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RESUMO

A habilidade de metabolizar xenobidticos é varidvel em humanos e em cdes e esta
relacionada a gendtipos distintos de genes polimérficos. Os portadores do gendtipo
CYP1A2 1117TT foram classificados como metabolizadores lentos de farmacos. Ainda, os
alelos variantes T e C dos polimorfismos CYP1A2 C1117T e GSTAS3 I71L foram descritos
como menos eficazes na ativacdo e inativacdo de carcinégenos do que os selvagens,
respectivamente. Assim, humanos e cdes podem apresentar diferentes respostas a
medicamentos e estar sob riscos distintos de ocorréncia de tumores. As frequéncias dos
gendtipos dos polimorfismos CYP1A2 C1117T e GSTA3 I71L em caes de diferentes ragas
e sem racga definida (SRD) ndo foram ainda descritas. O objetivo deste estudo foi o de
identificar as frequéncias dos gendtipos em 105 cédes da raca boxer, 84 cdes da raca
rottweiler, 110 caes da raga pastor alemao e 99 animais SRD, para verificar se ocorre
distribuicdo distinta de gendtipos em animais de diferentes grupos. O gendétipos foram
identificados por amplificacdo das regides génicas de interesse, em amostras de sangue
periférico, por meio da reacao em cadeia da polimerase seguida por sequenciamento ou
digestdo enzimatica dos fragmentos amplificados. A frequéncia do gendtipo homozigoto
selvagem CC do polimorfismo CYP1A2 C1117T foi maior em caes de raga (96,4% versus
87,9%, P= 0,002) e boxers (98,0% versus 87,9%, P= 0,005) do que em caes SRD.
Frequéncias genotipicas similares foram observadas em céaes estratificados por aspectos
clinicos. Apenas o genotipo variante CC do polimorfismo GSTA3 171L foi identificado em
nossos caes. Nossos resultados sugerem que caes de raga metabilizam farmacos e ativam
carcinogenos de forma mais eficaz do que cdes SRD e podem obter maior beneficio
medicamentoso e estar sob risco maior de tumores. Ja o metabolismo de xenobibticos pela
enzima GSTA3 parece similar em caes de diferentes racas e nao influenciar

diferentemente a resposta a medicamentos e o risco de tumores nesses animais.
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ABSTRACT

The ability to metabolize xenobiotics is variable among humans and dogs, and is related to
the distinct genotypes of polymorphic genes. Carriers of the CYP1A2 1117TT genotype
were classified as poor metabolizers of drugs. In addition, the varying T and C alleles of
CYP1A2 C1117T e GSTAS3 I71L polymorphisms were described as less efficient in the
activation and inactivation of carcinogens than the wild alleles, respectively. Thus, humans
and dogs seem to obtain distinct benefits under drug treatments and also to be under
different risks of tumours. The frequencies of genotypes of the refered genes in dogs of
different breeds and mixed breed are yet not described. The objective of this study was to
identify the frequencies of the genotypes in 105 boxers, 84 rottweilers, 110 german
shepherds and 99 mixed breed dogs with the purpose of to verify if a distinct distribution of
genotypes occurs in animals of different groups.The genotypes were evaluated by
amplifying the area of interest of the genes, in peripheral blood samples, using a
polymerase chain reaction followed by a sequencing or enzymatic digestion of the
amplified fragments. The frequency of the homozygous wild CC genotype of the CYP1A2
C1117 polymorphism was higher in dogs of pure breed (96,4% versus 87,9%, P= 0.002)
and boxers (98.0% versus 87,9%, P= 0.005) than in mixed breed dogs. Similar
frequencies of the genotypes were seem in dogs stratified by clinical features. Just the CC
varying genotype of the GSTA3 I71L polymorphism was identified in all dogs. The results
of this study suggest that pure breed dogs might be more efficient in metabolizing drugs
and in activating carcinogens than mixed breed dogs, and therefore, may obtain larger
therapeutic benefits under treatment for diseases and may be under higher risk for tumors.
In contrast, the metabolim of xenobiotics by the GSTA3 enzyme seems to be similar
among dogs of different breeds and not to influence on a different way the drug

metabolism or tumour risk in these animals.
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Caes sdo animais de companhia para o homem por séculos e sao vistos, em geral,
como seus melhores amigos. Além deste papel fundamental para o bem estar de
humanos, cdes também servem como modelos para a descoberta de novos
medicamentos e para a prevengdao de cancer em humanos (UCHIDA et al.,, 1990;

WATERS & WILDASIN, 2006).

1. Caes como modelos de descoberta de farmacos

Caes sao utilizados como modelos para a descoberta de novos medicamentos, em
geral para humanos, por varias décadas. Este fato pode ser atribuido as semelhancgas
entre a anatomia e a fisiopatologia desses animais e de humanos, particularmente as dos
sistemas cardiovascular, urogenital, nervoso e musculoesquelético (LINDBLAD-TOH et
al., 2005; KHANNA et al., 2006; OLSON 2007; GORDON et al., 2009). Assim, drogas
experimentais com efeitos benéficos e toxicidade aceitavel em caes podem ser utilizadas
em estudos clinicos em humanos (GORDON et al., 2009).

Numerosos anestésicos, antibidticos, anticonvulsivantes, anti-inflamatérios foram
incorporados na rotina de tratamento de individuos com doengas variadas, com base em
resultados de estudos farmacocinéticos realizados em caes (NASCIMENTO et al., 1994;
TASAKI et al., 1998; GASPARINI et al,, 2007; LUNA et al., 2007; PAES et al., 2009;
SOARES et al., 2009).

Mais recentemente, caes foram também utilizados para a descoberta de novos
quimioterapicos, bem como para a avaliagcao de seus efeitos téxicos (KHANA et al., 2002
HANSEN & KHANNA, 2004; KHANNA et al., 2006; RUSK et al., 2006; WATERS &
WILDASIN, 2006; OLSON 2007), fornecendo subsidios para a condugdo de ensaios
clinicos em humanos. Ainda, embora a maioria das terapias utilizadas para o tratamento

do cancer de humanos seja menos eficaz para o tratamento do cancer de céaes,
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acredita-se que estudos farmacocinéticos de quimioterapicos conduzidos em cées
possam contribuir para o tratamento oncoldégico de ambas espécies (LINDBLAD-TOH et

al., 2005; KHANNA et al., 2006; WATERS & WILDASIN, 2006; OLSON, 2007).

2. Caes como modelos de tumores

Acredita-se que o cancer ocorra devido a anormalidades que conferem, a algumas
células, vantagens que sao transmitidas as células filhas, dando origem a um clone
celular que escapa aos controles de crescimento e diferenciagdo (NAMBA et al., 1990).
Embora cerca de 350 bilhdes de células se dividam no humano adulto normal todos os
dias, o aparecimento de um tumor é relativamente raro, devido aos mecanismos
fisioldgicos de reparo do acido desoxirribonucléico dos nucleos celulares (WARD, 1997).

O cancer é a segunda causa de 6bito em humanos nos Estados Unidos, sendo
superado apenas pelas doencgas cardiovasculares (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2009). No Brasil figura como a terceira principal causa de 6bito, sendo superado apenas
pelas doencgas cardiovasculares e causas externas, como os acidentes de transito e
aquelas atribuidas a violéncia urbana (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2009).

Em caes e gatos, o cancer é também a principal causa de obito, nos EUA
(WITHROW & MACEWEN, 2001; PAOLONI et al., 2007). Cerca de 45% desses animais
que vivem mais que dez anos morrem de cancer. A prevaléncia do cancer em animais de
companhia aumenta a cada dia e é atribuida ao aumento do tempo de vida dos animais
(WITHROW & MACEWEN, 2001). A maior exposi¢cdo a carcindbgenos ambientais constitui
outra possivel explicagdo para a alta prevaléncia atual de cancer nesses animais, pois
compartilham o mesmo espacgo que seus donos (WATERS & WILDASIN, 2006; GORDON
et al., 2009). Foi estimado por grupos de pesquisadores do Instituto Nacional do Cancer

dos Estados Unidos da América que mais de 4 milhdes de casos de cancer sao
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diagnosticados em caes a cada ano naquele pais, o que torna a doenga um importante
problema para os animais e seus cuidadores (KHANNA et al, 2006; WATERS &
WILDASIN, 2006). Entretanto, a prevaléncia de cancer em cées no Brasil € desconhecida.

Os canceres mais prevalentes em caes sdo o osteossarcoma, o linfoma, o
hemangiossarcoma, o mastocitoma e o carcinoma de mama (WITHROW & MACEWEN,
2001; OLSON, 2007). Estas neoplasias apresentam alta similaridade com as respectivas
neoplasias em humanos quanto a localizagdo, a agressividade e aos mecanismos de
metastase (WATERS & WILDASIN, 2006; OLSON, 2007). Ainda, os caes facilitam
estudos de aspectos genéticos em cancer, como resultado das gestagcbes, ninhadas
multiplas e estudos de associa¢des de fatores ambientais, nutricientes e cancer, devido a
menor expectativa de vida que os humanos (OLSON, 2007).

Caes de grande porte, como boxer, rottweiler e pastor aleméo, apresentam maior
prevaléncia de cancer como evento final de vida do que caes de outras ragas (CRAIG,
2001; WITHROW & MACEWEN, 2001; PROSCHOWSKY et al, 2003). Ainda, tipos
distintos de cancer sdo mais prevalentes em caes de determinadas ragas. Assim,
mastocitoma e tumores cerebrais sdo comuns em boxers, osteossarcoma em rottweilers e
hemangiossarcoma em caes da raga pastor alemdo (BAKER-GABB et al, 2003;
SARGAN, 2007).

Em contraste, o cancer parece incomum em caes sem raca definida (SRD). De
fato, ndo ha citagbes sobre tumores ou tumores mais prevalentes nesse grupo de animais
em livros (WITHROW & MACEWEN, 2001) ou literatura cientifica disponivel a acesso de
pesquisadores. Entretanto, a menor ocorréncia de cancer em caes SRD é apenas uma
inferéncia e deve ser vista como uma hipotese a ser investigada.

O padrao da dieta esta definitivamente associado ao cancer. Em humanos, o
consumo de carnes gordurosas e cozidas a altas temperaturas predispdem ao cancer. Ja

a ingestao de vegetais de cor verde escuro, amarela e laranja parece reduzir o risco de
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ocorréncia de neoplasias diversas em humanos (RIBOLI et al,, 1991; MICHAUD et al.,
2000) e aparentemente também em caes (RAGHAVAN et al., 2005).

Estudos realizados por Pérez Alenza et al. (1998) e (2000) demonstraram que a
incidéncia de tumor mamario e displasia mamaria foi maior em cadelas alimentadas com
alimentos caseiros que em cadelas alimentadas com ragdo, mas vale ressaltar que a dieta
caseira fornecida foi rica em carne vermelha bovina e suina e pobre em carne de frango.

A obesidade também pode influenciar a ocorréncia de tumores em humanos, como
o carcinoma colorretal (WEI et al., 2004; VANAMALA et al., 2008), o adenocarcinoma de
mama poés-menopausa (VAN DEN BRANDT et al., 2000; SCHLIENGER et al., 2009), o
adenocarcinoma gastroesofagico (CREW et al, 2004; FORMAN et al, 2004;
SCHLIENGER et al., 2009) e o carcinoma hepatocelular (WANG et al., 2004b; OSORIO-
COSTA et al., 2009). A associacao entre obesidade e certos tipos de cancer, como o
carcinoma e o adenocarcinoma mamario, o mastocitoma e o hemangiossarcoma, foi
também observada em caes (WEETH et al., 2007).

A exposicao a carcinégenos ambientais, como hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs) de tintas e solventes, pode determinar cancer, particularmente linfoma,
em humanos e em caes (GAVAZZA et al., 2001; GOLD et al., 2001; MATHAROO-BALL
et al,, 2008). Caes também sao expostos a HAPs da fumaga do cigarro de seus donos
fumantes ao longo dos anos de convivio comum e, assim, funcionam como tabagistas
passivos (HOVELL & IRVIN, 2007; ROZA & VIEGAS, 2007), o que pode contribuir para a
ocorréncia do cancer de pulméo (BENFIELD & HAMMOND, 1992).

Ainda, foi recentemente descrita a relagdo entre fibrose pulmonar e cancer de
pulmdo em caes expostos de forma experimental ao pluténio (WILSON, 2009). Os
resultados do estudo sugerem que medidas de prote¢do contra a radiacdo devem ser
tomadas para aqueles que entram em contato com o mineral, para a prevengao das

doencgas pulmonares (WILSON, 2009).
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3. Aspectos genéticos no metabolismo de farmacos e carcinégenos

O metabolismo de medicamentos e carcinégenos envolve enzimas de fase |, como
as do citocromo P450, e as de fase I, como as glutationas S-transferases, em humanos e

em cées (CONNEY, 1982; HAYES & PULFORD, 1995; NELSON et al., 1996).

3.1. Enzimas do citocromo P450

A nomenclatura “citocromo P450” foi proposta como uma definicdo temporaria
porque os pigmentos contidos nas células apresentaram pico de Soret, ou seja, absorgao
de maxima de luz quando saturado por monoxido de carbono de 450 nanémetros.
Mas, de fato sdo enzimas e nado sao citocromos verdadeiros. A denominagdo correta a
elas atribuida é hemetiolato. Entretanto, o termo enzimas dependentes do “citocromo
P450” (CYPs) foi mantido na pratica diaria para designa-las monoxigenase (OMURA et
al., 1962; BACHSCHMID et al., 2005).

As CYPs atuam no metabolismo de medicamentos, como anestésicos, antibidticos
e antiinflamatérios (CRIBB et al., 1995; BUTERS et al, 2002; DANIELSON, 2002;
WYNALDA et al., 2003).

As enzimas inativam medicamentos ou ativam inumeras pré drogas em
substancias terapeuticamente ativas (HIGUCHI & STELLA, 1975), uma vez que sao
responsaveis por 70-80% da fase | do metabolismo de xenobidticos (GUENGERICH,
2006; NEBERT & DALTON, 2006).

O gene CYP1A2, em cées, esta localizado no cromossomo 30. Codifica enzima
que atua no metabolismo do 5-(3-methoxyphenyl)-3-(5-methyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)-2-1,
2-diihydro-[7-14C]-1,6-naphyridine (AC-3933), um agonista de benzodiazepinicos (MISE

et al., 2004a; MISE et al., 2004b) e do 4-cyclohexyl-1-ethyl-7-methylpyrido [2,3-d]
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pyrimidina-2-(1H)—um) (YM-64227), um inibidor fosfodiesterase tipo 4 com efeito
antiinflamatério (MISE et al., 2004a; TENMIZU et al., 2004; TENMIZU et al., 2006).

Concentracbes séricas distintas destes medicamentos ou seus metabdlitos foram
observados em cées da raga beagle com os genotipos distintos do polimorfismo CYP1A2
C1117T (PAULSON et al., 1999; MISE et al., 2003; MISE et al., 2004; TENMIZU, 2004).

O polimorfismo CYP1A2 C1117T consiste na troca de um nucleotideo citosina por
uma timina na posigdo 1117 do gene, que ao invés de codificar um aminoacido
asparagina resulta na formagao de um “stop cédon”, que impede a produgado da enzima
(MISE et al., 2004b). Cées com o gendtipo homozigoto variante 1117TT foram
considerados metabolizadores lentos dos medicamentos (TENMIZU et al, 2004;
TENMIZU et al., 2006).

As frequéncias dos gendtipos e alelos do polimorfismo C1117T do gene CYP1A2,
identificadas em cées da raga beagle por Mise et al. (2004), estao apresentadas na

Tabela 1.
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Tabela 1. Frequéncias dos gendtipos distintos e alélica do polimorfismo CYP1A2

C1117T em caes da raca beagle

Genotipo Alelo
Total CcC CT TT C T
Numero de cdes 149 56 76 17 188 110
Freqiiéncia 100,0% 37,6% 51,0% 11,4% 63,1% 36,9%

C: alelo selvagem; T: alelo variante

MISE et al. (2004) verificou que cées da raga beagle apresentam gendtipos
distintos do gene. No entanto, ndo foram ainda estabelecidas as suas freqiéncias em
caes de racgas distintas.

As CYPs também atuam no metabolismo de substancias enddgenas, como a
testosterona, o estradiol e o estrégeno (KOBAYASHI et al., 2000; WANG et al., 2004a).
Além disso, a maioria dos carcindgenos conhecidos é metabolizada por CYPs
(DANIELSON, 2002) a espécies reativas com caracteristicas eletrofilicas (GUENGERICH,
2001). As CYPs atuam no metabolismo de aminas aromaticas (AA) e HAPs de alimentos
defumados e gordurosos grelhados na brasa (GOODHERHAM et al.,, 1996; STECK &
HEBERT, 2009) e de HAPs da exposi¢cao ambiental a gasolina, tiner, agua ras, varsol, a
gases de exaustdo de veiculos automotores, especialmente os movidos a diesel, e a
produtos da combustdo do tabaco e de industrias petroquimica e siderurgica (HECHT,

2002; ZANGER et al., 2008).
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Esses compostos estdo diretamente relacionados a carcinogénese quimica. A
confirmagao inequivoca dos danos celulares por eles provocados surgiu na década de
1930, apds ter sido verificado que cdes e macacos desenvolveram neoplasias
relacionadas a doses elevadas de 2-aminonaftaleno na dieta (HUEPER, 1938).

