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FORMA DE APRESENTACAO DA TESE DE DOUTORADO

Seguindo as orientagbes das normas para elaboracéo de dissertacdo e tese dos
programas de pos graduacdo, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP.

De acordo com a normatizacao (item 1.3.2.2, pagina 12-15), a apresentacao foi

organizada na forma de capitulos.



SOBREVIDA DE CADELAS COM CARCINOMA MAMARIO SUBMETIDAS A
MASTECTOMIA ACOMPANHADA OU NAO DA ADMINISTRACAO DE
CARPROFENO.

RESUMO - Mecanismos associados a promoc¢ao tumoral, como aumento da
angiogénese, inibicdo da apoptose, modulacéo da resposta imune, maior capacidade
de invasdo e ocorréncia de metastases, tém sido propostos para explicar as
consequéncias da super expressdo de cicloxigenase-2 (COX-2) nas células
neoplasicas. Em virtude da relacdo da COX-2 com o desenvolvimento do cancer, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a sobrevida de cadelas com carcinoma mamario, em
estadiamento avancado (T3NO0-1MO0), submetidas a mastectomia acompanhada ou
nao da administracao de carprofeno, bem como a tolerancia ao tratamento. Para a
realizacdo deste estudo foram selecionadas 20 cadelas com carcinoma mamario, em
estadio Ill e IV, provenientes da rotina do Hospital Veterinario “Governador Laudo
Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista, Campus de Jaboticabal. Em 6 meses de acompanhamento, no grupo
controle foram observados dois 6bitos, os quais tiveram tempo de sobrevida de 110 e
178 dias, enquanto no grupo tratado, foram observados dois ébitos, os quais tiveram
tempo de sobrevida de 87 e 133 dias. Em relagdo ao tempo livre de doenca, observou-
se surgimento de ndédulos em outros 6rgdos, no grupo controle em cinco pacientes,
sendo com 60 (na pele), 150 (no figado e nos pulmdes) e 180 dias (no baco, figado e
linfonodo esternal cranial), enquanto no grupo tratado em trés pacientes, sendo com
60 (na pele), 90 (no pulméao), 120 (no baco), e 180 dias (no pulmao). As pacientes
apresentaram 79 nodulos mamarios, entre os quais foram observados 100
diagnésticos histopatoldgicos (variando de 1 a 11 por paciente). A expressao geral de
COX-2 foi de 70% (grupo controle = 80% e grupo tratado = 60%; estadiamento IV =
100% e estadiamento Il = 50%). Pela andlise de correspondéncia multipla, houve
associacdo entre pacientes que apresentaram carcinoma grau | e auséncia de
expressdo de COX-2 (p=1). Pacientes que apresentaram sobrevida entre 6 e 12
meses foram associadas aquelas com a apresentacéo de nddulo Gnico e com tumores
de indice mitotico intermediario (entre 9 e 16 figuras de mitose em 10 CGA) (p=1).
Pelo teste qui-quadrado, observou-se que o parametro indice mitético analisado no
exame histopatologico pode ser capaz de segregar grupos de sobrevida (p=0,06).
nenhuma paciente teve efeitos colaterais graves, os quais indicassem a interrupgao
do tratamento. A expressdo de COX-2 identificada na maioria das pacientes (70%)
suporta a indicacao da terapia anti-inflamatoria em neoplasmas mamarios caninos. A
incorporacdo de biomarcadores na tomada de decisdo clinica € cada vez mais
importante na oncologia veterinaria, para praticar a terapia individualizada, e assim,
predizer os pacientes que irdo ou nao responder ao tratamento. Além disso, o uso do
carprofeno foi seguro para a utilizacéo por periodos prolongados (90 dias) em céaes.
Palavras-chave: cancer, cicloxigenase, oncologia, neoplasias mamarias, tratamento,
sobrevida.



SURVIVAL OF BITCHES WITH MAMMARY CARCINOMA UNDERGOING
MASTECTOMY WITH OR WITHOUT CARPROFEN TREATMENT

ABSTRACT - Mechanisms associated with tumor promotion such as increased
angiogenesis, inhibition of apoptosis, modulation of the immune response, increased
invasiveness, and metastasis have been proposed to explain consequences of the
overexpression of cyclooxygenase-2 (COX-2) in neoplastic cells. Due to the
relationship between COX-2 and the development of cancer, the goal of this study was
to evaluate survival of bitches with mammary carcinomas in advanced stage (T3NO-
1MO0) submitted to mastectomy with or without carprofen administration, as well the
tolerance of the treatment. For this study, 20 female dogs with stage Il and IV
mammary carcinoma were selected from the routine of the Veterinary Hospital
"Governador Laudo Natel" of the Faculty of Agrarian and Veterinary Sciences of the
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal. In 6 months of follow-up, two deaths were
observed in the control group, which had a survival time of 110 and 178 days, while in
the treated group, two deaths were observed, which had a survival time of 87 and 133
days. Regarding disease-free time, nodules on organs were observed in the control
group in five patients, with 60 (on the skin), 150 (in the liver and lungs), and 180 days
(in the spleen, liver and cranial sternal lymph node), while in the group treated were
observed in three patients, with 60 (on skin), 90 (in the lungs), 120 (in the spleen), and
180 days (in the lung). The patients had 79 nodules, among which 100
histopathological diagnoses (ranging from 1 to 11 per patient). The general expression
of COX-2 was 70% (control group = 80% and treated group = 60%; stage IV = 100%
and stage Illl = 50%). By the multiple correspondence analysis, there was an
association between patients whose presented grade | carcinoma with absence of
COX-2 expression (p = 1). Patients whose performed survival between 6 and 12
months were associated with those which presentation of a single nodule and those
with tumors of intermediate mitotic index (among 9 and 16 mitosis figures in 10 CGA)
(p = 1). By the chi-square test, it was observed that the mitotic index parameter
analyzed in the histopathological exam may be able to segregate survival groups (p =
0.06). No patient had serious side effects, which indicated the interruption of treatment.
COX-2 expression identified in most patients (70%) supports the indication of anti-
inflammatory therapy in canine mammary carcinoma. The inclusion of biomarkers in
clinical decision-making is increasingly important in veterinary oncology to practice
individualized therapy, and thus, predict patients whose will respond to treatment or
will not. In addition, the use of carprofen was safe for use for prolonged periods (90
days) in dogs.

Keywords: cancer, cyclooxygenase, oncology, breast neoplasms, treatment, survival.
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CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. Introducéao

A incidéncia do cancer estd aumentando consideravelmente em cées e gatos,
sendo atualmente, uma das principais causas de 0Obito dos animais de companhia
(Rodaski e Piekarz, 2009). Além disso, a palavra “cancer” em animais de estimacao
foi associada a morte e eutandsia. Atualmente, o convivio do tutor com seus pets esta
cada vez mais valorizado, tornando os tutores dispostos a investir todo esforco
necessario para aumentar a sobrevida e qualidade de vida do seu cdo ou gato com
cancer (De Nardi, 2007).

Em cadelas, o processo neoplasico mais frequente € o tumor mamaéario (Alenza
et al., 2000; Philibert et al., 2003; Chang et al., 2005; Stratmann et al., 2008; Oliveira
Filho et al., 2010; Cassali et al., 2014). Devido a elevada incidéncia, seu estudo vem
crescendo em relacdo a outras afeccdes (De Nardi et al., 2009).

Os neoplasmas mamarios podem ser prevenidos pela realizacao da castracéo
precoce (antes de dois anos e meio de idade). Tumores mamarios diagnosticados no
Brasil representam entre 68,4% a 90,9% dos neoplasmas mamarios em cadelas (De
Nardi et al., 2002; Oliveira et al., 2003; Oliveira Filho et al., 2010; Priebe et al., 2011;
Toribio et al., 2012; Brito et al., 2013). A apresentacdo clinica é variavel em seu
tamanho, forma, consisténcia, mobilidade, presenca de ulceracdo e tempo de
evolucdo (De Nardi et al., 2009). Em 25 a 50% dos casos, as pacientes apresentam
metastases no momento do diagndstico, contribuindo desta forma para que o cancer
de mama torne-se uma das principais causas de morte de cadelas idosas (Lana et al.,
2007). A sobrevida global de dois anos foi relatada entre 25% e 40% dos casos de
tumores mamarios caninos, entretanto, essa porcentagem pode ter sido influenciada
por varios fatores e variar dependendo do tipo histolégico e do grau de diferenciagéo,
do estagio da doenca e do tratamento empregado (Sorenmo, 2003).

A realizacédo de novos trabalhos pode contribuir para o melhor entendimento
da fisiopatologia desta afeccdo, fornecendo subsidios para o seu tratamento, como
emprego de farmacos inibidores seletivos da cicloxigenase-2 (COX-2) no tratamento

do cancer de mama em cadelas, visando a obtencdo de um melhor progndstico.
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Além disso, os neoplasmas mamarios em cadelas sdo modelos apropriados e
validos ao estudo da biologia do cancer de mama em mulheres, de tal forma que,
permite o teste de novos agentes terapéuticos para ambas as espécies (Zuccari,
2001). Sendo assim, descobertas em Medicina Veterinaria podem ser ateis no
tratamento de mulheres com cancer de mama. Em humanos, esse neoplasma é o
segundo mais frequente no mundo e o primeiro entre as mulheres. O nimero de casos
novos de cancer de mama esperados para o Brasil no ano de 2020 sera de 66.280
(29,7%), estimado para cada 100 mil mulheres (INCA, 2020).

1.1.Objetivo

Este trabalho teve por objetivo avaliar a sobrevida de cadelas com carcinomas
mamarios, de ocorréncia natural, em estadio Il e IV, submetidas a mastectomia
acompanhada ou ndo da administracdo de carprofeno. Adicionalmente, a tolerancia
do tratamento do grupo tratado foi avaliado.

Adicionalmente, objetiva-se quantificar a expressédo da cicloxigenase-2 em
cadelas com carcinomas de mama, estadio Ill e IV, correlacionando a sua expressao

com o objetivo geral.

2. Bioquimica da cicloxigenase-2 (COX-2) na atividade oncogénica

Os produtos do metabolismo do acido araquidénico compdem um conjunto de
mediadores que modulam a resposta inflamatdria e imunoldgica e decorrem da sua
oxidacao, o qual é gerado pela acdo da enzima fosfolipase A2 sobre fosfolipidios da
membrana celular (Wang et al., 2006; Souza et al., 2009). A oxidagdo do &cido
araquidénico pode ser realizada por duas vias enzimaticas: cicloxigenase (COX) e a
lipoxigenase (LOX). A agdo do sistema enzimatico da COX sobre os fosfolipidios de
membrana converte o acido araquidénico em uma prostaglandina endoperoxida
estavel (PGG2), que é subsequentemente reduzida para PGH2, a qual pode ser
utilizada como substrato para sintetizar prostaglandinas (PGE2, PGD2 e PGF2a). A
PGH2 pode ainda ser convertida em prostaciclina (PGI2) ou tromboxano (TXA2)
(Calderdn, 2005; Wang et al., 2006; Souza et al., 2009).
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Sabe-se que ha pelo menos dois tipos de COX que exercem no organismo
diferentes funcdes fisioldgicas: a cicloxigenase-1 (COX-1) e a cicloxigenase-2 (COX-
2) (Wang et al., 2006; Souza et al., 2009; Queiroga et al., 2010).

A COX-1 encontra-se expressa em Varios tecidos e € essencial no organismo,
pois estd envolvida na producdo de prostaglandinas, que modulam funcdes
fisiologicas em diversos 0rgaos, incluindo rins, trato gastrintestinal e na atividade das
plaguetas (Wang et al., 2006; Joubert, 2009).

Em contraste, a COX-2 é indetectavel na maioria dos tecidos, entretanto, pode
ser expressa em resposta a estimulos, como presenca de citocinas (interleucina-1 e
fator de necrose tumoral), fatores de crescimento (fator de crescimento epidermal —
EGF e fator de crescimento de fibroblastos - FGF), lipopolissacarideo bacteriano e
oncogenes (Pires et al., 2010; Queiroga et al., 2010).

O desenvolvimento e progressdo tumoral tem sido relacionados com a
presenca da COX-2 nas células tumorais humanas (Beam et al., 2003). A correlacao
entre COX-2 e 0 cancer emergiu a partir de estudos que estabeleceram o uso cronico
de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) e a diminuicdo da incidéncia do
carcinoma de colo, em meados dos anos noventa (Giovannucci et al., 1994; Giardiello
et al., 1995).

