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AVALIAGAO DA QUIMIOTERAPIA METRONOMICA EM CARCINOMAS
MAMARIOS DE CADELAS POR IMUNOMARCAGOES

RESUMO - A neoplasia mamaria canina (NMC) é o tipo de neoplasia
que mais comumente afeta cadelas ndo castradas. A terapia para a NMC € um
desafio ja que ndo sédo descritos tratamentos efetivos para neoplasias de alto
grau histologico. Uma possibilidade terapéutica que age diminuindo a
angiogénese tumoral é a quimioterapia metronédmica (QM). Tem sido proposta
a quantificagdo da angiogénese tumoral através da mensuragdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e da densidade microvascular (DMV).
Desta forma, neste estudo, foi avaliada a resposta de carcinomas mamarios
caninos a QM por mensuracido da DMV e deteccdo do VEGF tecidual, indice
apoptético (IA) e indice de proliferagao celular (IP). Foram utilizadas 28 cadelas
com carcinomas mamarios, distribuidas igualmente em um grupo controle (GC)
tratadas com mastectomia e um grupo tratado (GT) com QM (ciclofosfamida
15mg/m? e piroxicam 0,3mg/kg) ambos por via oral e diariamente durante 28
dias seguido de mastectomia. As neoplasias mamarias foram classificadas e
graduadas histologicamente. DMV, grau do VEGF tecidual, IA e IP de todas as
neoplasias foram obtidas por imunomarcagcdo. A analise estatistica mostrou
diferengca entre os grupos na DMV e IA (p<0.05), evidenciando redugéo
quantitativa na microvasculatura tumoral e aumento na apoptose de células
neoplasicas. Com base neste resultado, é possivel afirmar que a QM possui
efeitos antiangiogénicos e pro-apoptoticos em carcinomas mamarios de

cadelas e pode ser utilizada como uma nova opg¢ao terapéutica.

Palavras-chave: caes, fémeas, mastectomia, neoplasia mamaria,

quimioterapia adjuvante, quimioterapia metronémica.



EVALUATION OF METRONOMIC CHEMOTHERAPY IN CANINE MAMMARY
CARCINOMAS THROUGH IMMUNOSTAINING

SUMMARY - The canine mammary tumor (CMT) is the neoplasia that
most commonly affects not spayed bitches. Therapy for CMT is a challenge
since there are not described effective treatments for high-grade tumors. A
therapeutic option that slows down tumor angiogenesis is metronomic
chemotherapy (MC). Quantification of tumor angiogenesis has been proposed
by measuring the vascular endothelial growth factor (VEGF) and microvessel
density (MVD). Thus, in this study, the response of canine mammary
carcinomas by the MC was evaluated by the measurement of MVD and tissue
VEGF detection, apoptotic index (Al) and cell proliferation index (Pl). Twenty-
eight dogs with malignant CMT, equally distributed into a control group (CG)
treated with mastectomy and a treated group (TG) treated with MC
(cyclophosphamide 15mg/m? and piroxicam 0.3 mg/kg) both orally and daily for
28 days followed by mastectomy. Mammary tumors were classified and graded
histologically. MVD, tissue VEGF, Al and PI of all malignancies were obtained
by immunostaining. The analysis showed statistical difference between groups
in MVD and Al (p <0.05), showing quantitative reduction in tumor
microvasculature and increase in tumor cells apoptosis. Based on this result,
we can affirm that MC has antiangiogenic and proapoptotic effects in mammary

carcinomas of bitches and can be used as a new therapeutic option.

Keywords: adjuvant chemotherapy, dogs, female, mammary tumor,

mastectomy, metronomic chemotherapy.
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CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

REVISAO DE LITERATURA

A neoplasia mamaria canina (NMC) é o tipo de neoplasia que mais
comumente afeta cadelas ndo castradas. Estudos europeus mostram
incidéncia de aproximadamente 200 em 100.000 cadelas acometidas por ano
(SLEECKX et al., 2011). A incidéncia da NMC tem decaido nos Estados Unidos
da América e na Europa Ocidental, em fungdo da usual pratica da ovario-
histerectomia (OH) em idade precoce (EGENVALL et al., 2005; MOE, 2001).
Na Escandinavia e Espanha a incidéncia de NMC é elevada, ja que a OSH
como medida profilatica nao é utilizada rotineiramente (EGENVALL et al., 2005;
MOE, 2001; PEREZ ALENZA et al., 2001).

A ocorréncia desse neoplasma demonstra um aumento progressivo com
a idade, sendo que aos 6 anos € de 1%; aos 8 anos, 6% e aos 10 anos, 13%.
(EGENVALL et al., 2005). A média de idade esta entre 10 a 11 anos, com raras
ocorréncias em cadelas com menos de quatro anos, sendo as ragas Poodle e
Teckel predispostas (GOTTWALD, 1998; PRIESTER; McKAY, 1980). Na
apresentacao clinica, a glandula mamaria abdominal caudal e as mamas
inguinais sdo as mais frequentemente afetadas e 50 a 70% das cadelas com
NMC tém multiplas mamas acometidas por diferentes tipos histopatoldgicos
ocorrendo em um mesmo animal (SLEECKX et al., 2011).

O desenvolvimento da neoplasia mamaria canina € claramente
horménio-dependente. Em cadelas, a OSH precoce oferece um consideravel
efeito protetor contra o carcinoma mamario e, se realizada em animais adultos,
a OH pode ainda reduzir o risco de desenvolvimento de tumores mamarios
benignos (MISDORP, 1988). Em mulheres, um efeito protetor da gestacéo
precoce € bem conhecido, o que ainda ndo foi demonstrado em animais
domésticos (SCHNEIDER et al., 1969).
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O risco de tumor mamario causado por esteroides ovarianos,
marcadamente pela progesterona, ocorre em razdo de sua atividade
mitogénica em células mamarias, exercida apos a ligagdo com os respectivos
receptores. O tecido glandular mamario normal contém receptores de
estrogénio e receptores de progesterona em niveis altos, porém, carcinomas
mamarios sem resquicio de tecido epitelial normal, contém estes receptores em
quantidade diminuida, em alguns casos (DONNAY et al., 1995; MacEWEN et
al., 1982).