As AA podem ser metabolizadas a compostos e estes podem formar adutos, ou
seja, ligagbes covalentes com centros nucléicos presentes em macromoléculas biolégicas
como o acido desoxirribonucléico (DNA) ou o acido ribonucléico (RNA), causando
perturbacbes conformacionais em tais moléculas. Caso esse aductos com o DNA nao
forem reparados poderdo causar mutagdes em genes criticos envolvidos no controle do
ciclo celular ou supressao tumoral (MILLER, 1978; HECHT, 1999).

As CYPs ativam carcindgenos a substéncias ainda mais toxicas (SPURR et al.,
1987; HAYES & PULFORD, 1995; HENGSTLER et al.,, 1998; OSAWA et al., 2007) que
serdo inativadas, posteriormente, por enzimas de fase Il do metabolismo de xenobidticos
(NYBERG et al., 1998; DANIELSON, 2002; TETLOW et al., 2004; OSAWA et al., 2007).

Varias destas enzimas sao codificadas por genes poliméficos em humanos, como
o CYP1A1,0 GSTM1e o GSTTI (ARRUDA et al., 2001; VINEIS, 2004), cujas frequéncias
dos gendtipos distintos sdo varidveis em individuos de diferentes etnias (VINEIS et al.,
1999; NASCIMENTO et al., 2003; TOWNSEND & TEW, 2003; TETLOW et al., 2004;
MCILWAIN et al., 2006; YAMAGUTI et al., 2009).

Gendtipos especificos de genes polimorficos que codificam enzimas de fases | do
metabolismo de carcinégenos foram associados a riscos aumentados de cancer, a maior
agressividade da doenga ou a sua ocorréncia em idade mais precoce do que a
preconizada em humanos de nossa populagao (ORTEGA et al., 2003) e de outros paises

(DANIELSON, 2002; VINEIS, 2004).
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Até onde atinge nosso conhecimento, ndo se encontra ainda estabelecido se o
polimorfismo CYP1A2 C1117T existe em humanos e quais sdo os papéis do gene na
carcinogénese de humanos e de caes. Também ndo se conhecem as freqiiéncias do

polimorfismo génico em caes de diferentes ragas e em caes SRD.

3.2. Enzimas glutationa S-transferases

Os xenobidticos séo inativados por enzimas de fase Il, como as glutationa
S-transferases (GSTs), que fazem parte do mecanismo de protegdo contra a
carcinogénese quimica (KETTERER, 1988; HAYES & PULFORD, 1995; CHEN et al,
1996; COTTON et al., 2000; SLATTERY et al., 2000; TOWNSEND & TEW, 2003). Essas
enzimas catalisam a conjugacao de moléculas eletrofilicas de carcindbgenos a glutationa
reduzindo-os, quase sempre, a produtos menos toxicos (CLAPPER et al, 1991;
MOORGHEN et al., 1991; HAYES & PULFORD, 1995; CHEN et al., 1996; ZHANG et al.,
1999; JOSEPHY et al., 2006).

As GSTs inativam ou tornam menos téxicas varias substancias endégenas, como
0s horménios esterdides (JOHANSSON & MANNERVICIK, 2001), e exdgenas, como as
AA e os HAPs de alimentos gordurosos grelhados na brasa (VERHOEVEN et al., 1997) e
os HAPs da exposi¢cdo ambiental (SLATTERY et al., 2000; WENZLAFF et al., 2005).

Seis classes de genes codificadores destas proteinas foram identificados em
humanos: alpha, mu, pi, sigma e theta e a zeta (HAYES & PULFORD, 1995; TOWNSEND
& TEW, 2003). Varios desses genes sao polimorficos, como o GSTA1 (COLES et al.,
2001), o GSTAZ2 (NING et al., 2004) e o GSTA3 (TETLOW et al., 2004) da classe alpha, o
GSTM1 (SEIDEGARD et al., 1988; OSAWA et al., 2007) e o GSTM3 (INSKIP et al., 1995)
da classe mu, o GSTP1 da classe pi (ALI-OSMAN et al., 1997), o GSTT1 da classe teta

(PEMBLE et al., 1994) e o GSTZ1 da classe zeta (BLACKBURN et al., 2000).
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A classe alfa das glutationas S-transferases em humanos é composta por cinco
genes, GSTA1 a GSTAS5, que parecem envolvidos na suscetibilidade a doengas como
asma, disturbios cardiovasculares e cancer (COLES & KADLUBAR, 2005). Os genes das
classes alfa1 e alfa2 catalizam a conjugagdo de uma ampla gama de eletrofilos, possuem
atividade esterdide isomerase dependente e atividade peroxidase glutationa dependente.
Ja os genes das classes alfa 3 e alfa 4 participam também do metabolismo de
carcindgenos ambientais (COLES & KADLUBAR, 2005).

As GSTs da classe alfa estdo amplamente expressas em tecidos humanos, sendo
que as GSTA3 estao presentes particularmente em tecidos com atividade esteredoigénica
como placenta, ovarios, testiculos e glandula adrenal e tecidos como como o pulméo, o
estbmago e a traquéia (MOREL et al., 1994; JOHANSSON & MANNERVICIK, 2001;
MOREL et al., 2002).

Os alelos selvagens e variantes dos genes GSTA1, GSTAZ2 e GSTAS3, da classe
alpha, codificam quantidades distintas das enzimas ou enzimas com capacidades
funcionais diferentes (COLES et al., 2001; TOWNSEND & TEW, 2003; NING et al., 2004;
TETLOW et al., 2004; YOSHIDA et al., 2007).

O polimorfismo 171L do gene GSTA3, em humanos, consiste na troca de um
nucleotideo adenina por um nucleotideo citosina, com a consequente substituicdo de uma
isoleucina por uma leucina na proteina codificada. O polimorfismo determina a sintese de
isoenzimas com funcao variavel na detoxificagdo de carcinégenos, sendo que o alelo
selvagem A é mais eficaz do que o alelo variante C na atividade esterdide isomerase.
Assim, os gendtipos distintos do polimorfismo GSTA3 I71L podem ter impacto direto ou
indireto em doengas determinadas por estresse oxidativo em tecido estereidogénico

(TETLOW et al., 2004).
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As frequéncias dos gendtipos distintos e do alelo variante C do polimorfismo
GSTA3 I71L em humanos de diferentes populagdes étnicas (TETLOW et al., 2004) estéao

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Frequéncias dos gendétipos distintos e do alelo variante C do polimorfismo

GSTA3I171L em humanos de diferentes etnias

Genotipos I71L em numeros (%)

Alelo variante C

Etnias N AA AC CcC
(Frequéncia)
Australiano/caucasiano 100 100 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1
Africano Bantu 73 52 (71,2) 20 (27,4) 1(1,4) 0,85
Africano Creolo 85 78 (91,8) 6 (7,0) 1(1,2) 0,95
Chineses do sul 97 97 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1

Devido a seletiva expressdao em tecido estereidogénico, foi aventado que o
polimorfismo GSTAS3 I71L altera o resultado final da esteredoigénese em humanos, por
alterar a fungéo da proteina (TETLOW et al., 2004). E sabido que horménios esterdides,
como estrogeno e progesterona, estdo diretamente relacionados ao cancer de mama em
mulheres e testosterona e estradiol ao tumor de préstata em homens (UKRAINTSEVA
et al., 2007). O estrogénio parece também atuar na origem do cancer de ovario (TILTMAN
& ALI, 2001; SALEHI et al., 2008). Assim, € possivel que o polimorfismo génico influencie

o risco de ocorréncia desses tumores em humanos.
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Em céaes, a expressao das GSTs varia individualmente (AZUMA et al., 2002). Nao
€ claro o controle genético do processo, mas foi observado que filhotes nascidos de caes
com baixa expressdo das GSTs também apresentam essa caracteristica, o que sugere
que possa ser determinada por heranga mendeliana (AZUMA et al., 2002).

Alta expressdao de GSTA3 em duodeno e jejuno e reduzida expressao de GSTA3
no célon foram identificadas em caes, apesar de ndo haver atividade esteredoigénica
nesses tecidos. Assim, nesses animais, a enzima € expressa em tecidos atipicos para os
humanos (GROOP et al., 2006). Entretanto, permanece incerto o papel da enzima na
carcinogenese em caes.

Ainda, é sabido que um nucleotideo citosina ao invés de adenina na posigao 211
do gene GSTAS foi identificado em fémea da raga boxer (LINDBLAD-TOH et al., 2005),
utilizada na descricdo do genoma canino, sugerindo que o alelo variante para humanos

possa ser o selvagem em cdes (http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). E importante

comentar que apenas um animal foi utilixado nesta analise.

Considerando que sé@o desconhecidas as frequéncias dos polimorfismos CYP1A2
C1117T e GSTA3 I71L em caes de diferentes ragcas e cdes SRD, que podem
potencialmente alterar os resultados de estudos farmacocinéticos e epidemiologicos sobre

tumores, foram definidos os objetivos deste estudo.
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Foram avaliados grupos de caes de raca pura boxer, rottweiler, pastor alemao e

caes SRD, com os seguintes objetivos:

o Comparar as frequéncias de diferentes genétipos dos polimorismos C117T
CYP1A2 e I71L GSTAS3 que codificam enzimas relevantes para o metabolismo de
farmacos e carcinébgenos em quatro grupos raciais diferentes de caes saudaveis

o Comparar as frequéncias de diferentes gendtipos dos polimorismos C117T
CYP1A2 e I7T1L GSTA3 em animais estratificados por idade, sexo, padrado da dieta

e condicao corporal

Objetivos
49



CASUISTICA E METODOS

51



1. Avaliacao clinica

Foram incluidos no estudo 105 da raca boxer, 84 caes da racga rottweiler, 110 caes
da raca pastor alemao e 99 animais SRD.

As amostras de caes de raga foram obtidas do canil K’douros da cidade de
Sorocaba, do canil Blaze Diamond da cidade de Jundiai, do canil Gama Grass da cidade
de Sorocaba, do canil Rancho do Bola da cidade de Biritiba Mirim, do canil da Fazenda
Talisma da cidade de ltapira, do canil Lord Manske da cidade de Itanhaém, dos canis
Superhunde e Von Jeff da cidade de Sao José dos Campos, do canil da Policia Militar de
Sao Paulo, do canil da Policia Militar de Campinas, do canil da Guarda Municipal de
Sumaré, do canil da Guarda Municipal de Valinhos e animais de clientes da clinica
veterinaria “Espac¢o Animal” da cidade de Sumaré, do Estado de Sao Paulo.

Os animais foram classificados como puros de acordo com o0s critérios pré

estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Cinofilia (http://www.sobracibr.org/portal2009)’

(Anexo 1) e foram avaliados pela aluna responsavel pelo projeto (Figuras 1 a 4). Todos os
animais propriedade de canis apresentaram pedigree e registro no Kenel Clube.

Foram também avaliados cdes SRD, obtidos por indicacdo da “Organizacao
Nao Governamental Pata Amiga”, animais de clientes da “Clinica Veterinaria Espaco
Animal” e animais de clientes da “Clinica Veterinaria Mariza Gemini Della Torre”,
localizada na cidade de Sumaré. Os caes forma classificados como SRD pela aluna
responsavel pelo projeto.

Os dados relativos a idade, ao sexo, ao tipo de alimentagao e ao escore corporal
(Figura 1) foram obtidos de questionarios especificos aplicados pela aluna responsavel

pelo projeto aos responsaveis pelos caes (Anexo 2).

' Sociedade Brasileira de Cinofilia
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Foram consideradas como tipos de alimentagcdo a caseira (MICHEL, 2006) e os

alimentos industrializados (ragdo) (Berschneider, 2002; http:/anfalpet.org.br)? (Anexo 3).

Os animais foram distribuidos de acordo com a idade, o sexo, a raga, o padrdo da dieta e

o escore corporal (Figura 5).

? Associagdo Nacional dos Fabricantes de Alimentos para Animais de Estimacio
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Figura 1. Exemplar de cdo de raga boxer

Figura 2. Exemplar de cdo de raga rottweiler
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Figura 3. Exemplar de cao de raga pastor alemao

Figura 4. Exemplar de cdo sem raga definida
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Magro -SCORE 01

Costelas, vértebras lombares e ossos do pélvis
visiveis. Auséncia de gordura apalpavel. Curvatura
abdominal e cintura bem marcadas.

Peso haixo - SCORE 0L

Costelas facilmente apalpdaveis e cobertas por um
minimo de gordura. Visto de cima, vé-se claramente
a cintura. Curvatura abdominal evidente.,

Normal - score 02

Costelas apalpaveis e sem excesso de gordura sub-
cuténea. Visto de cima, vé-se a cintura atras das
costelas. Curvatura abdominal, visivel pela inspecao
lateral.

Excesso de peso -SCore 03

Costelas apalpdveis com pequeno excesso de
gordura subcutanea Visto de cima, vé-se a cintura,
ainda que esta ndo seja marcada. Curvatura abdomi-
nal muito pouco marcada.

:
:
)
6
6

Oheso - score 03

Costelas nado palpaveis debaixo de grande
quantidade de gordura subcutanea Depdsitos de
gordura visiveis na regido lombar e na base do rabo.
Cintura muito pouco aparente ou nao visivel.
Curvatura abdominal ausente ( pode existir
distensao abdominal importante).

Case et al., 1998

Figura 5. Escore corporal de caes de acordo com deposi¢cédo de gordura

Casuistica e Métodos

57



2. Analise molecular dos genes CYP1A2e GSTA3

2.1. Extracao do DNA a partir dos leucécitos

O DNA gendmico foi obtido de amostras de sangue periférico dos animais.
O método utilizado foi o descrito por Woodhead et al. (1986), com modificagdes. Foram
colhidos 4 ml de sangue periférico de cada animal, em frasco estéril contendo o
anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA). A amostra foi centrifugada a 1.300
rom por 11 minutos. Apds o descarte do plasma, os eritrocitos contidos em 500 pl da
solugdo remanescente foram lisados em um tubo cénico de 1,5 ml com uma mistura de
sacarose 320 mM, Tris HCI 10 mM pH 7,5, MgCl, 5 mM e Triton X-100 1%. Em seguida, o
botao de leucécitos obtido foi diluido em uma mistura de Tris HCI pH 7,5; EDTA 10 mM,
NaCl 10 mM e sédio dodecil sulfato (SDS) 20%, compondo um tampao de digestdo de
proteinas juntamente com a proteinase K (20 mg/ml). A suspensdo permaneceu em
banho-maria a 55°C por duas horas. A seguir, foram adicionados 200 ul de cloreto de litio
a suspensao e esta foi levada ao freezer a — 20°C durante 15 minutos. Apds isso, a
solugao foi centrifugada por 10 minutos a 13.000 rpm e o sobrenadante foi transferido
para outro tubo cénico de 1,5 ml. A seguir, o DNA obtido dos leucécitos foi precipitado em

etanol absoluto, rehidratado em alcool 70% e diluido em agua estéril a 37°C.

2.2. Identificacao dos genodtipos do polimorfismo C1117T do gene CYP1A2

Um fragmento do éxon 4 o qual contém o polimorfismo C1117T do gene CYP1A2
foi amplificado por meio da técnica da reagéo a cadeia de polimerase (PCR) (MISE et al.,
2004a) utilizando-se para a reacao 39,5 pl de agua estéril, 5 yl de tampao da enzima
(10 mM de tris HCI, pH8,0; 50 mM KCI), 2,5ul de cloreto de magnésio, 1,0 ul do DNA a ser

estudado, 0,5 pyL da mistura desoxirrubonucléica — dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP),
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0,5 yl de Tag DNA polimerase e 1,0 yl de cada iniciador diluidos previamente para a
concentragao de 5 picomoles, totalizando um volume final de 50 pl.

Foram utilizados os iniciadores direto 5-GATACAGAGAAAGATCCAGAAGGA-
GTTG-3' e indireto 5-GAGGTGAAGTTGGTGATGTGGCC-3’, os quais foram desenhados

com a utilizagdo do programa computacional Gene Runner (http://www.generunner.net/).

A reacdo foi conduzida inicialmente, por um ciclo a 95°C durante 4 minutos, para
inativacao da atividade de proteases que pudessem interferir com a reacido enzimatica, e
posteriormente por 35 ciclos de amplificagdo em termociclador (MJ Research, Inc,
Watertown, MA, EUA). Cada ciclo foi realizado sob as seguintes condi¢des: 94°C durante
30 segundos (para desnaturagdo do DNA); 60°C durante 30 segundos (para ocorrer a
ligacdo complementar entre os iniciadores e o DNA) e 72°C durante 45 segundos (para a
sintese do DNA, com a enzima Taq DNA polimerase). Ao término dos 35 ciclos, o produto
de amplificagao foi mantido a 72°C durante 5 minutos (periodo final da sintese de DNA),
completando um unico ciclo. A seguir, as amostras foram mantidas sob refrigeragdo a
4°C. Fragmentos de 538 pares de base (pb) foram obtidos com a amplificacdo da regido
de interesse do gene CYP1AZ2 e suas presengas foram confirmadas por eletroforese em
gel de agarose 1,0%.