A expressdo da COX-2 auxilia em mecanismos associados a promocao
tumoral, como aumento da angiogénese e proliferacéo celular, inibicdo da apoptose,
modulacdo da resposta imune, maior capacidade de invasdo e metastase, tém sido
propostos, baseados em estudos experimentais, para explicar as consequéncias da
super expressao de COX-2 (De Nardi et al., 2007; Lavalle et al., 2009; De Nardi et al.,
2011; Lavalle et al., 2012). Desse modo, a super expressdo da COX-2 em tumores
tem sido vinculada com progndéstico ruim e com neoplasmas mais agressivos,
especialmente em relacdo aos carcinomas (Lascelles, 2007). Estudos em medicina
veterinaria demonstraram aumento na expressao de COX-2 em diversos neoplasmas
caninos, como neoplasmas intestinais (Mcentee et al., 2002), ovarianas (Borzacchiello
et al., 2007), prostaticas (L’eplattenier et al., 2007), de glandula mamaria (De Nardi et
al., 2007, Dias Pereira et al., 2009, Lavalle et al., 2009, Queiroga et al., 2010), da

cavidade nasal (Impellizeri e Esplin, 2008) e da cavidade oral (Pires et al., 2010).
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Apoés serem utilizados no tratamento da inflamacéo, febre e dor, os inibidores
da COX-2 estdo sendo desenvolvidos como potenciais agentes para a prevencao e
tratamento do cancer em humanos e animais (Lascelles, 2007). Giovannucci et al.
(1994) demonstraram diminuicdo em 40 a 50% do risco de desenvolvimento de cancer
de colon e reto em pessoas que usavam regularmente aspirina ou outro anti-
inflamatorio ndo esteroide. Os ensaios clinicos de Giardiello et al. (1995) com AINE
em pacientes com polipos adenomatosos evidenciaram claramente que o tratamento
com estes medicamentos promove a regressao dos adenomas pré-existentes.

Esses estudos na espécie canina (Mcentee et al., 2002; Borzacchiello et al.,
2007; De Nardi et al., 2007; Lascelles, 2007; L’eplattenier et al., 2007; Impellizeri e
Esplin, 2008; Dias Pereira et al., 2009; Lavalle et al., 2009; Pires et al., 2010; Queiroga
et al., 2010) comprovaram o papel da COX-2 na patogénese do cancer e sugerem que
sua inibicdo programada, com o uso de AINEs inibidores seletivos de COX-2, pode
ser efetiva no tratamento do céancer, assim como observado em humanos
anteriormente.

Os AINEs tradicionais sao inibidores n&o-seletivos de ambas as COX (COX-1
e COX-2), enquanto uma nova classe de AINE, € inibidor seletivo da COX-2, a qual
foi desenvolvido para atuar no controle da inflamacéo poupando a acéo protetora da
COX-1, evitando assim os efeitos adversos no trato gastrintestinal, na funcéo renal e
plaguetéaria (Grosch et al., 2006).

Nas células neoplasicas, os AINEs seletivos da COX-2 apresentam acao contra
o cancer pela capacidade de inibir a angiogénese, reduzir a proliferacdo e invasao
tumoral, aumentar a taxa de apoptose, além de estimular o sistema imune localmente
contra a presenca do neoplasma (Souza et al, 2009). Essa classe de medicamento
desenvolvido para uso em Medicina Veterinaria esta sendo muito estudada no
tratamento dos neoplasmas que ocorrem em cées e gatos, principalmente pela alta
seletividade destas moléculas sobre a COX-2. Apresentam efeito antitumoral mais
potente que os AINEs tradicionais (ndo seletivos) e nivel de seguranca muito maior
em relacdo ao desencadeamento de efeitos colaterais (Guérius et al.,, 2002). As
estratégias de tratamento que utilizam a inibicdo da COX-2 tém demonstrado acao
preventiva e terapéutica em modelos animais com cancer espontaneo e experimental
(Rossmeisl et al., 2009).
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O carprofeno € um acido carboxilico conhecido como acido aril-propiénico, com
caracteristicas analgésicas e antipiréticas. Seu mecanismo de acdo ocorre
principalmente pelo efeito na liberacdo de prostaglandinas, e tém a capacidade de
inibir seletivamente a COX-2. Sua seletividade € alternativa promissora no tratamento
de cées e gatos, diminuindo seu potencial toxico quando comparado a outras classes
(Guérius et al., 2002). Possui acdo tanto na prevencdo quanto no tratamento do
cancer, podendo ser utilizado isoladamente ou em associacdo com diversas
modalidades terapéuticas, como na quimioprevencao, quimioterapia antineoplasica,
radioterapia ou como terapia Unica (Lloret et al., 2007; Joubert, 2009; Lavalle et al.,
2012).

Além disso, devido a sua inibicao ser seletiva a COX-2, o carprofeno tem baixo
potencial de efeitos colaterais. Segundo Luna et al. (2007), esse farmaco (4mg/kg,
p.o.), administrado por 90 dias em cées, causa menos lesdo no trato gastrintestinal

guando comparado com outros AINES (cetoprofeno e flunixim meglumine).

3. Revisao de literatura dos neoplasmas mamarios

3.1. Aspectos gerais

O céancer de mama € o neoplasma mais comum em cadelas, sendo em torno
de 52% dos neoplasmas diagnosticados (Sarli et al., 2002; De Nardi et al., 2009;
Ferreira et al., 2009; Oliveira Filho et al., 2010). A ovariohisterectomia (OHE) precoce
reduz a incidéncia deste neoplasma, pois inibe a carcinogénese influenciada pelos
hormdnios produzidos no ovéario. Em animais submetidos a OHE antes do primeiro,
entre o primeiro e 0 segundo e apds o0 segundo estro até 2,5 anos de idade € de menos
gue 0,5%, 8%, 26%, respectivamente (Schneider et al., 1969; Morrison, 1998; De
Nardi et al., 2007; Oliveira Filho et al., 2010; Cassali et al., 2014). Cadelas submetidas
a OHE ap06s os dois anos e meio de idade ndo sdo beneficiadas pelos efeitos
profilaticos deste procedimento (Lana et al., 2007). Em cades machos a incidéncia é
baixa, representada por 2,7% de todos 0s processos neoplasicos diagnosticados

neste género (Alenza et al., 2000).
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Estudos sobre a casuistica de tumores mamarios relataram a alta incidéncia de
pacientes com neoplasmas mamarios malignos diagnosticados em cadelas dos
diferentes estados brasileiros, correspondendo entre 68,4% a 90,9% dos casos (De
Nardi et al., 2002; Oliveira et al., 2003; Oliveira Filho et al., 2010; Priebe et al., 2011;
Toribio et al., 2012; Brito et al., 2013), o que difere dos estudos internacionais, que
relataram aproximadamente 50% dos casos (Allen et al., 1986; Daleck et al., 1998;
Alenza et al., 2000; Morrison, 2002; Philibert et al., 2003; De Las Mulas et al., 2005;
Reis et al., 2010; S4 e Repetti, 2011; Ribas et al., 2012). A idade mais frequente varia
entre oito e 10 anos (Toribio et al., 2012; Ribas et al., 2012), porém, alguns pacientes
desenvolvem o tumor com menos de cinco anos de idade. Na idade precoce, os
tumores benignos sdo mais frequentes, sendo a displasia mamaria comum em
cadelas jovens entre dois a quatro anos de idade (Alenza et al., 2000). A predilecéo
racial € variavel entre os estudos (Alenza et al., 2000), de acordo com a variacdo da
distribuicdo racial de cada regido, desta forma, no Brasil as racas mais acometidas
séo Poodle, Cocker Spaniel, Teckel, Pastor Alemé&o e Pinscher (Oliveira Filho et al.,
2010).

3.2. Cicloxigenase-2 (COX-2)

O mecanismo de acéo que a expressao da COX-2 desempenha nos diversos
processos tumorais ja foram discutidos anteriormente neste capitulo. Em resumo, a
super expressao da COX-2 tem sido vinculada com progndstico ruim e com
neoplasmas mais agressivos, especialmente em relacdo aos carcinomas (Lascelles,
2007). A expresséo de COX-2 em diversos neoplasmas caninos tem sido relatado em
neoplasmas da glandula mamaria, sendo que entre os tumores mamarios benignos,
a sua expressao varia entre 8% a 96% (Dore et al., 2003; De Nardi, 2007; Queiroga
et al., 2007; Dias Pereira et al., 2009), sendo entre os tumores malignos, varia de 42%
a 100% (Dore et al., 2003; Mohammed et al., 2004; Heller et al., 2005; Millanta et al.,
2006; Queiroga et al., 2007; Dias Pereira et al., 2009; Lavalle et al., 2009; Queiroga et
al., 2010; Clemente et al., 2013; Arenas et al., 2016).

O aumento da expressdo dessa enzima em pacientes com neoplasmas

mamarios esta relacionado a menor sobrevida em cadelas (Lavalle et al., 2009). Além
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disso, De Nardi (2007) e Dias Pereira et al. (2009) constataram que a maioria das
lesbes metastaticas estudadas exibiam super expressao da COX-2, assim como o
neoplasma mamario primaria, contribuindo com a suspeita de que esta enzima possui
propriedades angiogénicas e de invasdo no processo metastatico.

Atualmente, relatos na literatura humana (Ashok et al.,, 2011) e veterinaria
(Lloret et al., 2007) tém documentado a acdo AINEs contra o cancer de mama, por
meio da capacidade de inibir seletivamente a (COX-2) e, consequentemente, diversos
mecanismos associados com o desenvolvimento deste neoplasma.

O uso dos AINEs seletivos da COX-2 tem sido empregado na oncologia pois
apresentam efeito antitumoral mais potente que os AINEs tradicionais (ndo seletivos)
e nivel de seguranca maior em relacdo aos efeitos colaterais (Guérius et al., 2002).
Sua atuacao seletivamente na COX-2 promove a capacidade de inibir a angiogénese,
reduzir a proliferacdo e invasdo tumoral, aumentar a taxa de apoptose, além de
estimular o sistema imune localmente contra a presenca do neoplasma (Souza et al,
2009). As estratégias de tratamento que utilizam a inibicdo da COX-2 tém sido
empregadas objetivando sua acéo preventiva e terapéutica em modelos animais com

cancer espontaneo e experimental (Rossmeisl et al., 2009).

3.3.Apresentacao clinica

A apresentacdo clinica dos tumores mamarios € variavel, pois estes se
manifestam comumente na forma de nédulos circunscritos, superficie lisa ou irregular,
aderidos ou ndo a pele ou aponeurose do musculo reto abdominal, de volume,
consisténcia, mobilidade e quantidade variados, eles podem estar ou ndo associados
a ulceracao e inflamacao (Cassali et al., 2014). As mamas com nédulos multiplos
podem apresentar tipos histoldgicos distintos (Alenza et al., 2000, Cassali et al., 2014).
Ao corte, apresentam aspecto sélido, cistico ou misto (De Nardi et al., 2007). As
glandulas mamarias abdominais caudais e inguinais sdo mais acometidas (Stratmann
et al., 2008; Oliveira Filho et al., 2010).

O carcinoma inflamatério caracteriza-se por tumor associado a inflamacao da

pele ou da glandula mamaria. Sua apresentacdo € singular, caracterizada por uma
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placa firme e continua, associada a sensibilidade dolorosa, edema, ulceracao,
hiperemia e hipertermia local (Cassali et al., 2014).

As metastases podem acometer tanto os linfonodos regionais quanto 6rgéaos a
distancia, como os pulmdes, figado, rins, glandulas adrenais, cérebro, olhos, ossos e
coracao (Alenza et al., 2000; Oliveira Filho et al., 2010). Em torno de 50% das cadelas
com tumores mamarios malignos desenvolvem metéastases (Oliveira Filho et al., 2010;
Philibert et al., 2003), preferencialmente por via linfatica em cadelas, mas podem
ocorrer também por via hematogénica (De Nardi et al., 2009; Klopfleisch e Gruber,
2009).

3.4. Fatores de risco dos neoplasmas mamarios
3.4.1. Hormonios

Atualmente estd bem estabelecido o papel dos horménios esteroides femininos
(estrogeno e progesterona) na carcinogénese dos tumores mamarios (S& e Repetti,
2011). Os receptores de estrégeno e progesterona estdo expressos em maior
proporcao nas glandulas maméarias normais e nos processos neoplasicos benignos,
guando comparados aos tumores malignos e metastases de tumores mamarios
(Alenza et al., 2000), sendo assim, a positividade dos receptores hormonais esta
relacionada a menor gradacdo histologica do tumor (De Las Mulas et al., 2005;
Ferreira et al., 2009).