Com base na histopatologia, 41 a 53% das NMCs s&o malignas, porém
evidéncias histologicas de malignidade ndo necessariamente implicam um
curso clinico maligno (BRODEY et al., 1983). Além desse aspecto, variagao na
classificagdo histolégica pode ocorrer em uma mesma massa tumoral
(BRODEY et al., 1983). Baseado em um estudo, hipotetizou-se que uma
neoplasia maligna pode se desenvolver a partir de um tumor benigno pré-
existente (SORENMO et al., 2009).

A maioria das NMCs é carcinoma e menos de 5% séo sarcomas (LANA
et al., 2007; SLEECKX et al., 2011). Sorenmo et al. (2009) revelou que cadelas
com neoplasias mamarias malignas eram significativamente mais velhas que
aquelas com tumores benignos, e que tumores malignos eram
significativamente maiores que os benignos. Além disso, foi revelado que
cadelas com lesdes histopatolégicas pré-malignas (hiperplasia e carcinoma in
situ) possuem um aumento significativo no risco de desenvolverem uma nova
NMC maligna (MOUSER et al., 2010).

Sistemas de classificacdo histopatolégica das NMCS tém sido
empregados com intuito de reconhecer os padrbes teciduais neoplasicos. A
classificagdo mais aceita e utilizada € a estabelecida pela Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) onde sao descritos e subdivididos carcinomas nao infiltrativos,
carcinomas complexos, carcinomas simples (tubulopapilifero, sélido e
anaplasico), sarcomas e tumores benignos (Tabela 1). No Brasil, Cassali et al.
(2011) propuseram uma classificagcdo apds um consenso entre profissionais

que militam na oncologia veterinaria. Adotaram, por base, os critérios
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estabelecidos por Misdorp et al. (1999) publicado pela AFIF (Instituto de
Patologia das For¢cas Armadas). As Tabelas 1 e 2 apresentam a classificagdo
histolégica dos tumores mamarios segundo Misdorp et al. (1999) e Cassali et
al. (2011).

Cadelas com neoplasias mamarias geralmente sdo diagnosticadas com
um ou mais ndédulos na glandula mamaria e, ocasionalmente, estes nédulos
podem ser achados incidentais no exame fisico de uma consulta de rotina,
momento em que a maioria dos animais encontra-se saudavel nos estagios
iniciais (CASSALI et al., 2011; SORENMO, 2003).

Metastases de neoplasia mamaria podem ou nao estar presentes e,
quando presentes, as cadelas podem apresentar sinais clinicos inespecificos
como fadiga, letargia, perda de peso, dispneia, tosse e claudicagao (SLEECKX
et al.,, 2011). Carcinomas mamarios comumente causam metastases por via
linfatica aos linfonodos regionais e pulmao, porém a extensédo e localizagéo da
metastase determinam a ocorréncia e gravidade dos sinais clinicos (LANA et
al., 2007; MISDORP, 2002; SORENMO, 2003). Outros sitios menos
comumente relatados de metastase sao figado, ossos, cérebro, bago, rins,
olhos, glandulas adrenais, utero, coragdo, musculatura e pancreas
(CLEMENTE et al., 2010; LANA et al., 2007; MISDORP, 2002).

Uma suspeita inicial de NMC é baseada em dados de resenha (raga,
sexo, idade), anamnese (ciclos reprodutivos, castracao, lactagao, terapia com
progesterona) e exame fisico que compreende uma avaliagdo geral do animal,
seguida por palpacao e inspegao minuciosa de todas as glandulas mamarias
(LANA et al., 2007; MISDORP, 2002; SORENMO, 2003). A palpagdo também
deve se estender aos linfonodos regionais, como os axilares e inguinais que,
geralmente, apenas se tornam palpaveis quando aumentados de volume
(ROMAGNOLLI, 2005). NMCs benignos, em geral, apresentam-se como nodulos
pequenos, com bordos bem demarcados e firmes a palpacao; ja as neoplasias
mamarias malignas apresentam sinais que incluem rapido crescimento, bordos
indefinidos, ulceragdo ou inflamacéo, fixos a pele ou aos tecidos subjacentes
(LANA et al., 2007).
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Tabela 1 - Classificagdo Histologica dos Tumores Mamarios Caninos

Tumores Malignos

Carcinoma Nao infiltrativo (in situ)

Carcinoma Complexo

Carcinoma Simples
Carcinoma tubulopapilifero
Carcinoma sélido
Carcinoma anaplasico

Tipos especiais de carcinomas
Carcinoma de células fusiformes
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma mucinoso
Carcinoma rico em lipideos

Sarcomas
Fibrossarcoma
Osteossarcoma
Outros sarcomas

Carcinossarcoma
Carcinoma ou Sarcoma em tumores benignos

Tumores Benighos

Adenoma
Adenoma simples
Adenoma complexo
Adenoma basaldide

Fibroadenoma
Fibroadenoma de baixa celularidade
Fibroadenoma de alta celularidade
Tumor Misto Benigno
Papiloma de ducto

Fonte: Misdorp et al. (1999).

O diagndstico da NMC deve incluir avaliagbes hematologica e
bioquimica sérica, citologica de aspirado por agulha fina da neoplasia e dos
linfonodos regionais (quando aumentados de volume), e, para pesquisa de
metastase, técnicas de imagem como radiografia toracica e ultrassonografia
abdominal (LANA et al., 2007; SLEECKX et al.,, 2011). A histopatologia é
imprescindivel para o diagnostico definitivo e classificagdo do tumor e, se
multiplas massas estdo presentes em um mesmo animal, elas devem ser
avaliadas individualmente (MISDORP, 2002; SORENMO, 2003; SORENMO et
al., 2009).



16

Tabela 2 - Classificagdo Histologica de Neoplasias Mamarias Caninas proposta

por Cassali et al. (2011)

Tumores

Lesdes epiteliais ndo-neoplasicas
Hiperplasia epitelial
Hiperplasia ductal
Hiperplasia lobular
Adenose
Lesbes das células colunares
Alteragdes das células colunares
Hiperplasia das células colunares
Lesdes atipicas das células colunares
Tumores Benignos
Adenoma
Adenoma complexo ou adenomioepitelioma
Adenoma basaldide
Fibroadenoma
Tumor misto benigno
Papiloma ductal
Tumores malignos
Carcinomas
Carcinoma in situ
Carcinoma ductal in situ
Carcinoma lobular in situ
Carcinoma misto
Carcinoma Complexo ou adenomioepitelioma maligno
Carcinoma papilar
Carcinoma tubular
Carcinoma solido

Tipos especiais de carcinomas
Carcinoma micropapilar
Carcinoma lobular invasivo
Carcinoma lobular pleomoérfico
Carcinoma secretorio
Carcinoma mucinoso
Carcinoma rico em lipideos
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma de células fusiformes
Carcinoma anaplasico
Neoplasias mamarias com diferenciagédo sebacea

Sarcomas
Fibrossarcoma
Osteossarcoma
Carcinosarcoma
Sarcoma misto

Outros sarcomas
Condrossarcoma puro
Liposarcoma
Hemangiosarcoma

Fonte: Cassali et al. (2011).