Os gendtipos foram avaliados pela reacdo de sequenciamento de DNA. As
reacdes de sequenciamento foram realizadas em sequenciador de 96 capilares de acordo
com o protocolo para o MeGABACE 1000 (Amersham Biosciences UK Limited,
Amersham Place Little Chalfont, Buckinghamshire, England).

Foi utilizado para o sequenciamento, o solugdo DYEnamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (com Thermo Sequenase™ |l DNA Polimerase) GE Healthcare.
O sistema baseia-se no principio de amplificacdo como o de uma PCR convencional,
porém sao utilizados nucleotideos marcados com fluorescéncia que, quando excitados

por luz laser, emitem um espectro de luz especifico para cada base. Esses nucleotideos,
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quando incorporados durante a etapa de extensdo das novas fitas de DNA, sao
terminadores de cadeia, de modo que, ao final da reag¢ao, fragmentos de varios tamanhos
foram formados, cada um com fluorescéncia relativa ao uGltimo nucleotideo inserido.

Para cada reagao de sequienciamento foram utilizados 1 pyL do produto da PCR ja
descrita, 1 pl do iniciador indireto 5-GAGGTGAAGTTGGTGATGTGGCC-3' na
concentracao de 5 picomoles, 3 pl da solugdo DYEnamic ET reagent premix e dgua estéril
para um volume final de 10 pul. A reagao foi distribuida em placa prépria para
sequenciamento previamente identificada e protegida da luz com papel aluminio, logo em
seguida a placa foi levada ao termociclador automatico e as amostras foram submetidas a
94°C por 20 segundos, a seguir, a 58 °C por 15 segundos para anelamento do iniciador da
reagdo e, por Ultimo, a 60°C por 60 segundos para extensdo da fita de DNA. Esse ciclo foi
repetido por 30 vezes.

O produto da reacao de seqiienciamento foi submetido a purificagdo com 2 ul de
acetato de aménio 7,5 M e 50 ul de alcool etanol absoluto aos 10 ul de reagao, com
posterior homogeneizagdo. Apés incubacédo por 15 minutos, em temperatura ambiente
protegido da luz, o produto foi centrifugado a 4000 rpm por 40 minutos. O sobrenadante
foi removido por inversao e, a seguir, foram adicionados 100 pL de etanol 70% gelado a
solugdo. Posteriormente o material foi novamente centrifugada a 4.000 rpm por
15 minutos. Novamente o sobrenadante foi desprezado por inversao do tubo. Para
completa remocdo do etanol, o material foi submetido a uma rapida centrifugagao
invertida de 7 segundos a 200 rpm e posteriormente foi incubado a temperatura de 55°C,
protegido da luz para evaporagao completa do alcool.

Para a eletroforese, adicionou-se 10 ul de MEGABACE loading solution em cada
pocinho da placa. As amostras foram homogeneizadas e colocadas em gelo para, a

seguir, serem colocadas no sequienciador para a eletroforese.
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O gel utilizado para a eletroforese foi o MEGABACE Long Read Matrix com
poliacrilamida linear (LPAAs). As condi¢des de eletroforese foram: voltagem de injecao da
amostra 3 kV, tempo de injecdo da amostra 120 segundos, voltagem de corrida 9 kV,
tempo de corrida 100 minutos. A seqiéncia obtida das amostras dos animais do estudo
foi analisada com a ajuda do programa disponivel na Internet, Chromas Lite, versao

2.3.3.0 Chromas MFC aplication (http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html).

As frequéncias dos genétipos distintos do polimorfismo C1117T do gene CYP1A2
foram analisadas em animais de ragas distintas e SRD e em caes estratificados por idade,

sexo, raga, padrao da dieta e escore corporal.

2.3. Identificacao dos genétipos do polimorfismo I171L do gene GSTA3

Parte do éxon 4 do gene GSTAS foi amplificada por meio da PCR, com a utilizagao
de uma mistura de 39,0 pl de H,O estéril, 5 yl de tampao (10 mM de tris HCI, pH 8,0; 50
mM KCI), 2,5 pl de MgCl,, 0,2 mM de cada nucleosideo trifosfato (dATP, dCTP, dTAP e
dGTP) e 0,5 pl de cada iniciador (10 pmoles) direto 5’-GTAAGAGGCAGATTGAGCAAAG-
3’ e indireto 5-GACAGTCCTGCTCACCCAAG-3’, segundo descricdo de Tetlow (2004).
Os iniciadores foram desenhados com o programa computacional Gene Runner
(http://www.generunner.net/). A reacdo compreendeu 35 ciclos de incubacdo a 95°C por
2 segundos, a 57°C por 18 segundos e a 72°C por 30 segundos. Fragmentos de 401 pb
foram os produtos da reacdo. Esses foram corados com brometo de etidio e visualizados,
sob a luz ultravioleta, apos eletroforese em gel de agarose 1%.

A presenga ou a auséncia do polimorfismo I71L nos animais foi avaliada por meio
da digestdo enzimatica dos fragmentos amplificados. Esta foi realizada com a utilizagédo
de uma mistura de 10 ul do produto da PCR, 3,0 ul de H,O estéril, 1,5 ul de tampao e

0,5 pL da enzima fast digest Bsp12861 em banho-maria, a 37°C, por 15 minutos.
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Os produtos da reacao foram analisados em eletroforese em gel de agarose 3%,
corados com brometo de etidio, para visualizagao dos fragmentos sob a luz ultravioleta.
Fragmentos de 321 pb e 80 pb corresponderam ao alelo selvagem, ja os fragmentos de
261 pb, 80 bp e 60 pb corresponderam ao alelo variante.

As frequéncias dos gendtipos distintos do polimorfismo 171L do gene GSTAS3 foram

analisadas em caes de ragas distintas e SRD inseridos no estudo.

3. Aspectos éticos

O estudo molecular foi realizado em amostras de sangue periférico obtidas por
puncdo venosa realizada apdés a obtengdo dos termos de consentimento livre e
esclarecido de proprietarios dos animais (Anexo 4). O estudo foi aprovado pelo Comité de

Etica do Instituto de Biologia (Protocolo: 1120-1) (Anexo 5).

4. Analise estatistica

O teste de verificacdo de equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado com o intuito
de verificar se ocorre a distribuicdo preferencial de algum dos gendtipos avaliados em
caes de diferentes ragas e caes SRD utilizadas no estudo (BEIGUELMAN, 1995).

O significado estatistico das diferencas entre grupos foi calculado por meio do
teste da probabilidade exata de Fisher ou qui-quadrado. A analise multivariada por
regressao logistica foi realizada para avaliar as associagbes entre genoétipos e aspectos
clinicos. Foram consideradas significantes as diferencas entre freqiéncias cujo valor de

P foi menor do que 0,05.
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1. Avaliacao clinica

As distribui¢cdes individualizadas dos animais incluidos no estudo de acordo com
os aspectos clinicos estao apresentadas no Anexo 6. Ja as frequéncias das distribuicdes

dos animais de acordo com as caracteristicas clinicas estao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Distribuicbes dos 398 céaes inseridos no estudo de acordo com a raga, o

sexo, a idade e a condig&o corporal

Variaveis Numero de animais (%)
Raca
Boxer 105 (26,3)
Rottweiler 84 (21,1)
Pastor Alemao 110 (27,6)
Sem racga definida 99 (24,9)
Sexo
Macho 176 (44,2)
Fémea 222 (55,8)

Idade (anos)
<3 157 (39,4)
>3 241 (60,6)
Padréo da dieta
Caseira 8 (2,0)
Ragao 390 (98,0)

Condicao corporal

Peso baixo ou magro 19 (47,7)
Peso normal 308 (77,4)
Excesso de peso 71(17,8)
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Os animais apresentaram idade entre seis meses e 15 anos (média + DP: 4 + 3
anos; mediana: 3 anos). Numeros similares de animais de raca boxer, rottweiler, pastor
alemao e de animais SRD foram avaliados no estudo. Ainda, cerca de um quarto da
casuistica foi constituida por animais com idade menor que dois anos. A maioria dos
animais foi alimentada com ragdo. Dos 390 animais alimentados com racdo, 43
receberam a racdo basica, 40 a racdo padrao, 107 a racdo prémio e 200 a racao

superprémio. Cinquenta dos 71 animais (70,4%) com excesso de peso foram fémeas.

2. Analise molecular dos genes CYP1A2e GSTA3

2.1. Polimorfismos génicos em animais de diferentes racas

As distribui¢cdes individualizadas dos 398 animais, de acordo com os polimorfismos
C1117T do gene CYP1A1 e I71L do gene GSTA3 estédo apresentadas no Anexo 6.

Os grupos de cdes das racas boxer (X*= 0,01; P= 0,92), rottweiler (X*= 0,08;
P= 0,78), pastor (X2= 0,12; P= 0,73) e de caes SRD (X2= 0,41; P= 0,52) estiveram em
equilibrio de Hardy-Weinberg para o l6cus C1117T do gene CYP1A2.

Gendtipos variados dos referidos polimorfismos génicos em caes analisados no

estudo estao apresentados nas Figuras 6 a 9.
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Figura 6.

i

Eletroforese em gel agarose 1,0% de produtos da amplificacdo de um
fragmento de 538 pares de bases (pb) do éxon 4 do gene CYP1A2, em
amostra de sangue periférico de caes, por meio da reagcao em cadeia da
polimerase. O marcador do tamanho do DNA, ladder 100 pb, esta
apresentado nas coluna 1. Os resultados obtidos em animais estado
apresentados nas colunas 2 a 7. O controle negativo, amostra sem DNA,

esta representado na coluna 8
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Heterozigoto C/T

HomozigotoC/C

Figura 7.

l

Eletroferograma parcial de uma sequéncia de DNA contendo 538 pares de
bases do éxon 4 do gene CYP1A2, obtida no sequenciador automatico
Megabace 100. Do lado esquerdo, amostra de animal sem raga definida
com o genotipo CC do polimorfismo C1117T na posi¢cao 378 da cadeia de
DNA (seta). Do lado direito, amostra de animal sem raca definida com o
gendtipo CT do polimorfismo C1117T na posigdo 378 da cadeia de DNA

(seta)
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Figura 8. Eletroforese em gel agarose 1,0% de produtos da amplificacdo de
fragmento de 401 pares de bases (pb) do éxon 4 do gene GSTAS3, em
amostras de sangue periférico de caes, por meio da reacdo em cadeia da
polimerase. O marcador do tamanho do DNA, ladder 100 pb, esta
apresentado na coluna 1. Os resultados obtidos em amostras de caes
variados do estudo estdo apresentados nas colunas 2 a 6. O controle

negativo, amostra sem DNA, esta apresentado na coluna 7

Resultados

69



=

3 pb — L S c— — — — |

|

S R g —

Figura 9. Produtos de digestdo enzimatica para a identificagdo do polimorfismo [71L
do gene GSTAS3, em gel de agarose 3%. O marcador de tamanho de DNA
ladder 100 pares de bases (pb) esta apresentado coluna 1. Os resultados
obtidos de amostras de cdes com o gendtipo homozigoto selvagem estao
representados nas colunas 2 a 6. Os fragmentos de 321 pb e 80 pb
correspondem ao alelo homozigoto selvagem, pois o fragmento amplificado

apresenta sitio de restricao para digestdo enzimatica
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As frequéncias dos gendtipos do polimorfismo C1117T do gene CYP1A2 em
caes analisados estdo apresentadas na Tabela 4. Ja as comparagdes das frequéncias
dos gendtipos do polimorfismo C1117T do gene CYP1A2 em céaes de raga e SRD estéo

apresentadas nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 4. As frequéncias dos gendtipos do polimorfismo CYP1A2 C1117T em caes

de diferentes racas e caes sem raca definida

CYP1A2 C1117T em numero (%)

Animais

cc CT T
Boxer 103 (98,1) 2 (1,9) 0 (0,0)
Rottweiler 79 (94,1) 5 (5,9) 0 (0,0)
Pastor alemao 103 (93,6) 7 (6,4) 0 (0,0)
SRD 87 (87,9) 12 (12,1) 0 (0,0)

CC: homozigoto selvagem, CT: heterozigoto, TT: homozigoto variante, SRD: sem raca

definida

Os gendtipo selvagem CC foi mais comum do que o gendtipo heterozigose CT em
caes de todas as ragas e caes SRD. O gendtipo variante em homozigose TT nao foi

identificado em qualquer dos animais analisados.
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Tabela 5. Comparagdes de frequéncias dos genétipos do polimorfismo CYP1A2

C1117T em caes de diferentes ragas e caes sem raca definida

CYP1A2 C1117T em numero (%)

Animais

CcC CT TT
Boxer 103 (98,1) 2(1,9) 0 (0,0)
Rottweiler 79 (94,1) 5(5,9)
Valor de P 0,22
Boxer 103 (98,1) 2(1,9) 0 (0,0)
Pastor alemao 103 (93,6) 7 (6,4) 0 (0,0)
Valor de P 0,17
Boxer 103 (98,1) 2(1,9) 0(0,0)
SRD 87 (87,9) 12 (12,1) 0(0,0)
Valor de P 0,005
Rottweiler 79 (94,15) 5(5,9) 0 (0,0)
Pastor alemao 103 (93,6) 7(6,4) 0(0,0)
Valor de P 0,85
Rottweiler 79 (94,1) 5(5,9) 0(0,0)
SRD 87 (87.9) 12 (12,1) 0 (0,0)
Valor de P 0,24
Pastor alemao 103 (93,6) 7 (6,4) 0 (0,0)
SRD 87 (87,9) 12 (12,1) 0 (0,0)
Valor de P 0,23

CC: homozigoto selvagem, CT: heterozigoto, TT: homozigoto variante, SRD: sem raca

definida, OR: razdo das chances, IC: intervalo de confianga
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Tabela 6. Comparagdes de frequéncias dos genétipos do polimorfismo CYP1A2
C1117T entre caes de racas distintas e sem raga definida
Animais CYP1A2 C1117T em numero (%)
CcC CT TT

Boxer 103 (98,1) 2(1,9) 0 (0,0)
Outros caes de raca 182 (93,8) 12 (6,2) 0(0,0)
Valor de P 0,94

Boxer 103 (98,1) 2(1,9) 0 (0,0)
Caes com e sem raca definida 269 (91,8) 24 (8,2) 0 (0,0)
Valor de P 0,25

Rottweiler 79 (94,1) 5(5,9) 0(0,0)
Outros caes de raca 206 (95,8) 9(4,2) 0 (0,0)
Valor de P 0,54

Rottweiler 79 (94,1) 5(5,9) 0 (0,0)
Caes com e sem raca definida 293 (93,3) 21(6,7) 0(0,0)
Valor de P 0,80

Pastor alemao 103 (93,6) 7 (6,4) 0 (0,0)
Outros caes de raca 182 (96,3) 7 (3,7) 0 (0,0)
Valor de P 0,29

Pastor alemao 103 (93,6) 7 (6,4) 0 (0,0)
Caes com e sem raca definida 372 (93,5) 19 (6,5) 0 (0,0)
Valor de P 0,93

Outros caes de racga 285 (95,3) 14 (4,7) 0(0,0)
SRD 87 (87.9) 12 (12,1) 0(0,0)
Valor de P 0,02

Todos os caes de raca 372 (96,4) 14 (3,6)

SRD 87 (87,9) 12 (12,1)

Valor de P 0,002

CC: homozigoto selvagem, CT: heterozigoto, TT: homozigoto variante, SRD: sem raca

definida, OR: raz&o das chances, IC: intervalo de confianga
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Observamos que as freqiéncias do gendtipo homozigoto selvagem CC em cées de
raga, em caes de raga boxer e em caes de outra ragas que nao boxer foram maiores do que a
frequéncia do gendtipo homozigoto selvagem CC em cdes SRD. Entretanto, frequéncias
similares dos genotipos do gene CYP1AZ2 foram observadas entre cdes de diferentes ragas e
entre caes da raga rottweiller, pastor alemao e caes SRD.

Apenas o gendtipo variante CC do polimorfismo 171L do gene GSTA3 de humanos

foi identificado em todos os cies analisados no estudo.