Estudos relataram a reducéo do risco de desenvolvimento de tumor mamario
com a realizacdo da OHE precoce (até dois anos e meio de idade) (Alenza et al., 2000;
De Nardi et al., 2007). Ap0s o desenvolvimento do processo tumoral, existe
divergéncia sobre o efeito protetor da OHE realizada no mesmo momento da remogao
cirtrgica do tumor mamario, pois alguns autores ndo encontraram tal correlacéo (Allen
e Mahafrey, 1989; Morris et al., 1998; Fonseca e Daleck, et al. 2000), enquanto outros
sugerem efeito significativo. Um autor ndo comprovou estatisticamente (Misdorp,
1988) e outros autores observaram o efeito protetor em cadelas com tumores
mamarios nao malignos (Kristiansen et al., 2013).

Fatores como a idade da primeira gestacdo, niumero de gesta¢fes e desordens

do estro geram resultados divergentes na literatura, provavelmente pela influéncia
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pouco significativa na carcinogénese dos tumores mamarios (Alenza et al., 2000). A
utilizacdo de contraceptivos estd associada a maior incidéncia de hiperplasia e
neoplasmas mamarios benignos quando tratadas com progesterona ou progestinas.
A maior ocorréncia de neoplasmas mamarios malignos ocorre em cadelas tratadas
com progestinas combinadas a estrégenos ou a altas doses de progesterona (Oliveira
Filho et al., 2010).

Fatores de crescimento também possuem importante papel na carcinogénese
mamadria, incluindo fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de transformacéo do
crescimento (TGFs), proteina relacionada ao horménio da paratireoide (Alenza et al.,
2000) e horménio de crescimento (GH) (Alenza et al., 2000; De Las Mulas et al., 2005).

3.4.2. Obesidade

Os fatores nutricionais, principalmente os que resultam em obesidade sao
considerados fatores de risco associados a manifestacdo do neoplasma mamario. A
obesidade, principalmente em cadelas jovens submetidas a OHE (obesas até um ano
de idade) ou até um ano antes do diagnostico, esta relacionada a maior incidéncia de
neoplasmas mamarios (Alenza et al., 1998; Philibert et al., 2003).

Além disso, a composicao da dieta habitual de cadelas tem sido relacionada,
sendo associado o consumo de alimento caseiro (principalmente com elevado
consumo de carne vermelha) a ocorréncia de neoplasmas mamarios, em comparacao
com o alimento comercial, entretanto, sua composi¢ao nao foi considerada (Alenza et
al., 1998; Sirivaidoypong, 2003).

O tecido adiposo atua como uma glandula e é ativo na conversao de
precursores em estradiol, senso assim, como proposto em mulheres, a obesidade
possivelmente aumenta as concentragfes de estrogeno e outros hormdnios, como a
aromatase, leptina e o receptor do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-
1), o que ocasiona aumento da atividade proliferativa do epitélio mamario (Philibert et
al., 2003).

Além disso, caes idosos apresentam evidéncias do estado inflamatério de seu
organismo, assim como caes obesos. O estado pro inflamatoério € caracterizado, de

forma geral, pelo aumento de marcadores inflamatorios como fator de necrose tumoral
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alfa (TNF-alfa), interleucinas (IL-6, IL1beta) e proteina C reativa (PCR) e pela
diminuicdo das células T CD8+ quando comparado a cdes saudaveis (Panickar e
Jewell, 2015). O estresse oxidativo, por sua vez, € uma condicdo em que ocorre
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Em virtude da morte celular
induzida pelo estresse oxidativo exacerbado e pelo processo inflamatério crénico,
doencas crbnicas podem se desenvolver, como o cancer, inclusive em caes (Lorke et
al., 2020).

3.4.3. Genética

Genes supressores do tumor estéo correlacionados com a carcinogénese do
tumor de mama, como o BRCA1, BRCA2 (Rivera et al., 2009) e o gene Tp53 (De Nardi
et al., 2007). InUmeros proto-oncogenes e oncogenes sao investigados para definir o
potencial carcinogénico no tumor mamario canino, sendo o HER-2 (c-erbB-2), c-MYC,
c-RAS e RR1 proto-oncogenes responsaveis pela regulacédo da proliferacdo celular
(Dutra et al., 2004).

3.4.4. Enzima Cicloxigenase-2 (COX-2)

O desenvolvimento e progressao tumoral tem sido relacionada com a presenga
da COX-2, pois, sua super expressao auxilia em mecanismos associados a promoc¢ao
tumoral, como aumento da angiogénese e proliferacédo celular, inibicdo da apoptose,
modulacdo da resposta imune, maior capacidade de invasdo e metastase, tém sido
propostos, baseados em estudos experimentais, para explicar as consequéncias da
super expressao de COX-2 (De Nardi et al., 2007; Lavalle et al., 2009; De Nardi et al.,
2011; Lavalle et al., 2012).
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3.5.Fatores prognosticos e preditivos

3.5.1. Caracteristicas da paciente

A idade avancada no momento do diagnéstico esta relacionada por alguns
autores a um menor tempo livre de doenca e sobrevida (Alenza et al., 2000, Chang et

al., 2005), enquanto outros autores nao observaram tal relacdo (Philibert et al., 2003).

3.5.2. Caracteristicas nutricionais

Em relacdo a composicdo corporea e a composicdo da dieta, as conclusdes
sao divergentes na literatura, enquanto o estudo conduzido por Philibert et al. (2003)
a associacdo do tumor mamario com obesidade ndo demonstrou interferéncia no
prognéstico, outro estudo, conduzido por Shofer et al. (1989), demostrou que a
obesidade esta relacionada a menor sobrevida, e, ap0s a intervencao cirargica da
paciente, a ingestdo de alimentos com alta taxa de proteina associada a baixa
porcentagem de gordura foi associado com maior tempo de sobrevida.

3.5.3. Caracteristicas macroscopicas

O crescimento rapido e invasivo do tumor, caracterizado pela fixagéo a pele e
fascia muscular sdo parametros clinicos associados ao pior prognéstico (Alenza et al.,
2000), assim como a presenca de ulceracao e inflamacao (Alenza et al., 2000; Oliveira
Filho et al., 2010). O tamanho do tumor esta diretamente associado a outros
marcadores imuno-histoquimicos de progndésticos como a perda dos receptores
hormonais (De Las Mulas et al., 2005; Ferreira et al., 2009) e ao alto indice de Ki-67
(Ferreira et al., 2009). A presenca de metastase em linfonodos regionais ou a distancia
sao fatores progndsticos negativos (Philibert et al., 2003; Chang et al., 2005; De Las
Mulas et al., 2005; Araujo et al, 2015; Aradjo et al, 2016).
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3.5.4. Caracteristicas histopatoldgicas

A analise histopatologica fornece informagbes fundamentais para a
determinacdo do comportamento biolégico do tumor, como a classificacdo do tipo e
graduacéo histolégica do tumor, determinacédo do numero de figuras de mitose (indice
mitético), analise dos linfonodos satélites e das margens de seguranca (Cassali et al.,
2014).

Em relac&o ao tipo histoldgico, € reconhecido que 0s sarcomas possuem pior
prognéstico quando comparado a carcinomas simples, e estes possuem pior
progndéstico quando comparado aos carcinomas complexos (Sarli et al., 2002). Os
subtipos histolégicos denominados de carcinoma soélido, carcinoma anaplasico,
carcinoma micropapilar e carcinossarcoma tornam necessaria a indicacdo de
guimioterapia adjuvante nas pacientes independente do estadiamento clinico (Cassali
et al., 2014). Dentre estes, a apresentacao clinica de carcinoma inflamatdrio possui
evolucdo clinica agressiva de prognéstico desfavoravel, com alto potencial
metastatico (Sa e Repetti, 2011; Cassali et al., 2014; Ribeiro et al., 2015). A gradacao
histol6gica é o fator progndstico mais confiavel para prever o comportamento bioldgico
do tumor, devido a possibilidade de avaliacdo da invasao tumoral (Sarli et al., 2002;
De Las Mulas et al., 2005).

Multiplos métodos para determinar a proliferacdo celular podem ser
empregados a fim de determinar o comportamento biolégico e o potencial de
malignidade do tumor, sendo relacionado a um progndstico ruim. Entre os métodos
estudados destaca-se o indice mitético (Dutra et al., 2008), coloracéo histoquimica de
regides organizadoras nucleolares (AgNOR), marcador imuno-histoquimico Ki-67
(clone MIB-1), antigeno nuclear de células proliferativa (PCNA) (Sarli et al., 2002) e a
mensuracgao da fracdo em fase S (SPF) (Alenza et al., 2000).

Os linfonodos séo avaliados em busca de metastases. As células neoplasicas,
quando encontradas no tecido linfoide, sdo classificadas em micrometastase, quando
o tamanho da metastase é inferior a 0,2mm, e em macrometastase, quando o tamanho
da metastase é entre 0,2 a 2mm. (Cassali et al., 2014). Metastase em linfonodos
regionais é fator prognostico negativo (De Las Mulas et al., 2005; Araujo et al, 2015;
Araujo et al., 2016).

*Citagbes segundo normas proprias: Normas para elaboracéo de dissertacéo e tese dos programas de
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As margens cirargicas sao avaliadas nas porcdes laterais (cranial, caudal,
direita e esquerda) e profunda da peca cirdrgica, e podem ser identificadas com
impregnacdo do tumor em tinta nanquim. Quando células neopléasicas sé&o
identificadas nesta area, podem ser classificadas como margens comprometidas ou
margem exigua, e, quando as células neoplasicas estdo ausentes como margens
livres. Se comprometida, a disposi¢do das células neoplasicas deve ser classificada
como isoladas ou continuas. Recomenda-se que as margens livres sejam
mensuradas da distancia da margem cirdrgica até o inicio da &rea comprometida, em
milimetros (Cassali et al., 2014).

A positividade dos receptores hormonais ndo é fator progndéstico independente
nas cadelas, sendo relacionado ao crescimento tumoral lento e menor gradagao
histoldgica destes (De Las Mulas et al., 2005; Ferreira et al., 2009).

A deteccdo imuno-histoquimica da proteina P53 € relacionada com a mutacéo
do gene p53 e esta associada a agressividade tumoral, representando progndstico
ruim (De Nardi et al., 2007).

A expressdo da proteina HER-2 (receptor para o fator de crescimento
epidérmico 2) varia de 17,6% (De Las Mulas et al., 2003) a 74% (Ahern et al., 1996)
entre os estudos em tumores mamarios em cadelas (Dutra et al., 2004). Em cadelas,
a super expressao esta relacionada com maior volume do tumor, alto grau histolégico,
crescimento invasivo e auséncia dos receptores hormonais (estrégeno e
progesterona), sendo um fator progndstico ruim (De Las Mulas et al., 2003; Dutra et
al., 2004).

A reducdo ou perda de expressdo de E-caderina esta relacionada com maior
tamanho tumoral, alto grau histologico, invasdo tumoral, metastase para linfonodo
regional e alto indice mitdtico, tornando-se assim, um marcador de pior progndstico,
relacionando-se com baixo tempo livre de doenca e menor sobrevida (Gama et al.,
2008).

A diminuicdo da expressao B-catenina esta relacionada com indiferenciagéo
celular, invasdo e metastase para linfonodos regionais, influenciando negativamente
no progndstico (Cassali et al., 2014).

A expressao aumentada de COX-2 foi identificada em neoplasmas mamarios
(Dore et al., 2003; De Nardi et al., 2007; De Nardi et al., 2011) e definido que, quanto
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mais indiferenciado € o tumor e mais agressiva € a doenca, maior é a sua expressao
(De Nardi et al., 2007), especialmente em relacédo aos carcinomas (Lascelles, 2007).
O aumento da expressao desta enzima em pacientes com neoplasmas mamarios esta
relacionado a menor sobrevida em cadelas (Lavalle et al., 2009). Além disso, De Nardi
(2007) e Dias Pereira et al. (2009) constataram que a maioria das lesbes metastaticas

estudadas exibiam expressdo aumentada da COX-2.

3.5.5. Caracteristicas hormonais ou enzimaticas

Nas cadelas ndo submetidas a castracdo anterior, apesar das divergéncias
entre os estudos, alguns demonstraram que a realizacdo da OHE antes ou no
momento da mastectomia proporciona melhor prognéstico (Misdorp, 1988; Sorenmo
et al., 2000; Chang et al., 2005). Entretanto, outros estudos ndo observaram essa
relacdo (Yamagami et al., 1996; Morris et al., 1998; Philibert et al., 2003).

