 95% CI (0.34 to 1.00)]. The mortality rate until May 2013 was 47.6% (30/63) for all malignant tumors.
Survival was considered from the first one mastectomy, with the average time after removal of tumors was 11.7
months. The small size (<3cm) accounted for 52.7%, followed by tumors of medium size (4-10cm) 35.5% and
large size (>10cm) represented 11.8%.
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Figure 1. Survival Analyses Curve of 46 female dogs show the most frequent histologic types malignant
mammary tumors, attended from 2010-2012 in the Veterinary Hospital at Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, PR, Brazil.

Several studies reported that mammary tumors affect middle-aged and older intact or spayed females
dogs, which is in accordance with the present study (3,4). In addition, similar results on the average age of
affected females was reported in literature (8,2). In this study, Poodle was the most affected breed similarly to
data reported in other Brazilian study (9). The risk of developing mammary tumors in spayed females prior to the
first heat cycle is 0.5%, showing the protective effect of castration at a young age, as well as hormone-dependent
mammary cancer (2). However, as only 22.7% dogs had been castrated prior to mastectomy, such effect could
not be observed in the present study. The use of progesterone contraceptives increases the chance of developing
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benign mammary tumors. The results found in this study showed that 21.3% patients underwent hormonal
treatment, and 16% had benign neoplasms (1).

Concerning the location of tumors, 69% and 53.5% tumors were located in the abdominal and inguinal
mammary glands, respectively, similar to previous studies (9). The high incidence of inguinal mammary gland
tumors has been associated with an increased amount of parenchyma and hormone receptors (5). In the
neoplastic changes, 16% were benign and 84% were malignant, resembling to other studies (4, 9). This high
prevalence of malignant mammary tumors may be due to the long period between the onset and clinical
evaluation (9). The most prevalent malignant tumor was simple carcinoma, similar to other studies (8,9,7), and
grade 11 was the most frequent histological grading.

CONCLUSION

The epidemiological results observed in this study were similar to data reported in the literature.
Interestingly, the survival rates observed tubular carcinoma grade Il was worse than compare with others
carcinomas. These data reinforces the need to improve the diagnosis and treatment of mammary tumors,
considering the histological types, leading patients to a good quality of life.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo de caso-controle em cadelas com
neoplasia mamaria, avaliar variaveis de interesse e detectar micotoxinas em ragéo
consumida por estes animais. Foram incluidas no estudo 256 cadelas de uma
populacdo hospitalar, sendo 85 com neoplasias mamarias (grupo caso) e 171 sem
neoplasias mamarias (grupo controle). Foi aplicado questionario epidemiolégico nos
dois grupos e os dados foram inseridos no pacote estatistico Epilnfo (3.5.4). A
castracao teve efeito protetor para neoplasia mamaria (p=0,0004; OR= 0,32; IC95%=
0,17-0,60). Foram coletadas 168 amostras de racdo e realizada pesquisa de
aflatoxinas, fumonisina e zearalenona pela técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Foram detectadas micotoxinas em 100% (79/79) das amostras do
grupo caso e em 97,8% (87/89) no grupo controle. Em racdes econdmicas 100%
(72/72) das amostras apresentaram deteccdo de micotoxinas, nas amostras
premium 98,4% (62/63) e 92,3% (12/13) nas amostras superpremium. Os valores
encontrados apresentaram-se baixos, zearalenona média de 38,87 pg/kg para o
grupo caso e 38,66 pg/kg para o grupo controle, para fumonisina média de 184,81
Hg/kg para o grupo caso e 130,70 ug/kg para o grupo controle e para aflatoxina total
grupo caso 1,32 pg/kg e grupo controle 1,16 pg/kg. A aflatoxina B; (p=0,0356;
OR=2,74; 1C95%=1,13-6,60), aflatoxina G; (AFG;) (p=0,00007; OR= 4,60; 1C95%=
2,16-9,79), aflatoxina G, (AFG;) (p=0,0106; OR= 9,91; I1C95%= 1,21-81,15),
apresentaram significancia estatistica quanto a presenca de neoplasia mamaria.
Conclui-se que a castracdo é um fator protetor para neoplasia mamaria e que a
qualidade da racao ingerida deve ser continuamente monitorada pois, embora em
niveis baixos, todos os tipos de rac&do apresentavam micotoxinas.

Palavras chave: Tumor de mama. Caes. Fatores de risco. Aflatoxinas. Fumonisina.
Zearalenona.
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ABSTRACT

The aim of this study was to analyze case-control in bitches with mammary tumors,
evaluating variables of interest and detect mycotoxins in feed consumed by these
animals. The study included 256 female dogs from a hospital population, 85 with
mammary tumors (case group) and 171 without mammary tumors (control group).
Epidemiological questionnaire was applied in two groups and the data were into
Epilnfo statistical package (3.5.4). It was found that castration as a protective factor
for breast cancer (p = 0.0004, OR = 0.32, 95% CI = 0.17 to 0.60). For study were
collected 168 samples of stored and offered foods to dogs. aflatoxins, fumonisin and
zearalenone were analysed by the technique of high performance liquid
chromatography (HPLC). Mycotoxins were found in 79 samples (100%) in the case
group and 87/89 (97.8%) in the control group. All 72 rations from economic type
showed detection of mycotoxins. Aflatoxin B; (p=0.0356, OR = 2.74, 95% CI 1.13 to
6.60), aflatoxin G; (AFG;) (p=0.00007, OR = 4.60 , 95% CI = 2 0.16 to 9, 79) ,
aflatoxin G, (AFG,) (p = 0.0106 ,OR = 9.91, 95% CI 1.21 to 81.15), statistical
significance for the presence of mammary cancer. In all types of feed mycotoxin
detected, regardless of the quality thereof.

Keyword: Breast cancer. Dogs. Risk factors. Aflatoxin. Fumonisin. Zearalenone.

1. Introducéo

O estudo das neoplasias mamarias em cadelas € um bom modelo para a
investigacdo clinico-patologica, diagndstica e progndstica de tumores mamarios que
acometem a espécie humana (Zuccari et al., 2008). O cancer de mama é definido
como doenca multifatorial. E a neoplasia mais frequente em cadelas e em mulheres
€ a principal causa de morte no mundo, apresentando alta taxa de malignidade em
ambas as espécies (Jemal et al., 2011; Morrison, 1998; INCA, 2013). Fatores de
risco como idade, influéncia hormonal, nutricdo e administracdo de progestagenos
exdgenos podem influenciar na transformacdo neoplasica nas cadelas (Cassali,
2000); em mulheres a baixa paridade, menarca precoce, menopausa tardia,
alcoolismo e tabagismo (INCA, 2013).

Segundo Schneider et al.(1969), em cadelas a ovariohisterectomia antes do
primeiro cio reduz o risco de desenvolver neoplasias mamarias para 0,05%, apds o
primeiro cio 8,0%, ap6s o segundo cio 26% e ap6s os 30 meses de idade ndo ha
mais o efeito protetor. Aproximadamente 50 a 70% das neoplasias maméarias
apresentam classificacdo histolégica maligna, mas, a evolugao clinica e a ocorréncia
de metastase regional e/ou distante pode variar entre os individuos (Zuccari et al.,
2001).

A dieta balanceada é importante para a qualidade de vida e desenvolvimento
dos animais de estimacdo. Estudos epidemioldgicos relatam maior risco de
neoplasias mamarias em animais que se apresentaram obesos ao primeiro ano de
vida. A alimentacdo baseada em comida caseira possui teor de gordura insaturada
maior quando comparada a dieta comercial e pode estar associada a maior
frequéncia de neoplasias e displasias mamarias (Perez et al., 2000; Rutteman e
Kirpensteijn, 2003).
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Fontes de proteina vegetal, como o milho, estdo presentes em todos os tipos
de racao e sao ingredientes potenciais para contaminacao por micotoxinas (Carciofi
et al., 2006 ; Twomey et al., 2002).No Brasil e outros paises tropicais as fumonisinas,
zearalenona e aflatoxinas sdo micotoxinas de grande importancia, uma vez que
podem ter efeitos toxicos e carcinogénicos, além de prejuizos econdmicos na cadeia
de producéo.

O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo de caso-controle em cadelas
com neoplasia mamaria, avaliar varidveis de interesse e detectar a presenca de
micotoxinas em racdo de consumo destes animais.

2. Material e Métodos

Este estudo foi registrado e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais
institucional n°13/10.

2.1. Selecéo dos casos e controles

Este estudo foi realizado em um Hospital Veterindrio Escola no periodo de
outubro de 2010 a outubro de 2012. Foram incluidas 256 cadelas no estudo,
considerando 1 caso para 2 controles, a= 5% e = 80%. Foram utilizadas 85 cadelas
com neoplasia mamaria (grupo caso) atendidas no setor de Teriogenologia de
Animais de Companhia (TAC) e 171 cadelas que ndo apresentavam alteracdo em
glandula mamaria (grupo controle) atendidas nos setores de Clinica Médica,
Cirurgica de Animais de Companhia e TAC. Os animais do grupo controle foram
pareados de acordo com a idade dos animais do grupo caso.

Foi confeccionado questionario epidemiologico contendo variaveis relacionadas
ao ambiente, a alimentacéo e a reproducdo. Os mesmos foram aplicados a todos os
proprietarios que autorizaram a pesquisa por meio do termo de consentimento livre e
esclarecido, nas dependéncias do Hospital ou nas residéncias.

2.2. Diagnéstico histopatoldgico

Apdés o0 procedimento cirargico de mastectomia unilateral total e
ovariohisterectomia, as cadeias mamarias foram encaminhadas ao Laboratoério de
Anatomia Patoldgica Veterinaria para a andlise histopatolégica. A classificacéo
histolégica das mamas foi realizada de acordo com Goldschmidt et al. (2011).