2.2. Polimorfismos génicos e aspectos clinicos

As frequéncias dos genétipos do polimorfismo C1117T do gene CYP1A2 em caes
das racas boxer, rottweiler e pastor alemao e de cades SRD estratificados por idade, sexo,
padrao da dieta e escore corporal, estdo apresentadas nas Tabelas 7, 8, 9 e 10,

respectivamente.
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Tabela 7. Comparagdes de frequéncias dos genétipos do polimorfismo CYP1A2

C1117T em 105 caes da raga boxer estratificados por aspectos clinicos

CYP1A2 C1117T em numero (%)

Animais cc cT T

Idade mediana

<3 anos 46 (44,7) 1 (50,0) 0(0,0)
>3 anos 57 (55,3) 1(50,0) 0(0,0)
OR (IC 95%) 1,2

Valor de P 1,00

Sexo

Macho 38 (36,9) 2(100,0) 0(0,0)
Fémea 65 (63,1) 0 (0,0) 0 (0,0)
OR (IC 95%) N&o avaliavel

Valor de P Nao avaliavel

Padrao dieta

Caseira 1(1,0) 0 (0,0) 0(0,0)
Racao 102 (99,0) 2 (100,0) 0(0,0)
OR (IC 95%) Nao avaliavel
Valor de P Nao avaliavel

Escore corporal

1+2 87 (84,5) 2 (100,0) 0 (0,0)
3 16 (15,5) 0 (0,0) 0 (0,0)
OR (IC 95%) N&o avaliavel
Valor de P Nao avaliavel

CC: homozigoto selvagem, CT: heterozigoto, TT: homozigoto variante, OR: razdo das

chances ajustadas por meio da analise multivariada, IC: intervalo de confianca
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Tabela 8. Comparagdes de frequéncias dos genétipos do polimorfismo CYP1A2
C1117T em 84 céaes da raga rottweiler estratificados por aspectos clinicos
CYP1A2 C1117T em numero (%)
Animais cc CT B
Idade mediana
< 3 anos 31 (39,2) 4 (80,0) 0 (0,0)
> 3 anos 48 (60,8) 1(20,0) 0(0,0)
OR (IC 95%) 6,2
Valor de P 0,15
Sexo
Macho 34 (43,0) 3 (60,0) 0 (0,0)
Fémea 45 (57,0) 2 (40,0) 0 (0,0)
OR (IC 95%) 2,8
Valor de P 0,65
Padrao dieta
Caseira 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
Racao 79 (100,0) 5 (100,0) 0(0,0)
OR (IC 95%) N&o avaliavel
Valor de P Nao avaliavel
Escore corporal
1+2 53 (67,1) 4 (80,0) 0 (0,0)
3 26 (32,9) 1(20,0) 0 (0,0)
OR (IC 95%) 1,8
Valor de P 1,00

CC: homozigoto selvagem, CT: heterozigoto, TT: homozigoto variante, OR: razdo das

chances ajustada por analise multivariada, IC: intervalo de confianca
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Tabela 9. Comparagdes de frequéncias dos genétipos do polimorfismo CYP1A2

C1117T em 110 cées da raca pastor alemao estratificados por aspectos

clinicos

Animais

CYP1A2 C1117T em numero (%)

CcC CT TT
Idade mediana
< 2,5 anos 29 (28,2) 3 (42,9) 0 (0,0)
> 2,5 anos 74 (71,8) 4 (57,1) 0(0,0)
OR (IC 95%) 1,4
Valor de P 0,41
Sexo
Macho 61(59,22) 6 (85,7)
Fémea 42(40,78) 1(14,3) ,
OR (IC 95%) 42
Valor de P 0,24
Padrao dieta
Caseira 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
Ragao 103 (100,00) 7 (100,0) 0 (0,0)
OR (IC 95%) N&o avaliavel
Valor de P N&o avaliavel
Escore corporal
1+2 98 (95,2) 7 (100,0) 0 (0,0)
3 5 (4,8) 0(0,0) 0 (0,0)
OR (IC 95%) N&o avaliavel
Valor de P Nao avaliavel

CC: homozigoto selvagem, CT: heterozigoto, TT: homozigoto variante, OR: razdo das

chances ajustada pro analise multivariada, IC: intervalo de confianca
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Tabela 10. Comparagbes de frequéncias dos gendtipos do polimorfismo CYP1A2

C1117T em 99 caes sem raca definida estratificados por aspectos clinicos

CYP1A2 C1117T em numero (%)

Animais cc cT T

Idade mediana

<5 anos 40 (46,0) 6 (50,0) 0(0,0)
>5 anos 47 (54,0) 6 (50,0) 0(0,0)
OR (IC 95%) 1,2
Valor de P 0,96
Sexo
Macho 29 (33,3) 3 (25,0) 0 (0,0)
Femea 58 (66,7) 9 (75,0) 0(0,0)
OR (95% IC) 0,7
Valor de P 0,74

Padrao dieta

Caseira 6 (6,9) 1(8,3) 0(0,0)
Racao 81 (93,1) 11 (91,7) 0(0,0)
OR (95% IC) 1,3
Valor de P 1,00

Escore corporal

1+2 67 (77,0) 9 (75,0) 0 (0,0)
3 20 (23,0) 3 (25,0) 0 (0,0)
OR (95% IC) 1,1

Valor de P 1,00

CC: homozigoto selvagem, CT: heterozigoto, TT: homozigoto variante, OR: razdo das

chances ajustada por analise multivariada, IC: intervalo de confianca

Frequéncias similares dos gendtipos distintos do polimorfismo CYP1A2 C1117T
foram observadas em caes das diferentes racas e caes sem raca definida estratificados

por aspectos clinicos.
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Nés avaliamos neste estudo as frequéncias dos gendtipos do polimorfismo
C1117T do gene CYP1A2 e do polimorfismo 171L do gene GSTAS3, relacionados ao
metabolismo de farmacos e carcinégenos, em caes de raca pura e em caes SRD.

Observamos inicialmente que o gendtipo homozigoto selvagem CC do
polimorfismo C1117T do gene CYP1AZ2 foi mais comum em caes de raga, particularmente
boxers, do que em cdes SRD. Os gendtipos distintos ndo estiveram associados a
aspectos clinicos analisados no estudo.

Até entdo as frequéncias dos gendtipos do polimorfismo CYP1A2 C1117T soé
haviam sido avaliadas em 149 caes da raga beagle por Mise et al. (2004a). Em nosso
estudo, conduzido em caes de raca e caes SRD, a frequéncia do gendtipo homozigoto
selvagem foi maior do que a encontrada por Mise et al. (2004a) (93,5% versus 37,6%,
P< 0,0001), enquanto que as frequéncias do gendtipo heterozigoto (6,5% versus 51,0%,
P< 0,0001) e do gendtipo homozigoto variante (0,0% versus 11,4%; P< 0,0001) foram
menores do que as frequéncias por eles identificadas, respectivamente. Tanto nossos
cdes quanto os analisados por Mise et al. (2004a) (X°= 1,35; P= 0,25) estiveram em
equilibrio de Hardy-Weinberg e, portanto, amostras representativas das diversas ragas de
caes e de caes SRD foram analisadas nos estudos.

A principio as diferencas de frequéncias genotipicas entre o presente e o primeiro
estudo pareciam resultar dos diferentes métodos utilizados para a identificacdo dos
genotipos distintos do polimorfismo CYP1A2 C1117T pelos pesquisadores, pois Mise
et al. (2004a) utilizaram a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e digestdo enzimatica e
nos utilizamos o método de sequenciamento génico para obtengédo dos gendtipos.

O sequenciamento génico parece melhor para definir genétipos do que a PCR
seguida de digestdo enzimatica, onde digestdes parciais dos fragmentos de interesse
amplificados podem dar origem a excessos de heterozigotos (COTTON, 2000).

Entretanto, Tenmizu et al. (2004) também realizaram as genotipagens desse polimorfismo
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génico em beagles por sequenciamento e encontraram frequéncias semelhantes as de
Mise et al. (2004). Nés nao avaliamos beagles em nosso estudo. Assim, as diferencas de
frequéncias dos gendtipos parecerem ser atribuidas as ragas dos animais avaliados nos
diferentes estudos e ndo ao método empregado para a genotipagem. Os resultados
desses estudos, em seu conjunto, sugerem que o gendtipo variante do polimorfismo
génico parece ser mais comum em caes da raca beagle do que em cdes das racas
boxers, rottweiller e pastor alemao e caes SRD.

As CYPs sao responsaveis por 70-80% da fase | do metabolismo de xenobidticos,
incluindo medicamentos e carcinégenos de componentes da dieta e ambientais
(EVANS & RELLING, 1999; NEBERT & DALTON, 2006) e também influenciam a
atividade oxidativa em microssomos hepaticos de varias espécies animais, como
roedores, caes, primatas e humanos (SHIMADA et al, 1997). As enzimas de maior
significancia neste contexto sdo as do sistema do citocromo P450 (BUNCH, 1993;
DAVIES & PORTMANN, 1994).

As CYPs podem inativar uma droga ativa, como as fenotiazinas, ou mais
frequentemente criar um metabdlito ativo a partir de uma “pré-droga” inativa, como a
prednisona, para a sua forma ativa, a prednisolona, ou ainda a conversao do diazepam
para a sua forma ativa, o oxazepam (NIMS et al., 1997; VIRANIA et al., 1999).

Outra fungéo das CYPs é a transformagao de uma droga ativa em outra droga com
atividade semelhante, como a conversao da fenilbutazona para oxifenilbutazona e a
producdo de metabdlitos anticonvulsivantes ativos, fenobarbital e feniletiimalonamide, a
partir da primidona (BUNCH, 1990; DAVIES & PORTMANN, 1994).

As principais causas de variagao individual e interindividual na atividade do gene
CYP em humanos sao as interacbes medicamentosas e as causas fisiolégicas, como o
estado hormonal, as comorbidades, o ritmo circadiano e os polimorfismos genéticos

(PASCUSSI & VILAREM, 2008).
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Enzimas com atividades distintas, codificadas por polimorfismos do gene CYP1A2,
podem determinar respostas diversas a medicamentos tanto em humanos como em caes.
De fato, TENMIZU et al. (2004) e TENMIZU et al. (2006) classificaram beagles com o
gendtipo CYP1A2 1117TT como metabolizadores lentos de medicamentos, como
anticonvulsivantes e antiinflamatérios, com possivel consequente menor beneficio durante
terapéutica medicamentosa de doencas.

Desta forma, vale ressaltar que cides da mesma raca podem atuar no metabolismo
de xenobidticos de forma distinta e assim, possivelmente modificar resultados de estudos
farmacocinéticos de medicamentos conduzidos nestes animais. Até onde atinge o nosso
conhecimento, ndo se encontra estabelecido se o polimorfismo CYP1A2 C1117T existe
em humanos e se interfere com o metabolismo de medicamentos.

As CYPs, incluindo a CYP1A2, sdo essenciais para a ativacdo de carcindgenos,
dentre eles as AA e os HAPs provenientes de alimentos defumados e gordurosos
grelhados na brasa (GOODHERHAM et al., 1996). Assim, a susceptibilidade a tumores
pode sofrer influéncia de polimorfismos nos genes que as codificam (DANIELSON, 2002).

As CYPs atuam no metabolismo de HAPs da exposicdo ambiental a gasolina,
tiner, agua ras, varsol, a gases de exaustdo de veiculos automotores e a produtos da
combustao do tabaco e de industrias petroquimica e suderurgica (GUENGERICH, 2001;
HECHT, 2002; ZANGER et al, 2008), que estdo diretamente relacionados a
carcinogénese quimica. A CYP1A2 age na conversdo de HAPs (HECHT, 2002),
convertendo-os em diol-epdxido que posteriormente é convertido em PA o-quinona (7,8-
diona), que por sua vez esta apto a formar ligacdes estaveis com o DNA (CAVALIERI et
al., 2005). Estas ligagbes covalentes com centros nucléicos presentes em
macromoléculas biolégicas como acido desoxirribonucléico (DNA) ou acido ribonucléico
(RNA) causam perturbacgdes conformacionais em tais moléculas determinando mutagdes

(MILLER, 1978). Devido ao fato de uma quantidade consideravel de compostos pré
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cancerigenos poder ser metabolizado a mais de uma espécie eletrofilica e devido a
variedade de centros nucledfilos nas macromoléculas, o numero destas ligagbes
chamados aductos é conseqlientemente extenso e sua estrutura variavel (BELAND &
KADLUBAR, 1990).

As CYPs atuam ainda no metabolismo das AA, que estdo associadas a etiologia
do céncer em varios 6rgados, como figado, mama, pulmdes, esdfago, rins e bexiga. Os
compostos 2-aminonaftaleno(1a) e o 4-aminobifenilo (3a) estdo diretamente relacionados
ao cancer (VINEIS & CAPORASO, 1995). A confirmacgao inequivoca dos danos celulares
provocados por estes compostos surgiu na década de 1930, apés ter sido verificado que
caes e macacos desenvolveram neoplasias apds doses elevadas de 2-aminonaftaleno na
dieta (HUEPER, 1938).

As CYPs também afetam vias de transducgado de sinal, alteram o ciclo celular e
causam disturbios na apoptose ou o crescimento celular aberrante (NEBERT & DALTON,
2006), que podem estar envolvidos com a origem de tumores.

Encontramos em nosso estudo alta freqliéncia do gendétipo homozigoto selvagem
do polimorfismo CYP1A2 C1117T, mais eficaz na ativagdo de carcindbgenos do que o
variante, em boxers, rottweilers, pastores alemaes e caes SRD. A freqliéncia do gendtipo
foi ainda maior em caes de raca do que em caes SRD.

Nao ha relato na literatura sobre predisposi¢cao ao cancer relacionado a exposicao
a carcinégenos enddgenos ou exégenos em beagles mas tal associagcido foi descrita ha
em boxers, rottweilers e pastores alemaes (PASTOR et al, 2009). Os caes da raca
beagle podem ser menos capazes de ativar carcinégenos do que os caes da raca
analisados em nosso estudo e, assim, estarem mais protegidos da ocorréncia de cancer.

Estudos adicionais sao necessarios para verificar se tais associacdes sdo consistentes.
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Devido a proximidade com os humanos e por compartilhar o ambiente com estes,
os caes comumente desenvolvem os mesmos tipos de neoplasias que seus proprietarios,
apresentando, inclusive, padrbes similares de metastases do tumor primario (WATERS &
WILDASIN, 2006). Tal observagdo sugere que o ambiente também exerga influéncia
importante na carcinogénese de céaes.

Fatores variados como o o padrdo da dieta, a exposicdo a produtos quimicos,
pesticidas, poluentes quimicos e nucleares, disordens imunolégicas, infecgdes virais e
predisposicdo genética parecem associados a origem de linfomas do tipo ndo Hodgkin em
humanos e em caes (Cartwright et al., 1999; Muller et al., 2005).

A incidéncia do tumor aumenta significativamente em humanos e aparentemente
em caes de varios paises do mundo (CHASSAGNE-CLEMENT et al., 1999). O tipo de
linfoma que acomete cides e humanos com maior freqiiéncia € o de linfécitos B do tipo
nao Hodgkin, o cao representa um modelo interessante para pesquisa na doenga devido
a alta similaridade entre o comportamento biolégico deste tipo de linfoma entre essas
distintas espécies (MODIANO et al., 2005). De forma geral, esses tumores estdo
associados com a exposicdo a carcindgenos enddgenos e exogenos que Sao
metabilizados por enzimas do sistema P450 e que, portanto, sdo codificadas por genes
polimorficos.

Estudos realizados por Pastor et al. (2009) tiveram como objetivo identificar as
ragcas com maior incidéncia de linfoma em um grupo de 680 animais e verificaram que a
maioria dos cédes com linfoma identificados no estudo eram da raga boxer
(OR: 10,02; P= 0,001), pastor alemao (OR: 0,31; P> 0,1) e rottweiler (OR: 0,11; P> 0,10).
Entre os animais que apresentaram linfoma cutaneo, 24% eram da raga boxer, e entre os
animais que desenvolveram linfoma pleomorfico misto de células T, 33% eram boxers.

Coincidentemente esses animais residiam em areas de cidades francesas com alta taxa
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de poluigdo, o que sugere a participagdo dos carcindgenos ambientais e fatores genéticos
na origem do linfoma em cées.

Em nosso estudo nido foi observado associagdo entre o padrdo da dieta e
freqiéncia de determinado gendtipo. No entanto, ja é muito conhecido que o padrao da
dieta esta definitivamente associado ao cancer. O consumo de vegetais de cor verde
escuro, amarela e laranja parece reduzir o risco de ocorréncia de neoplasias em humanos
(RIBOLI et al., 1991; MICHAUD et al., 2000) e também em cdes (RAGHAVAN et al.,
2005). Vegetais como couveflor, brocoli, repolho, foliacea de cor verde escura, mostarda,
agriao sao alimentos ricos em um composto fitoquimico denominado isotiocianato, o qual
possui atividade antitumoral (VERHOEVEN et al.,1997; TALALAY & FAHEY, 2001). Esta
habilidade do isotiocianato consiste em inibir a acdo das enzimas de fase | de
metabolizacdo xenobidticos e induzir a acdo de enzimas de fase |l principalmente as
GSTs. Dessa forma protege as células dos eventuais danos causados por carcindégenos,
como as AA oriundas do cozimento da carne em altas temperaturas ou quando a carne é
grelhada, tostada ou churrasqueada (KNIZE ef al., 1999; STECK & HEBERT, 2009). De
maneira geral, séo trés os tipos de AA formados durante o preparo inadequado da carne:
2-amino-1-methyl-6- phenyl-imidazo[4,5-b]pyridine (PhIP), 2-amino-3,8-dimethylimidazo-
[4,5-f]-quinoxaline (MelQx), e 2-amino-3,4,8-trimethylimidazo[4,5-flquinoxaline (DiMelQX)
(SINHA, 2000).