O lactato desidrogenase (LDH) esta presente no microambiente tumoral,
relacionado a rapida proliferacéo celular e ao alto metabolismo, que levam a producéo
de LDH, tendo relacao direta com o prognostico (Campos et al., 2012).

A andlise do antigeno cancer 15.3 (CA 15.3) é utilizada para monitorar resposta
terapéutica e é capaz de distinguir doenca ndo metastatica de metastatica, sendo um

potencial marcador prognéstico (Campos et al., 2012).

3.5.6. Caracteristicas do tratamento

Em relacédo a técnica cirdrgica realizada para o tratamento, estudos anteriores
nao encontraram relacdo com o prognaostico (Chang et al., 2005), ndo tendo relacao
com o tempo livre de doenca e o tempo de sobrevida (Dias et al., 2016; Macewen et
al., 1985). Entretanto, um estudo observou que cadelas submetidas a mastectomia
regional tem 58% de chance de desenvolver novos tumores na cadeia ipsilateral,
tornando necessario novo procedimento cirargico para retirada da porcéo

remanescente da cadeia mamaria (Stratmann et al., 2008).
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3.5.7. Caracteristicas genéticas

Utilizando a citometria de fluxo é possivel analisar o DNA de tumores. A
presenca da aneuploidia € mais frequente em tumores malignos que em benignos e

esta relacionado ao pior prognostico (Alenza et al., 2000).

3.6. Diagnostico

O diagnostico inicial é baseado no exame fisico, na citologia aspirativa por
agulha fina (CAAF), sendo o exame histopatologico de eleicdo para o diagndstico
definitivo (Cassali et al., 2014).

O exame fisico consiste na palpacdo das duas cadeias maméarias e dos
linfonodos regionais em busca de nédulos e de alteragcbes no tamanho, forma e
consisténcia, respectivamente. Além disso, reinem-se informacdes a respeito do
tempo de aparecimento e evolucdo da lesdo, tratamentos prévios e historico
reprodutivo (Silva, 2006; Cassali et al., 2014).

A CAAF dos ndédulos é utilizada para excluir diagnésticos diferenciais como
mastite e tumores cutaneos, tais como lipomas, mastocitomas, carcinomas de células
escamosas, entre outras afecces (Cassali et al., 2014).

Para o diagnéstico final, recomenda-se a analise histopatoldgica, que se baseia
na morfologia, pleomorfismo, grau de diferenciacé@o celular, indice mitético, presencga
ou auséncia de necrose e avaliacdo de margem cirdrgica. Também € possivel avaliar
a infiltracdo tumoral na derme, tecidos moles adjacentes e vasos sanguineos (Cassali
et al., 2014).

Ha varias classificacdes histoldgicas descritas em medicina veterinaria. No
Brasil, atualmente utiliza-se a classificacdao de Cassali et al. (2014), definida no
Consenso para o Diagnoéstico, Progndéstico e Tratamento de Tumores Mamarios
Canino — 2013 (Apéndice A).

A graduacdao histolégica é determinada considerando-se a formagéo tubular do
tumor, o pleomorfismo nuclear e a contagem de mitoses (Apéndice B) (Cassali et al.,
2014). Estes parametros objetivam prever o comportamento biolégico do tumor,

através da possibilidade de avaliagdo da invasdo tumoral (De Las Mulas et al., 2002).
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A CAAF dos linfonodos pode apresentar resultado falso negativo,
principalmente na presenca de micrometastases ou aglomerados de células tumorais
(Weaver, 2010). Sendo assim, a avaliacdo mais fidedigna é a analise histopatologica
do(s) linfonodo(s) sentinela(s), e eventualmente, coloragées imuno-histoquimica séo
necessarias para analise (Cassali et al., 2014). O linfonodo sentinela € o primeiro
linfonodo da cadeia linfatica que drena a regido afetada pelo tumor primario, sendo
esperado que seja o primeiro linfonodo a ser afetado por metastase pela via linfatica.
(Weaver, 2010 Cassali et al., 2014;). A identificacdo pode ser facilitada através de
marcadores como o azul de metileno (Souza et al., 2013), tecnécio Tc99 , azul patente
(Pinheiro et al., 2003), hemossiderina autégena (Pinheiro et al., 2009), verde de

indocianina (Miyashiro et al., 2010) e iopamidol (Suga et al., 2007).

3.7. Estadiamento

O estadiamento dos neoplasmas mamarios em cadelas avalia a extensao do
envolvimento tumoral, graduando sua fase de evolucdo tumoral, bem como as
possibilidades de progressao do tumor, no seu sitio de origem e em outros 0rgaos
(metéstases). O estadiamento clinico é realizado de acordo com o sistema TNM para
0s tumores mamarios caninos. Com base nesse sistema o tamanho da lesao primaria
(T), a extenséo de sua disseminacao para os linfonodos regionais (N) e a presenca
ou auséncia de metastases a distancia (M) devem ser avaliados (Owen, 1980)
(Apéndice C).

3.8. Tratamento
3.8.1. Cirargico

Até o momento, a terapia cirargica, realizada com ampla margem de
seguranca, é considerada o tratamento que confere maior sobrevida para cadelas com
cancer de mama (Silva, 2006; Lana et al., 2007; Cassali et al., 2014), porém existem
controvérsias quanto aos beneficios da realizagdo de técnicas cirargicas radicais em
detrimento de técnicas conservadoras (Stratmann et al., 2008). Diferentes técnicas

cirdrgicas podem ser empregadas, como nodulectomia ou lumpectomia (ou biopsia
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excisional), mamectomia ou mastectomia simples, mastectomia em bloco (ou
regional) e mastectomia unilateral ou bilateral (em um ou dois tempos cirirgicos)
(Silva, 2006; Cassali et al., 2014).

Fatores como idade, presenca ou ndo de doencas que comprometem O
procedimento cirdrgico, estadiamento clinico, tamanho e localiza¢cdo do tumor podem
auxiliar na escolha da técnica cirargica (Silva, 2006; Cassali et al., 2014). A
lumpectomia remove apenas o tecido nodular presente na glandula mamaria e €
considerada para remover nédulo Unico, ndo aderido, de tamanho menor que 0,5
centimetros de diametro (Silva, 2006; Cassali et al., 2014). A mamectomia
corresponde a remocdo de uma glandula mamaria e € sugerida para remocao de
nédulos de até trés centimetros de diametro que afeta apenas uma glandula mamaria
(Cassali et al., 2014). A mastectomia regional é indicada para nédulos maiores que
trés centimetros de diametro e sua excisao considera as comunicacdes linfaticas mais
comuns na cadela (Cassali et al., 2014). A mastectomia radical unilateral consiste na
remo¢cdo de uma cadeia mamaria completa e é recomendada para remocdo de
multiplos n6dulos maiores que trés centimetros de didmetro ou nédulo presente na
mama abdominal cranial (Cassali et al., 2014). A mastectomia radical bilateral abrange
a remocdo das duas cadeias mamarias em um Unico procedimento cirargico e é
utilizada para remocdo de multiplos nédulos, maiores que trés centimetros de
didametro e presentes nas duas cadeias mamarias (Cassali et al., 2014).

Apesar de inexistir consenso em relagdo a técnica cirargica ideal, alguns
autores indicam a mastectomia radical unilateral (ou bilateral em 2 procedimentos,
guando necessario) como tratamento de neoplasmas mamarias com carater
preventivo, pois este tipo de conduta minimiza os riscos futuros do desenvolvimento
do cancer em virtude da reducéo do tecido mamario (Misdorp; HART, 1979; Stratmann
et al., 2008; Kasper et al., 2015), enquanto outros autores indicam a mastectomia
regional (Brodey et al., 1983; Moulton, 1990; Sautet et al., 1992; Novosad, 2003).
Enquanto ndo ha argumentos claros e precisos sobre a conduta Unica, a abordagem
personalizada tem sido mencionada com maior frequéncia nos ultimos anos,
recomendando a técnica cirdrgica de acordo com os fatores prognosticos descritos na
literatura (nUmero, tamanho e localizagdo dos tumores) (Sorenmo et al., 2009; Horta
et al., 2014, Dias et al., 2016).
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O carcinoma mamario inflamatério € um caso excepcional, para o qual nédo é
indicado o procedimento cirargico, devido ao seu alto potencial metastatico (Cassali
et al., 2014). Outras modalidades terapéuticas séo aplicadas de forma paliativa em
tumores ndo operaveis (como o carcinoma inflamatério e tumores ndo ressecaveis)

como a radioterapia (Rassnick, 2005).

3.8.2. Quimioterapia antineopléasica

Pacientes caninas com neoplasma mamario em estagios avancados recebem
a indicacdo de tratamento adjuvante ap0s ao procedimento cirdrgico, sendo a
quimioterapia antineoplasica adjuvante utilizada com o intuito de prevenir o
desenvolvimento de metastases ou controld-la, quando existente previamente,
entretanto, sua efetividade no tratamento dos neoplasmas mamarios em cadelas é
relatada por alguns autores (Karayannopoulou et al. 2001; Marconato et al., 2009;
Lavalle et al., 2012; Arenas et al.,, 2016), enquanto outros nao observam seus
beneficios (Simon et al., 2006; Marconato et al., 2008; Tran et al., 2016).

A atividade proliferativa esta associada a susceptibilidade das células ao
tratamento quimioterapico, sendo mais susceptiveis a acdo quimioterapica os tumores
com alto indice proliferativo, pois este tratamento atua em células em divisdo celular
(De Nardi et al., 2007). Sendo assim, os efeitos colaterais mais observados dos
agentes antineoplasicos sdo mielosupressao, desordens gastrointestinais e alopecia
(Cassali et al., 2014). S&o sugeridos protocolos como: 5-flourouracil e ciclofosfamida
(Karayannopoulou et al., 2001); doxorrubicina e ciclofosfamida; cisplatina (Cassali et
al., 2014); gencitabina e carboplatina (Dominguez et al., 2009); doxorrubicina e
carboplatina (Cassali et al., 2014), carboplatina (Lavalle et al., 2012); paclitaxel (Poirier
et al., 2004); docetaxel ou doxorrubicina (Simon et al., 2006). Em cancer de mama
metastatico recomendam-se 0s seguintes farmacos: capecitabina, doxorrubicina,
gencitabina, paclitaxel, docetaxel e vinorelbina, sendo utilizados preferencialmente em
protocolos com multiplos agentes associados (Hovens et al., 2009).

Na ultima década, um método alternativo de administracdo de quimioterapicos
foi inserido na rotina clinica, a quimioterapia metronémica. Este método utiliza baixas

doses de quimioterapicos administrados continuamente com o intuito de alterar o

*Citagbes segundo normas proprias: Normas para elaboracéo de dissertacéo e tese dos programas de
poés-graduacao, da Faculdade De Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal.



19

microambiente tumoral. O protocolo mais utilizado em medicina veterinaria € a
ciclofosfamida. Também pode-se utilizar o agente quimioterapico de forma
metrondmica em associagdo com outros agente anti tumorais como a prednisona e
AINE (Lien et al., 2013).

3.8.3. Radioterapia

A radioterapia em cadelas com neoplasmas mamarios € limitada e pouco
efetiva no seu tratamento, sendo considerada apenas em situacdes com tumores
muito extensos para o procedimento cirirgico (Lana et al., 2007), principalmente em
relagdo & margem profunda, visto que as margens laterais podem ser removidas ao
associar técnicas de cirurgia reconstrutora. A efetividade da radiacdo para tumores
com margens incompletas néo foi definida em cées (Lana et al., 2007). Além disso,

Seu acesso € restrito no Brasil, devido ao alto custo e baixa disponibilidade.

3.8.4. Hormonioterapia

O tratamento alvo para os horménios esteroides tem maior efeito nos estagios
iniciais da carcinogénese e perde sua eficacia em estadgios mais avancados da
doenca, devido a sua maior expressdo em processos benignos que em malignos
(Alenza et al., 2000). No caso de tumores mamarios com receptores de estrégeno
positivos (cerca de 33%) é possivel a realizacéo de terapia alvo, com a utilizacdo de
farmacos como o Tamoxifeno, porém, apesar da resposta clinica deste tratamento,
cadelas tratadas desenvolvem com frequéncia efeitos colaterais, como aumento
vulvar, secregdo vaginal, incontinéncia urinaria, infec¢édo do trato urinario, piometra e
sintomatologia da fase estral, ndo sendo recomendado seu uso. Similarmente,
tumores mamarios com receptores de progesterona positivos (cerca de 50%), pode-
se realizar a terapia com antagonistas de receptores de progesterona (como

aglepristone) para controle pos-operatorio da doenca (De Las Mulas et al., 2005).