17

Estadiamento clinico preciso é de extrema importédncia antes de se
iniciar qualquer variagado de terapia (Tabela 3). Como requisitos importantes
para serem avaliados estdo: o tumor primario, os linfonodos regionais e
identificar metastases a distancia (LANA et al., 2007).

A terapia para a neoplasia mamaria de cdes ainda € um desafio e
existem diversas terapéuticas atualmente empregadas e com resultados
adversos. A cirurgia continua sendo a técnica de escolha para os tumores
mamarios de cadelas, com excecado daquelas com carcinoma inflamatorio
(MISDORP, 2002).

Cadelas com lesbes benignas e 50% das cadelas com neoplasias
malignas serdo curadas apenas com a excisdo cirurgica (STRAW, 2005). As
outras 50% com neoplasmas malignos apresentam micrometastases no
momento do ato cirurgico, o que podera provocar o 6bito (MISDORP, 2002). A
abordagem cirurgica depende do tamanho do tumor, localizagdo, numero de
mamas afetadas e condicao clinica e laboratorial da paciente (CASSALI et al.,
2011; FOSSUM; HEDLUND, 1997).

Tabela 3 - Estadiamento dos Tumores Mamarios Caninos

Sistema Modificado

T- Tumor Primario

T4 <3 cm didmetro maximo
T, 3-5 cm didmetro maximo
Ts >5 cm didmetro maximo

N- Linfonodos regionais
Ny Histolégico ou citolégico — Sem metéastases
N, Histoldgico ou citolégico — Metastases presentes

M- Metastase a distancia
M, Metastase a distancia ndo detectada
M, Metastase a distancia detectada

Estadios

I T1 NO Mo

Il T2 NO Mo

M T3 No MO

IV: Nenhum T Ny Mg

V: Nenhum T Nenhum N M,

Fonte: Owen (1980).
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Outras terapias para neoplasias mamarias caninas, como a radioterapia,
necessitam de maiores estudos, porém esta técnica tem um papel limitado pela
extensao das neoplasias mamarias, sendo que sua exequibilidade pode ser
consideravel apenas em cadelas com tumores extensos para tolerar um
procedimento cirurgico e para o carcinoma inflamatoério (LANA et al., 2007).

Embora a quimioterapia adjuvante seja o tratamento padrdo para
neoplasias mamarias em humanos, pouca informagao existe sobre sua real
eficacia para tumores de mama em caes. A quimioterapia tradicional tem
avancado rapidamente na medicina veterinaria nas ultimas décadas e
quimioterapicos tém sido aplicados com sucesso em diferentes tipos de
neoplasias (MUTSAERS, 2009).

Os quimioterapicos citotdéxicos convencionais, como a ciclofosfamida,
agem causando dano direto ao DNA celular, no seu ciclo de divisdo celular,
com intuito de destruir o0 maximo possivel de células com o uso da dose
maxima toleravel (DMT) (BROWDER et al., 2000). Browder et al. (2000)
destacaram o fato de que alguns farmacos, além desses mecanismos de acao,
também agem por um mecanismo secundario através da inibicdo da
angiogénese tumoral. Para o crescimento —nomal” de tumores soélidos, novos
vasos sao recrutados para trazer as células neoplasicas oxigénio e para
removerem restos celulares; este processo € chamado de angiogénese
(MUTSAERS, 2009). Os efeitos antiangiogénicos de certos quimioterapicos
podem ser anulados devido aos prolongados intervalos de tempo entre os
ciclos tradicionais que utilizam a DMT (BROWDER et al., 2000).

A DMT visa administrar a dose maxima do farmaco que pode ser
tolerada pelo paciente, com a ressalva de que os efeitos adversos tendem a
ser maiores e, tanto os proprietarios de animais como os médicos veterinarios,
geralmente sao pouco receptivos as consequéncias, dessa maneira, as doses
utilizadas em medicina veterinaria acabam sendo muito menores do que as
utilizadas na oncologia humana (MUTSAERS, 2009). Além disso, se a
toxicidade é esperada, os ciclos de quimioterapia com DMT requerem um

intervalo entre aplicagdes em torno de 3 a 4 semanas ou mais de duracgao,
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suficiente para permitir que os tecidos normais susceptiveis as drogas, como o
epitélio intestinal e a medula éssea, recuperem-se antes da préxima aplicagdo
(MUTSAERS, 2009).

O inconveniente da quimioterapia com uso de DMT, por uma perspectiva
antiangiogénica, envolve o fato de que o intervalo de tempo entre os ciclos
permite ao componente endotelial do tumor uma oportunidade de reparo aos
danos provocados pela antiangiogénese do quimioterapico (KLEMENT et al.,
2000; MUTSAERS, 2009).

Browder et al. (2000) propuseram uma estratégia para otimizar os efeitos
antiangiogénicos da quimioterapia utilizando a administracdo continua de
algumas drogas em um esquema mais frequente de doses mais baixas do que
as DMTs, retirando-se os longos intervalos entre os ciclos. Este conceito de
tratamento tem sido referido como quimioterapia continua em baixa dose,
quimioterapia antiangiogénica ou, a mais utilizada, quimioterapia metronémica
(QM) (MUTSAERS, 2009).

Estudos clinicos demonstram que a quimioterapia metronémica controla
a resisténcia aos quimioterapicos, exibe sinergismo quando combinada com
agentes antiangiogénicos e controla o crescimento tumoral, através da inibicéo
das células endoteliais e das células progenitoras endoteliais circulantes
(BERTOLINI et al., 2003). Dessa forma, o baixo-custo, a comodidade e os
aceitaveis efeitos adversos destes protocolos, os fazem atrativos para uso
veterinario (MUTSAERS, 2009).