Pérez et al. (1998; 2000) demonstraram que a incidéncia de neoplasia mamaria e
displasia mamaria foi maior em cadelas alimentadas com alimento caseiro que em
cadelas alimentadas com ragdo. Entretanto, vale ressaltar que a dieta caseira fornecida
era rica em carne vermelha bovina e suina e pobre em carne de frango. Ainda, o
questionario aplicado aos proprietarios dos animais nao abordou o método de preparo do
alimento e nem a composigao geral da dieta. Assim, ndo foi possivel saber se além da

carne houve também ingestdo de verdura e cereais.
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As CYPs também atuam na sintese de substancias endégenas como horménios
esterdides (NELSON et al., 1996; NEBERT & RUSSEL, 2002; NELSON et al., 2004), que
atuam como carcinédgenos em tecidos especificos como mama e préstata. Atuam na
transformacdo de acidos biliares a colesterol e a hormdnios esterodides, incluindo as
CYP3, CYP7, CYP8, CYP27, CYP39, e CYP46 (SINAL et al., 2000; NEBERT et al., 2002).

Durante a diferenciagdo sexual na embriogénese, o fator de transcricdo do fator
esterdide-1, membro da familia de genes receptores hormonais nucleares, é fundamental
na regulacdo de genes P450 que participam da sintese de horménios esterdides,
incluindo as CYP11, CYP17, CYP19, e CYP21 (SIMPSON et al., 2000). Por exemplo, a
CYP 17A1, necessaria para a sintese de cortisol, testosterona e estrégeno, tem dupla
funcdo pois age catalizando a reagdo de 17 a-hidroxilagdo dos subtratos esterdides e
clivando simultaneamente com a oxidacdo da cadeia lateral dos mesmos substratos,
enquanto o CYP 19A1 converte precursores androgénicos em estrégenos pela agao da
aromatizacdo dos substratos esterdides ambos estdo localizados no reticulo
endoplasmatico (SIMPSON et al., 2000).

Nao ha qualquer tipo de estudo que caracterize as frequéncias dos gendtipos
distintos do gene polimérfico CYP1A2 C1117T em caes com alta prevaléncia de cancer
das ragas boxers, rottweiler e pastor alemao. Assim, descrevemos pela primeira vez que o
alelo variante, com menor atividade na ativagao de carcinégenos, é pouco comum nesses
caes, o que pode constituir uma caracteristica de susceptibilidade ao cancer. Como a
frequéncia do gendtipo selvagem foi maior em caes de raga, particularmente boxers, do
que em caes SRD, podemos também sugerir que as frequéncias dos gendtipos distintos

desse plimorfismo, a semelhanca de humanos, variam nas diferentes racas.
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Também ndo temos conhecimento da existéncia de estudos caso-controle sobre a
influéncia desses gendtipos no risco de ocorréncia de cancer em animais de diferentes
racas. Esses certamente serdo estudos conduzidos por pesquisadores do nosso grupo,
em futuro proximo, dando continuidade a essa linha de investigacao.

O segundo achado significativo do nosso estudo foi a identificagdo apenas do
genodtipo variante CC do polimorfismo 171L do gene GSTAS3, relacionado a detoxificagéo
de carcindgenos, em nossos caes de raga e caes SRD.

Em humanos o gene GSTAS3 é polimérfico e as frequéncias dos gendtipos distintos
varia em individuos de diferentes populag¢des etnicas (TETLOW et al., 2004). Na posicao
211 do gene pode ocorrer a presenca de um A, que corresponde a adenina e caracteriza
o alelo selvagem ou de de um nucleotideo C, que corresponde a citosina e caracteriza o
alelo variante. Assim, isoleucina é substituida por leucina na proteina codificada. A
proteina codificada pelo alelo selvagem A é mais eficaz na detoxificacdo de carcindgenos
do que o variante C (TETLOW et al., 2004). Ainda, diferengas significativas de suas
funcbes na atividade esterdide isomerase foram também descritas (TETLOW et al., 2004).

As GSTs constituem uma familia de enzimas detoxificantes, que fazem parte do
mecanismo de protecdo contra a carcinogénese quimica (KETTERER, 1988; HAYES &
PULFORD, 1995; CHEN et al, 1996; COTTON et al., 2000; SLATTERY et al., 2000;
STECK & HEBERT, 2009). Estas enzimas catalisam a conjugacdo de moléculas
eletrofilicas de carcindbgenos a glutationa reduzindo-os a produtos menos toxicos
(CLAPPER et al., 1991; MOORGHEN et al., 1991; HAYES & PULFORD, 1995; CHEN
et al., 1996; ZHANG et al., 1999; STECK & HEBERT, 2009).

As GSTs inativam ou tornam menos toxicas varias substancias endégenas, como
0s hormoénios estroides (TETLOW et al., 2004), e exdgenas, como as AA e os HAPs de
alimentos defumados e gordurosos grelhados na brasa, tostados, churrasqueados ou

cozidos a alta temperatura (STECK & HEBERT, 2009). Ainda, inativam os HAPs da
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exposicao ambiental a benzeno, presente na gasolina, tiner, agua ras, varsol, a gases de
exaustao de veiculos automotores e a produtos da combustdo do tabaco e de industrias
petroquimica e siderdrgica (TOWNSEND & TEW, 2003), que estdo diretamente
relacionados a carcinogénese quimica.

A classe alfa da glutationa S-transferase em humanos é composta por cinco
genes, GSTAT a GSTA5 (COLES & KADLUBAR, 2005).

Os genes GSTAT1 e GSTAZ2 catalizam a conjugagdao de uma ampla gama de
eletréfilos, possuem atividade esterdide isomerase dependente e atividade peroxidase
glutationa dependente Ja os GSTA3 e GSTA4 participam também do metabolismo de
carcinégenos ambientais. Os alelos selvagens e variantes dos genes GSTA1, GSTAZ e
GSTAS3 da classe alpha expressam quantidades distintas das enzimas ou enzimas com
capacidades funcionais diferentes (COLES et al., 2001; TOWNSEND & TEW, 2003; NING
et al., 2004; TETLOW et al., 2004; YOSHIDA et al., 2007).

Os principais substratos metabolizados pela enzima GSTA3 do sistema da
glutationa S-transferase estao apresentados na Tabela 12.

As GSTs da classe alfa estdo amplamente expressas em tecidos humanos, sendo
que as GSTA3 estao presentes particularmente em tecidos com atividade esteredoigénica
como placenta, ovarios, testiculos e glandula adrenal, pulmé&o, estdmago e traquéia
(MOREL et al., 1994; JOHANSSON & MANNERVICK, 2001; MOREL et al., 2002).

Em cées a expressao das GSTs pode variar individualmente (WATANABE et al.,
2006), porém como esse processo é controlado ainda ndo é claro, € sabido apenas que o
mesmo occore geneticamente por heranca mendeliana (WATANABE et al., 2006). Em
caes foi identificada alta expressao de GSTA3 em duodeno, jejuno e reduzida expressao

de GSTAS no célon (GROORP et al., 2006).
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Devido a seletiva expressdao em tecido estereidogénico podemos inferir que o
polimorfismo I71L do gene GSTAS3 altera o resultado final da esteredoigénese em
humanos, por alterar a fungédo da proteina e o seu nivel de expressao (TETLOW et al.,
2004). E sabido que horménios os esterdides estrégeno e progesterona estdo diretamente
relacionados ao céancer de mama em mulheres e testosterona e estradiol estdo
diretamente relacionados ao tumor de préstata em homens (UKRAINTSEVA et al., 2007).

A presenca de receptores hormonais para estrégeno e progesterona em tumores
mamarios em caes sugere forte envolvimento hormonal na doenga. Ainda, é sabido que
tumores pouco diferenciados apresentam menor concentracdo de receptores hormonais
(SARTIN et al.,1992), o que sugere que os hormdnios influenciam a diferenciagdo do
tumor. O cao é o modelo experimental para estudo de cancer de prdstata desde os anos
50, pelo fato de desenvolver a neoplasia espontaneamente, assim como os humanos
(WATERS & WILDASIN, 2006). No entanto a incidéncia do tumor parece maior em
humanos do que em caes (WEAVER et al.,1981; INCA, 2008). Tal diferenga na incidéncia
pode ser atribuida a orquiectomia precoce usualmente realizada em cies em varias
partes do mundo (TESKE et al., 2002).

Ha poucos relatos na literatura sobre a importancia das enzimas de fase Il na
metabolizacdo de quimioterapicos e de carcinbgenos em caes. Hanhn et al. (1999)
verificaram menores taxas de resposta a tratamento quimioterapico para linfoma em caes
com alta concentragdo plasmatica de GSTs, sugerindo que diferentes gendtipos dos
genes codificadores de GSTs sejam responsaveis por metabolismo variavel de
quimioterapicos. Como esses genes também inativam carcindégenos, podemos inferir que
o metabolismo de carcinbgenos em caes seja também variavel e dependente de

genotipos distintos dos genes.
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Nao ha estudos que caracterizem as frequéncias dos gendétipos distintos do gene
GSTA3 em caes. Em uma Unica descricdo obtida na andlise de poucos animais

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), os caes apresentaram um nucleotideo citosina ao

invés de um adenina na posigédo 211 do gene GSTAS.

Devido a alta homologia nessa porgdo do genoma em humanos e caes, nés
inferimos que o gene pudesse ser polimérfico também em caes. Entretanto, a presenca
apenas do gendtipo homozigoto variante CC em todos os céaes incluidos em nosso
estudo, indica que o gene nao é polimérfico em caes e que o alelo que é considerado
variante para os humanos é o padrdo de normalidade para os animais. Como o gendétipo
esta associado a menor detoxificacdo de carcindogenos, é possivel que constitua ao
menos uma explicacdo plausivel para a alta susceptibilidade para cancer em caes.
Também nao temos conhecimento da existéncia de estudos caso-controle sobre a
influéncia desses gendtipos no risco de ocorréncia de cancer em animais de diferentes
ragas.

Inicialmente caes foram utilizados para estudos com terapias diversas (HUANG
et al., 2004; LAMB et al., 2005; CHUANG et al., 2006). E possivel também que contribuam
para a compreensao do papel de genes polimérficos, envolvidos com o metabolismo de

carcindégenos, enddgenos e exogenos, na origem de tumores.
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CONCLUSOES
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Nosso estudo revela que ha diferenga significativa em relagéo a freqiéncia dos
gendtipos do polimorfismo C1117T do gene gene CYP1A2 em caes de ragas distintas.
O gendtipo homozigoto selvagem é mais freqliente em caes de ragca pura,
especificamente em boxers, comparados a caes SRD. Nao observamos em nosso estudo,
variagdo de gendtipo do gene GSTA3 no locus I71L, ou seja, todos os animais
apresentaram o gendétipo homozigoto variante. Estes dados poderao servir de base para a
compreensdo das diferengas de efeitos de medicamentos e de incidéncia de

determinadas neoplasias em diferentes grupos raciais de caes.
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ANEXO 1

Critérios da Sociedade Brasileira de Cinofilia

Boxer

O boxer ideal € um cdo de tamanho médio, de construgdo quadrada, de boa substancia,
com dorso curto, membros fortes e pelagem curta e acamada. Sua musculatura bem desenvolvida
deve ser plastica, rija e de aparéncia uniforme sob a pele estirada.Seus movimentos devem
denotar energia. Sua movimentagao é firme porém elastica, a passada é livre com boa cobertura
de solo, o porte orgulhoso.

Desenvolvido para servir como cdo de guarda, trabalho e companhia, deve combinar
resisténcia e agilidade com elegéancia e estilo. Sua expresséo é alerta e o temperamento é firme e
tratavel. A cabega esculpida confere ao boxer uma estampa individual Unica. Ela deve estar em
proporgéo correta com o corpo. O focinho largo, rombudo € a caracteristica marcante e deve ser
atribuido grande valor a sua forma e balanceamento com cranio corretos. No julgamento do boxer
deve ser dada fundamental importancia a aparéncia geral para a qual uma cor atraente e modos
impressionantes contribuem. Depois vem o balanceamento geral com atengéo especial dada para
a cabeca apos o que os componentes individuais do corpo devem ser examinados para a

avaliacdo da sua construgao correta e a eficiéncia da sua movimentagao.

Tamanho, proporc¢ao e substancia

Machos adultos apresentam 57,15cm a 63,5cm (22 1/2' a 25'); fémeas de 53,34cm a
59,69cm (21' a 23 1/2') de altura medidos na cernelha. De preferéncia, os machos ndo devem estar
abaixo do minimo, nem as fémeas acima do maximo; entretanto, deve ser dada importancia maior
ao balanceamento e qualidade do exemplar ja que ndo ha desqualificagao pelo tamanho.

O corpo visto de perfil € de propor¢cao quadrada na qual a linha horizontal, da parte anterior
do antepeito até a projegdo posterior da coxa, deve ser igual a uma linha vertical que desce da
parte superior da cernelha ao chao. Forte com musculatura bem balanceada. Machos de ossatura

mais desenvolvida que as fémeas.

Cabeca

A beleza da cabecga depende da proporgdo harmoniosa do focinho em relagdo ao cranio.
O focinho rombudo mede um tergo (1/3) do comprimento da cabega do occipital a ponta do nariz e
dois tercos (2/3) da largura do cranio. A cabeca deve ser limpa, sem apresentar rugas profundas
(enrugada). Rugas aparecem sobre a testa, tipicamente, quando as orelhas estdo eretas e dobras
sdo sempre presentes partindo da margem inferior do stop descendo por ambos os lados do

focinho.
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Expressao

Inteligente e alerta.

Olhos
Os olhos sdo de cor marrom-escuro nem muito pequenos, nem protrusos ou muito
profundos. Seu modo de refletir o carater combinado com as rugas da testa da a cabecga do boxer

sua qualidade de expressividade Unica.

Orelhas

Orelhas inseridas no ponto mais alto das laterais do cranio sao cortadas, corte um pouco
longo e afilando, eretas quando em alerta.
Cranio

O topo do cranio é levemente arqueado e ndo é nem arredondado, chato ou
excessivamente largo, e o occipital ndo deve ser muito pronunciado. A testa apresenta uma ligeira
depressao entre os olhos e forma com a linha superior do focinho um stop marcado. As bochechas
devem ser relativamente achatadas e nao salientes (bochechudo) mantendo as linhas regulares do

cranio e devem afilar em dire¢do ao focinho numa leve curva graciosa.

Focinho

O focinho, proporcionalmente desenvolvido em comprimento, largura e profundidade, tem o
seu formato influenciado primeiro, pela formagdo de ambas as maxilas, segundo, pela colocagao
dos dentes, e terceiro pela textura dos labios. A parte superior do focinho ndo deve ser
descendente (focinho caido), nem deve ser concava (focinho em prato), entretanto a ponta do nariz

deve estar colocada um pouco mais alta do que a raiz do focinho.

Nariz

O nariz deve ser largo e preto.

Maxilar superior

Maxilar superior é largo onde se junta ao cranio e mantém essa largura, exceto por um
afilamento muito ligeiro na frente. Os labios os quais completam a formagao do focinho, na frente
devem encontrar-se de maneira uniforme. O labio superior € grosso e almofadado, preenchendo o
espago frontal criado pela projegdo da mandibula, e lateralmente é apoiado pelos caninos da
mandibula. Por essa razao, esses caninos devem estar bem separados e ser de bom comprimento
de forma que a superficie anterior do focinho seja larga e quadrada e, quando vista de lado,
apresente uma moderada retracdo do nariz. O queixo deve ser perceptivel tanto visto de lado como

de frente.
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Mordedura

O boxer € prognata, portanto a mandibula se projeta adiante do maxilar superior e se curva
ligeiramente para cima. Os dentes incisivos da mandibula estdo em linha reta, com os caninos, de
preferéncia, elevando-se na mesma para conceder a mandibula a maior largura possivel. A linha
dos incisivos do maxilar superior € ligeiramente convexa com os incisivos cantos superiores se

acomodando encaixados atras dos caninos inferiores de cada lado.