*Citagbes segundo normas proprias: Normas para elaboracéo de dissertacéo e tese dos programas de
poés-graduacao, da Faculdade De Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal.



20

3.8.5. Terapia génica

Terapia génica tem sido estudada experimentalmente com tumores caninos
utilizando adenovirus como vetor expressando P53 (AxXCA-cp53), com intuito de

induzir a parada do ciclo celular (Kanaya et al., 2011).

3.8.6. Imunoterapia

A imunoterapia € um campo promissor e em expansao na medicina veterinaria,
visando o tratamento do cancer. Estudos em cadelas com neoplasmas mamarios
utilizam imunoterapia especifica, por meio do desenvolvimento de vacinas utilizando
células dendriticas, para servir como apresentadoras de antigenos, resultando na
producdo de anticorpos antitumorais. Entretanto, a medicina veterinaria possui
estudos preliminares para o desenvolvimento de vacinas no combate ao cancer,
utilizando estratégias para otimizar a resposta imune antitumoral induzida (Dow e
Guth, 2019).

3.8.7. Tratamento com o uso de inibidores de COX-2

Atualmente, relatos na literatura humana (Ashok et al.,, 2011) e veterinaria
(Lloret et al., 2007) tém documentado a acdo dos AINEs contra o cancer de mama,
por meio da capacidade de inibir seletivamente a cicloxigenase-2 (COX-2) e,
consequentemente, diversos mecanismos associados com o desenvolvimento deste
neoplasma. Na oncologia, é preferido o uso de inibidores seletivos de COX-2, devido
seu baixo potencial de efeitos colaterais, e sua utilizacdo pode ser associada a
diversas modalidades terapéuticas, como nha quimioprevencdo, quimioterapia
antineoplasica, radioterapia ou como terapia unica (De Nardi et al., 2011; Lavalle et
al., 2012).
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3.9.Prognadstico

A taxa de sucesso do tratamento de um paciente portador de neoplasma
mamario é influenciada por diversos fatores, de acordo com a agressividade tumoral
e com o avanco da doenca no organismo (Sorenmo, 2003). Esta avaliacdo com
precisao, realizada baseada nos fatores prognoésticos, é fundamental para eleger a
terapia ideal e individual para cada paciente e evitar a indicagéo e realizacdo de
terapias muito brandas e insuficientes em pacientes com neoplasmas agressivos e/ou
em estagios avancados ou terapias agressivas e com alta toxicidade em pacientes

com neoplasmas pouco agressivos e/ou em estagios iniciais.

3.10. Recomendacgdes

A medicina veterinaria é atualizada constantemente, sendo assim, as
recomendacdes sado adaptadas de acordo com os estudos mais recentes. Sendo
assim, o ultimo Consenso para o Diagndstico, Progndstico e Tratamento de Tumores
Mamarios Canino, realizado em 2019, recomenda que a prevencao deve ser realizada
pela realizacdo da OHE. Entretanto, a idade indicada deve ser estipulada de forma
individualizada, levando em consideracdo fatores sociais e hormonais. De forma
generalizada, recomenda-se a castracdo da cadela de pequeno e médio porte entre o
primeiro e o segundo cio e da cadela de grande e gigante porte entre o segundo e 0

terneiro cio.
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CAPITULO 2 - Sobrevida de cadelas com carcinoma mamario submetidas a
mastectomia acompanhada ou nao da administracdo de
carprofeno

Abstract.- Firmo B.F., Estrada C.V.R.,, Marozeni M., Ferreira M.G.P.A., Senhorello L.L.S,,
Cassali G.D., De Nardi A.B. 2020. [Survival of bitches with mammary carcinoma
undergoing mastectomy with or without carprofen treatment.] Sobrevida de cadelas
com carcinoma mamadario submetidas a mastectomia acompanhada ou ndo da
administracao de carprofeno. Pesquisa Veterindria Brasileira.

In bitches, the most frequent neoplastic process is the mammary tumor.
Mechanisms associated with tumor promotion such as increased angiogenesis, inhibition
of apoptosis, modulation of the immune response, increased invasiveness, and metastasis
have been proposed to explain consequences of the overexpression of cyclooxygenase-2
(COX-2) in neoplastic cells. Due to the relationship between COX-2 and the development
of cancer, the objective of this study was to evaluate survival of bitches with mammary
carcinomas submitted to mastectomy with or without carprofen administration, as well
the tolerance of the treatment. For this study, 20 female dogs with stage IIl and IV
mammary carcinoma were. In 6 months of follow-up, two deaths were observed in the
control group while in the treated group, two deaths were observed. Regarding disease-
free time, nodules on organs were observed in the control group in five patients while in
the group treated were observed in three patients. The general expression of COX-2 was
70%. By the multiple correspondence analysis, there was an association between patients
whose presented grade I carcinoma with absence of COX-2 expression (p = 1). Patients
whose performed survival between 6 and 12 months were associated with those which
presentation of a single nodule and those with tumors of intermediate mitotic index (p =
1). By the chi-square test, it was observed that the mitotic index parameter analyzed in
the histopathological exam may be able to segregate survival groups (p = 0.06). No patient
had serious side effects, which indicated the interruption of treatment. COX-2 expression
identified in most patients supports the indication of anti-inflammatory therapy in canine
mammary carcinoma. The inclusion of biomarkers in clinical decision-making is
increasingly important in veterinary oncology to practice individualized therapy, and
thus, predict patients whose will respond to treatment or will not. In addition, the use of
carprofen was safe for use for prolonged periods (90 days) in dogs.

INDEX TERMS: Cyclooxygenase, dogs, mammary gland, mastectomy, tumor.

Resumo.- Em cadelas, o processo neoplasico mais frequente é o tumor mamario.
Mecanismos associados a promog¢do tumoral, como aumento da angiogénese, inibicao da
apoptose, modulagdo da resposta imune, maior capacidade de invasdo e ocorréncia de
metastases, tém sido propostos para explicar as consequéncias da super expressdo de
cicloxigenase-2 (COX-2) nas células neoplasicas. Em virtude da relagdo da COX-2 com o
desenvolvimento do cincer, o objetivo deste trabalho foi avaliar a sobrevida de cadelas
com carcinoma mamario, submetidas a mastectomia acompanhada ou ndo da
administracdo de carprofeno, bem como sua tolerancia, e, para isso, foram selecionadas
20 cadelas com carcinoma mamario, em estadio IIl e IV. Em 6 meses de acompanhamento,
no grupo controle foram observados dois ébitos, enquanto no grupo tratado foram
observados dois 0bitos. Em relacao ao tempo livre de doenga, observou-se surgimento de
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nodulos em 6rgaos, no grupo controle em cinco pacientes, enquanto no grupo tratado em
trés pacientes. A expressao geral de COX-2 foi de 70%. Pela andlise de correspondéncia
multipla, houve associacdo entre pacientes que apresentaram carcinoma grau I e auséncia
de expressdao de COX-2 (p=1). Pacientes que apresentaram sobrevida entre 6 e 12 meses
foram associadas aquelas com a apresentacdo de nédulo Unico e com tumores de indice
mitotico intermediario (p=1). Pelo teste qui-quadrado, observou-se que o parametro
indice mitdtico analisado no exame histopatolégico pode ser capaz de segregar grupos de
sobrevida (p=0,06). nenhuma paciente teve efeitos colaterais graves, os quais indicassem
a interrupg¢ao do tratamento. A expressao de COX-2 identificada na maioria das pacientes
suporta a indicacdo da terapia anti-inflamatéria em neoplasmas mamadrios caninos. A
incorporacao de biomarcadores na tomada de decisao clinica é cada vez mais importante
na oncologia veterindria, para praticar a terapia individualizada, e assim, predizer os
pacientes que irao ou nao responder ao tratamento. Além disso, o uso do carprofeno foi
seguro para a utilizagdo por periodos prolongados (90 dias) em caes.

INTRODUCAO

O neoplasma mais comum em cadelas ndo castradas é o mamario, sendo em torno
de 52% dos neoplasmas diagnosticados (DE NARDI et al., 2009; OLIVEIRA FILHO et al,,
2010). A incidéncia de malignidade em cancer de mama diagnosticados em cadelas
brasileiras corresponde a até 90,9% dos casos (BRITO et al., 2013; DE NARDI et al., 2002;
OLIVEIRA et al,, 2003; OLIVEIRA FILHO et al,, 2010; PRIEBE et al., 2011; TORIBIO et al.,
2012). As metastases ocorrem preferencialmente por via linfatica (DE NARDI et al., 2009),
e em torno de 50% dos casos (OLIVEIRA FILHO et al.,, 2010). O cancer de mama possui
heterogeneidade, sendo que a paciente pode apresentar varios nédulos ou os nédulos
podem apresentar tipos histologicos distintos (ALENZA et al., 2000, CASSALI et al., 2014).

A cicloxigenase (COX) é relacionada a formag¢do de mediadores inflamatdrios. O
desenvolvimento e a progressdao tumoral tem sido relacionados com a presenca da
cicloxigenase-2 (COX-2), associado a mecanismos como a angiogénese e proliferacao
celular, inibicao da apoptose, modulacao da resposta imune, capacidade de invasao e
metastase. Tumores da glandula mamaria canina expressam COX-2, especialmente os de
origem epitelial, sendo relacionado com prognéstico ruim e com agressividade (HELLER
et al,, 2005; DE NARDI et al., 2007; DIAS PEREIRA et al,, 2009; LAVALLE et al., 2009;
SOUZA et al, 2009; DE NARDI et al,, 2011; LAVALLE et al,, 2012; TAMURA et al.,, 20015;
ARENAS et al., 2016; CUNHA et al., 2016; CARVALHO et al., 2017).

O carprofeno é um anti-inflamatério nao esteroidal (AINE) que reduz a liberagdo
de prostaglandina via inibicdo da COX, e tém a capacidade de inibir seletivamente a COX-
2 e, consequentemente, acdo tanto na prevenc¢ao quanto no tratamento do cancer,
podendo ser utilizado isoladamente ou em associacdo com diversas modalidades
terapéuticas, como na quimioprevencao, quimioterapia antineoplasica, radioterapia ou
como terapia unica (LLORET etal., 2007; JOUBERT, 2009; DE NARDI etal., 2011; LAVALLE
etal, 2012). Além disso, devido a sua inibicao ser seletiva a COX-2, tem baixo potencial de
efeitos colaterais.

O procedimento cirdrgico, realizado com ampla margem de seguranca, é
considerado o tratamento que confere maior sobrevida para cadelas com cancer de mama
(CASSALI et al., 2014). A quimioterapia adjuvante é utilizada com o intuito de prevenir o
desenvolvimento de metastases ou controla-la, quando previamente existente
(KARAYANNOPOULOU et al. 2001; MARCONATO et al.,, 2009; LAVALLE et al, 2012;
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ARENAS et al,, 2016). Na atualidade, relatos na literatura humana (ASHOK et al,, 2011) e
veterinaria (LLORET et al,, 2007) tém documentado a acdo dos AINEs contra o cancer de
mama.

O objetivo deste estudo foi comparar a progressao tumoral e a sobrevivéncia de
cadelas diagnosticadas com tumores mamarios avangados (T3No-1Mo) submetidos ao
tratamento cirdargico associado ou nao ao uso de inibidores da COX.

MATERIAL E METODOS
Selecao das pacientes

Para a realizagdo deste estudo foram selecionadas 20 cadelas com carcinoma
mamario, em estadio III e IV, provenientes da rotina do Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista, Campus de Jaboticabal, atendidas no periodo de marc¢o de 2017 a abril de 2019.
As pacientes foram divididas em 2 grupos: grupo tratado (n=10) e grupo controle (n=10).

Apoés a realizacdo da anamnese e exame clinico das pacientes, o estadiamento foi
realizado com base no volume da lesdo primaria (T), na extensao de sua disseminacao
para os linfonodos regionais (N) e na presenca ou auséncia de metastases a distancia (M).
Foi realizada a mensuracao do tamanho do(s) tumor(es), com auxilio de um paquimetro
digital Digimess (Codigo 100.179Q 150mm/6”). A avaliagao dos linfonodos foi realizada
por meio de exames histopatolégico. Exames de imagem, como radiografia toracica
(projecdo lateral direita, lateral esquerda e ventrodorsal) e ultrassonografia abdominal,
foram realizados para pesquisar a presenca de metastases. O estadiamento clinico dos
neoplasmas mamarios seguiu como preconizado pelo sistema TNM para os tumores
mamarios caninos (OWEN, 1980) (Apéndice C).