Tem sido sugerido que a quantificacdo da angiogénese pode ajudar a
predizer como a neoplasia ira progredir ou se aquele tumor ira responder ao
tratamento (GASPARINI et al., 2001; MARSON et al.,, 2001). A neoplasia
mamaria invasiva ou in situ expressa diversos fatores angiogénicos, incluindo o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que € uma glicoproteina
produzida por células normais e neoplasicas e importante regulador de
angiogénese fisioldgica e patoldgica, sendo detectado em todos os estagios
tumorais (COLLEONI et al., 2002; GIOVANINI et al.,, 2010; YAMASHITA-
KASHIMA et al.,, 2012). A expressdo tecidual de VEGF nas neoplasias
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mamarias malignas esta aumentada e se relaciona com pior prognostico e
menor sobrevida em pacientes humanos (RODRIGUES et al., 2012;
YAMASHITA-KASHIMA et al., 2012).

Em humanos, pesquisas clinicas com terapias antiangiogénicas
procuram alcancar e monitorar os bons resultados da terapia. Assim,
pesquisadores tém proposto quantificar a vasculatura tumoral com a densidade
microvascular (DMV) (ARNES et al., 2012). A DMV revela o grau da atividade
angiogénica da neoplasia, sendo esta um marcador da eficacia dos agentes
antiangiogénicos, e também elege os pacientes candidatos a terapia
antiangiogénica (BIESAGA et al., 2012; HLATKY et al., 2002).

A DMV pode ser inversamente proporcional a sobrevida de mulheres
portadoras de neoplasias mamarias (MARTIN et al., 1997). Estudos pré-
clinicos confirmaram que a angiogénese possui um papel central na
carcionogénese do tumor de mama e no seu potencial metastatico, pois a DMV
da neoplasia € conhecida por ser preditiva de micrometastases na medula
0ssea, recidiva da neoplasia e sobrevivéncia; estabelecendo a angiogenése
como um potencial alvo terapéutico para tumores de mama (MACKEY et al.,
2012).

Para a mensuragdo da DMV existem anticorpos monoclonais que se
ligam aos antigenos das células endoteliais sédo utilizados permitindo a
visualizacdo dos vasos; neste sentido, o anticorpo CD31 é o mais utilizado
(MARTIN et al.,, 1997). Na medicina veterinaria existem ainda poucas
pesquisas relacionadas a QM ou terapia antiangiogénica, bem como a
avaliagao dessa terapia.

Zhao et al. (2005) trataram, com ciclofosfamida e talidomida, em doses
metronémicas, carcinomas prostaticos implantados em ratos e avaliaram a
resposta com o uso de ressonadncia magnética e com marcadores imuno-
histoquimicos, ambos com o objetivo de avaliar a vasculatura tumoral. Como
resultados, as neoplasias tratadas, quando comparadas as nao tratadas,

apresentaram menor crescimento tumoral, padrdo diferenciado de necrose,
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maior numero de microtromboses e um significativo aumento da apoptose das
células tumorais e das células endoteliais da neoplasia.

Elmslie et al. (2008) aplicaram a QM em cédes com sarcomas de tecidos
moles parcialmente excisados utilizando como quimioterapicos a ciclofosfamida
€ o piroxicam, ambos diariamente e por via oral durante 6 meses e
compararam os resultados com um grupo controle de animais com a mesma
neoplasia e nao tratados. Os resultados revelaram que o intervalo livre de
doenca dos animais tratados foi significativamente maior se comparado aos
animais do grupo controle, apesar dos animais tratados (40%) apresentarem
ligeira toxicidade (vOmito, anorexia e cistite hemorragica).

Também em cédes com sarcomas de tecidos moles, baixas doses de
ciclofosfamida foram administradas durante 28 dias visando estabelecer a
melhor dose deste quimioterapico, concluindo que 15mg/m2 diariamente
apresenta melhores resultados do que 12,5mg/m? em um esquema de QM,
sendo esta dose capaz de reduzir significativamente a DMV das neoplasias
tratadas (BURTON et al., 2011).

Em cadelas com adenocarcinomas simples de glandula mamaria, foi
demonstrada correlagdo moderada entre expressao de VEGF tecidual e grau
histolégico, além de forte relagcao entre proliferagdo tumoral (dado acessado via
DMV) e grau histolégico da neoplasia (AL-DISSI et al., 2010). A DMV em
neoplasias mamarias caninas avaliada através de imuno-histoquimica
apresentou correlacdo com o grau histologico; assim, os altos graus foram
acompanhados de elevadas DMVs demonstrando que a angiogénese tem valor
prognostico na medicina veterinaria (JAKAB et al.,, 2008). Nao existem
resultados, até o momento, sobre a resposta das neoplasias mamarias caninas

a quimioterapia metrondémica.
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OBJETIVOS

e Avaliar a resposta clinica de carcinomas mamarios frente ao tratamento
com quimioterapia metronémica usando ciclofosfamida e piroxicam em
cadelas;

e Pesquisar o uso da DMV como fator preditivo a quimioterapia
metrondmica em neoplasias mamarias caninas.

e Detectar a reposta dos carcinomas mamarios caninos a quimioterapia
metrondmica através da mensuragcdo da densidade microvascular,

VEGEF tecidual, indice apoptético e indice de proliferagcao celular.
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CAPITULO 2 - Densidade microvascular de carcinomas mamarios de

cadelas como fator preditivo a quimioterapia metronémica

Densidade microvascular de carcinomas mamarios de cadelas como fator

preditivo a quimioterapia metronémica

RESUMO - A terapia para a neoplasia mamaria canina € um desafio, ja
que ndo estdo descritos tratamentos efetivos para neoplasias de alto grau
histologico. Uma possibilidade terapéutica que age diminuindo a angiogénese
tumoral é a quimioterapia metrondmica (QM). Neste estudo foi proposta a
mensuragdo da densidade microvascular (DMV) como fator preditivo a
utilizacdo da QM em neoplasias mamarias caninas. Foram utilizadas 20
cadelas com carcinomas mamarios malignos, sendo um grupo controle (GC,
n=10) tratado por mastectomia e um grupo tratado (GT, n=10), em que foi
empregada a QM com ciclofosfamida 15 mg/m? e piroxicam 0,3 mg/kg, ambos,
por via oral e diariamente, durante 28 dias, seguido de mastectomia. As
neoplasias mamarias foram classificadas histologicamente e graduadas. A
DMV foi obtida por imunomarcagdo com o anticorpo CD31 e quantificada
segundo Martin et al. (1997). O envolvimento metastatico dos linfonodos
regionais foi avaliado por imunomarcagdo para pancitoqueratina. Analise
estatistica mostrou diferenga na densidade microvascular entre os grupos
(p<0.05), com a média no GC: 81.7 microvasos e no GT: 59.5 microvasos,
evidenciando redugao quantitativa na microvasculatura tumoral no grupo
tratado. Com base neste resultado € possivel afirmar que a DMV pode vir a ser
um fator preditivo de importancia para a selegdo das cadelas com carcinomas

mamarios a serem beneficiadas com o uso da QM.