2.3. Amostras de racéo

Foram analisadas 168 amostras de racdo comercial destinada a alimentacao
das cadelas no estudo. Foram coletadas 79 amostras de racdo das cadelas do
grupo caso e 89 do grupo controle. As racbes foram classificadas quanto a
qualidade em: econémica, premium e superpremium, de acordo com as informacdes
declaradas pelo fabricante no rétulo do produto, observando os niveis de proteina
bruta, extrato etéreo, fibra bruta e matéria mineral, de acordo com Carciofi et al.
(2009). As amostras de racdo foram coletadas logo apés a realizacdo do
guestionario epidemiolégico. Cada proprietario forneceu 300g de racao do recipiente
no qual a armazenava. As amostras foram pesadas e acondicionadas em sacos de
papel tipo “kraft” duplo, identificadas, datadas e armazenadas a 4°C por até 24horas.
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2.4. Determinacao de micotoxinas pela técnica de CLAE

Todas as analises foram realizadas no Laboratério de analise cromatografica.
Para a determinacao de aflatoxinas, fumonisina e zearalenona (ZEA), 200g de cada
amostra foi triturada a uma granulometria de 50 mesh e estocada a -20°C até o
momento da analise.

2.4.1 Determinag&o de Fumonisinas

A determinacgéo de fumonisinas foi realizada por CLAE segundo o método de
Shephard et al. (1990) modificado por Ueno et al. (1993). Os limites de deteccéo
(LD) para fumonisina B1 (FB;) e para fumonisina B2 (FB;) foram 27,5 pg/kg e 35,3
ug.kg , respectivamente, definido como a concentragcdo minima de toxina que pode
gerar um pico cromatogréfico 3 vezes acima da raz&o altura/ruido da linha de base.

2.4.2 Determinacao de Zearalenona

Para a determinacdo de ZEA foi utilizado CLAE segundo método de Sabater-
Vilar et al. (2007) adaptado, com LD de 3,95 pg/kg.

2.4.3 Determinagédo de Aflatoxinas

A determinacdo de aflatoxinas AFB;, AFB,, AFG; e AFG; foi realizada por
CLAE de acordo com Miyamoto et al. (2008), com LD de 0,128 ug.kg, 0,027 ug.kg,
0,593 ug.kg e 0,222 pg.kg, respectivamente.

2.5. Analise estatistica

Foi utilizado o programa estatistico EPI INFO 3.5.4 para a tabulacéo dos dados
obtidos, calculos de frequéncia relativa e tabulacdo das varidveis de interesse.
Foram aplicados os testes estatisticos de qui-quadrado ou exato de Fisher, com
nivel de significancia de 5%. Utilizou-se o caculo de Odds Ratio como medida de
associagao, com intervalo de confianca de 95%.

3. Resultados
3.1. Variaveis ambientais e reprodutivas

Oitenta e cinco animais do (grupo caso) e 171 do (grupo controle) foram
avaliados no periodo em estudo. Todos os animais do grupo caso foram
provenientes do estado do Parana: 76,5% (65/85) da cidade de Londrina e 23,5%
(20/85) da regido metropolitana de Londrina; para o grupo controle 98,8% das
cadelas foram provenientes do estado do Parana: 72,5% (124/171) da cidade de
Londrina, 33,9% (58/171) da regido metropolitana de Londrina, 4% (7/171) de outros
municipios do Estado do Parana e 1,2% (2/171) provenientes de Jales, SP,
conforme Figura 1.
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Cidades - PR casos Controles
Londrina 65 124
Cambé 10 23
Rolandia 7 3
Ibipora 1 8
Sertanépolis 1 4
Primeiro de maio 0 2
Jataizinho 1 0
Urai 0 1
Grandes rios 0 1
Apucarana 0 1
Assai 0 1
Maringa 0 1

2 Total 85 169

Grandes Rios

*Dois animais do grupo controle provinham do
Estado de SP

Fig. 1. Distribuicdo geogréfica das cadelas estudadas no estudo de caso controle de neoplasias
mamadarias na regido de Londrina, PR de outubro de 2010 a outubro de 2012.

A frequéncia das racas para o grupo caso foram: Poodle 33,3% (15/45),
Pinscher 13,3% (6/45), Teckel e Cocker Spaniel 11,1% (5/45); e a frequéncia das
racas para grupo controle foram: Poodle 20% (17/85), Boxer 11,8% (10/85), Pinscher
10,6% (9/85) Teckel e Cocker Spaniel 9,4% (8/85). A raca Poodle foi a mais
frequente nos dois grupos, porém ndo houve diferenca significativa (p=0,0931) em
relacdo a presenca de neoplasia maméaria. A idade média dos animais para o grupo
caso foi 10,11(+2,43 anos) e de 8,44 (+2,58 anos) para o0 grupo controle.

Os resultados da andlise das varidveis ambientais e reprodutivas estéo
apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 Resultado de varidveis ambientais e reprodutivas em estudo de caso-
controle de tumor mamario em 256 cadelas de uma populagéo hospitalar, Londrina,

PR, 2010-2012.

Variavei Expostos/Caso Expostos/Controle Valor de OR
ariaveis
(%) (%) p (IC 95%)

Raca

Sim 45/85 (52,9) 85/170 (50,0) 0,7565 0,88

Nao 40/85 (47,1) 85/170 (50,0) (0,52-1,49)
Idade (anos)

Média (desvio padrao) 10,11 (£ 2,43) 8,44 (+2,58) - -

Mediana 10 8

Amplitude 3-18 3-16
Onde Habita

Area urbana 82/85 (96,5) 167/171 (97,7) 0,6884* 0,65

Area rural 3/85 (3,5) 4/171 (2,3) (0,14-2,99)
Area agricola

Sim 2/83 (2,4) 71171 (4,1) 0,7221* 0,57

Nao 81/83 (97,6) 164/171 (95,9) (0,11-2,84)
Vive proximo a Industria

Sim 22/85 (25,9) 30/169 (17,8) 0,1768 1,61

Nao 63/85 (74,1) 139/169 (82,2) (0,86-3,02)
Fumante na casa

Sim 21/84 (25,0%) 41/166 (24,7) 0,9180 1,01

Nao 63/84 (75,0%) 125/166 (75,3) (0,55-1,86)
Tumor de mama na familia

Sim 19/85 (22,4) 34/170 (20,0) 0,7849 1,15

Nao 66/85 (77,6) 136/170 (80,0) (0,61-2,17)
Outros animais na casa

Sim 60/85 (70,6) 127/171 (74,3) 0,6344 0,83

Nao 25/85 (29,4) 44/171 (25,7) (0,46-1,48)
Castracao

Sim 17/84 (20,2) 73/167 (43,7) 0,0004 0,32

Nao 67/84 (79,8) 94/167 (56,3) (0,17-0,60)
Quando castrou

Até o segundo cio 0/17 (0) 14/69 (20,3) 0,0621 0

Ap0s o segundo cio 17/17 (100) 55/69 (79,7) (0-1,32)
Administracéo de
contraceptivo

Sim 16/84 (19,0) 30/169 (17,8) 0,9372 1,09

Nao 68/84 (81,0) 139/169 (82,2) (0,55-2,13)
Frequéncia administracéo de
contraceptivo

Uma vez 3/15 (20,0) 9/25 (36,0) 0,5272 -

Duas vezes 3/15 (20,0) 5/25 (20,0)

Trés ou mais vezes 9/15 (60,0) 11/25 (44,0)
Gestacéao

Sim 34/83 (41,0) 73/168 (43,4) 0,8107 0,90

Nao 49/83 (59,0) 95/168 (56,5) (0,52-1,53)
Quantas vezes teve cria

<trés 26/30 (86,7) 63/70 (90,0) 0,7293* 0,72

= quatro 4/30 (13,3) 7/70 (10,0) (0,19-2,67)

*Teste exato de Fischer (bicaudal).

A variacdo no numero total de casos e controles deve-se a auséncia de resposta dos entrevistados.
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3.2 Aspectos histopatolégicos

A classificacdo histolégica dos tumores resultou em 64 (85,3%) tumores
malignos e 11 (14,7%) benignos. O tipo histolégico maligno mais frequente foi o
carcinoma simples (grau | a lll) 29/75 (38,7%) seguido de carcinoma complexo (grau
I a lll) 28/75 (37,3%), sendo o tumor misto benigno 8/75 (10,7%) o mais frequiente
dentre os benignos.

3.3 Variaveis relacionadas a alimentacao

Quanto as variaveis relacionadas a alimentacdo, os resultados das analises
estdo demostrados na Tabela 2.

Foram coletadas e analisadas 168 amostras de racdo para caes de 17
empresas fabricantes, sendo 49 marcas distintas. Em todas as marcas observou-se
a presenca de milho em sua composicdo. Nem todos os proprietarios souberam
informar a marca da ragdo no momento da coleta da amostra.

Tabela 2 Resultado de variaveis relacionadas a alimentacdo em estudo de Caso-
Controle de tumor mamario em 256 cadelas de uma populacdo hospitalar, Londrina,
PR, 2010-2012.