Além disto, todas as pacientes foram submetidas a avaliacdo laboratorial pré-
operatoria, envolvendo as andlises de hemograma completo, bioquimica sérica avaliando
alanina aminotransferase (ALT), creatinina (CREA) e ureia (URE), urindlise (Des urina) e
relagdo proteina/creatinina urinaria (UPC), para determinar a condi¢do clinica geral antes
da realiza¢do do procedimento cirurgico.

Tratamento das pacientes

Apos arealizacdo do estadiamento do neoplasma e avaliagao clinica das pacientes,
foi realizado o procedimento cirtrgico. As mastectomias foram ser realizadas com amplas
margens de seguranca, sendo a exérese entre 1 a 3 centimetros de tecido normal
perineoplasico. A técnica de mastectomia unilateral total foi a de escolha e, no caso da
existéncia do envolvimento da cadeia contralateral, o mesmo procedimento foi realizado
no lado oposto apos 3 semanas da data da primeira cirurgia.

Principios da cirurgia oncolégica foram seguidos, como a remocao dos linfonodos
regionais (axilar e inguinal). A identificacdo trans cirdrgica do linfonodo axilar foi
realizada com o auxilio do azul patente, sendo este, administrado na regido peritumoral,
no espaco intradérmico, 10 a 15 minutos antes do inicio do procedimento cirargico, na
dose de 2mg/kg, ndo ultrapassando o volume de 1ml por paciente.

No pés-operatorio as pacientes receberam terapia antibidtica e analgésica de
acordo com a necessidade individual. A limpeza da ferida ciruargica foi realizada com
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solucdo fisiologica (NaCl 0,9%). A remocgao das suturas de pele foi realizada com 15 dias
de p6s-operatorio, na auséncia de complicagdes cirurgicas.

A administragdo de carprofeno do grupo tratado teve inicio no pds-operatorio
imediato, na dose de 4,4mg/kg, por via oral, a cada 24 horas, durante 90 dias. As demais
pacientes nao receberam o inibidor da COX-2 (grupo controle). Concomitante ao emprego
de carprofeno, foi administrado, uma vez ao dia, por via oral, omeprazol, na dose de
1mg/kg, para evitar possiveis alteragdes gastricas que possam ser induzidas pelo inibidor
da COX-2.

Classificacao histopatoldgica e imuno-histoquimica

Apébs a realizacdo da mastectomia, foi efetuado o encaminhamento da peca
cirurgica para determinar a classificagdo histopatolégica, realizadas pelo Laboratério de
Patologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista, Campus de Jaboticabal. Toda a cadeia mamaria (com linfonodos axilar e inguinal)
foi avaliada e as amostras dos tumores, linfonodos e margens cirurgicas foram fixadas em
solucao de formol a 10%, tamponada com fosfato, pH 7,2. Ap6s o periodo de fixacdo de 24
a 48 horas, o material foi desidratado em alcool 70%, diafanizado e incluso em parafina
histolégica. Nos blocos obtidos foram realizados cortes semisseriados de cinco
micrometros de espessura, os quais foram corados pela hematoxilina-eosina e utilizados
para observacdo em microscopia de luz, permitindo a confirma¢do do diagndstico e
classificacao dos tumores, conforme disposto no Apéndice A.

Além disso, foi utilizada a técnica de imuno-histoquimica em cortes de glandula
mamaria incluidos em parafina, seguindo o protocolo do Laboratério de Analises Clinicas
Veterinario VetPat, em Campinas, SP. Para sua analise, as amostras foram seccionadas em
cortes de 5 pm de espessura e montadas em laminas de vidro carregadas eletricamente,
em seguida foram submetidas a desparafiniza¢do e hidratacao. A seguir, procedeu-se com
arecuperacao antigénica com solugao EDTA (Ph 8,9). A dilui¢ao do anticorpo primario foi
de 1:200 para o COX-2, Clone (CX-294), Dako Agilent (Tabela 1). Como anticorpo
secundario, foi utilizado o sistema de deteccao de polimero (NovoLink Max Polymer
Detection System, Leica Biosystems. Ref: RE7280-k). A avaliacdo da reacao de imuno-
histoquimica foi realizada com auxilio de um microscépio acoplado a camera digital,
juntamente com o programa de analise de imagens, considerando-se a quantidade e
intensidade de céluas marcadas. O resultado para o anticorpo foi classificado em positivo
e negativo, para respaldar a resposta ao tratamento aplicado.

Tabela 1: Anticorpo primario utilizado com suas especificacoes.
Anticorpo anti Clone Diluicao Fabricante
COX-2 (M) CX-294 1:200 Dako Agilent
M: anticorpo monoclonal

Avaliacao pds operatoria e analise dos dados

No periodo pds-operatério as pacientes foram avaliadas mensalmente nos
primeiros 6 meses. A avaliagdo foi por meio de exames fisico e complementares
(radiografia toracica, ultrassonografia abdominal, hemograma completo, bioquimica
sérica, avaliando ALT, CREA e URE, Des urina e UPC), com o proposito de monitorar a
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evolucdo da afecgdo neoplasica (presenga ou auséncia de recidiva e/ou metastase) e da
toxicidade farmacolégica.

Além disso, exames de imagem (radiografia toracica, ultrassonografia abdominal)
foram realizados trimestralmente no periodo de 6 e 12 meses, para monitorar a evolucao
da afec¢do neopldasica e acompanhar a sobrevida.

Analise estatistica

A analise de correspondéncia multipla foi aplicada para verificar a existéncia de
correspondéncias entre as categorias grupo, estadiamento, sinais clinicos, exames
laboratoriais e exame ultrassonografico pré-operatoérios, idade, quantidade de nodulos,
presenca de ulceragdo, quantidade de tipos histopatolégicos, grau histopatoldgico,
expressdo de COX-2, margem cirurgica e tempo de sobrevida. O teste qui-quadrado foi
utilizado para verificar associacdo entre essas categorias. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando P<0,05. Os softwares de andlise
utilizados foram o Statistica 7 e o Graphpad Prism 6.0.

RESULTADOS

Em seis meses de acompanhamento, foram observados o total de quatro ébitos,
sendo dois no grupo controle com o tempo de sobrevida de 110 /118 dias e dois no grupo
do carprofeno com sobrevida de 87/133 dias. Houve dois ébitos entre 6 e 12 meses,
ambos do grupo controle, os quais tiveram tempo de sobrevida de 240 e 243 dias.

As alteragdes clinicas, laboratoriais, ultrassonograficas e radiograficas, observadas
no momento inicial (M0) e durante o acompanhamento de 6 meses (M1, M2, M3, M4, M5
e M6), estdo no Quadro 1, 2, 3 e 4, respectivamente.

Em relacdo ao tempo livre de doenca, observou-se surgimento de nddulos em
diferentes o6rgaos, sendo suspeitos de metastases pois ndo tiveram confirmacgao
histopatologica, os quais foram encontrados nos érgaos: trés em pulmaoes; dois em figado;
dois em pele; dois em bago; e um em linfonodos.

As novas lesdes nodulares (Quadro 3 e 4) foram observadas no grupo controle em
cinco pacientes, sendo em uma com 60 dias (pele), em duas pacientes com 150 dias
(figado e pulmao) e trés pacientes com 180 dias (baco, figado e linfonodo esternal cranial),
sendo que uma das pacientes teve altera¢oes tanto com 150 dias (figado) quanto com 180
dias (linfonodo esternal cranial) de acompanhamento. No grupo tratado, por sua vez,
foram observadas lesdes nodulares em trés pacientes, sendo a primeira paciente com 60
dias (pele), a segunda paciente com 90 dias (pulmao) e com 120 dias (bago), e a terceira
paciente com 180 dias (pulmdo). Adicionalmente, no grupo controle, uma paciente
apresentou nodulo no figado no preé-operatorio (M0), o qual foi realizado biopsia com
agulha para biopsia de tecidos moles tipo Tru-cut guiada por ultrassom, resultando em
degeneragdo por glicogénio associada a fibrose moderada. Os nédulos esplénicos
observados desde o pré-operatdrio (MO0) (3 no grupo controle e 2 no grupo tratado) foram
acompanhados e permaneceram estaveis, sendo associados com hiperplasia esplénica
benigna.
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Quadro 1. Dados obtidos das alteracgdes clinicas das pacientes do grupo controle e do
grupo tratado, nos dias 0 (M0), 30 (M1), 60 (M2),90 (M3), 120 (M4), 150 (M5) e 180 (M6).
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Quadro 2. Dados obtidos das alteragdes laboratoriais das pacientes do grupo controle e
do grupo tratado, nos dias 0 (M0), 30 (M1), 60 (M2), 90 (M3), 120 (M4), 150 (M5) e 180

(M6).

Mimero de pacientes

Mamero de pacientes

10

Exame laboratorial

Grupo Controle

10

n
H
£ 8
]
o
z &
s
s 2
5
E 2
3
=
0
Mo M1 M2 M3 M4 M5 Me&
Tempo (meses)
— ENEME — O liCitEME  =— eucopenia
— |2UCOC EOS2 trombopenia trombocitose
Grupo Controle
10
e
c
=z
2 6
[=%
-
o 4
5
£
=
A 0

MO M1 M2 M3 M4 M5 MeE

Tempo (meses)

o CRES, o | JRE o AT o D25 UTiNG s P

Grupo Tratado (Carprofeno)

\

DN

o
MO M1 M2 M3 M4 M5 M6

Tempo (meses)

—ENEME — DOHCTEME  ——eucopenia

— |2ucoC OS2 trombopenia trombocitose

Grupo Tratado (Carprofeno)

D

MO M1 M2 M3 M4 M5 MeE

Tempo (meses)

e (REA o URE. s AL T e 025 UMiNG s UPC

*Formatacdo segundo normas da Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.



37

Quadro 3. Dados obtidos das ultrassonograficas das pacientes do grupo controle e do
grupo tratado, nos dias 0 (M0), 30 (M1), 60 (M2),90 (M3), 120 (M4), 150 (M5) e 180 (M6).
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Quadro 4. Dados obtidos das alteracoes radiograficas das pacientes do grupo controle e
do grupo tratado, nos dias 0 (M0), 30 (M1), 60 (M2), 90 (M3), 120 (M4), 150 (M5) e 180

(M6).
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Entre as pacientes, as quais apresentaram 79 nddulos mamarios, foram

observados 100 diagnésticos histopatolégicos (variando de 1 a 11 por paciente),
representados pelo adenoma basaloide, adenoma tubular, adenomioepitelioma benigno,
adenomioepitelioma maligno, carcinoma anaplasico, carcinoma apécrino ductal,
carcinoma cribriforme, carcinoma de células escamosas mamario, carcinoma ductal in
situ, carcinoma em tumor misto, carcinoma lobular in situ, carcinoma micropapilar,
carcinoma papilar, carcinoma secretdrio, carcinoma tubular in situ, carcinoma tubular,
mastocitoma cutaneo, papiloma ductal e tumor misto benigno, na frequéncia relatada na
Figura 1.
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m Carcinoma apdcrino ductal (1)
Ti pOS H i StO pato |6giCOS = Carcinoma cribriforme (1)
= Carcinoma secretorio (1)
= Carcinoma tubular in situ (1)
= Mastocitoma cutaneo grau I/baixo grau (1)
= Papiloma ductal (1)
m Adenoma basaloide (2)
= Carcinoma anaplasico (2)
m Carcinoma de celulas escamosas mamério (2)
= Carcinorma micropapilar (2)
= Tumor misto benigno (2)
m Adenoma tubular (3)
u Adenomioepitelioma benigno (3)
17% ® Carcinoma ductal in situ (5)
Carcinoma papilar (7)
= Adenomioepitelioma maligno (12)
= Carcinoma lobular in situ (15)

Carcinoma tubular (17)

15% = Carcinoma em tumor misto (22)

Figura 1. Percentual dos tipos histolégicos diagnosticados na amostra avaliada em
pacientes fémeas da espécie canina. UNESP - Campus de Jaboticabal (2020).

Expressdao de COX-2 (Figura 2) foi de 70%, sendo entre o grupo controle 80%
positivo e no grupo tratado 60% positivo. Entre as pacientes com estadiamento [V, 100%
foram positivas e estadiamento III, 50% foram positivas.