Pescoco, linha superior, corpo

O pescogo deve ser redondo, de grande comprimento, musculoso e limpo, sem excessiva
pele solta (barbelas). O pescogo tem uma nuca nitidamente marcada com um arco elegante
fundindo-se de maneira suave aos ombros. A linha superior deve ser uniforme, firme e levemente
inclinada

O peito é de largura razoavel e o antepeito bem definido e visivel de lado. O esterno é
profundo atingindo em baixo até os cotovelos; a profundidade do corpo no ponto mais baixo do
esterno igual a metade da altura do cédo na cernelha. As costelas se estendem bem para tras sédo
bem arqueadas, porém ndo em formato de barril. A linha superior € curta, reta e musculosa e
conecta firmemente a cernelha ao trem posterior. O lombo & curto e musculoso. A linha inferior no
ventre é ligeiramente esgalgada juntando-se ao posterior em uma curva graciosa. A garupa é
ligeiramente inclinada, plana e larga. A cauda é inserida alta, cortada e portada para cima. A pélvis

€ longa e larga, especialmente nas fémeas.

Membros anteriores

Os ombros s&o longos e inclinados, bem acamados e nao excessivamente cobertos por
musculos (carregados). O brago é longo quase formando um &angulo reto com a escapula. Os
cotovelos ndo devem pressionar muito as paredes do térax nem afastarem-se, visivelmente, fora
delas. As pernas da frente sdo longas, retas e firmemente musculadas e quando vistas de frente
paralelas uma a outra. O metacarpo é forte e destacado, ligeiramente inclinado, porém ficando
quase perpendicular ao chdo. Os quintos dedos podem ser removidos. Os pés devem ser

compactos sem desviar para dentro nem para fora, com dedos bem arqueados.

Membros posteriores

Os posteriores sao pesadamente musculosos com angulos em balanceamento com os dos
anteriores. As coxas s&o largas e curvas, a musculatura da parte posterior da coxa é rija e
fortemente desenvolvida. Coxas longas. Pernas bem anguladas no joelho com a junta dos jarretes,
bem baixos, claramente definida. Vistas por tras as pernas posteriores devem ser retas, com a
junta dos jarretes ndo se desviando nem para dentro nem para fora. Visto de lado o jarrete
(metatarso) deve ser praticamente perpendicular ao chdo, com uma ligeira inclinagdo para tras

permissivel. O metatarso deve ser curto, liso e forte. O boxer ndo tem quintos dedos posteriores.
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Pelagem

A pelagem deve ser curta, brilhante, acamada e aderente ao corpo. As cores sao fulvo e
tigrado. Fulvo em varios tons de canela claro ao mogno escuro. O tigrado varia desde esparsas,
porém claramente definidas listras pretas em um fundo fulvo até uma pesada concentragdo de
listras pretas através da qual, apesar de clara, a essencial cor de fundo fulva, mal aparece, o que
pode criar a imagem de um "tigrado reverso".

Marcas brancas devem estar distribuidas de forma tal que realcem a aparéncia do céo,
porém ndo devem exceder um terco (1/3) do total da pelagem. N&o sdo desejaveis nos flancos ou
na parte de tras do torso propriamente dito. No focinho o branco pode substituir parte da, de outra
forma essencial, mascara preta, podendo se estender por entre os olhos, mas ndo deve ser

excessiva para nao distorcer a verdadeira expressao do boxer.

Carater e temperamento

Estes sdo de importancia fundamental no boxer. Instintivamente um cao de guarda com
grande "acuidade auditiva", seu porte & alerta, digno e auto-confiante. Nas pistas de Exposigéo seu
comportamento deve demonstrar uma animagdo contida. Com a familia e amigos seu
temperamento é fundamentalmente brincalhdo e ainda paciente e estdico com as criancas.
Circunspecto e cauteloso com estranhos, ele demonstra curiosidade, mas o que é mais importante,
coragem temeraria se ameagado. Contudo, ele responde prontamente a aproximagdes amistosas
quando se apresentam sinceras. Sua inteligéncia, afeicdo leal e docilidade para o aprendizado
fazem-no um companheiro altamente desejavel. Boxer de qualquer outra cor que nao o fulvo ou o

tigrado e animais com um total de marcas brancas excedendo um tergo do total da pelagem.

Faltas

Crénio muito largo, bochechas excessivas,rugas muito profundas na testa (enrugado) ou
total auséncia (liso), labios excessivamente pendulosos, focinho muito leve para o cranio (pontudo),
excesso de prognatismo, dentes ou lingua aparecendo com a boca fechada. Olhos
perceptivelmente mais claros do que a cor de fundo da pelagem.

Pescoco curto pesado. Peito muito largo, muito estreito ou pendendo por entre os ombros.
Falta de antepeito. Ventre distendido. Caixa toracica de costelas achatadas. Lombo longo ou
estreito. ou estreito, unido fragil com a garupa. Garupa caida. Mais alto no posterior do que na
frente. Ombros soltos ou carregados. Cotovelos para dentro ou para fora.

Coxas finas ou sobrecarregadas. Jarrete com excesso de angulagéo (jarrete de foice).
Posteriores muito embaixo ou muito para tras do corpo. Marcas brancas n&o atraentes ou mal

localizadas. Movimentagao saltitante ou ineficiente. Falta de uniformidade na movimentagéo.
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As angulagbes anteriores e posteriores corretas, vistas de lado se manifestam numa
movimentacdo facilmente eficaz, com a linha superior em nivel e boa cobertura de solo, com
propulsao poderosa emanando de um posterior que trabalha livremente. Embora os anteriores nao
contribuam com a forga propelente o alcance adequado deve estar evidente para evitar
interferéncia dos anteriores com os posteriores, sobre passo, movimentagao lateral (andar de
caranguejo). Vistos de frente os ombros devem permanecer em boa posi¢gao e o0s cotovelos nao
devem se abrir para fora. As pernas ficam paralelas enquanto a passo, o rastro se estreita na
proporcao do aumento da velocidade, depois as pernas vao para debaixo do corpo, porém nunca
devem se cruzar. A linha que vai do ombro a perna deve permanecer reta, embora nao
necessariamente perpendicular ao chao. Vista por tras a garupa do boxer nao deve rebolar. Os pés
de tras devem escavar o solo e trilhar em alinhamento relativo com os da frente. Novamente,
conforme aumenta a velocidade, os rastros traseiros normalmente largos, vao se tornando mais

estreitos.

Desqualificacoes
Desqualificacdes boxer de qualquer outra cor que nao fulvo ou tigrado. Marcas brancas

excedendo um tergo (1/3) da cor total da a pelagem.

Rotweiller

O rottweiller ideal € um céo de tamanho médio para grande, robusto e poderoso; preto com
marcacao ferrugem claramente definida. Sua construgao compacta e substanciosa denotas grande
forca, agilidade e resisténcia. Os machos sao caracteristicamente mais pesados em toda a parte
do que as fémeas com esqueleto maior e ossatura mais pesada. As fémeas sio claramente

femininas mas sem fragilidade de substancia ou de estrutura.

Tamanho, proporcao e substancia

Machos de 61 cm a 68,5 cm (24' a 27'). Fémeas de 56 cm a 63,5 cm (22" a 25') sendo a
média de altura ideal para cada sexo.A proporgao correta é de primordial importancia, contanto que
o tamanho esteja dentro da extens&o do padrdo. O comprimento do corpo da ponta do esterno até
a projecdo mais posterior da garupa, é ligeiramente maior que a altura do cdo na cernelha, a
propor¢cao mais desejavel da altura em relagdo ao comprimento sendo de 9 para 10. O rottweiler
nao é nem grosseiro nem estreito com corpo pouco profundo faltando ossatura em relagdo ao
tamanho. A profundidade do térax € aproximadamente 50% da altura do cdo seus 0ssos e massa
muscular devem ser suficientes para balancear sua construgdo, conferindo uma aparéncia

compacta e muito poderosa.

Faltas
Falta de proporgdo, abaixo do tamanho, inversdo das caracteristicas sexuais (machos

afeminados e fémeas masculinizadas).
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Cabeca

A Cabeca deve ser de comprimento médio, larga entre as orelhas; a linha da testa vista de
perfil € moderadamente arqueada; o arco zigomatico e o stop bem desenvolvido com maxilar
superior € mandibula fortes e largos. A proporgédo desejada entre o cranio e o focinho é 3 para 2.

Testa seca é preferida, entretanto algumas rugas podem ocorrer quando o cao esta alerta.

Expresséao

A expressao € nobre, alerta e auto confiante.

Olhos
Olhos de tamanho médio, em formato de améndoa com palpebras bem ajustadas, de
insercdo moderadamente profunda, nem protrusos nem afundados. A cor desejavel € um marrom-

escuro uniforme.

Orelhas

As orlhas sdo de tamanho médio, pendentes, de formato triangular; quando portadas em
atencgao as orelhas estdo em nivel com o topo do cranio e aparentam alarga-lo. As orelhas devem
estar inseridas bem afastadas com o bordo interno situado firmemente contra a cabega e

terminando aproximadamente no meio do arco zigomatico.

Focinho

A cana nasal é reta, larga na base afinando ligeiramente em direcdo a ponta. A terminagéo
do focinho é larga com queixo bem desenvolvido. O nariz é largo, um tanto arredondado e sempre
preto. Labios sdo sempre pretos, comissuras fechadas; é preferivel que o pigmento interno da boca

seja escuro.

Mordedura e denticao
Dentes em numero de 42 (20 em cima e 22 em baixo) fortes, situados corretamente e
encontrando-se numa mordedura em tesoura - incisivos inferiores tocando a face interna dos

incisivos superiores.

Pescoco, linha superior e corpo

O pescoco deve ser bem musculoso, moderadamente longo, ligeiramente arqueado e sem
pele solta. A linha superior é firme e em nivel estendendo-se em uma linha reta desde atras da
cernelha até a garupa. A linha superior permanece horizontal ao chdo enquanto o cado se move ou
fica parado.

O térax é espagoso, largo e profundo, atingindo o cotovelo, com antepeito bem
pronunciado e costelas ovais bem arqueadas. O dorso é reto e forte. O lombo é curto, profundo e
bem musculoso. A garupa é larga de comprimento médio e apenas ligeiramente inclinado. A linha
inferior de um rottweiler maduro é ligeiramente esgalgada. Os machos deverdo ter os dois

testiculos normais apropriadamente descidos no escroto.
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Cauda

Cauda cortada curta, junto ao corpo, deixando-se uma ou duas vértebras. A insergéo da
cauda é mais importante do que o comprimento. Apropriadamente inserida ela da a impressao de
um prolongamento da linha superior; portada ligeiramente acima da horizontal quando o céo esta

excitado ou em movimentagéao.

Membros anteriores

A escapula é comprida e bem inclinada para tras. O brago de igual comprimento que a
escapula, colocando assim os cotovelos bem embaixo do corpo. As distancias da cernelha ao
cotovelo e a do cotovelo ao chéo sao iguais. As pernas séo fortemente desenvolvidas com 0ssos
retos e pesados, e ndo estdo colocadas muito juntas. Os metacarpos sao fortes, elasticos e quase
perpendiculares ao solo. Pés sdo redondos e compactos com dedos bem arqueados, ndo se
virando nem para dentro nem para fora. Os coxins palmares sdo grossos e duros. As unhas curtas,

fortes e pretas. Quintos dedos podem ser removidos.

Membros posteriores

Angulagdes posteriores balanceadas com a dos anteriores. A coxa é razoavelmente longa,
muito larga e bem musculosa. A junta do joelho é bem torneada. A perna de tras é longa, larga e
vigorosa com a ampla musculatura chegando até a forte junta do jarrete. Os jarretes sdo quase
perpendiculares ao chdo. Vistos por tras os posteriores sdo retos e afastados separados
suficientemente para ajustarem-se a construgdo corpoérea. As patas traseiras sdo um tanto mais
longas do que as patas dos membros anteriores, ndo se virando nem para dentro nem para fora,
igualmente compactos com dedos bem arqueados. Os coxins plantares sdo grossos e duros. As

unhas curtas, fortes e pretas. Quintos dedos devem ser removidos.

Pelagem

O pelo externo é reto, rustico, denso, de comprimento médio e acamado. O sub-pelo deve
estar presente no pescogo e coxas, porém a quantidade ¢é influenciada pelas condigbes climaticas.
O sub-pelo ndo deve aparecer através do pelo externo. O pelo é mais curto na cabeca, orelhas e
pernas, € mais comprido nos culotes. O rottweiler é para ser exposto em condi¢gdes naturais, sem

nenhum corte (trimming).

Cor

Sempre preto com marcas de ferrugem a mogno. A demarcacgao entre o preto e o ferrugem
deve ser claramente definido. As marcas devem se localizar como segue: uma mancha sobre cada
olho; nas bochechas; como uma faixa junto cada lado do focinho mas nao sobre a cana nasal; na
garganta; marca triangular em ambos os lados da ponta do esterno; nas pernas da frente do carpo
para baixo até os dedos; na parte interna das pernas de tras aparecendo na frente do joelho e se
alargando para fora nas pernas de tras dos jarretes aos dedos, mas nao eliminando

completamente o preto nos jarretes; abaixo da cauda; marcas de lapis pretas sobre os dedos.
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O sub-pelo é cinza, canela ou preto. Quantidade e localizagdo das marcas ferrugem sao

importantes; elas ndo devem exceder 10% da cor do corpo.

Movimentacao

O rotweiller € um trotador. Sua movimentagao deve ser balanceada, harmoniosa, segura,
poderosa e desembaragada, com um potente alcance anterior e uma poderosa propulsao posterior.
A locomocgao é sem esforgo, eficiente e com boa cobertura de solo. As pernas da frente e de tras
nao se torcem nem para dentro nem para fora e as marcas deixadas pelos pés de tras devem tocar
as dos pés da frente e os posteriores sao reciprocamente coordenados enquanto a linha superior
permanece em nivel, firme e relativamente imével. a medida em que a velocidade aumenta as

pernas vao convergindo para baixo do corpo em dire¢do a linha central.

Temperamento

O rotweiller é basicamente um cado calmo, confiante e corajoso com uma autoconfianga
indiferente que nio o leva a imediatas e indiscriminadas amizades. Reage pacientemente e com
uma atitude de "deixe estar para ver como fica" em relagdo a influéncias no seu ambiente. Ele
possui um desejo inato de proteger a casa e a familia, e € um céo inteligente de extrema firmeza e
adaptabilidade com um forte disposicdo para o trabalho fazendo-o especialmente ajustado como
um cédo de companhia, guardido e para todos os propdsitos em geral. O comportamento do
rottweiler nas pistas de exposicdo deve ser controlado, ajustado e adaptavel, treinado para se
submeter ao exame da boca, testiculos, etc. Um cao indiferente ou reservado ndo deve ser
penalizado porque isto reflete o reconhecido carater da raga. Uma atitude agressiva ou beligerante
em relagdo a outros cédes nao deve ser penalizada. O arbitro deve excluir da pista qualquer
rottweiler assustado. Um cao deve ser julgado fundamentalmente assustado se, recusar a ficar
parado para exame, escolhe-se para longe do arbitro. Um cdo que na opinido do arbitro ameacga ou
intimida ele ou ela, ou apresenta qualquer sinal que possa ndo garantir uma aproximagao amistosa
ou o exame pelo arbitro da maneira normal, deve ser excluido da pista. Um cao que, na opiniao do

juiz ataque qualquer pessoa na pista deve ser desqualificado.

Faltas

Olhos amarelos (olhos de rapina), olhos de cor ou tamanho diferentes, palpebras sem
cilios. Porte impréprio (com pregas) ou mantida para fora da cabega e arco zigomatico.

Falta total de pigmentagdo na boca (boca cor de rosa). Mordedura em torqués qualquer
dente perdido. Pelo ondulado e ou aberto, excessivamente curto; falta total de sub-pelo; quaisquer
cortes que alterem o comprimento natural do pelo.

Marcas cor de palha, excessivas, insuficientes ou fuliginosas; marcas ferrugem outras que
as descritas acima; marcas brancas situadas em qualquer local (alguns pelos ferrugem ou brancos
ndo constituem uma marca). Qualquer falta estrutural que destoe do céo de trabalho acima descrito
deve ser penalizado de acordo com a descrigdo do desvio
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Desqualificacoes

Entropio ou Ectropio.

Retrognatismo, prognatismo (quando os incisivos ndo se tocam ou se entrosam); boca
torta; falta de dois ou mais dentes.

Machos com criptorquidia unilateral ou criptorquidia.

Pélo longo.

Qualquer cor basica que nao o preto; auséncia de qualquer marca.

Pastor alemao

Um céo forte, compacto, quadrado e balanceado. Numa visdo genérica, profusamente
coberto por pelagem, mas nao excessiva, atarracado, musculoso e robusto. Estas qualidades,
combinadas com sua agilidade, fazem-no apto a atender as exigéncias das tarefas requeridas de
um céo pastor ou boiadeiro. Por esse motivo robustez é da mais alta importancia. Seu latido é alto
com um som peculiar rouco, como se fosse emitido dentro de um pote de barro (pot-casse).