Variaveis Expostos/Casos Expostos/Controles Valor OR
(%) (%) dep (IC 95%)
Alimentacéao
Comida Caseira 1/85 (1,2) 4/170 (2,3) 0,3365 -

Racéo
Comida caseira + racao
Tempo que come racgéo

35/85 (41,2)
49/85 (57,6)

55/170 (32,3)

111/170 (65,3)

Desde filhote 68/84 (81) 123/164 (75) 0,0749 -
Adulto 9/84 (10,7) 9/164 (5,5)
Outro 7184 (8,3) 32/164 (19,5)
Onde compra ragéo
Supermercado 20/82 (24,4) 26/163 (16,0) 0,2259 -
Casa Agropecuéria 17/82 (20,7) 44/163 (27,0)
Pet shop 45/82 (54,9) 93/163 (57,1)
Compra a granel/fracionado
Sim 21/84 (25) 50/166 (30,1) 0,2227 0,68
N&o 57/84 (67,9) 98/166 (59) (0,39-1,18)
Frequéncia compra racéo
Semanal 13/82 (15,9) 35/165 (21,2) 0,6588 -
Quinzenal 20/82 (24,4) 41/165 (24,8)
Mensal 32/82 (39) 53/165 (32,1)
Outro 17/82 (20,7) 36/165 (21,8)
Pacote racdo armazenado
aberto
Sim 22/82 (26,8) 26/162 (16) 0,0671 1,91
N&o 60/82 (73,2) 136/162 (84) (1,00-3,65)
Local de armazenagem
coberto
Sim 83/84 (98,8) 166/167 (99,4) 1,00* 0,50
N&o 1/84 (1,2) 1/167 (0,6) (0,03-8,09)
Local de armazenagem é
umido
Sim 18/84 (21,4) 35/165 (21,2) 1,01



63

0,9010
N&o 66/84 (78,6) 130/165 (78,8) (0,53-1,92)
Classificacéo
Econbmica 42/72 (58,3) 64/140 (45,7)
0,1334
Premium 26/72 (36,1) 59/140 (42,1)

Superpremium 4/72 (5,6) 17/140 (12,1)

*Teste exato de Fischer (bicaudal)

3.4 Deteccédo de micotoxinas

Em 100% (79/79) das amostras do grupo caso detectou-se alguma micotoxina,
0 mesmo ocorreu em 97,8% (87/89) das amostras do grupo controle.

Foram classificadas 148 amostras de ra¢do dos grupos caso e controle quanto
a gualidade: econbmica 48,64% (72/148), premium 42,56% (63/148) e
superpremium 8,78% (13/148). Em todas as categorias de racao foi detectada a
presenca de micotoxinas. Nas racdes do tipo econémica 100% (72/72) apresentaram
micotoxinas, ja para racdes do tipo premium 98,4% (62/63) e superpremium 92,3%
(12/13), porém ndo houve diferenca estatistica (p=0,0849). As aflatoxinas
(B1+B,+G;+Gy) foram detectadas em 83,1% (123/148) das amostras, sendo 84,7%
(61/72) em racdes do tipo econdmica, 84,1% (53/63) nas rac¢des premium e 69,2%
(9/13) nas superpremium. As fumonisinas foram detectadas em 70,9% (105/148) das
amostras, 77,8% (56/72) em racBes econbmicas, 71,4% (45/63) premium e 30,8%
(4/13) superpremium. Zearalenona foi detectada em 95,3% (141/148) das amostras,
93,1% (67/72) nas do tipo econémicas, 98,4% (62/63) nas ra¢des premium e 92,3%
(12/13) nas superpremium.

Na tabela 3 sdo apresentados os dados de frequéncia relativa e concentracdo
(ug/kg) de zearalenona, fumonisinas (FB;+FB,) e aflatoxinas.

Tabela 3 Frequéncia relativa e concentragdo de zearalenona, fumonisinas (FB1+FB>)
e aflatoxinas, pela técnica de CLAE, em ragdes de 168 cadelas em estudo de caso-
controle de neoplasia mamaria, Londrina, PR, 2010-2012.

Micotoxinas (ug/kg) Caso Controle Valor p OR (IC 95%)
Zearalenona
Sim 93,7% (74/79) 96,6% (86/89) 0,2959 0,51 (0,11-2,23)
Nao 6,3% (5/79) 3,4% (3/89)
Média(desvio padréo) 38,87 (+59,38) 38,66 (+40,68) 0,3226*
Mediana 23,20 26,47
Amplitude (4,07-442,25) (4,45-208,91)
Fumonisina
Sim 78,5% (62/79) 67,4% (60/89) 0,1521 1,76 (0,87-3,53)
Nao 21,5% (17/79) 32,6% (29/89)
Média (desvio padrdo) 184,81 (+170,00) 130,70 (x113,45) 0,0212*
Mediana 150,00 99,37
Amplitude (30,00-1014,72) (0,09-503,02)
Aflatoxina Total
Sim 89,9% (71/79) 77,5% (69/89) 0,052 2,57 (1,06-6,22)
Nao 10,1% (8/79) 22,5% (20/89)



Média (desvio padréo) 1,32 (+1,13) 1,16 (+0,64) 0,7014*
Mediana 1,15 1,37
Amplitude (0,16-6,16) (0,19-3,36)
Aflatoxina B1
Sim 89,9% (71/79) 76,4% (68/98) 0,0356 2,74 (1,13-6,60)
Nao 10,1% (8/79) 23,6% (21/89)
Média (desvio padréo) 1,01 (x0,97) 1,03 (x0,59) 0,1481*
Mediana 0,67 1,37
Amplitude (0,16-4,99) (0,19-2,08)
Aflatoxina G1
Sim 41,8% (33/79) 13,5% (12/89) 0,00007 4,60 (2,16-9,79)
N&o 58,2% (46/79) 86,6% (77/89)
Média (desvio padrdo) 0,53 (x0,24) 0,52 (+0,29) 0,3731*
Mediana 0,44 0,43
Amplitude (0,39-1,46) (0,38-1,5)
Aflatoxina B2
Sim 6,3% (5/79) 1,1% (1/89) 0,0800 5,94 (0,67-52,03)
N&ao 93,7% (74/79) 98,9% (88/89)
Média (desvio padréao) 0,37 (x0,15) 1,84 (x0,00) 0,1432*
Mediana 0,27 1,84
Amplitude (0,25-0,61) (1,84-1,84)
Aflatoxina G2
Sim 10,1% (8/79) 1,1% (1/89) 0,0106 9,91 (1,21-81,15)
Nao 89,9% (71/79) 98,9% (88/89)
Média (desvio padréo) 0,41 (x0,34) 1,63 (x0,00) 0,1213*
Mediana 0,28 1,63
Amplitude (0,24-1,25) (1,63-1,63)
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* Kruskal-Wallis

4. Discussao

O diagnostico histopatolégico das neoplasias maméarias evidenciou que a
maioria dos tumores eram malignos, similar a outros estudos nacionais e
internacionais (Queiroga; Lopes, 2002; Hataka, 2004; Oliveira Filho et al, 2010;
Gomez et al, 2012).

Aproximadamente 50% dos animais de ambos 0s grupos né&o apresentavam
raca definida. As racas de pequeno porte foram mais frequentes tanto no grupo caso
quanto no grupo controle, provavelmente devido a caracteristica da populacéo
canina atendida no hospital escola. Estudo realizado em cadelas com neoplasia
mamaria no Japao comparou a ocorréncia desta doenca entre todas as racas
avaliadas e verificou que aquelas de pequeno porte foram as mais atingidas (Itoh et
al., 2005). No Brasil, Oliveira Filho et al. (2010), também verificaram maior
ocorréncia em racas de pequeno porte, sendo que a raca Poodle representou
23,7% (180/759) do total de cadelas com tumor de mama. Resultado semelhante foi
relatado na Colémbia (n=30) onde, em cadelas com idade média de 10,87 (x2,65
anos), a raga poodle mostrou-se a mais acometida (46,6%) (Gémez et al., 2012).
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Estudos demonstram que a maioria dos tumores mamarios se desenvolve em
cadelas com idade entre oito e 10 anos (Schneider, 1970; Hellmen et al., 1993;
Queiroga e Lopes, 2002; Chang et al., 2005; Cassali et al., 2011). A idade média das
fémeas acometidas foi semelhante a relatada em outros estudos nacionais e
internacionais (Karayannopoulou et al., 2005; Cassali et al., 2011; Ezerskyte et al.,
2011). Os animais de pequeno porte tem maior contato com 0s seus proprietérios, o
que facilita a percepcao do aparecimento de nddulos mamarios e o diagnostico e
tratamento mais precoce.

Segundo Rutteman e Kirpensteijn (2003) as neoplasias mamarias séo
hormoénio dependentes. No presente estudo, a castracdo prévia a mastectomia
representou apenas 20,2% (17/84) dos animais do grupo caso. A castracao
mostrou ter efeito protetor (p=0,0004, OR= 0,32, 1C95%=0,17-0,60) para tumor de
mama.. a castracdo precoce quando realizada antes do primeiro cio diminui a
incidéncia de neoplasias mamarias para 0,05%; aumentando o risco em cadelas
castradas apos o primeiro estro em 8% e apds 0 segundo estro em 26% (Schneider
et al, 1969; Rutteman et al., 2001). O efeito protetor conferido pela OSH desaparece
ou atua de forma moderada, quando realizada apds dois anos e meio de idade
(Fonseca e Daleck, 2000; Sorenmo et al., 2000; Rutteman e Kirpensteijn, 2003). No
presente estudo, a castracao realizada antes do segundo cio ndo demosntrou efeito
protetor (p=0,0621).

A administracdo de progestagenos € considerado um fator de risco para
neoplasias maméarias em cadelas, porém tal associacdo ndo foi verificada no
presente estudo (p=0,9372) Doses elevadas de progesterona de longa acgéo
provocam o0 aumento dos alvéolos e lébulos, proporcionando principalmente o
aparecimento das neoplasias benignas (Tamada et al., 2003). A utilizacdo de
progesterona por tempo prolongado estd associado ao aumento no numero de
casos de hiperplasia e neoplasias benignas de mama, enquanto que a
administracdo de progestinas e estrogeno, estd associado a ocorréncia de
neoplasias malignas (Misdorp, 2002). No presente estudo, todos os proprietarios
informaram que o intuito da aplicacdo do contraceptivo foi evitar a prenhez e que
desconheciam a informacao sobre o método cirtrgico de OSH e seus beneficios, se
realizada precocemente.