S 7
994 A
LIS 2.4

FiguraZ. Expressao de COX-2 em n olasmas mamarios em cadelas. A: Auséncia de
imunoexpressao de COX-2 nas células neoplasicas epiteliais. B: Imunoexpressao de COX-
2 nas células neoplasicas epiteliais.

Pela analise de correspondéncia multipla (Figura 3), em pacientes que tinham 10
a 11 anos no momento do diagndstico, observou-se que essas foram associados aquelas
que menos apresentaram alteragdes com exames de imagem, carcinoma grau I e auséncia
de expressio de COX-2. Observou-se também associagdo entre pacientes que
apresentaram carcinoma grau I e auséncia de expressao de COX-2 (p=1).

Observou-se a associacdo de pacientes com tumores de indice mitdtico
intermediario (entre 9 e 16 figuras de mitose em 10 CGA) com as diagnosticadas aos 8 e
9 anos de idade. Pacientes que apresentaram sobrevida entre 6 e 12 meses foram
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associadas aquelas com a apresentacdo de ndédulo tinico e com tumores de indice mitético
intermediario (entre 9 e 16 figuras de mitose em 10 CGA) (p=1).

Pelo teste qui-quadrado, observou-se que o parametro indice mitético analisado
no exame histopatologico pode ser capaz de segregar grupos de sobrevida (p=0,06).

Categorias avaliadas na analise de correspondéncia
multipla
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Figura 3. Categorias avaliadas na analise de correspondéncia multipla. Surgery_G = Grupo
controle (cirurgia); Carprofen_G = Grupo tratado (carprofeno); S = estadiamento clinico;
LW = exames laboratoriais; CS = sinais clinicos; DI = exames de imagem; yrs = anos;
SNG_tumor = tumor Unico; MTP_Tumor = multiplos tumores; U_YES = tumor ulcerado;
U_No = tumor nao ulcerado; DHC=diferentes diagndsticos histopatoldégicos; SHC = tinico
diagnostico histopatologico; G = mrau histoldgico; STC = tipo especial de carcinoma;
COX_Neg = COX-2 negativo; COX_Pos = COX-2 positivo; C_Margins = Margens cirdargicas
livres; I_Margins = Margens cirargicas comprometidas; ST = tempo de sobrevida.

DISCUSSAO

Pacientes caninos que apresentam neoplasmas mamarios com estadiamento
clinico avancado possuem indicacgdo para o uso de tratamento adjuvante, com o intuito de
alcangar o melhor controle da doenga e maior sobrevida (MARCONATO et al., 2009;
LAVALLE et al,, 2012). A pesquisa do uso de medicamentos nos quais possui um alvo
terapéutico, com base nas caracteristicas imunofenotipicas da doenca, é uma tendéncia
emergente. Dentre as possibilidades de tratamento baseado por um fator preditivo, a
expressao da COX-2 é uma opgao a ser considerada (CUNHA et al., 2016).

A COX-2 tem sido relacionada com pior prognéstico, de forma independente ou
dependente, principalmente em relagdo aos carcinomas (DE NARDI, 2007; DIAS PEREIRA
et al., 2009; LAVALLE et al., 2009; LAVALLE et al,, 2012). No presente estudo, no qual
apenas pacientes em estagio Il e IV foram incluidas, 70% apresentaram marcagado
positiva para COX-2. Considerando as demais variaveis ao comparar os resultados entre
os estudos, Lavalle e colaboradores (2012) detectou 96,6% de positividade para COX-2
em seus pacientes, sendo casos de neoplasma mamario em estagios mais avancados,
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incluindo o estagio IV e V (T3N1-2Mo-1), 0 que segue o raciocinio da maior porcentagem de
marcacdo em estagios avanc¢ados e, proporcionalmente, pior progndstico. Além disso, De
Nardi (2007) e Dias Pereira et al. (2009) constataram expressdao aumentada da COX-2 na
maioria das lesdes metastaticas estudadas.

Outros estudos revelam diferentes valores da expressao de COX-2, sendo estes,
avaliados entre os tumores mamarios benignos, foi de 8% (DIAS PEREIRA et al., 2009),
24% (DORE et al,, 2003), 25% (DE NARDI, 2007) e 96% (QUEIROGA et al., 2007), sendo
entre os que avaliaram os tumores malignos, foi de 42% (DIAS PEREIRA et al., 2009), 56%
(DORE et al., 2003; HELLER et al, 2005), 62% (MOHAMMED et al, 2004) e 100%
(MILLANTA et al,, 2006; QUEIROGA et al., 2007; LAVALLE et al., 2009; QUEIROGA et al.,
2010; ARENAS etal., 2016), e entre o que considerou apenas os carcinomas grau III, foi de
85% (CLEMENTE et al,, 2013). A marcacao da expressao de COX-2 avaliada nos estudos
citados variou tanto na porcentagem de células tumorais positivas para COX-2, assim
como na intensidade da expressdo, o qual ndo foi avaliado no presente estudo.

Os tipos histolégicos encontrados neste estudo foram consideravelmente
diversificados, o que ocorre constantemente em estudos clinicos com tumores mamarios
e é fator limitante na andlise dos seus resultados. Apesar do tipo histolégico ser um fator
progndstico, todos os pacientes encontravam em estagio clinico avancado (estadiamento
[l ou IV), o que corrobora ao progndstico, impactando no resultado geral de
sobrevivéncia das pacientes. Dentre os tipos histolégicos, Heller e colaboradores (2005)
identificaram o carcinoma anaplasico como significantemente mais propenso a ter
marcagdo para COX-2, observando em 100% dos casos deste tipo em seu estudo (11
casos), e, de forma semelhante, neste estudo observou expressdao de COX-2 em 100% dos
casos deste tipo (2 casos).

A associacao feita neste estudo entre cadelas com carcinomas grau I com a
auséncia de marcacdao de COX-2 corrobora com os achados de Heller e colaboradores
(2005), os quais indicam que tumores pouco diferenciados expressam COX-2 em maior
frequéncia em comparagao com tumores mais diferenciados. Resultados semelhantes sao
observados também na literatura humana (RISTIMAKI et al., 2002; REGULSKI et al,
2016). Este padrao reforca a indicagdo dos AINEs como quimioterapéuticos no
tratamento adjuvante do neoplasma mamario canino, os quais sao indicados apenas em
casos com um conjunto de fatores progndsticos negativos, além disso, outros mecanismos
independentes da expressao de COX-2 o indica como quimioprevencao, avaliados in-vitro
(TAMURA et al.,, 2005; ITURRIAGA et al., 2017; BICHOP et al., 2018).

De acordo com LAVALLE e colaboradores (2012), inibidores seletivos da COX-2
podem beneficiar pacientes com altos escores de imunoexpressao da COX-2. Desta forma,
no presente estudo as pacientes selecionadas com carcinoma em estagio avancado
(estadio III e IV) possuem maior probabilidade em expressar a COX-2, observado na
maioria dos pacientes (60%), qualificando-as como candidatas a terapia direcionada com
inibidores seletivos da COX-2. Sendo assim, recomenda-se que o escore imuno-
histoquimico da COX-2 seja incluido como fator preditivo na avaliacdo de neoplasmas
mamadrios caninas com estadiamento clinico avancado.

Além disso, a avaliacdo do beneficio terapéutico da inibicdo da COX-2 em tumores
mamarios é necessaria antes de recomenda-los como tratamento. Neste caso, 60% das
pacientes tratadas com AINEs expressavam de fato o COX-2, o que diretamente interfere
no resultado das pacientes que nao apresentaram sua expressao e foram tratadas com o
carprofeno.
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Pacientes caninas com neoplasma mamario em estagios avan¢ados recebem a
indicacdo de tratamento adjuvante apds ao procedimento cirurgico para melhor controle
da doenca, sendo observado o seu beneficio em diversos estudos (KARAYANNOPOULOU
et al. 2001; MARCONATO et al., 2009; LAVALLE et al, 2012; ARENAS et al, 2016).
Entretanto, ha outros estudos em que sua indicacdo nao foi comprovada (MARCONATO et
al., 2008; SIMON et al,, 2006; TRAN et al,, 2016). Apesar do presente estudo nao ter tido
forca estatistica para identificar diferenca entre os grupos, Arenas e colaboradores (2016)
observaram que cadelas com tumores mamarios tratados cirurgicamente seguido por
AINEs (firocoxibe) tiveram tempo livre de doenca e sobrevida maior do que aquelas
tratadas apenas com o procedimento cirurgico.

Os estudos encontrados na literatura caracterizam a falta de uniformidade no
tratamento dos AINEs, a respeito da sua duracdo, a qual pode ser observada de 1 a 24
meses de administracdo (ARENAS et al,, 2016; CUNHA et al., 2016). Entretanto, com o
proposito de controlar a recidiva e a progressao tumoral, indica-se o emprego dos AINEs
forma prolongada, uma vez que os inibidores seletivos da COX-2 sdo capazes de inibir a
ativacdo do receptor, mas nao modula a expressao do receptor (CUNHA et al., 2016). Sua
prescricao (dose terapéutica e duragdo do tratamento), no entanto, devem ser adaptadas
a suscetibilidade de cada paciente para minimizar os eventos adversos, principalmente
naqueles que apresentam comorbidades. No presente trabalho, o tratamento teve
duracao de 3 meses e ndo houve necessidade de ajustes de dose ou duragao.

O carprofeno pertence a classe dos AINEs, sendo um acido carboxilico conhecido
como acido aril-propidnico, com caracteristicas analgésicas e antipiréticas. Seu uso é uma
alternativa promissora no tratamento de caes e gatos, pois possui acdo seletiva sobre a
COX-2, diminuindo seu potencial téxico quando comparado a outras classes (GUERIUS et
al.,, 2002). Seu mecanismo de a¢do ocorre principalmente pelo efeito na liberagdo de
prostaglandinas (PIMPAO et al., 2009). A escolha do seu uso no estudo foi pela sua
seletividade visando minimizar os possiveis efeitos colaterais, os quais foram minimos e
permitiram que o periodo de administragdo seja concluido sem interrupgoes.

Atualmente, relatos na literatura humana (CHOW et al., 2005; ASHOK et al,, 2011)
e veterindria (LLORET et al., 2007) tém documentado a acao dos diversos AINEs contra o
cancer de mama, por meio da capacidade de inibir a COX-2 e, consequentemente, diversos
mecanismos associados com o desenvolvimento deste neoplasma. Apesar dos resultados
ndo constatarem que o seu uso foi capaz de influenciar na sobrevida ou na progressao
tumoral, a alta expressividade do COX-2 nos tumores mamarios das cadelas do presente
estudo justificaram sua indicagao.

Apo6s serem utilizados no tratamento da inflamacao, febre e dor, os inibidores da
COX-2 estao sendo desenvolvidos como potenciais agentes para a prevencao e tratamento
do cancer em humanos e animais. Os AINEs seletivos para COX-2 desenvolvidos para uso
no tratamento dos neoplasmas por apresentarem efeito antitumoral mais potente que os
AINEs nao seletivos (ASHOK et al.,, 2011) e nivel de seguran¢a muito maior em relacdo ao
desencadeamento de efeitos colaterais. A respeito dos tumores mamarios em mulheres,
inibidores seletivos da COX-2 foram mais protetoras do que os nao seletivos, com
destaque ao rofecoxib, o qual reduziu o risco de cancer de mama em 46%, sugerindo um
possivel papel dos inibidores seletivos para COX-2 na profilaxia do cancer de mama
(ASHOK et al,, 2011). As estratégias de tratamento que utilizam a inibicdo da COX-2 tém
demonstrado acdo preventiva e terapéutica em modelos animais com cancer espontaneo
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e experimental (ROSSMEISL et al.,, 2009). Nesse sentido, o estudo buscou contribuir para
seu uso de forma terapéutica em cadelas com neoplasma mamario espontaneo.

Estudos acerca dos efeitos colaterais do AINEs, os quais sdo presentes no trato
gastrintestinal, rins, figado e na funcdo hemostatica. Entretanto, em termos comparativos,
deve-se considerar a classe do fArmaco em questao, sendo o carprofeno um dos AINEs que
desenvolvem uma atividade inibitéria seletiva sobre a COX-2. Os efeitos especificos do
carprofeno também sdo avaliados isoladamente na literatura.