A primeira impressdo de um bom pastor alemdo é a de um animal forte, agil, bem
musculoso, alerta e cheio de vida. Ele é bem balanceado, com desenvolvimento harménico dos
anteriores e posteriores. O cdo é mais comprido do que alto, de corpo profundo, e apresenta um
perfil de curvas suaves no invés de angulos. De aparéncia substanciosa e ndo adelgagada, dando
a sensacgao, tanto parado quanto em movimento, de aptiddo muscular e agilidade sem ter qualquer
aspecto desajeitado ou de preguigoso. O cédo ideal é estampado com um aspecto de qualidade e
nobreza, dificil de ser definido, mas inequivoco quando esta presente. As caracteristicas sexuais
secundarias sdo fortemente marcadas e qualquer animal tem que dra a impress&o inequivoca de

masculinidade ou feminilidade, de acordo com o seu sexo.

Tamanho, proporcao, substancia

A altura desejavel para os machos no ponto mais alto das escapulas é de 61 cm a 66 cm
(24’ a 26'); e para fémeas 56 cm a 61 cm (22’ a 24’). E mais comprido do que alto, e a proporgéo
ideal é de 10 para 8,5. O comprimento € medido da ponta do esterno, até a proeminéncia posterior
da pelve a ponta do isquio. A desejavel propor¢do alongada ndo é proveniente de uma linha
superior longa, mas da prevaléncia do comprimento geral em relacdo a altura o que é alcancado

pelas medidas do antebracgo, da escapula e do trem posterior, quando vistos de perfil.

Cabeca

A cabeca é nobre, bem cinzelada, forte sem ser grosseira, mas acima de tudo, ndo
refinada, e em proporgéo ao corpo. A cabega do macho é distintivamente masculina e da fémea
distintivamente feminina.

A expressdo é aguda, inteligente e tranquila. Os olhos s&o de tamanho médio, de formato

amendoado, inseridos um pouco obliguamente e nunca protrusos. Sua cor € a mais escura
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possivel. As orelhas sdo moderadamente pontudas em proporgdo ao cranio, abertas para a frente
e portadas eretas quando em atengao; esse porte ideal é aquele em que o eixo de cada orelha,
quando visto de frente, é paralelo ao outro e perpendicular ao chdo. Um cdo com orelhas
amputadas ou caidas deve ser desqualificado.

Vista de frente a testa moderadamente arqueada e o cranio inclina-se em direcao ao
focinho longo em forma de cunha, sem uma parada abrupta. O focinho € comprido e forte e sua
linha superior é paralela a linha superior do cranio. O nariz é preto. Um c&o cujo nariz ndo seja
predominantemente preto devera ser desqualificado. Os labios sdo firmemente ajustados. As
maxilas sao fortemente desenvolvidas. Os dentes em numero de 42-20 em cima e 22 em baixo —
sdo muito desenvolvidos e dispostos em uma mordedura em tesoura, na qual a face interna dos
incisivos superiores encaixa-se na face externa dos incisivos inferiores. Protrusdo do maxilar
superior ou mordedura em torqués sao indesejaveis. Prognatismo é uma falta desqualificante, a
denticdo completa deve ser preferida. Qualquer falta dentaria que ndo seja a dos primeiros

premolares é uma falta séria.

Pescoco, linha superior, corpo

O pescoco é forte e musculoso, bem delineado e relativamente longo em proporgéo ao
tamanho da cabega e sem pregas de pele solta. Quando o céo estd em atengdo ou excitado a
cabeca fica elevada e o pescogo portado alto e quando em movimento, o porte tipico da cabeca é
mais para frente do que para cima, mas um pouco mais alta do que a parte superior dos ombros.
Linha superior

A cernelha é o ponto mais alto, e inclina-se em relagao ao dorso em nivel. A linha superior
é reta e de desenvolvimento muito forte, sem ceder ou carpear, e relativamente curta.

Toda a estrutura do corpo da a impressdo de profundidade e solidez sem grosseria. O
torax comeca pelo antepeito que é bem cheio e portado bem baixo por entre as pernas.E profundo
e de boa capacidade, nunca raso, com amplo espago para os pulmdes e o coragao; situado bem
para diante com antepeito, de perfil, aparecendo adiante da ponta do ombro. As costelas sdo bem
arqueadas e longas, nem em forma de barril nem achatadas e se prolongam bem para baixo até o
esterno, que atinge os cotovelos. O arqueamento correto das costelas permite que os cotovelos se
movam livremente para tras quando o cado esta a trote. Se muito arredondadas, interferem nos
cotovelos, expulsando-os para fora; se muito achatadas ou curtas provocam cotovelos compridos
contra o térax. As costelas se entendem bem para tras de forma que o lombo é relativamente curto.
O abdoémen é firmemente sustentado e nunca deve estar distendido. A linha inferior € apenas,
moderadamente, esgalgada na altura. O lombo quando visto de cima, € largo e forte, quando visto
de lado, comprimento inadequado entre a Ultima costela e a coxa é indesejavel. A garupa é
comprida e inclina-se gradualmente.

A cauda é do tipo da de raposa, com a ultima vértebra estendendo-se, ao menos, até a

junta do jarrete. E inserida harmonicamente, na garupa, mais para baixa do que para alta. Em
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repouso a cauda fica pendurada com uma ligeira curva como um sabre. Um leve gancho — as
vezes levado para um dos lados — é faltoso, apenas, até o ponto em que possa prejudicar a
aparéncia geral. Quando o céo esta excitado ou em movimento, a curva se acentua e a cauda é
elevada, mas nunca podera se curvar para frente além da linha vertical. Caudas muito curtas, ou
com terminacdo grossa, devida a anquilose, sao faltas sérias. Um cdo com cauda amputada de ser

desqualificada.

Membros anteriores

As escéapulas sdo compridas e anguladas obliquamente, colocadas de forma plana e n&o
deslocadas para a frente. O brago junta-se com a escapula em um angulo, relativamente, reto. Os
ombros e os bragos sdo bem musculosos. As pernas da frente, vistas por qualquer angulo sdo
retas e a ossatura é mais para oval do que para redonda. Os metacarpos sao fortes e elasticos,
angulados em relacdo a vertical, em 25 graus, aproximadamente. Quintos dedos nos anteriores
podem ser removidos, mas sdo, normalmente, deixados.
Os pés sao curtos, compactos com dedos bem arqueados, almofadas grossas e firmes, unhas

curtas e escuras.

Membros posteriores

Todo o conjunto posterior visto de lado é largo, com as coxas e as pernas de tras, bem
musculosas, formando um angulo, relativamente reto. O fémur é paralelo a escapula enquanto que
a tibia-fibula paralela ao umero. O metatarso é curto, forte e firmamente articulado. Os quintos

dedos das pernas de tras, se houver algum, devem ser removidos.

Pelagem

A cor ideal tem uma pelagem dupla de comprimento médio. O pelo extremo deve ser mais
denso possivel, com pelos retos, asperos e assentados junto ao corpo. E permitida uma ligeira
ondulagédo do pelo externo, o qual muitas vezes é de textura dura. A cabecga (incluindo a parte
externa das orelhas e o focinho), as pernas e os pés s&do cobertos por pelos curtos; o pescogo com
pelos mais longos e espessos. O pelo na parte de tras das pernas anteriores e posteriores é tanto
quanto longo e se estende, respectivamente, até o corpo e o jarrete. Pelo macio, sedoso, muito

comprido, lanoso, encaracolado ou aberto consistem faltas da pelagem.

Cor
O pastor alemao varia de cor e muitas sdo as cores permitidas. As preferidas sdo as cores
ricas e fortes. Cores palidas, lavadas e azuis ou figado sdo faltas sérias. Um céo branco deve ser

desqualificado.

Movimentacao
O pastor alemdo é um céao trotador e sua estrutura foi desenvolvida para satisfazer os
requisitos de seu trabalho. Sua movimentacao é de grande alcance, elastica, aparentando ser feita

sem esforgos, suave e ritmica, e cobrindo um maximo de solo com um minimo de passadas.
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A passo, ele cobre um grande espaco no chao, com muito dos anteriores e posteriores. A
trote o c&o cobre ainda muito mais com um alcance mais longo e se move poderosamente, mas de
uma maneira facil, com coordenacao e de maneira balanceada de modo que a locomocéao parece
constante como a de uma maquina bem lubrificada. Os pés trabalham junto ao solo, tanto no
alcance anterior, como na impulsdo do posterior. A fim de obter essa movimentagao ideal ele
precisa ter bom desenvolvimento muscular e bons ligamentos. Os posteriores liberam através da
linha superior um poderoso impulso para frente que eleva, ligeiramente, todo o animal e dirige o
corpo para diante. O pé de tras, toma apoio no chao alcangando bem embaixo e ultrapassando a
marca deixada pelo pé da frente. Depois o jarrete, joelho e coxa entram em agdo e empurram para
tras, a propulsao da perna de Tras termina com o pé ainda rente ao chao levado para tras de
maneira suave, pela acado da gravidade. O sobre-alcance do posterior, geralmente, requer que um
pé de tras passe por fora e o outro pé de tras, passe por dentro, do trabalho dos pés da frente, e
esta acdo nao é Feitosa, a menos que provoque agao de caranguejar, com 0 corpo do cao
entortando para um dos lados, fora da linha reta normal.

O seu tipico trote flutuante, suave, € mantido com grande forca e firmeza da linha superior.
Todo esforgo do posterior é transmitido para o anterior através do lombo, dorso e ombros. Em trote
total, a linha superior deve permanecer firme e em nivel sem selar, oscilar para os lados ou para
cima, ou arquear. A linha superior em desnivel, ficando a cernelha mais baixa do que a ponta da
garupa € uma falta.

Para compensar o deslocamento para frente produzida pelo posterior o ombro deve abrir-
se na sua mais ampla extensido. As pernas da frente devem ter grande cobertura de solo, com
passadas longas em harmonia com a dos posteriores. Quando trotando, a fim de manter o
balanceamento, os pés nao devem trabalhar em linhas paralelas muito separadas, sao levados
para dentro, em dire¢céo a linha mediana do corpo. Os pés trabalham perto, mas n&o se chegam ou
cruzam. Vistas de frente as pernas anteriores — da — junta do ombro até o pé trabalham dentro de
uma linha reta. Vistos por tras, os posteriores — da articulagdo femoro-coxal até o pé — trabalham
dentro de uma linha reta. Falta de movimentagéo vista quer de frente, de tras ou de lado, devem

ser consideradas faltas muito sérias.

Temperamento

A raga tem personalidade, distintamente, marcada por uma expresséao sincera e destinada;
nunca hostil, mas alto confiante e com certa indiferengca. Nao é propenso a fazer amizades
imediata, ou indiscriminadamente.

O cao deve permitir aproximagodes ficando tranqilo em seu territério e mostrar confianga
para primeiras apresentagdes, sem que ele mesmo as provoque. Ele é equilibrado, porém quando
a ocasiao requer, impetuoso e alerta; tanto capaz, como disposto, por suas aptiddées para trabalhar
como companhia, cdo de alarme, guia de cego, pastor, ou guardido, de acordo com o que as

circunstancias possa requerer. Nao deve ser timido, esconder-se atras do seu dono ou condutor;

Anexos

130



nem deve ser nervoso, e ficar olhando para os lados ou para cima com uma expressao ansiosa ou
demonstrando reagdes nervosas como colocagao da cauda por entre as pernas, diante de sons ou
sinais estranhos. Falta de confianca, em qualquer ambiente, ndo é tipica de um bom carater.
Qualquer uma das deficiéncias de carater acima descritas, que indiquem timidez, deve ser
penalizada como falta muito séria; e qualquer cio que apresente indicios pronunciados delas, deve
ser recusado nas pistas de exposigdo. Deve ser possivel ao arbitro examinar os dentes e verificar
se ambos os testiculos estas descidos. Qualquer cao que tente morder o arbitro deve ser
desqualificado. O céo ideal € um animal de trabalho com um carater incorruptivel, combinado com
corpo e movimentagcado adequados para um trabalho arduo, que constréi seu propdésito primordial.
Desqualificagoes

* Orelhas cortadas ou caidas.

» Caes com nariz nao predominante preto.

* Prognatismo.

» Caudas amputadas.

» Caes brancos.

* Qualquer cao que tente morder o arbitro
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ANEXO 2

Questionario sobre aspectos clinicos

Nome do animal

Data da coleta

Data de nascimento do animal

Sexo do animal

Houve algum antecedente mérbido?

Qual o tipo de alimento que o animal recebe? Houve alguma mudanga no tipo de
alimentagao ao longo da vida do animal?

Escore corporal
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ANEXO 3

Critério para classificacdo de racoes para caes

Nivel basico

Classificacao dos Alimentos Completos Industrializados para Caes por Familia de Produto

Descricdo dos itens Status

1 1 Andlise quimica comprobatéria dos teores de acido graxos Omega-3 e Mai
. aior
Omega-6, individualizados se mencionados nos rétulos

Comprovagédo cientifica, mediante a apresentagcdo de trabalhos ou
1.2 experimentagéo proépria, dos nutrientes adicionados com alegagao funcional, Maior
se citados nos rotulos

1.3 Existéncia de analises microbioldgicas Maior

1.4 Existéncia de “Boas Praticas Fabricagcao” (BFP) implementadas Maior

Nivel padrao

Classificacdo dos Alimentos Completos Industrializados para Caes por Familia de Produto

Descricao dos itens Status
1.1 Analise quimica comprobatéria dos teores de acido linoleico Maior

15 Andlise quimica comprobatéria dos teores de acido graxos Omega-3 e Mai
. aior
Omega-6, individualizados se mencionados nos rétulos

Comprovacgdo cientifica, mediante a apresentacdo de trabalhos ou
1.3 experimentagdo proépria, dos nutrientes adicionados com alegacgéao funcional, Maior

se citados nos rotulos

1.4 Existéncia de analises microbioldgicas Maior

1.5 Existéncia de “Boas Praticas Fabricagao” (BFP) implementadas Maior
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Nivel prémio

Classificacao dos Alimentos Completos Industrializados para Caes por Familia de Produto

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

1.10

Descrigao dos itens
Digestibilidade em matéria seca em valor maior ou igual a 75%
Digestibilidade em proteina bruta em valor maior ou igual a 75%
Digestibilidade extrato etéreo por hidrolise acida valor maior ou igual a 85%
Digestibiliodade de extrativos ndo nitrogenados valor maior ou igual a 80%
Existéncia de valores de energia metabolizavel obtidos in vivo

Existéncia de analises comprobatérias dos teores de vitaminas lipossolluveis
no alimento(A, D e E)

Analise quimica comprobatdria dos teores de acido linoléico

Analise quimica comprobatéria dos teores de acido graxos Omega-3 e

Omega-6, individualizados se mencionados nos rétulos

Comprovacgédo cientifica, mediante a apresentacdo de trabalhos ou
experimentagéo proépria, dos nutrientes adicionados com alegagéo funcional,

se citados nos rotulos
Existéncia de analises microbiolégicas

Existéncia de “Boas Praticas Fabricagdao” (BFP) implementadas

Status

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior
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Nivel super prémio

Classificacao dos Alimentos Completos Industrializados para Caes por Familia de Produto

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

Descrigao dos itens
Digestibilidade em matéria seca em valor maior ou igual a 80%
Digestibilidade em proteina bruta em valor maior ou igual a 80%
Digestibilidade de extrato etéreo por hidrolise acida em valor maior ou igual a 90%
Digestibilidade de extrativos n&o nitrogenados em valor maior ou igual a 85%
Existéncia de valores de energia metabolizavel obtidos in vivo

Existéncia de analises comprobatérias dos teores de vitaminas lipossoluveis no
alimento (A,D e E)

Existéncia de analises comprobatérias dos teores de vitaminas hidrossoluveis no

alimento(complexoB)
Andlise quimica comprobatéria dos teores de acido linoléico

Andlise quimica comprobatéria dos teores de acido graxos Omega-3 e Omega-6,

individualizados se mencionados nos roétulos

Comprovacéo cientifica, mediante a apresentagéo de trabalhos ou experimentacao

prépria, dos nutrientes adicionados com alegacgao funcional, se citados nos rétulos
Existéncia de formulagao fixa, sem eventuais substitutos

Existéncia de analise de aflatoxina B1 com valor maximo de 10ppb

Existéncia de analise de fumonisina (B1 + B2) com valor maximo de 5000 ppb
Existéncia de analises microbioldgicas

Existéncia de Boas Praticas Fabricacdo (BFP) implementadas

Existéncia de “Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle” (APPCC)

Status

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior

Maior
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ANEXO 4

Termo de ciéncia

B, e e —e et e et e r e —et et r ettt e taeeaa et araa—a, ,
R.G.i o, , proprietario do animal: ... ,
= Tor= LR , declaro para devidos que é de livre espontanea vontade que

submeto meu cdo a coleta de sangue feita pela médica veterinaria Marcela Custédio,
CRMV-SP 19.999, para que a amostra obtida possa ser utilizada no projeto de pesquisa
intitulado “Frequencias dos Polimorfismos CYP1A2 C1117T e GSTAS3 I71L, Relacionados
ao Metabolismo de Medicamentos e Carcindgenos, Em Cées de Raga e Sem Racga

Definida”.