Na espécie humana a gravidez precoce e a multiparidade sdo fatores que
reduzem o risco de desenvolvimento de neoplasia mamaria na menopausa. Em
cadelas, ndo ha estudos que apontem a gestacdo como efeito protetor para a
neoplasia mamaria e no presente estudo também nao foi demosntrada esta relagéo
(p=0,8107).Russo et al. (2012), estudaram mulheres com idade entre 50 e 69 anos
na menopausa, com o objetivo de avaliar diferencas morfologicas e no padrdo de
expressao dos genes no tecido mamario de nuliparas e multiparas. Os autores
concluiram que nas mulheres que tiveram filhos a quantidade de nucleos com a
cromatina mais condensada foi maior, o que sugere uma modificacdo epigenética
intensa nessas células, permanecendo até a menopausa. Apos a gravidez a mama
adquire um perfil genémico e fenotipico diferente, o que favorece a protecéo contra o
cancer na mulher.

A alimentacdo foi um outro fator estudado e amaioria dos animais deste
estudo alimentava-se de racdo acrescida de comida caseira A nutricdo a base de
racdo e limentos com alto teor de gordura pode estar relacionado as neoplasias
mamarias; no entanto depende do tipo ou quantidade de gordura ingerida (Perez et
al., 1998; Greenwald, 1999). Em mulheres, estudos epidemiolégicos sugerem a
associacdo de dieta rica em gordura, principalmente a saturada, a um maior risco de
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se desenvolver cancer de mama; em paises desenvolvidos e principalmente no
ocidente, onde o consumo de alimentos ricos em gordura é alto (INCA, 2013).
Estudo de caso-controle realizado em mulheres com neoplasia mamaria na Paraiba
apontou a ingestao de carne vermelha como fator de risco e o consumo de frutas,
sucos, feijao, leite e derivados apresentou uma forte associacdo com a reducdo no
risco de cancer de mama (Lima et al., 2008).

A qualidade das racfes secas para caes e gatos, comercializadas no Brasil, é
considerada boa sob o ponto de vista nutricional e sanitario (Carpim e Oliveira,
2009). No presente estudo constatou-se que 98,6% das 168 amostras de racéo
canina avaliadas, independente da classificacdo de qualidade, estavam
contaminadas com micotoxinas. O limite maximo de tolerancia (LMT) previstos na
legislacdo para aflatoxinas totais em milho grdo e sub-produtos é o mesmo valor
estabelecido no Brasil para consumo humano: 20 pg/kg de aflatoxinas totais.
(BRASIL, 2002). A ABINPET (2013) recomenda limites para o produto acabado nos
valores de: aflatoxinas totais 20 pg/kg, fumonisina (B;+B,) 4000 ug/kg e zearalenona
1 pg/kg; porém ndo ha legislagcdo para fumonisina e zearalenona. Nos Estados
Unidos e Canada, o nivel maximo tolerado de aflatoxinas totais para racdo animal é
de 20 pg/kg e na Europa o nivel maximo para AFB; para qualquer racao animal é de
20 pg/kg. No entanto deve-se atentar para a contaminacdo da racdo com Varios
tipos de micotoxinase seus efeitos cronicos em caes.

Estudos experimentais realizados por Gajecka et al. (2007, 2008a, 2008b)
mostraram degeneracdo e atrofia dos ovarios, endométrio, miométrio, edema e
hemorragia no Utero das cadelas pré-puberes que foram alimentadas com dieta
acrescida de ZEA nas doses de 50 pg/Kg e 75 pg/Kg. Geralmente em estudos
experimentais séo utilizadas doses elevadas de micotoxinas para avaliar os efeitos
toxicos, o que difere da ingestdo em menor quantidade por tempo mais prolongado.

A AFBL1 é altamente reativa e € considerada o principal metabdlito genotoxico,
induzindo mutagbes devido a fixacdo ao DNA. As mutagbes mais estudadas
associadas a AFBl1 envolvem o0 gene supressor do crescimento p53 e o
protoncogene ras (EATON e GALLAGHER, 1994). Em relacdo aos efeitos
genotoxicos e mutagénicos dos demais metabdlitos, os estudos experimentais sao
limitados (AFSSA, 2009). A maioria dos estudos epidemiolégicos demonstram uma
tendéncia de correlacdo entre a exposicdo cronica a ingestdo de aflatoxina e a
prevaléncia de cancer hepatico primario (BEASLEY et al 1981; STOLOFF, 1987) .
No entanto, esta relacdo € modulada por outros fatores como a infeccéo pelo virus
da hepatite B (BEASLEY et al 1981). Ndo ha dados a respeito da associacdo entre
aflatoxinas e neoplasias mamarias em mulheres e animais.

No presente estudo a aflatoxina B, foi detectada em 89,9 % amostras de ragéo
do grupo caso e em 76,4% do grupo controle. A aflatoxina € considerada como um
dos mais potentes carcinégenos de origem natural, possue efeitos oncogénicos,
imunossupressivos, hepatotoxicos, nefrotdéxicos e anti coagulante, sdo as mais
abundantes e toxicas dentre os anélogos. Estudo internacional aponta similaridade
ao presente estudo em relacdo a aflatoxina B; (SHARMA e MARQUEZ, 2001).

Neste estudo de caso-controle, foi verificada associacdo entre a presenca de
aflatoxinas na racdo e tumor de mama: aflatoxina B; (p=0,0356), aflatoxina G;
(p=0,00007) e aflatoxina G, (p=0,0106); sugerindo que a exposicdo a estas
micotoxinas pode levar ao desenvolvimento de neoplasias. Apesar da baixa
quantidade de micotoxinas detectadas, deve-se levar em consideracdo o efeito
acumulativo devido ao tempo de exposi¢cdo e a coocorréncia. Para confirmar tais
achados fazem-se necessarios estudos epidemioldgicos prospectivos. Na Austria
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foram analisadas a co-ocorréncia de micotoxinas em 76 amostras de racdo de caes,
constatou-se em 83% desoxinivalenol, 47% zearalenona, 42% fumonisina e 5%
ocratoxina A e a co-ocorréncia de duas ou mais micotoxinas variou de 3 a 47% das
amostras (BOHM et al, 2010).

5. Concluséao

Com base nos resultados obtidos conclui-se que a castracdo € um fator
protetor para neoplasia mamaria. A qualidade da racdo ingerida deve ser
monitorada, pois em todos os tipos de racdo foi detectada a presenca de
micotoxinas, mesmo que em baixas doses. A significAncia estatistica para as
aflatoxinas B;, G; e G, em relacdo a presenca de neoplasia mamaria, sugere uma
possivel associacdo
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4 CONCLUSAO

7z

O diagnostico histolégico € uma ferramenta importante para se tracar o
progndstico do paciente;

Tumores multiplos foram associados a neoplasia maligna e a presenca de
neoplasia maligna foi associada a metastase em linfonodo;

As caracteristicas epidemiolégicas dos animais com neoplasia mamaria,
relatadas neste estudo, sdo semelhantes aos citados na literatura;

O tempo de sobrevida do carcinoma simples tubular grau Il foi menor em
relacdo aos demais tumores malignos;

A OSH é um fator protetor para neoplasia mamaria na cadela;

Em todos os tipos de ragcdo detectou-se a presenca de micotoxinas,
ressaltando a importancia do monitoramento no controle de qualidade.

Houve significAncia estatistica para as aflatoxinas B;, G; e G, em relacdo a

presenca de neoplasia mamaria.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estudo de Caso-Controle em cadelas com neoplasia mamaria e deteccdo de micotoxinas
em racdo pela técnica de HPLC

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, ,

RG. , apos devidamente esclarecido, estou consciente da minha participacdo
no projeto de pesquisa intitulado “Estudo de caso-controle em cadelas com neoplasia mamaéria
e deteccdo de micotoxinas em ragdo pela técnica de HPLC” que sera realizado no Hospital
Veterinario da Universidade Estadual de Londrina (DMVP/UEL), sob a responsabilidade da
Profa. Dra. Roberta Lemos Freire e a aluna de doutorado Michele Salmon Frehse. Este projeto
tem por objetivo principal avaliar os fatores associados a neoplasia mamaria em cadelas e
detectar micotoxinas na ragdo consumida, por meio de um estudo de caso-controle.

Sei também que tenho a liberdade de me recusar a participar da pesquisa, ou de retirar 0 meu
consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem nenhuma implicacdo moral a minha pessoa
ou meus familiares. Estou ciente que, juntamente com a coleta das amostras, sera realizado
um questionario epidemioldgico com o objetivo de auxiliar na pesquisa. Entendo que as
informacOes geradas nesta pesquisa serdo divulgadas exclusivamente em publicagdes
cientificas e que o anonimato serd garantido. Minha participacdo é voluntaria e nao
remunerada e estou informado que ndo havera nenhuma despesa de minha parte e serei
informado sobre os resultados dos exames.

Por estar de pleno acordo com o0s termos mencionados assino o presente documento.

AUTORIZACAO:

LONDRINA, / /

Pesquisadores Responsaveis:
Profa. Dra. Roberta Lemos Freire

MSc. Michele Salmon Frehse

Universidade Estadual de Londrina
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
Rodovia Celso Garcia Cid CEP: 86051-990 Fones: 3371-5871;  3371-4709

e-mail: rlfreire@uel.br Paciente: Grupo Caso ( ) Grupo Controle ( )
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APENDICE B — Questionario Epidemioldgico

ESTUDO DE CASO-CONTROLE EM CADELAS COM NEOPLASIA MAMARIA E
DETECCAO DE MICOTOXINAS EM RACAO PELA TECNICA DE HPLC

RG/HV:

Entrevistador: Data

Nome do proprietario Fone: ()

Endereco Bairro: Munici
pio: Estado:

1 Nome do paciente

2 ldade (1) <lano (2)>1a<8anos (3)>8anos
3 Raca: (1) SRD (2) Com Raga 3.1 Qual?