Palavras-chave: caes, ciclofosfamida, neoplasias mamarias, piroxicam,

microvasos.
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INTRODUGAO

A neoplasia mamaria canina (NMC) é o tipo de neoplasia mais comum
em cadelas nao castradas, cujo aumento progressivo na incidéncia, esta
relacionado a idade, sendo, aos 6 anos, de 1%; aos 8 anos, 6% e aos 10 anos,
de 13%. (EGENVALL et al., 2005). Considerando-se analises histopatologicas,
41% a 53% das NMCs sdo consideradas malignas, porém evidéncias
histolégicas de malignidade nao necessariamente implicam em um curso
clinico maligno (BRODEY et al., 1983).

Cadelas com neoplasias benignas e 50% das cadelas com neoplasias
malignas podem ser curadas apenas com a excisao cirurgica (STRAW, 2005).
Os outros 50% com tumores malignos ja apresentam micro-metastases no
momento do ato cirurgico, e necessitam, portanto, da associacdo de outras
terapias (MISDORP, 2002). Embora a quimioterapia adjuvante seja o
tratamento padrdo para neoplasias mamarias em humanos, existem poucas
informacdes sobre sua real eficacia para os tumores de mama em caes
(MUTSAERS, 2009).

Browder et al. (2000) propuseram uma estratégia para otimizar os efeitos
antiangiogénicos da quimioterapia convencional com a utilizagdo continua de
alguns farmacos, em um esquema de administragdo continua em doses baixas.
Este conceito de tratamento tem recebido algumas nomenclaturas como
quimioterapia continua em baixa dose, quimioterapia antiangiogénica ou, a
mais utilizada, quimioterapia metronémica (QM) (MUTSAERS, 2009). Estudos
clinicos demonstraram a capacidade da QM em controlar a resisténcia aos
quimioterapicos, por apresentar sinergismo quando combinada com agentes
antiangiogénicos. Ainda, atuar no controle do crescimento tumoral através da
inibicdo da proliferagdo das células endoteliais e das células progenitoras
endoteliais circulantes (BERTOLINI et al., 2003).

E sugerido que a angiogénese possa auxiliar a predizer como a
neoplasia ira progredir ou se o tumor ira responder ao tratamento (GASPARINI
et al., 2001; MARSON et al.,, 2001). Para este fim, a quantificacdo da
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vasculatura tumoral com a densidade microvascular (DMV) foi proposta
(ARNES et al.,, 2012). A DMV revela o grau da atividade angiogénica na
neoplasia, o que pode ser usado como um marcador da eficacia da terapia
antiangiogénica e, também, como fator preditivo para esta modalidade
terapéutica (BIESAGA et al., 2012; HLATKY et al., 2002). Para a mensuragao
da DMV séo utilizados anticorpos monoclonais direcionados aos antigenos das
células endoteliais (para evidenciagdo dos vasos), sendo o anticorpo CD31 o
mais utilizado (MARTIN et al., 1997).

O objetivo deste estudo foi pesquisar a eficacia da DMV como marcador
preditivo da resposta das neoplasias mamarias caninas a quimioterapia

metronédmica.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram avaliadas vinte (n=20) cadelas com carcinomas mamarios
previamente diagnosticados pela andlise citolégica da puncgédo bidpsia
aspirativa (PBA) do(s) nodulo(s) mamario(s). A avaliacdo clinica desses
animais foi baseada em exame fisico, hemograma completo, bioquimica sérica
(ureia, creatinina, ALT, AST, fosfatase alcalina, proteinas totais e albumina),
urinalise, radiografias toracicas e ultra-sonografia abdominal. Todos os animais
foram clinicamente estadiados pelo sistema TNM (OWEN, 1980). O presente
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FOA
(Unesp, Aragatuba/SP, Brasil) pelo processo FOA-00496-2013.

Grupos

Os animais foram distribuidos em dois grupos. As cadelas do grupo
controle (GC) (n=10) foram submetidas ao tratamento cirurgico, que consistiu
em mastectomia em cadeia unilateral ou bilateral. As do grupo tratado (GT)

(n=10) foram submetidas a quimioterapia metrondmica prévia ao mesmo
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tratamento cirurgico. As cadelas do GT passaram por reavaliagdo clinica
semanal, incluindo hemograma a cada 7 dias e bioquimica sérica a cada 14
dias. Todas as neoplasias obtidas das mastectomias passaram por avaliagao
histopatoldgica e imuno-histoquimica para CD31. A pesquisa de metastase em
linfonodos satélites também foi realizada pela analise histopatolégica e imuno-

histoquimica com o marcador citoqueratina AE1/AES3.

Quimioterapia metrondmica

O GT recebeu a QM com ciclofosfamida®na dose 15mg/m? associada ao
piroxicam® na dose 0.3mg/kg ambos manipulados, por via oral e diariamente.
Foi utilizado o omeprazol® na dose 0.7mg/kg como protetor de mucosa gastrica,
também por via oral, em jejum e diariamente. A QM teve uma duragao total de
28 dias. A toxicidade aos quimioterapicos foi graduada de acordo com os
Critérios de Comum Terminologia para Efeitos Adversos do Grupo de
Oncologia Veterinaria (MARCHETTI et al., 2011), onde elevados graus

implicam em uma pior qualidade de vida.