Campinas, ........... de .ooeeeeniiiini, de 2007.

Proprietario do animal

Marcela Custédio

CRMV-SP: 19.999
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ANEXO 5

Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa (Protocolo:1120-1)

. &
-\3"‘,} Universidade Estadual de Campinas N
'("i' Instituto de Biologia N

UNIC AMP

CEEA-IB-UNICAMP

Comissio de Etica na Experimentagdo Animal
.CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1120-1, sobre "CARACTERIZACAO DOS
GENOTIPOS DO POLIMORFISMO C1117T DO GENE CYP1A2 RELACIONADO
AO METABOLISMO DE CARCINOGENOS, EM CAES DE RACAS COM ALTAH
INCIDENCIA DE CANCER", sob a responsabilidade de Profa. Dra. Carmem Silvia

Passos Lima / Marcela Custédio, estd de acordo com os Principios Eticos na

Experimentagédo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica na Experimentagao Animal
(CEEA)-IB-UNICAMP em 31 de outubro de 20086.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1120-1, entitled " "
is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by
the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - UNICAMP) on October 31, 20086.

Campinds, 31 de outubro de 2006.
.II 3

/
\|
/) . e /7 b N =
/ Il " |
@afa. Dra. Ana Maria A Guaraldo Fatima Alonsocu/
residente Secretaria Exectitiva
CEEAJIB - Unicamp Telefone: (19) 3788-6359
Caixa Postal 6109 Telefax; (19) 3788-6356
13083-970 Campinas, SP — Brasil E-mail: ceea@cemib.unizamp.br

hitp:fiwww.ib. unicamp. brfinstitucional/ceealindex him
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ANEXO 6

Distribuicdes individualizadas dos 398 caes incluidos no estudo de acordo com

caracteristicas clinicas e genoétipos dos polimorfimos CYP1A2 C1117T e GSTA3 I171L

o . Idade . CYP1A2
N Iniciais Sexo Raca Dieta EC GSTA3 I71L
(Anos) C1117T
1 BOX01 4 M Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CcC
2 BOX02 2,5 F Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CC
3 BOX03 12 F Boxer Ragao Super Prémio 3 CcC CC
4 BOX04 8 F Boxer Ragao Super Prémio 3 CcC CcC
5 BOX05 7 F Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CcC
6 BOX06 1 F Boxer Ragao Super Prémio 1 CcC CC
7 BOX07 55 M Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CcC
8 BOX08 10 F Boxer Ragao Super Prémio 3 CcC CcC
9 BOX09 13 F Boxer Ragao Super Prémio 1 CcC CC
10 BOX10 2 M Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CcC
11 BOX11 1 F Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CC
12 BOX12 1 F Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CC
13 BOX13 11 F Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CcC
14 BOX14 11 M Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CC
15 BOX15 2 M Boxer Ragéo Super Prémio 2 CcC CcC
16 BOX16 5 F Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CcC
17 BOX17 5 M Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CcC
18 BOX18 9 M Boxer Ragéo Super Prémio 3 CcC CcC
19 BOX19 4 M Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CcC
20 BOX20 0,5 M Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CcC
21 BOX21 8 M Boxer Ragéo Super Prémio 2 CcC CcC
22 BOX22 4,6 F Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CcC
23 BOX23 0,5 F Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CC
24 BOX24 3 F Boxer Ragéo Super Prémio 2 CcC CC
25 BOX25 10 M Boxer Ragao Super Prémio 2 CcC CcC
26 BOX26 12 F Boxer Caseira+Ragao Prémio 3 CcC CcC
27 BOX27 7 M Boxer Ragao Padrao 2 CcC CcC
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Continuacdo

28 BOX28
29 BOX29
30 BOX30
31 BOX31
32 BOX32
33 BOX33
34 BOX34
35 BOX35
36 BOX36
37 BOX37
38 BOX38
39 BOX39
40 BOX40
41 BOX41
42 BOX42
43 BOX43
44 BOX44
45 BOX45
46 BOX46
47 BOX47
48 BOX48
49 BOX49
50 BOX50
51 BOX51
52 BOX52
53 BOX53
54 BOX54
55 BOX55
56 BOX56
57 BOX57
58 BOX58
59 BOX59
60 BOX60
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Continuacdo
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CcC

CC

ccC

CT

CC

ccC

CcC

CC

ccC

CcC

cc

cc

CcC

cc

cc

CcC

ccC

CcC

CcC

cc

cC

CC

CcC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CC

CC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CC
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94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

BOX94

BOX95

BOX96

BOX97

BOX98

BOX99

BOX100

BOX101

BOX102

BOX103

BOX104

BOX105

ROTTO1

ROTTO02

ROTTO3

ROTTO04

ROTTO05

ROTTO06

ROTTO7

ROTTO08

ROTTO09

ROTT10

ROTT11

ROTT12

ROTT13

ROTT14

ROTT15

ROTT16

ROTT17

ROTT18

ROTT19

ROTT20

ROTT21

0,5

0,6
0,7
0,8

0,6

0,75
1,6
0,8
1,5
55

1,8

0,8

1,5

2,5

0,7

Boxer

Boxer

Boxer

Boxer

Boxer

Boxer

Boxer

Boxer

Boxer

Boxer

Boxer

Boxer

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Ragao Super Prémio
Racao Prémio
Ragéo Prémio

Ragao Super Prémio
Racao Prémio
Ragéo Prémio

Ragao Super Prémio
Racéo Prémio
Racéo Padrao
Racao Padrao
Ragéo Padrao
Ragéo Prémio

Ragéo Super Prémio

Ragao Super Prémio

Ragéao Super Prémio

Ragéo Super Prémio

Ragao Super Prémio

Ragao Super Prémio

Ragéo Super Prémio

Ragao Super Prémio

Ragéao Super Prémio

Ragao Super Prémio

Ragao Super Prémio

Ragao Super Prémio

Ragao Super Prémio

Ragao Super Prémio

Ragao Super Prémio

Ragao Super Prémio

Ragao Super Prémio

Ragéao Super Prémio

Ragao Super Prémio

Ragao Super Prémio

Ragao Super Prémio

CC

ccC

CcC

CC

cc

CcC

CC

ccC

CcC

CC

cC

CcC

CC

cc

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

cc

CcC

CcC

cc

CcC

CcC

cc

CT

CcC

ccC

CcC

CT

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CC

CC

CcC

CC

CC

CcC

CcC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

cc
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127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

ROTT22

ROTT23

ROTT24

ROTT25

ROTT26

ROTT27

ROTT28

ROTT29

ROTT30

ROTT31

ROTT32

ROTT33

ROTT34

ROTT35

ROTT36

ROTT37

ROTT38

ROTT39

ROTT40

ROTT41

ROTT42

ROTT43

ROTT44

ROTT45

ROTT46

ROTT47

ROTT48

ROTT49

ROTT50

ROTT51

ROTT52

ROTT53

ROTT54

0,6
0,7

2,5

3,5
6,5

4,8

5,5

3,6

0,5

12

2,8

m =2 = =

=L £ £ 2 £ 1 2 2 2 nm 2 2 m

n

£ £

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéao Super Prémio
Ragéo Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéao Super Prémio
Ragéo Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéao Super Prémio
Ragéo Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéo Prémio
Racao Prémio
Ragao Prémio
Ragéo Padrao
Racao Padrao
Ragao Padrao
Racéo Padrao
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéao Super Prémio
Racao Prémio
Ragao Prémio
Ragéao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio

Ragéo Super Prémio

CC

cc

CcC

CC

cc

CcC

CC

ccC

CcC

CC

ccC

CcC

CC

CcC

CcC

CT

ccC

CcC

CC

CcC

CT

cc

CcC

CcC

cc

CT

CcC

cc

ccC

CcC

cC

CcC

CC

CcC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CC

CcC

CC

CC

CcC

CcC

CC

cC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CC
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160

161

162

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

ROTTS55

ROTT56

ROTTS57

ROTTS7

ROTT58

ROTT59

ROTT60

ROTT61

ROTT62

ROTT63

ROTT64

ROTT65

ROTT66

ROTT67

ROTT68

ROTT69

ROTT70

ROTT71

ROTT72

ROTT73

ROTT74

ROTT75

ROTT76

ROTT77

ROTT78

ROTT79

ROTT80

ROTT81

ROTT82

ROTT83

ROTT84

PAO1

PA02

10

12

9,8

1,7
0,7

7,5

3,5
1,5
1,5
7,6

0,5

mn £ =

£ =2 =

m £ =

n

£ =

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

Rottweiler

PA

PA

Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Racao Padrao
Racéo Padrao
Racao Padrao
Ragao Super Prémio
Racéo Padrao
Racao Padrao
Ragao Padrao
Ragéao Super Prémio
Racao Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéao Super Prémio
Ragéo Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéo Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Racéo Padrao
Racao Prémio
Ragao Prémio
Racéo Padrao
Racao Padréao
Ragao Padrao
Ragéo Padrao
Racao Prémio
Ragao Super Prémio

Racao Super Prémio

CcC

ccC

CcC

CC

cc

CcC

CC

ccC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

cC

CcC

cc

CcC

CcC

ccC

CcC

CcC

cc

CcC

CcC

cc

ccC

CC

CcC

CcC

CC

CC

CcC

CC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC
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192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

PAO3

PAO4

PA05

PAOG

PAO7

PAO8

PA09

PA10

PA11

PA12

PA13

PA14

PA15

PA16

PA17

PA18

PA19

PA20

PA21

PA22

PA23

PA24

PA25

PA26

PA27

PA28

PA29

PA30

PA31

PA32

PA33

PA34

PA35

3,5

2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5

2,5

£ £ £ £ £ £ £ £

T 2 2 £ 2 2 2 mMm Mm T Z2 Z2 Z£

£ £ £ £

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

Racao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Racgéo Super Prémio
Racao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Racgéo Super Prémio
Racao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéo Super Prémio
Racao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéo Super Prémio
Racao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéo Super Prémio
Racao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Racgéo Super Prémio
Racao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéo Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéo Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Racgéo Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéo Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio

Racao Super Prémio

CC

cc

CcC

CC

ccC

CcC

CC

ccC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

cc

CcC

CC

cC

CcC

cc

ccC

CcC

cc

cC

CcC

cc

CcC

CcC

cc

cC

CC

CcC

CcC

CC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CC

CC

CcC

CcC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC
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225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

PA36

PA37

PA38

PA39

PA40

PA41

PA42

PA43

PA44

PA45

PA46

PA47

PA48

PA49

PA50

PA51

PA52

PA53

PA54

PA55

PA56

PA57

PA58

PA59

PAGO

PAG1

PAG2

PAG3

PAG4

PAGS5

PAG6

PAG7

PAG8

2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5

2,5

12

15

0,6

0,5

£ £ £ £ £

m < Z Mmoo

£ £ £ £

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

Racao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéo Super Prémio
Racao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Racgéo Super Prémio
Racao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Racgéo Super Prémio
Racao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Racgéo Super Prémio
Ragéo Prémio
Ragao Padrao
Racgéo Super Prémio
Racao Super Prémio
Ragao Prémio
Ragéo Super Prémio
Ragéo Prémio
Ragao Prémio
Racgéo Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Prémio
Ragao Prémio
Ragéo Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéo Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Racgéo Super Prémio
Ragéo Prémio
Ragao Super Prémio

Ragéo Prémio

CC

ccC

CcC

CC

ccC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

ccC

CcC

CcC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

cc

CT

cc

CcC

CcC

cc

CcC

CcC

cc

CcC

CcC

cc

CcC

CC

CcC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CcC

CcC

CC

CC

CcC

CC

CC

CcC

CC

CcC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CcC

CcC

CC

CC

CcC

CC

CC

CcC

CC
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258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

PAGY

PA70

PAT71

PA72

PA73

PA74

PA75

PA76

PA77

PA78

PA79

PA80

PA81

PA82

PA83

PA84

PA85

PA86

PA87

PA88

PA89

PA90

PA91

PA92

PA93

PA94

PA95

PA96

PA97

PA98

PA99

PA100

PA101

0,6

0,7

0,5

0,7

0,5

0,5

0,7

0,5

6,5

0,6
0,6

0,5

m £ £ £

£ £ £ £ £

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

Ragéo Padrao
Ragao Super Prémio
Racgéo Super Prémio
Racao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Racgéo Super Prémio

Ragéo Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéo Super Prémio
Racao Super Prémio

Ragao Prémio
Racgéo Super Prémio
Racao Super Prémio
Ragao Super Prémio

Ragao Prémio
Racao Super Prémio

Ragao Prémio
Ragéo Super Prémio
Racao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragéo Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Racgéo Super Prémio

Ragéo Prémio

Ragao Prémio
Ragéo Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio
Racgéo Super Prémio
Ragao Super Prémio
Ragao Super Prémio

Racao Super Prémio

CC

cc

CcC

CC

cc

CcC

CC

ccC

CcC

CC

ccC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

ccC

CcC

CC

ccC

CcC

CT

CcC

CT

CT

CT

CcC

cc

ccC

CcC

cc

ccC

CT

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CC

ccC

CcC

CC

CcC

CC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CC

CcC

CcC

CcC

cC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CC

CcC

CcC

CC
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291 PA102
292 PA103
293 PA104
294 PA105
295 PA106
296 PA107
297 PA108
298 PA109
299 PA110
300 SRD1

301 SRD2

302 SRD3

303 SRD4

304 SRD5

305 SRD6

306 SRD7

307 SRD8

308 SRD9

309 SRD10
310 SRD11
311 SRD12
312 SRD13
313 SRD14
314 SRD15
315 SRD16
316 SRD17
317 SRD18
318 SRD19
319 SRD20
320 SRD21
321 SRD22
322 SRD23
323 SRD24

10

11

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

PA

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

Racao Super Prémio

Ragéo Padréao

Ragao Prémio

Racao Super Prémio

Ragéo Padréao
Ragao Padrao
Ragéo Padrao
Ragao Padrao
Ragao Padréao
Ragéao Basica
Ragéo Basica
Racao Basica
Ragéao Basica
Ragéo Basica
Racao Basica
Ragéao Basica
Ragéo Basica
Racao Basica
Ragéao Basica
Ragéao Basica
Racao Basica
Ragéao Basica
Ragéo Basica
Racao Basica
Racgéao Basica
Ragéo Basica
Racao Basica
Ragéao Basica
Ragéao Basica
Racao Basica
Ragéao Basica
Ragéao Basica

Ragéao Basica

1

CT

cc

CcC

CC

cc

CcC

CC

ccC

CcC

CC

CT

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

ccC

CT

CcC

cc

CcC

CcC

CT

CcC

CC

CC

CcC

CC

CC

CcC

CC

CC

CcC

CcC

CC

CcC

CC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CC

CC

cC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC
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324 SRD25
325 SRD26
326 SRD27
327 SRD28
328 SRD29
329 SRD30
330 SRD31
331 SRD32
332 SRD33
333 SRD34
334 SRD35
335 SRD36
336 SRD37
337 SRD38
338 SRD39
339 SRD40
340 SRD41
341 SRD42
342 SRD43
343 SRD44
344 SRD45
345 SRD46
346 SRD47
347 SRD48
348 SRD49
349 SRD50
350 SRD51
351 SRD52
352 SRD53
353 SRD54
354 SRD55
355 SRD56
356 SRD57

10

11

11

11

10

14

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

SRD

Ragéao Basica
Racgéao Basica
Racao Basica
Ragéao Basica
Racgéao Basica
Racao Basica
Ragéao Basica
Ragéo Basica
Racao Basica
Ragéao Basica
Ragéo Basica
Racao Basica
Ragéao Basica
Ragéo Basica
Racao Basica
Ragéao Basica
Ragéao Basica
Ragao Premium
Ragéo Premium
Ragao Padrao
Ragao Padrao
Ragéao Basica
Ragao Padrao
Ragao Padrao
Racgéo Padréao
Ragao Padrao
Ragao Padrao
Ragéo Basica
Comida Caseira
Ragao Padrao
Ragéao Premium
Ragao Premium

Ragéo Premium

CT

cc

CcC

CC

ccC

CcC

CC

CT

CcC

CcC

CT

CcC

CC

ccC

CcC

CC

ccC

CcC

CC

cC

CcC

CcC

ccC

CcC

CT
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Continuacdo
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Continuacdo

390 SRD91 6 M SRD Racéo Premium 2 cc cC
391 SRD92 1,5 F SRD Racéo Padréo 2 cc cC
392 SRD93 3 F SRD Comida Caseira 2 CcC cC
393 SRD9%4 14 F SRD Comida Caseira 2 CcC cC
394 SRD95 6 M SRD Comida Caseira 2 cC CC
395 SRD96 14 M SRD Comida Caseira 2 CcC cC
396 SRD97 4 F SRD Comida Caseira 2 cC cC
397 SRD98 12 M SRD Comida Caseira 2 CcC CC
398 SRD99 4 F SRD Ragéo Padrao 2 cC cC

EC: escore corporal, onde 1 € magro, 2 é ideal e 3 é sobrepeso; M: masculino; F: feminino;

PA: pastor alemao; SRD: sem raca definida
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