4 Peso:
5 Tumor de mama: (1) sim (2) ndo
I. AMBIENTE:

6. Quantas pessoas moram na casa?

7. Ha algum fumante na casa? (1) sim (2) ndo
8. Tem mais algum animal em casa? (1) sim (2) nao
Qual?
9. Qual a &rea que habita? (1) Urbana  (2) Rural
10. Vive em érea agricola? (1) sim (2) ndo
11. Vive em local proximo a fabrica ou inddstria? (1) sim (2) ndo Qual
a distancia?
12. O animal fica solto na rua sem a presenca do dono?(1) sim (2) ndo
13. O animal sai para a rua com o dono? (1) sim (2) ndo

13.1 Qual a frequéncia?

14. Qual o destino do lixo na residéncia? (1) Coleta publica (2) Enterra (3) queima

15. Faz separacdo dos reciclaveis? (1) sim (2) ndo
16. Ja teve algum caso de tumor de mama na familia? (1) sim 2
nao

Il. CLINICA
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17. Teve alguma doenca anteriormente? (1) sim (2) ndo
Qual?
18. Toma algum medicamento de uso continuo? (1) sim  (2) ndo Qual?

I1l. ALIMENTACAO
19. Qual a alimentacédo de seu cdo? (1) Comida caseira (2) Racdo (3) Comida caseira+ racao

19.1 H& quanto tempo o animal se alimenta de ra¢éo?

19.2 Qual a marca da racéo?

19.30nde compra a ra¢ao? (1) Supermercado (2) Casa Agropecuéaria (3) Pet Shop (4)
Outro

19.4 Compra de pacote aberto? (1) sim (2) ndo

19.5 Qual a frequéncia da compra da racdo? (1) Semanal  (2) Quinzenal (3) Mensal
(4)Outro

19.6 Onde armazena a ra¢do? (1) em balde fechado (2) em prateleira (3) no chdao (4)
Outro

19.7 O saco de racéo fica aberto? (1) sim (2) ndo
19.8 O local de armazenagem é coberto? (1) sim (2) néo
19.9 O local é umido? (1) sim (2) ndo

IV. REPRODUTIVO
20. Quando foi 0 1° cio do animal?
21. Seu animal ¢ castrado? (1) sim (2) nao

21.1 Quando castrou? (1) antes do 1°cio (2) entre0 1°e 02°cio (3) ap6s o0 3°cio (4)
néo lembra

22. Seu animal ja teve cria? (1) sim (2) nédo Quantas vezes? (1) <3 (2)>
4

22.1 Com que idade teve a 12 cria?

23. Foi parto normal? (1) sim (2) ndo
24. Ja aplicou contraceptivos em seu animal? (1) sim (2) ndo
24.1 Com que frequéncia? (1) 1 vez (2) 2 vezes (3) >3 vezes

25. Ha quanto tempo apareceu 0 aumento de volume em mama? meses ou
anos
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APENDICE C — Caélculo de sobrevida realizado no programa R 2.15.3

Programa para estimar Kaplan Meier -
> rm(list=Is())
> require(survival)
Carregando pacotes exigidos: survival
Carregando pacotes exigidos: splines
> tempos =
c(12,31,0.5,4,20,22,1,26,13,5,23,20,8,22,25,25,12,15,10,21,4,10,17,28,17,3,21,4,9,56,31,15,
6,26,21,12,30,20,13,6,11,21,12,24,1,7,17,24,23,15,26)
> censura =
c10,1,1,0,11,01,2,01,2,01,0,0,0,1,0,1,0,00,2,1,1,1,1,0,0,1,1,0,0,0,0,0,0,1,1,0,0,0,1,1,1,0,
0,0,0)
> grupos =
factor(c(1,4,5,1,5,5,2,1,2,1,2,4,5,1,2,5,4,7,5,4,2,6,5,2,3,3,2,4,1,4,2,1,3,4,4,5,4,4,4,5,1 55,54,
6,2,5,5,5,1))
> dados = data.frame(tempos, censura, grupos)
> head(dados)

tempos censura grupos
1 12.0 1
2 31.0 0
3 05 1
4 4.0 1
5 20.0 0
6 22.0 1
> tail(dados)

tempos censura grupos

1
4
5
1
5
5

46 7 1 6

47 17 1 2
48 24 0O 5
49 23 0 5
50 15 0O 5
51 26 0 1

> str(dados)

'data.frame". 51 obs. of 3 variables:

$tempos : num 12310.542022126135...

$censura:num 1011011011..

$ grupos : Factor w/ 7 levels "1","2","3","4",..: 1451552121 ...
>

> kme = survfit(Surv(tempos, censura) ~ grupos)

> summary(kme)

Call: survfit(formula = Surv(tempos, censura) ~ grupos)

grupos=1
time n.risk n.event survival std.err lower 95% CI upper 95% CI
4 9 1 0.889 0.105 0.706 1.000
5 8 1 0.778 0.139 0.549 1.000
9 7 1 0.667 0.157 0.420 1.000
11 6 1 0.556 0.166 0.310 0.997
12 5 1 0.444 0.166 0.214 0.923
15 4 1 0.333 0.157 0.132 0.840
grupos=2
time n.risk n.event survival std.err lower 95% CI upper 95% CI
1 9 1 0.889 0.105 0.706 1.000
4 8 1 0.778 0.139 0.549 1.000
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13 7 1 0.667 0.157 0.420 1.000
17 6 1 0.556 0.166 0.310 0.997
21 5 1 0.444 0.166 0.214 0.923
25 3 1 0.296 0.164 0.100 0.875
grupos=3
time n.risk n.event survival std.err lower 95% CI upper 95% CI
3 3 1 0.667 0.272 0.2995 1
6 2 1 0.333 0.272 0.0673 1
17 1 1 0.000 NaN NA NA
grupos=4
time n.risk n.event survival std.err lower 95% CI upper 95% CI
1 12 1 0.917 0.0798 0.773 1
4 11 1 0.833 0.1076 0.647 1
20 8 1 0.729 0.1355 0.507 1
grupos=5

time n.risk n.event survival std.err lower 95% CI upper 95% CI

05 15 1 0.933 0.0644 0.815 1.000

6.0 14 1 0.867 0.0878 0.711 1.000

8.0 13 1 0.800 0.1033 0.621 1.000

10.0 12 1 0.733 0.1142 0.540 0.995

220 5 1 0.587 0.1599 0.344 1.000

grupos=6
time n.risk  n.event survival std.err lower 95% CI
7.000 2.000 1.000 0.500 0.354 0.125
upper 95% CI
1.000
grupos=7
time n.risk n.event survival std.err lower 95% CI upper 95% CI

> plot(kme, Ity=1:7, col=1:7, xlab="Tempo (semanas)", ylab="S(t) estimada")
> legend(46, .25, c("Grupo 1", "Grupo 2", 'Grupo3', 'Grupo 4', 'Grupo 5', 'Grupo 6', 'Grupo 7',
+ col=1:7, Ity = 1.7
> # Lendo os dados do arquivo CSV -
> rm(list=Is())
> sobrev = read.csv2('C:/Assessoria/A2013/Michele/sobrevida.csv')
> # grupo 1c. simples tubular grau |
> # grupo 2c. simples tubular grau |l
> # grupo 3 c. simples tubular grau Il
> # grupo 4 c. complexo grau |
> # grupo 5 c. complexo grau Il
> # grupo 6 c. simpes Tubulo papilifero grau |
> # grupo 7 c. simples tubulo papilifero grau Il
> require(survival)
> mod = survfit(Surv(meses, resp) ~ grupo)
Erro em Surv(meses, resp) : objeto 'meses' ndo encontrado
> summary(mod)
Erro em summary(mod) : objeto 'mod' ndo encontrado

>
> plot(mod, las=1, Ity=1:7, col=1:7, xlab="Tempo (meses)", ylab="S(t) estimada”,
+  lwd=2)

Erro em plot(mod, las = 1, Ity = 1.7, col = 1.7, xlab = "Tempo (meses)", :
objeto 'mod’' ndo encontrado
> legend('bottomright’, c("Grupo 1", "Grupo 2", 'Grupo3', 'Grupo 4', 'Grupo 5', 'Grupo 6',
'‘Grupo 7,
+ col=1:7, Ity = 1:7)
> # Retirando os grupos 6 e 7 -
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> sobrev_sem = sobrev[!sobrev][ , 'grupo’] %in% c(6,7), |
Erro: objeto 'sobrev' ndo encontrado
> sobrev_sem$grupo = factor(sobrev_sem$grupo)
Erro em factor(sobrev_sem$grupo) : objeto 'sobrev_sem' nao encontrado
> head(sobrev_sem)
> require(survival)
> mod2 = survfit(Surv(meses, resp) ~ grupo, data=sobrev_sem)
Erro em is.data.frame(data) : objeto 'sobrev_sem' ndo encontrado
> summary(mod2)
Erro em summary(mod2) : objeto ‘mod2' ndo encontrado
> par(mai=c(1, 1, .2, .2))
> plot(mod2, las=1, Ity=1:5, col=1:5, xlab="Time (months)", ylab="S(t) Estimate", lwd=2)
Erro em plot(mod2, las = 1, Ity = 1:5, col = 1:5, xlab = "Time (months)", :
objeto 'mod2' ndo encontrado
> legend('bottomright’, c("Tubular simple carcinoma grade I", "Tubular simple carcinoma
grade II",
+ ‘Tubular simple carcinoma grade III', 'Complex carcinoma grade I', '‘Complex
carcinoma grade II'),
+ cex=.9, col=1:5, Ity = 1:5)
> # par(mfrow=c(1,1))
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ANEXO A

Carta de aceite Comité de ética em pesquisa animal

QT_I" Universidade GOV 1\ 5O

Estadual de Londrina PARANA

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

OF. CIRC. CEEA N°35/2010 Londrina, 24 de abril de 2010.