Histopatologia

As neoplasias mamarias e linfonodos foram clivadas e fixadas em formol
tamponado a 10% no Laboratério de Patologia Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinaria de Aragatuba (FMVA), Unesp, Aragatuba. Os linfonodos
regionais foram cortados segundo método para deteccdo de micrometastases
preconizado por Weaver (2010). As amostras foram entdo processadas
segundo os métodos de inclusdo em parafina, microtomizadas com 4um e
coradas com hematoxilina e eosina (HE) (LUNA, 1968). Os cortes histologicos
das neoplasias mamarias foram examinados ao microscopio de luz (Olympus
DX51, Olympus, Toquio) sendo classificadas e graduadas segundo Cassali et
al. (2011).

@ FarmaSintese Oncologia Veterinaria, Jaguaritina/SP, Brasil.
® Farmécia Apothicario, Aragatuba/SP, Brasil.
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Imuno-histoquimica e Densidade Microvascular

Para as reag¢des de imuno-histoquimica, foram obtidos cortes de 3um de
espessura. As imunomarcag¢des anti-CD31 (Clone JC70A, Abcam, diluigdo
1:20) e anti-pancitoqueratina (AE1/AE3, Dako, diluicdo 1:300) foram realizadas
pelo método polimero HRP pelo sistema de detec¢gao comercial (Kit contendo
Polimero Reveal, SPB-125, Spring), segundo as recomendac¢des do fabricante,
no Laboratorio de Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria
de Aracatuba (FMVA), Unesp, Aracatuba. As reagdes foram reveladas pelo
sistema DAB e contra-coradas pela hematoxilina de Mayer. A DMV das

neoplasias foi obtida segundo calculo descrito por Martin et al. (1997).

Analise Estatistica

Foi utilizado o teste Mann-Whitney para amostras ndo parameétricas com
nivel de significancia de p<0,05, utilizando-se o programa computacional SAS®
(Statistical Analysis System) versdo 9.3. para comparagdo da DMV entre os

grupos.

RESULTADOS

Caracteristicas clinicas

A média de idade dos animais incluidos no estudo foi de 8.75 anos (5-12
anos) e, os sem raga definida foram os mais prevalentes (30%), seguidos dos
da raga Poodle (25%). Em relagédo as variaveis que predispdem a ocorréncia
de neoplasia mamaria em cadelas, ressaltamos que 60% delas tinham historico
de pseudociese, 25% receberam hormdnios para coibir o estro e, apenas 10%
delas eram ovario-histerectomizadas. As caracteristicas tumorais foram
diversas, sendo que 80% das neoplasias eram nao aderidas e 20% aderidas;
65% apresentavam diametro inferior a 3,0cm, 20% com diametro entre 3,0 e
5,0cm e 15% maiores que 5,0cm (Figura 1A e 1B). A maioria dos tumores
apresentou histérico de crescimento lento (75%) e, os demais, crescimento

rapido (inferior a um més).
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FIGURA 1.Macroscopia de carcinoma mamario de cadela com 36.9 x 26.6mm de didmetro
mensurado com paquimetro digital (1A). Avaliacdo macroscépica de neoplasia
mamaria canina apds mastectomia evidenciando area central de necrose (1B).

O estadiamento clinico revelou que 8(40%) dos animais estavam no
estadio |, 2(10%) no estadio IlI, 3(15%) no estadio Ill, 6(30%) no estadio IV
apresentando metastase nodal e 1(5%) animal no estadio V, ja com metastase
pulmonar. Os animais estadiados em I, Il e lll ndo apresentavam qualquer

evidéncia de metastase.

Efeitos adversos

Os efeitos adversos observados durante o periodo de tratamento do
grupo tratado consistiram de nausea e émese em 6 cies com episodios leves
(grau 1), sem a necessidade de intervengéo terapéutica. Diarreia foi observada
em 2 animais (grau |) com resolugcdo espontédnea. Um animal apresentou
letargia (grau |) e em dois animais foi observada alopecia (grau |). Leucopenia
por linfopenia (grau ) foi identificada em um animal no curso do tratamento. Da
mesma forma, a elevagao sérica de ureia (grau |) de um dos casos foi revertida
espontaneamente; o mesmo ocorrendo com um animal que apresentou
elevagéo sérica de ALT (grau |), controlada com o uso de silimarina®(30mg/kg),

por via oral, uma vez ao dia até o fim do tratamento.

¢ Legalon 70mg®. Nycomed Pharma Ltda, Jaguaritina/SP, Brasil.
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Histopatologia e Imuno-histoquimica

A classificagao histopatoldgica (Figura 2A) e a frequéncia das neoplasias
mamarias encontram-se na Tabela 1. A graduacgado histologica obtida se
mostrou homogénea sendo que no GT, 50% dos tumores eram grau |, 20% do

grau Il e 30% do grau lll. No GC, 40% deles eram do grau | e 60%, do grau Il.

Tabela 1- Classificagdo' e frequéncia histopatoldégica das neoplasias
mamarias submetidas a mastectomia com ou sem QM prévia.
Aracatuba, 2014.

Tipo histologico Grupo Controle Grupo Tratado
Carcinoma em tumor misto 5% (1) 5% (1)
Carcinoma mamario de células 0% 10% (2)
escamosas

Carcinoma micropapilar 0% 5% (1)
Carcinoma lobular invasivo 0% 5% (1)
Carcinoma tubular 35% (7) 20% (4)
Carcinoma papilar invasivo 5% (1) 5% (1)
Carcinoma solido 5% (1) 0%

'Classificagdo segundo Cassali et al. (2011).

Nos linfonodos regionais examinados foi observada metastase de
carcinoma mamario (Figura 2B e 2C) em 3 animais de cada grupo detectadas
pela positividade para citoqueratina. A analise estatistica (Tabela 2) mostrou
diferengca na densidade microvascular entre os grupos (p<0.05), sendo sua
média no GC: 81.8 microvasos e no GT: 59.5 microvasos, evidenciando

reducdo quantitativa na microvasculatura tumoral (Figura 2D).

Tabela 2- Média, desvio padrao (S), mediana (Md), minimo (Min) e maximo
(Max) da variavel CD31.