As lesdes gastrintestinais constituem as principais complica¢des ap6s o uso por
periodos prolongados de AINEs. Para verificar seus efeitos em caes, Guérius e
colaboradores (2002) avaliaram via endoscopia a administragdo de carprofeno e
vedaprofeno e constataram que podem ser administrados com segurancga, durante o
periodo de 30 dias consecutivos, pois causaram minimas alteragdes gastricas em 1 (14%)
e 2 (28%) das pacientes tratadas, respectivamente. Resultante da inibicdo das
prostaglandinas, Ulceras gastricas podem ocorrer decorrente do uso de AINEs, pois elas
atuam no estimulo na secre¢do de muco e bicarbonato no estomago e na inibigao da
secrecdo de gastrina e 4cido cloridrico (GUERIUS et al., 2002). Outro estudo, conduzido
por Luna e colaboradores (2007), comparou os efeitos no trato gastrintestinal, e observou
que o uso carprofeno, administrado por 90 dias em caes, causa menos lesdo no quando
comparado ao cetoprofeno e flunixim meglumine. Neste estudo as altera¢des gastricas
observadas foram hiporexia/anorexia, oligodipsia/adipsia, émese e diarreia e em
nenhum dos casos foi necessario interromper o tratamento, entretanto, além do uso do
carprofeno, as pacientes deste estudo podem ter apresentado alteracbes devido ao
neoplasma.

Dos efeitos adversos do uso dos AINEs, as renais sdo as segundas mais relatadas
(LOMAS et al.,, 2015). Para avaliar a toxicidade renal do carprofeno e do ibuprofeno, bem
como sua reversibilidade, um estudo utilizou durante 8 dias isoladamente e
concomitantemente com a presenc¢a de deplecao volumétrica do plasma com o uso de
diuréticos (furosemida), sendo observado que caes normovolémicos que receberam
isoladamente AINES ndo diferiram daqueles do grupo placebo, entretanto, quando
associados a diuréticos, podem comprometer a taxa de filtracdo glomerular e
comprometer a fung¢do renal, a qual foi autolimitante com a interrupg¢do da administracao.
(SURDYK et al., 2011). Sabe-se que caes com doenca renal crénica expressam mais COX-2
que os higidos, sendo assim, sendo mais afetados pelo uso dos AINEs (mesmo os
seletivos), influenciando no fluxo sanguineo renal, na taxa de filtracao glomerular, na
liberacdo de renina e na excrecao de s6dio (LOMAS et al., 2015). As pacientes do presente
estudo que foram tratadas com carprofeno nao tiveram altera¢des nas dosagens de ureia
e creatinina sanguinea e, apesar de ter sido identificada alteracdes na mensura¢do da
densidade urinaria e no UPC em 3 pacientes, foram autolimitantes (inclusive durante a
administracao do carprofeno) e nao necessitaram de interrupcao da administracao. Além
disso, as pacientes deste estudo podem ter apresentado alteragdes devido ao cancer.

Outros efeitos colaterais sdo relatados, como a hepatotoxicidade com o uso do
carprofeno, sendo o aumento na atividade sérica da aminotransferase (ALT) a
anormalidade clinico-patolégica mais frequente, mesmo sem correlagdo com os sinais
clinicos (CAVALCANTE et al,, 2008). No presente estudo, apesar do agravante da doencga
neoplasica, foi observado o aumento da ALT em trés pacientes (30%) do grupo tratado e
em uma paciente (10%) do grupo controle, e assim como o estudo descrito, ndo houveram
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correlagdes clinicas e o aumento foi autolimitante, inclusive durante a administracdo do
carprofeno.

Em um estudo conduzido por Cunha e colaboradores (2016), no qual o uso de
AINE:s foi aplicado a varios tipos tumorais, 2 (29%) dos pacientes tratados com firocoxibe
apresentaram vomito, anorexia, diarreia e fezes escuras, os quais foram relacionados a
doenca gastrintestinal preexistente, agravada com o uso de AINE. Entretanto, a duracao
do tratamento nao foi uniforme entre os pacientes, sendo, em média, de 3,2 meses
(variagcdo de 1 a 6), bem como ndo houve uso de apenas um farmaco, sendo utilizado
firocoxibe e mavacoxibe. As alteracoes do trato gatrointestinal no grupo tratado com
carprofeno deste estudo foram observadas em quatro pacientes, sendo
hiporexia/anorexia (trés pacientes, no M2 no M3), émese (trés pacientes, nono M1, M2 e
M3), oligodipsia/adipsia (uma paciente no M2), e diarreia (uma paciente no M3). Além de
uma paciente apresentar alteracdo no MO (hiporexia/anorexia), ou seja, previamente ao
tratamento cirargico e com carprofeno. Entretanto, no presente estudo as alteragdes
gastricas observadas em uma das pacientes as altera¢des foram atribuidas a doenca
preexistente (hemoparasitose), devido a resposta terapéutica satisfatéria, e em outra
paciente foi atribuida a ingestdo acidental de alimento inapropriado para caes, devido a
ocorréncia pontual e autolimitante. Outra paciente apresentou sinais clinicos associados
a evolucdo da doenca (carcinoma inflamatério secundario), antecedentes ao 6bito.
Paralelamente, foram observadas no presente estudo alteragdes clinicas no grupo
controle, como émese (duas pacientes no M3 e M4) e diarreia (uma paciente no M6).

No grupo de pacientes estudado por Marconato e colaboradores (2009), foi
observado toxicidade gastrintestinal em 1 (4%) paciente que recebeu apenas piroxicam
e em 1 (50%) que recebeu piroxicam e doxorrubicina e, de forma geral, os autores
sugerirem que o tratamento clinico pode melhorar o resultado geral do carcinoma
inflamatério mamario. Em outro estudo, os efeitos colaterais observados por Schmidt e
colaboradores (2001) em um grupo de cies com carcinoma de células escamosas oral com
piroxicam foi em apenas 1 (6%) paciente, o qual desenvolveu toxicidade gastrintestinal
moderado, responsiva ao tratamento sintomatico. Lavalle e colaboradores (2012)
utilizaram firocoxibe e piroxicam no tratamento de carcinoma mamario canino e nao
observaram efeito colateral com firocoxibe, entretanto, relataram ébito de uma paciente,
a qual utilizou piroxicam, devido a gastroenterite hemorragica aguda nao responsiva ao
tratamento clinico (hidratacao, antieméticos, manejo dietético e inibidores de acido
gastrico). No presente estudo ndo houve necessidade de interromper nenhum tratamento
devido aos efeitos colaterais, sendo autolimitante, inclusive durante o uso do carprofeno.

Arenas e colaboradores (2016) conduziram um estudo no qual observaram 28%
de efeito colateral relacionado ao uso do firocoxibe (utilizado durante 11 a 24 meses), em
contraste com 75% ao uso da mitoxantrona, o que torna o uso dos AINEs vantajoso frente
a quimioterapia dose maxima tolerada, visto que seu uso foi responsivo ao tratamento
clinico. Dentre os efeitos colaterais do uso do AINEs, anorexia foi observada em dois cies
(29%), além de aumento da ureia em dois cdes (29%) e a creatinina (ndo ultrapassando
os limites de referéncia) em dois cdes (29%) durante o periodo do estudo, sendo tratados
clinicamente com sucesso. No presente estudo, foi observada anorexia em trés pacientes
(30%) que receberam carprofeno e em uma (10%) que ndo recebeu, além disso, ndo foi
observado aumento de ureia nem de creatinina nas pacientes que receberam carprofeno,
apesar de ter sido observado aumento de ureia em uma paciente (10%) e aumento de
creatinina em duas (20%) que ndo receberam.
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Um resumo com resultados preliminares publicado por Lloret e colaboradores
(2007) avaliou 60 pacientes com cancer, entre os quais 29 eram mamarios, cujo objetivo
era avaliar a tolerdncia do firocoxibe em cdes com neoplasmas que frequentemente
expressam COX-2, demonstrou boa tolerdncia a administracao de firocoxibe por periodo
prolongado, observando efeitos colaterais em apenas dois (3%) casos.

Neste estudo, observaram-se algumas alteracdes no grupo tratado com
carprofeno, entretanto, foram brandas e autolimitantes ao periodo de utilizacdo (3
meses), ndo necessitando de intervencdo ou interrupc¢ao do tratamento. Além disso,
algumas alteracdes foram atribuidas a situacdes externas. Paralelamente, foram
observadas alteragdes clinicas no grupo controle. Desta forma, ndo foi possivel atribuir as
alteragdes clinicas ao uso do carprofeno. Semelhantemente, nao foi possivel atribuir as
alteragdes laboratoriais a algum dos grupos deste estudo.

CONCLUSOES

Apesar da impossibilidade em mostrar melhora nos tempos de sobrevivéncia em
cdes com neoplasma mamario avancado, tratados com carprofeno de forma adjuvante, a
expressao de COX-2 identificada na maioria das pacientes (70%) suporta a indicacdo da
terapia anti-inflamatoria. A incorporag¢do de biomarcadores na tomada de decisao clinica
é cada vez mais importante na oncologia veterinaria, para praticar a terapia
individualizada, e assim, predizer os pacientes que irdo ou ndo responder ao tratamento.

Os recentes avancos alcancados no campo da oncologia veterinaria com o
emprego dos inibidores de COX-2 representam nova tendéncia na investigacdo do
tratamento do cancer em animais de companhia, sendo o carprofeno seguro para a
utilizacao por periodos prolongados (90 dias) em caes.
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Apéndice A. Classificacao presente no documento elaborado durante o Encontro de
Patologia Mamaria: diagnostico, prognostico e tratamento das
neoplasias maméarias da cadela realizado em 2013 em Belo Horizonte —
MG, promovido pelo Laboratoério de Patologia Comparada — ICB/UFMG,
com o apoio da Associacdo Brasileira de Patologia Veterinaria e

Associacao Brasileira de Oncologia Veterinaria (CASSALI et al., 2014).

LesOes epiteliais ndo neoplasicas

Hiperplasia epitelial
Hiperplasia ductal
Hiperplasia lobular
Adenose

LesBes de células colunares
Alteracdo de células colunares
hiperplasia de células colunares
Lesdes de células colunares atipicas

Tumores benignos

Adenoma
Adenomioepitelioma
Adenoma basaldide
Fibroadenoma
Tumor misto benigno
Papiloma ductal

Tumores malignos

Carcinomas
Carcinomas in situ
Carcinoma ductal in situ
Carcinoma lobular in situ
Carcinoma em tumor misto
Carcinoma papilar
Carcinoma Tubular
Carcinoma sdélido
Tipos especiais de carcinomas

Carcinoma micropapilar




Carcinoma lobular invasivo
Carcinoma lobular pleomarfico
Carcinoma secretorio
Carcinoma mucinoso
Carcinoma rico em lipideo
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma de células fusiformes
Carcinoma anaplasico
Neoplasias mamarias com diferenciacdo sebacea
Neoplasias mioepiteliais
Adenomioepitelioma maligno
Sarcomas
Fibrossarcoma
Osteossarcoma
Carcinossarcoma
Sarcoma em tumor misto
Outros sarcomas
Condrossarcoma
Lipossarcoma

Hemangiosarcoma
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Apéndice B. Sumario de graduacéo histologica para tumores mamarios de acordo
com Elston e Ellis (1998) (CASSALI et al., 2014).

Atributo Escore
Formacao tubular

>75% do tumor

10 a 75% do tumor

<10% do tumor

Pleomorfismo nuclear

Tamanho nuclear similar a célula normal (2 a 3 vezes o tamanho de uma célula
sanguinea vermelha) 1
Moderado aumento de tamanho e variagao

Variacdo marcante 3
Contagem mitotica (CGA)*

0 a 8 contagens mitéticas / CGA 1

9 a 16 contagens mitéticas / CGA

17 ou mais contagens mitoticas / CGA 3

*CGA: Campos de grande aumento. Olympus BX-41, lente objetiva de 40X
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Apéndice C. Estadiamento clinico (TNM) dos tumores mamarios caninos (modificado
de Sorenmo et al, 2003) (CASSALI et al., 2014).

Sistema modificado

T —tumor primério
T1 <3cm
T2 3-5cm
T3 <5cm

N - linfonodo regional
NO histologico ou citolégico — sem metastase

N1 histologico ou citolégico — com metastase

M — metastase a distancia
MO sem metastases a distancia detectadas

M1 metastases a distancia detectadas

T N M
Estéadio | T1 NO MO
Estadio Il T2 NO MO
Estadio Ill T3 NO MO
Estadio IV Qualquer T N1 MO

Estadio V Qualquer T Qualquer N M1