Prezada Pesquisadora

O CEEA/UEL, reunido em 13 de abril do ano corrente, avaliou o projeto de
pesquisa intitulado "Estudo de caso-controle em neoplasia mamdria canina e a
associacio com a micotoxina Zearalenona em tecido mamario neoplasico e racio
comercial", registrado no CEEA sob o n° 13/10, pesquisa do centro de Ciéncias Agrarias,
desenvolvido sob sua responsabilidade, julgando-o aprovado para execugdo por entender
que os principios éticos postulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
estdo respeitados.

Serao utilizadas fémeas caninas adultas e idosas, sendo colhidas amostras de
88 com tumor de mama e 176 que serdo o controle, porém atendidas por outros motivos no
Hospital Veterinario da UEL. Sera realizado um questionario epidemiologico com
variaveis, contendo dados como nome do paciente, nome do proprietario, idade do paciente,
raca, se aplicou contraceptivo alguma vez, historico de ovariohisterectomia, idade do
primeiro cio, idade do primeiro parto e numero de gestagdes, aplicado aos proprietarios dos
animais em estudo. Todos os animais que fizerem parte do estudo e se alimentarem de
ragio, terdo amostras colhidas para analise e pesquisa de zearalenona, aflatoxina Ble M1.
Dos animais com cancer serdo coletadas amostras dos nodulos mamarios para realizagdo de
exames éitolégic;), ixirstopatolégico e imunohistoquixinas. O projeto esta previsto para ser
desenvolvido entre junho de 2010 e maio de 2012. Este comité sugere a avaliagdo de

micotoxina no tecido mamario.

Ilma. Sra.

Profa. Dra. Roberta Lemos Freire

Coordenadora do Projeto

Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
Centro de Ciéncias Agrarias

Campus Universitario: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), Km 380 - Fone (43) 3371-4(XX) - PABX - Fax 3328-4440) - Caixa Postal 6001 - CFP 86051-990 - Intemet hup://www.uel br

LONDRINA - PARANA - BRASIL

Form. Codigo 11.764 - Formato A4 (210x297)
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GUVARNO DO

PARANA

Cumpre orientar que caso se pretendam quaisquer alteragdes no protocolo

experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo do CEEA/UEL

anteriormente & execugio das modificagdes.

Sem mais para 0 momento, subscrevo-me.

Cordialmente,
. /1‘
WU \\ 8 P
Profa. Dra\ly ri\/arg’giliane'Batista de Souza

Coordenadora do CEEA/UEL

Campus Universitirio: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), Km 380 - Fone (43) 3 XX) - Py Fax 3328-4 Caixa P CFP 8605 W,
: o so Garcia Cid ( 5). Km 380 - Fone (43) 3371-4000 - PABX - Fax R
3371-4 x 3328-4440 - Caixa Postal 60X)] - 6051-9%0 - Inte: 4 b
§ met hitp://w el.br

LONDRINA - PARANA - BRASIL

Form. Cadigo 11.764 - Formato A4 (210x297)
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ANEXO B

BISSOQUI, L. Y. Avaliacdo do risco de exposicao de cdes a contaminacao natural
por micotoxinas. 2012. 93f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina. 2012.

RESUMO

O Brasil possui a segunda maior populacdo de céaes (34,3 milhdes) e gatos (18,3 milhdes) do
mundo, sendo que em 2010 o consumo de racdo para animais de companhia foi de
aproximadamente 1,83 milhdes de toneladas, movimentando um total de R$ 7,26 bilhdes de reais.
Portanto, é necessario avaliar ndo apenas a composicdo nutricional da racdo, mas a sua inocuidade
com 0 monitoramento, entre outros contaminantes, das micotoxinas. Micotoxinas sdo metabolitos
secundarios toxicos produzidos por fungos filamentosos que podem contaminar naturalmente os
cereais utilizados como matéria prima na fabricacao de racdo destinada a caes. Além de prejuizos
financeiros, a contaminacdo natural da ragdo por uma ou mais micotoxina pode gerar efeitos
toxicos sinérgicos ou aditivos. No Brasil e no mundo sdo poucos os trabalhos que relatam a
ocorréncia de micotoxinas em ragdo destinada a cdes e a avaliacdo do nivel de exposi¢cdo desses
animais. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi analisar a ocorréncia de fumonisinas,
zearalenona e aflatoxinas em 100 amostras de racdo destinada a cées coletadas na residéncia do
proprietario do animal na regido norte do Estado do Parana, no periodo de dezembro 2010 a
dezembro 2011, assim como avaliar o risco de exposicdo desses animais a essas micotoxinas. As
concentragdes de fumonisinas, zearalenona e aflatoxinas foram determinadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) sistema isocratico de fase reversa. A exposicdo de caes a
micotoxinas foi avaliada por meio da estimativa de pardmetros como a ingestdo diaria aceitavel
(ADI) e o nivel seguro na dieta animal (SPDL) de fumonisinas, zearalenona e aflatoxinas.
Fumonisinas, zearalenona e aflatoxinas foram detectadas em 68, 95 e 68% do total de amostras,
com niveis que variaram de 0,03 a 0,38 pg.g-1 (média = 0,12 pg.g-1), 5,45 a 442,24 ng.g-1 (média =
49,20 ng.g-1) e 0,34 a 3,88 ng.g-1 (média = 1,54 ng.g-1), respectivamente. Em 80, 86 e 90% das
amostras os niveis de fumonisinas, zearalenona e aflatoxinas foram inferiores a 0,2 pg.g-1, 80
ng.g-1 e 2,0 ng.g-1, respectivamente, entretanto a co-contaminacao por diferentes micotoxinas, e a
possibilidade de efeitos sinérgicos e aditivos, deve ser levada em consideracdo. Neste estudo a co-
contaminacgdo por duas ou trés micotoxinas foi detectada em 50 a 68% do total de amostras. A
frequéncia de contaminacdo por fumonisinas, zearalenona e aflatoxinas foi alta, porém os niveis
médios detectados sdo considerados baixos, uma vez que, a provavel ingestdo didria (1,823 g
fumonisinas/Kg peso animal/dia, 0,936 pg zearalenona/Kg peso animal/dia e 0,024 pg
aflatoxinas/Kg peso animal/dia) em comparacdo com 0s niveis de ingestdo diaria aceitavel (ADI)
e o nivel seguro na dieta animal (SPDL) foram baixos. Assim sendo, o risco de exposicao de cdes
alimentados com as racfes analisadas pode ser considerado baixo e a racdo segura quanto a
presenca dessas micotoxinas. No entanto, considerando que as micotoxinas constituem um
problema dificil de evitar e que a co-contaminacdo pode produzir uma potencializacdo dos efeitos
toxicos, 0 monitoramento da cadeia de producdo é essencial para avaliar os riscos de exposi¢do
animal. Os resultados indicam a necessidade de uma legislacdo especifica de micotoxinas que
atenda os critérios de seguranca para animais de companhia, assim como, a ado¢do de medidas de
prevencdo e monitoramento da contaminacao natural no processo de fabricacao da racao.

Palavras-chave: Micotoxinas. Ragdo. Canine. Co-contaminacdo. Risco de exposigéo.
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ANEXO C - Instrucéo para autores

Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira - ARTIGO A

Estudo retrospectivo de neoplasias mamarias em cadelas de populacdo hospitalar.
Pesq. Vet. Bras. 33(7), julho 2013

Os trabalhos para submissdo devem ser enviados por via eletronica, através do e-mail
<jurgen.dobereiner@pvb.com.br>, com os arquivos de texto na versdo mais recente do
Word e formatados de acordo com o modelo de apresentacdo disponivel no site da
revista (www.pvb.com.br. Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda néo
publicados e ndo considerados para publicacdo em outra revista.

Para abreviar sua tramitacdo e aceitacdo, os trabalhos sempre devem ser submetidos
conforme as normas de apresentacdo da revista (www.pvb.com.br) e o0 modelo em Word
(PDF no site). Os originais_submetidos fora das normas de apresentacdo, serdo
devolvidos aos autores para a devida adequacéo.

Apesar de ndo serem aceitas comunicac¢es (Short communications) sob forma de “Notas
Cientificas”, nao ha limite minimo do nimero de paginas do trabalho enviado, que deve,
porém, conter pormenores suficientes sobre os experimentos ou a metodologia empregada no
estudo. Trabalhos sobre Anestesiologia e Cirurgia serdo recebidos para submissdo somente 0s
da area de Animais Selvagens.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinifes e conceitos emitidos nos trabalhos,
o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva-se o direito de
sugerir ou solicitar modificagdes aconselhaveis ou necessarias. Os trabalhos submetidos sdo
aceitos através da aprovagdo pelos pares (peer review).

NOTE: Em complementacdo aos recursos para edicdo da revista (impressa e online) e
distribuicdo via correio é cobrada taxa de publicacdo (page charge) no valor de R$
250,00 por péagina editorada e impressa, na ocasido do envio da prova final, ao autor
para correspondéncia.