CD31 \
Grupo Média + S Md Min — Max P
Controle 81,83 + 20,67 72,95 61,6 —116 0.0288
Tratado 59,57 + 27,58 493 31,6 -110 ’

'teste Mann-Whitney
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FIGURA 2.A - Carcinoma mamario de células escamosas caracterizado por alto pleomorfismo,
moderado indice mitético e queratinécitos atipicos (20x, HE). B - Fotomicroscopia
de linfonodo satélite de cadeia mamaria apresentando area de metastase
(asterisco) de neoplasia mamaria (4x, HE). C - Fotomicroscopia de imunomarcagao
positiva para citoqueratina AE1/AE3 evidenciando metastase em linfonodo regional
de cadeia mamaria (4x). D - Imunomarcagéo positiva para CD31 evidenciando
microvasos (40x).

DISCUSSAO

As caracteristicas clinicas dos animais incluidos neste estudo
caracterizam a evidéncia de que as NMCs sdo horménio-dependentes visto
que 60% das cadelas apresentaram histérico de pseudociese € 90% nao eram
ovario-histerectomizadas. E conhecido que, em cadelas, a OH precoce oferece
um consideravel efeito protetor contra o carcinoma mamario (MISDORP, 1999).
Além disso, a pseudociese pode ser fator predisponente em cadelas adultas a
idosas (GOBELLO et al., 2001).
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A classificagao histopatologica, assim como a graduacédo da neoplasia,
sdo fatores prognosticos importantes. Alguns tipos histologicos de NMC
requerem terapia adicional a excisao cirurgica, como o carcinoma anaplasico, o
carcinoma mamario de células escamosas e o carcinoma micropapilar, pois
eles apresentam os piores prognosticos (MISDORP et al., 1999; CASSALI et
al., 2011).

A terapia para a neoplasia mamaria canina constitui-se, ainda, em um
desafio, pois os diversos procedimentos terapéuticos atualmente descritos
possuem resultados discrepantes. Dessa forma, algumas modalidades
terapéuticas tém sido descritas e testadas, como os inibidores da cicloxigenase
(COX), que sdo amplamente empregados em associagdo com a quimioterapia,
pois ha evidéncias do envolvimento da COX-1 e COX-2 na carcinogénese
tumoral (ALKAN et al., 2012). Em linhagens celulares de neoplasias mamarias
caninas utilizou-se o piroxicam que foi capaz de reduzir a proliferagcao celular
assim como induzir apoptose dose-dependente (ALKAN et al., 2012). Portanto,
inibidores nao seletivos da COX, como o piroxicam, sdo opgdes terapéuticas
para diferentes tipos de neoplasias em caes.

Outra modalidade terapéutica promissora para controle das NMCs
constitui-se na quimioterapia metronbmica, em que se utilizam diferentes
farmacos quimioterapicos. A ciclofosfamida, administrada continuamente, é
capaz de inibir a angiogénese, além de possuir efeito regulatério sobre a
imunidade antitumoral promovendo a deplegdo das células T reguladoras
(ELSMIE et al., 2008). A quimioterapia metrondmica por longos periodos possui
ainda potencial para controlar a ocorréncia e o crescimento de metastases em
animais de avangado estadio clinico, dada a sua seguranga e minimos efeitos
adversos (ELSMIE et al., 2008).

A toxicidade observada nos animais tratados com QM foi discreta, sendo
que o sinal clinico mais comum foi de émese e, que persistiu nos trés primeiros
dias de tratamento, podendo ser controlada apenas com o uso de protetor
gastrico. Nenhum animal necessitou de qualquer outro tipo de intervencéo

medicamentosa para controle deste sinal clinico. A alopecia foi observada em
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apenas dois animais e foi considerada, subjetivamente, como de grau |, pois foi
observado apenas um aumento na queda de pelos e rarefacéo pilosa. Pode-se
inferir que os demais efeitos adversos observados foram isolados, ndo sendo
possivel afirmar que os mesmos estiveram relacionados a QM. A cistite
hemorragica estéril comumente relatada com o uso da ciclofosfamida n&o foi
observada neste estudo, porém o periodo de tratamento realizado foi
considerado curto (CHARNEY et al., 2003).

Foi demonstrada, anteriormente, correlagdo entre angiogénese e
densidade microvascular associando-se altos escores de DMV com metastases
e pior prognostico (JAKAB et al., 2008). Neste estudo, foi proposto o uso da
DMV como fator preditivo a resposta dos carcinomas mamarios caninos a
quimioterapia metronémica. Um marcador preditivo € aquele capaz de predizer
a resposta de um paciente a um determinado tipo de terapia (SCHMITT et al.,
1998). A reducdo quantitativa de microvasos obtida no grupo tratado foi
significativa demonstrando que existe uma resposta positiva no controle da
microvasculatura de carcinomas mamarios de cadelas com o uso da terapia
metronémica, nas condi¢cdes adotadas.

No grupo de animais tratados, foi observada reduzida DMV comparando-
se ao grupo controle, com excecao do que fora observado em dois animais que
mantiveram altos escores de DMV (61 e 110 microvasos/campo de 200x).
Porém, a média neste grupo (GT) foi de 59.5 microvasos/campo de 200x.
Ressalta-se que estes dois animais foram estadiados clinicamente em estadio
IV e apresentavam metastase nodal. Ainda, as pacientes eram portadoras de
tumores cuja classificacao histopatolégica apontaram ocorréncia de carcinoma
de células escamosas grau Il e Ill, respectivamente. Além disso, ndo houve a
ocorréncia deste tipo histolégico no grupo controle e ndo ha informag¢des na
literatura sobre a DMV desta neoplasia. Isto sugere que caso estes dois
animais nao estivessem no grupo tratado, provavelmente a DMV média do GT
seria ainda menor. No entanto, outros estudos empregando um numero maior
de amostras de carcinomas mamarios de células escamosas devem ser

realizados, a fim de se concluir a eficacia da QM neste tipo histolégico.
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Os carcinomas em tumor misto foram os que obtiveram menores DMV,
tanto no grupo tratado quanto no grupo controle. Esta observagao
provavelmente pode ter ocorrido devido ao baixo grau da neoplasia ou a baixa

malignidade deste subtipo histopatoldgico.

CONCLUSOES

O menor valor da microvasculatura tumoral dos carcinomas mamarios
caninos foi devido a quimioterapia metronémica nas condi¢gdes aqui adotadas.
Admite-se, que a DMV pode vir a ser utilizada como fator preditivo nesta
modalidade terapéutica.