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo, ABSTRACT,
RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinagdo destes dois Gltimos), Agradecimentos e
REFERENCIAS:
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Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.; Franklin Riet-
Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.; Silvana Maria Medeiros de
Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva, inverso Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M.
Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou mais curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e
inverso, Medeiros-Silva S.M.; para facilitar, inclusive, a moderna indexag¢do, recomenda-se
que os trabalhos tenham o maximo de 8 autores;

c) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes do RESUMO em
portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos devem ser seguidos de
“INDEX TERMS” ou “TERMOS DE INDEXACAO”, respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e estudado,
indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e conclusdes. Nos trabalhos
em inglés, o titulo em portugués deve constar em negrito e entre colchetes, logo apds a
palavra RESUMO;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citagdo bibliogréfica especifica sem que a mesma
assuma importancia principal, e finalizar com a indicag@o do objetivo do trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a repeticio do
trabalho por outros pesquisadores. Na experimentacdo com animais, deve constar a aprovacgao
do projeto pela Comissdo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagdo concisa dos dados obtidos. Quadros
devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado, médias de
vérias repeticdes. E conveniente, as vezes, expressar dados complexos por gréficos (Figuras),
ao invés de apresenta-los em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Ndo convém
mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma obrigacéo
do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados no trabalho;
J) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluira a bibliografia citada no trabalho e a que tenha
servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada alfabeticamente pelo
sobrenome do primeiro autor, registrando-se 0os nomes de todos os autores, em caixa alta e
baixa (colocando as referéncias em ordem cronologica quando houver mais de dois autores), 0
titulo de cada publicacéo e, abreviado ou por extenso (se tiver duvida), o0 nome da revista ou
obra, usando as instru¢des do “Style Manual for Biological Journals” (American Institute for
Biological Sciences), o “Bibliographic Guide for Editors and Authors” (American Chemical
Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja publicados (www. pvb.com.br).

2. Na elaboragéo do texto deverdo ser atendidas as seguintes normas:
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a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacdo de fasciculos
recentes da revista e do modelo constante do site sob “Instrucdoes aos Autores”
(www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entrelinha
simples; a péagina deve ser no formato A4, com 2cm de margens (superior, inferior,
esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas, com as
legendas das figuras e os Quadros no final (logo apés as REFERENCIAS). As Figuras
(inclusive graficos) devem ter seus arquivos fornecidos separados do texto. Quando incluidos
no texto do trabalho, devem ser introduzidos através da ferramenta “Inserir” do Word; pois
imagens copiadas e coladas perdem as informagGes do programa onde foram geradas,
resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redacdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel, no
passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdo ndmeros
arabicos colocados em sobrescrito ap0s a palavra ou frase que motivou a nota. Essa
numeracdo serd continua por todo o trabalho; as notas serdo lancadas ao pé da pagina em que
estiver o respectivo sinal de chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras serdo
mencionados no texto. Estas remissdes serdo feitas pelos respectivos nimeros e, sempre que
possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serao escritos corridamente em
um so paragrafo e ndo deverdo conter citacdes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional completo de todos
os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem como e-mails dos demais
autores (para_ eventualidades e confirmacdo de endereco para envio do_ fasciculo

Impresso);

d) siglas e abreviacbes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela primeira vez no
trabalho, seréo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

e) citacOes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de até trés autores
serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo nome do primeiro, seguido de “et
al.”, mais o ano; se dois trabalhos ndo se distinguirem por esses elementos, a diferenciacdo
sera feita através do acréscimo de letras minusculas ao ano, em ambos. Trabalhos ndo
consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final
da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do
trabalho que serviu de fonte, serd incluida na lista uma s6 vez. A mencao de comunicagdo
pessoal e de dados ndo publicados é feita no texto somente com citagdo de Nome e Ano,
colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituicdo de origem do(s)
autor(es). Nas citacdes de trabalhos colocados entre parénteses, ndo se usara virgula entre o
nome do autor e 0 ano, nem ponto-e-virgula apds cada ano; a separacao entre trabalhos,
nesse caso, se fara apenas por virgulas, exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester &
Haves 1974, Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de caixa alta, com 0s
nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade com o padrédo adotado nos
altimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenacédo de seus varios elementos.
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3. As Figuras (gréficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletrénica. Quando as fotos forem obtidas através de
cameras digitais (com extensdo “jpg”), 0S arquivos deverdo ser enviados como obtidos (sem
tratamento ou alteracdes). Quando obtidas em papel ou outro suporte, deverdo ser anexadas ao
trabalho, mesmo se escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura serd identificada na
margem ou no verso, a traco leve de lapis, pelo respectivo nimero e o nome do autor;
havendo possibilidade de divida, deve ser indicada a parte inferior da figura pela palavra
“pé”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e preto, sem
fundo e sem linhas. A chave das convencdes adotadas serd incluida preferentemente, na area
da Figura; evitar-se-a o uso de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo ser apresentadas
preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos (“slides”). Para
evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deverado ser colocados em envelope.

Na versdo online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versao impressa,
somente quando a cor for elemento primordial a impressao das figuras podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informacdes suficientes para que estas
sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas , com independéncia do texto) e
serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deveréo ser explicativos por si mesmos e colocados no final do texto. Cada
um terd seu titulo completo e serd caracterizado por dois tragcos longos, um acima e outro
abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois tracos poderéd haver outros mais curtos, para
grupamento de colunas. Nao ha tracos verticais. Os sinais de chamada serdo alfabéticos,
recomecando, se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo lancadas logo abaixo
do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um traco curto a esquerda.
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ANEXO D - Instrucfes para autores

Brazilian Journal of Veterinary Pathology - Artigo B

Epidemiological and histological aspects of canine mammary gland tumors diagnosed at
veterinary hospital/UEL.

The BJVP publishes original full papers, invited review articles, short communications, case
reports, letters to the Editor, and Editors viewpoint. Authors should submit manuscripts
exclusively to the journal. With the exception of letters to the Editor and Editors viewpoint,
all manuscripts will be peer reviewed by two more referees. The journal may publish also
abstracts of scientific meetings in the field of Veterinary Pathology.

Letter to the Editor: should not exceed two printed pages*. The subject should be comments
and information about ongoing research published papers, and it may contain figures and
tables.

Original full paper: It is suggested to be four to ten pages long. Should contain title, authors
names and affiliations, abstract, key words, introduction, material and methods, results,
discussion, acknowledgements and references**. Results and discussion may be combined.

Short communication: Should be three pages long and include title, authors names and
affiliations, abstract, key words, text, acknowledgements and references.

Case report: Should be three to six pages long and include title, authors names and
affiliations, abstract, key words, description, acknowledgements and references.

Review article: Should be nine to twelve pages long and include title, authors names and
affiliations, abstract, key words, text, acknowledgements and references.

Notes:

- * The manuscripts should be saved as a Word file with 20 mm margins on all sides (letter
paper), font Times New Roman 10 pt, justified, and single line spacing. Tables should be
included in the Word file; figures in high-quality (at least 300 dpi), tif, bmp,jpg, should be
sent in individual separate files. Use of figure layout as panels is discouraged.

- Manuscripts should be written in English and attached to an e-mail message addressed to
submission@bjvp.org.br. Authors are strongly encouraged to seek help from a native English
speaker to review the manuscript prior to submission.

- Corresponding author and address must be indicated at the end of the first page of the
manuscript.

- Experimental studies involving animals should have the approval from the appropriate
institutional committee, and the ethics guidelines must be followed by the authors.

- Authors must agree with the transfer of the copyright to the BJVP.
** References and citation in the text

The citation within the text must contain only the number on the line (not above) and within
parentheses, e.g. (4, 17).
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References must be listed in ALPHABETICAL ORDER as follows:

1. BASER GM., YANGER PA. A mouse model for post exposure rabies prophylaxis:
The comparative efficacy of two vaccines and of antiserum administration. J. Gen.
Virol., 1977, 36, m51-8.

2. BALOZET L. Scorpionism in the Old World. BCHERL W., BUCKLEY EE. Eds.
Venomous animals and their venoms. v.3 Venomous invertebrates. New York:
Academic Press, 1971: 349-71

3. BRASIL. Ministrio da Sade. Programa Nacional de Profilaxia da Raiva. Casos de
raiva humana notificados e percentual de casos transmitidos segundo a espcie animal.
Braslia: Ministrio da Sade, 2004.

4, DAWSON B., TRAPP RG. Bioestatstica bsica e clnica. 3.ed. Rio de Janeiro:
McGraw-Hill, 2003

5. PUBMED, National Center for Biotechnology Information, National Library of
Medicine.(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed)

6. VIGAR ND., CABRERA WH., ARAUJO LMM., RIBEIRO OG., OGATA TRP.,
SIQUEIRA M., IBAEZ OM., FRANCO M. Pristane-induced arthritis in mice ed for
maximal and minimal acute inflammatory reaction. Eur. J. Immunol., 2000, 30, 431-7.

7. XAVIER FG., RIGHI DA., SPINOSA HS., Toxicologia do praguicida aldicarb
(chumbinho): aspectos gerais, clnicos e teraputicos em ces e gatos. Cienc. Rural, 2007,
37,1206-11.

Publication charges

In Brazil R$ 120,00 per article (original full papers, short communications, case reports)
Dados bancarios da ABPV: Banco do Brasil, Ag. 3559-9, CC 34121-5

ABPV members Free of charges

Outside Brazil US$ 50,00
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ANEXO E - Instrucdo para autores

Research and Veterinary Science — Artigo C

Estudo de Caso — Controle em cadelas com neoplasia mamaria e detec¢do de micotoxinas em
racéo.

Research in Veterinary Science publishes original contributions and review articles on
research concerning the health and disease of animals, including studies in comparative
medicine.

Types of contribution

1. Original research papers (Regular Papers)
2. Short Communications

3. Review articles

Original research papers should report the results of original research. The material should not
have been previously published elsewhere, except in a preliminary form.

Short Communications should not exceed 1600 words and include no more than two tables or
figures. They should have an abstract but no other divisions. Typescripts should be clearly
marked Short Communication.

Review articles on veterinary topics are invited for publication. They should give an update
on recent advances in a particular field and be targeted at research veterinarians who are not
necessarily working in the same field. The length should not exceed 4000 words.

Submission of manuscripts

Submission to Research in Veterinary Science now proceeds online via Elsevier Editorial
System - http://ees.elsevier.com/rvsc. Authors will be guided step-by-step through uploading
files directly from their computers. Authors should select a set of classifications for their
papers from a given list, as well as a category designation (Original Research Paper, Short
Communication, and so on). Electronic PDF proofs will be automatically generated from
uploaded files, and used for subsequent reviewing.

Authors should send queries concerning the submission process or journal procedures to
AuthorSupport@elsevier.com. Authors can check the status of their manuscript within the
review procedure using Elsevier Editorial System.

Authors submitting hard copy papers will be asked to resubmit using Elsevier Editorial
System.

Submission of an article is understood to imply that the article is original and is not being
considered for publication elsewhere. Submission also implies that all authors have approved
the paper for release and are in agreement with its content. Upon acceptance of the article by
the journal, the author(s) will be asked to transfer the copyright of the article to the Publisher.
This transfer will ensure the widest possible dissemination of information.



91

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the
conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of
data, (2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content, (3) final
approval of the version to be submitted.

Acknowledgements

All contributors who do not meet the criteria for authorship as defined above should be listed
in an acknowledgements section. Examples of those who might be acknowledged include a
person who provided purely technical help, writing assistance, or a department chair who
provided only general support. Authors should disclose whether they had any writing
assistance and identify the entity that paid for this assistance.

Conflict of interest

At the end of the text, under a subheading "Conflict of interest statement” all authors must
disclose any financial and personal relationships with other people or organisations that could
inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest include
employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent
applications/registrations, and grants or other funding.

Role of the funding source

All sources of funding should be declared as an acknowledgement at the end of the text.
Authors should declare the role of study sponsors, if any, in the study design, in the
collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the manuscript; and in the
decision to submit the manuscript for publication. If the study sponsors had no such
involvement, the authors should so state.

Language Editing: Elsevier's Authors Home provides details of some companies who can
provide English language and copyediting services to authors who need assistance before they
submit their article or before it is accepted for publication. Authors should contact these
services directly. For more information about language editing services, please email
authorsupport@elsevier.com.

Ethics

Before papers describing animal studies are accepted for publication in Research in
Veterinary Science, the authors must satisfy the editors that the work conformed to
appropriate ethical standards. Whether or not a particular piece of work is accepted for
publication will be decided by the editors whose decision will be final.

The authors should provide written assurances that: (i) The project underwent ethical review
and was given approval by an institutional animal care and use committee or by appropriately
qualified scientific and lay colleagues. (ii) The care and use of experimental animals complied
with local animal welfare laws, guidelines and policies.

The editors expect authors to have adhered to the following general priniciples: (i) Alternative
procedures that replace the use of animals should be used if possible. Where this is not
possible, the animals used should be carefully selected to be the least sentient species possible
and of an appropriate strain. (ii) The minimum number of animals should be used consistent
with achieving the scientific objectives of the study. (iii) Pain and distress should be
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minimised by the use of humane endpoints, sedation, anaesthesia, analgesia and post-
operative care. (iv) Access to veterinary care must be available at all times. (v) Invesitgators
and personnel that care for and use animals must be trained and possess relevant expertise and
training that should be updated regularly. (vi) If animals have to be killed, this should be done
humanely according to local euthanasia regulations, such as the Home Office guidelines in the
UK or guidelines of the American Veterinary Association Panel on Euthanasia.

Title

Papers should be headed with the full title, the initials and surnames of the authors, and the
name and address of the institution where the work was carried out. The full telephone
number, Fax number and e-mail address of the corresponding author should also be provided.

Form of Papers

a) Abstract (not more than 150 words), self-contained and embodying the main conclusions. It
should note the relevance to veterinary science as well as the aims and objectives of the work.
Sentences such as 'the results are discussed’, which merely describe the paper, are not
allowed.

b) Keywords. Please supply a list of up to six keywords that describe the paper.c)
Introduction.

d) Materials and methods employed.

e) Results, as concise as possible. Text, tables and figures illustrating the same data will rarely
be permitted.

) Discussion and conclusions.

g) Acknowledgements.

h) References.

i) Manuscripts should have numbered lines, with wide margins and double spacing,
throughout, i.e. also for abstracts, footnotes and references. Every page of the manuscripts,
including the tile page, references, tables, etc., should be numbered. However, in the text no
reference should be made to page numbers; if necessary one may refer to sections. Avoid
excessive usage of italics to emphasize part of the text.

Abbreviation and symbols: Authors are asked to explain each scientific abbreviation at it first
occurrence in their papers; for example, complement fixations test (CFT). The policy of the
journal with respect to units and symbols is that SI (System International) symbols should be
used.

References

1. All publications cited in the text should be presented in a list of references following the
text of the manuscript. The manuscript should be carefully checked to ensure that the spelling
of author's names and dates are exactly the same in the text as in the reference list.

2. In the text refer to the author's name (without initial) and year of publication, followed - if
necessary - by a short reference to appropriate pages. Examples: "Since Peterson (1988) has
shown that..." "This is in agreement with results obtained later (Kramer, 1989, pp. 12-16)".

3. If reference is made in the text to a publication written by more than two authors the name
of the first author should be used followed by "et al.” This indication, however, should never
be used in the list of references. In this list names of first author and co-authors should be
mentioned.
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4. References cited together in the text should be arranged chronologically. The list of
references should be arranged alphabetically on author's names, and chronologically per
author. If an author's name in the list is also mentioned with co-authors the following order
should be used: publications of the single author, arranged according to publication dates -
publications of the same author with one co-author - publications of the author with more than
one co-author. Publications by the same author(s) in the same year should be listed as 1974a,
1974b, etc.

5. Use the following system for arranging your references:

a. For periodicals

Minamoto, T., Honjo, M.N., Yamanaka, H., Tanaka, N., Itayama, T., Kawabata, Z., 2011.
Detection of cyprinid herpesvirus-3 DNA in lake plankton. Research in Veterinary Science
90, 530-532.

Castillo, V.A., Gomez, N.V., Lalia, J.C., Cabrera Blatter, M.F., Garc?a, J.D., 2008a.
Cushing's disease in dogs: Cabergoline treatment. Research in Veterinary Science 85, 26-34.
b. For books

Blaha, T. (Ed.), 1989. Applied Veterinary Epidemiology. Elsevier, Amsterdam, 344 pp.

c. For multi-author books

Wilson, M.B., Nakane, P.K., 1978. Recent developments in the periodate method of
conjugating horseradish peroxidase (HRPO) to antibodies. In: Knapp, W., Holubar, K., Wick,
G. (Eds.), Immunofluorescence and Related Staining Techniques. North Holland, Amsterdam,
pp. 215-2246.

6. Please do not abbreviate the journal title names e.g. Research in Veterinary Science and not
Res Vet Sci.

7. In the case of publications in any language other than English, the original title is to be
retained. However, the titles of publications in non-Latin alphabets should be transliterated,
and a notation such as "(in Russian)" or "(in Greek, with English abstract)" should be added.
8. Work accepted for publication but not yet published should be referred to as "in press".

9. References concerning unpublished data and "personal communications” should not be
cited in the reference list but may be mentioned in the text.

10. Web references may be given. As a minimum, the full URL is necessary. Any further
information, such as Author names, dates, reference to a source publication and so on, should
also be given.

11. Articles available online but without volume and page numbers may be referred to by
means of their Digital Object identifier (DOI) code.

Illustrations

1. All illustrations (line drawings and photographs) should be submitted as separate files,
preferably in TIFF or EPS format.

2. lllustrations should be numbered according to their sequence in the text. References should
be made in the text to each illustration.

3. Hlustrations should be designed with the format of the page of the journal in mind.
Illustrations should be of such a size as to allow a reduction of 50%.

4. Lettering should be big enough to allow a reduction of 50% without becoming illegible.
Any lettering should be in English. Use the same kind of lettering throughout and follow the
style of the journal.

5. If a scale should be given, use bar scales on all illustrations instead of numerical scales that
must be changed with reduction.

6. Each illustration should have a caption. The captions to all illustrations should be typed on
a separate sheet of the manuscript.
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7. Explanations should be given in the figure legend(s). Drawn text in the illustrations should
be kept to a minimum.

8. Photographs are only acceptable if they have good contrast and intensity.

9. If you submit usable colour figures, Elsevier would ensure that these figures appeared free-
of-charge in colour in the electronic version of your accepted paper, regardless of whether or
not these illustrations are reproduced in colour in the printed version. Colour illustrations can
only be included in print if the additional cost of reproduction is contributed by the author:
you would receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your
accepted article.

Please note that because of technical complications which may arise by converting colour
figures to 'grey scale' (for the printed version, should you not opt for colour in print), you
should submit in addition usable black and white figures corresponding to all colour
illustrations.

10. Advice on the preparation of illustrations can be found at the following URL:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

Preparation of supplementary data

Elsevier now accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background datasets,
sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the
electronic version of your article in Elsevier web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly
usable, please ensure that data is provided in one of our recommended file formats. Authors
should submit the material together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file.

Tables

1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the journal.
Large tables should be avoided. Reversing columns and rows will often reduce the
dimensions of a table.

2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two or
more tables.

3. Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text should include
references to all tables.

4. Each table should occupy a separate page of the manuscript. Tables should never be
included in the text.

5. Each table should have a brief and self-explanatory title.

6. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of
units of measurement should be added between parentheses.

7. Vertical lines should not be used to separate columns. Leave some extra space between the
columns instead.

8. Any explanation essential to the understanding of the table should be given as a footnote at
the bottom of the table.
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