E possivel inferir que a QM surge na medicina veterinaria como uma
possibilidade terapéutica na oncologia, podendo vir a ser utilizada no controle
do crescimento de carcinomas mamarios caninos e suas metastases em

decorréncia de sua acgao inibitoria na angiogénese tumoral.
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CAPITULO 3 - Quimioterapia metronémica induz efeitos antiangiogénicos

e pro-apoptéticos em carcinomas mamarios de cadelas.

Quimioterapia metronémica induz efeitos antiangiogénicos e pré-

apoptoéticos em carcinomas mamarios de cadelas

RESUMO - A terapia para o carcinoma mamario canino (CMC)
permanece um desafio em oncologia veterinaria. A quimioterapia metronémica
(QM) é uma opcéo terapéutica para neoplasias em caes e nao existem
resultados sobre a resposta dos CMCs a esta modalidade terapéutica. Neste
estudo, foram avaliados os efeitos da QM nos carcinomas mamarios de
cadelas. Foram utilizadas 28 cadelas com carcinomas mamarios, clinicamente
estadiadas, distribuidas em dois grupos: controle (GC), submetido somente a
mastectomia e tratado (GT), associando-se QM (ciclofosfamida e piroxicam,
durante 28 dias) com mastectomia. As neoplasias mamarias foram
classificadas e graduadas. A pesquisa de metastase de CMC em linfonodos
satélites foi efetuada por imunomarcacao com citoqueratina. A resposta a QM
foi avaliada pela densidade microvascular (DMV), grau do VEGF tecidual,
indice apoptético (IA) e indice de proliferagao celular (IP) por imunomarcacoes
com CD31, VEGF, Caspase-3 e Ki67, respectivamente. Avaliagdo das
amostras de tecidos mamarios mostrou reducdo na DMV e no |IA do GT,
evidenciando diminuigdo na microvasculatura tumoral e aumento da apoptose
das células tumorais quando comparado com o GC (p<0,05) e sem diferencas
entre os grupos quando se avalia IP e VEGF tecidual. Com estes resultados é
possivel afirmar que a QM é capaz de diminuir a DMV e aumentar o IA dos
CMCs, se tornando uma importante opg¢ao terapéutica para o tratamento e

controle destas neoplasias.

Palavras-chave: angiogénese tumoral, apoptose, céaes, ciclofosfamida,

densidade microvascular, neoplasias mamarias.



45

INTRODUGAO

A neoplasia mamaria canina (NMC) é a neoplasia mais frequente
observada em cadelas nao castradas e apesar de sua frequéncia, o tratamento
para NMC permanece um desafio na medicina veterinaria. Atualmente, a
cirurgia € a técnica de escolha para as cadelas com neoplasias mamarias,
sendo escassos os trabalhos com outros tipos de terapias (MISDORP, 2002). A
terapia para o cancer de mama na mulher evoluiu significativamente na ultima
década, desenvolvendo terapias-alvo com novas drogas além de terapias com
drogas tradicionais, mas com novo esquema de utilizagdo como a
quimioterapia metronémica (QM) (ROMITI et al., 2013).

A QM ou antiangiogénica consiste no emprego de quimioterapicos em
um esquema de administracdo frequente, sem intervalos e com baixas doses
(BROWDER et al., 2000; MUTSAERS, 2009). Foi demonstrado que a QM
possui efeitos antiangiogénicos devido a auséncia de intervalos entre as doses,
pois as células endoteliais progenitoras ficam sensibilizadas ao esquema
metrondmico pela inibicdo de sua mobilizagdo (ELSMIE et al., 2008).

Angiogénese tumoral é a formac&o de novos vasos intra e peritumorais a
partir de vasos pré-existentes (QUEIROGA et al., 2011; SLEECKX et al., 2014).
Para o crescimento de neoplasias solidas, angiogénese e linfangiogénse sao
induzidas pela neoplasia por serem essenciais para o crescimento, invasao e
metastase tumoral (SLEECKX et al., 2014).

A neoplasia mamaria invasiva ou in situ expressa diversos fatores
angiogénicos, incluindo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que
€ uma glicoproteina produzida por células normais e neoplasicas. O VEGF
desempenha importante fungdo como regulador da angiogénese fisioldgica,
patologica e esta presente em todos os estagios tumorais (COLLEONI et al.,
2002; GIOVANINI et al., 2010; YAMASHITA-KASHIMA et al.,, 2012). A
expressado tecidual deste fator de crescimento nas neoplasias mamarias

malignas estda aumentada e se relaciona com pior prognostico e menor
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sobrevida em pacientes humanos (RODRIGUES et al., 2012; YAMASHITA-
KASHIMA et al., 2012).

A quantificacdo de aspectos da vasculatura tumoral como a densidade
microvascular (DMV) é utilizada como fator prognéstico no cancer de mama da
mulher (ARNES et al.,, 2012). A DMV revela o grau da atividade da
neoformacéo vascular, o que pode ser usado como um marcador da eficacia
dos agentes antiangiogénicos, e também eleger os pacientes candidatos a
quimioterapia (HLATKY et al., 2002; BIESAGA et al., 2012). Para a
mensuragao da DMV, anticorpos monoclonais que se ligam aos antigenos das
células endoteliais sdo utilizados para visualizagao dos vasos. O anticorpo mais
utilizado para a evidenciagao microvascular € o CD31 (MARTIN et al., 1997).

Na NMC a quantificacdo da angiogénese tumoral demonstrou uma
correlagdo entre aumento da DMV e malignidade, relacionando-se também
com o tipo e grau histologico da neoplasia (RESTUCCI et al., 2000). Em caes
foi estudada a correlagdo da DMV intratumoral e peritumoral, demonstrando
similaridades com o cancer de mama na mulher. Chama atencéo, no céao, a
maior DMV em neoplasias malignas quando comparada com benignas
(SLEECKX et al., 2014). Neste estudo, pesquisou-se a resposta de carcinomas
mamarios de cadelas a quimioterapia metrondmica pela avaliagdo da

angiogénese tumoral, apoptose e proliferacao de células tumorais.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizadas vinte e oito (n=28) cadelas com carcinomas mamarios
previamente diagnosticados pela andlise citolégica da pungédo bidpsia
aspirativa (PBA) do(s) nddulo(s) mamario(s). A avaliagdo clinica desses
animais foi baseada em exame fisico, perfil hematoldgico, bioquimica sérica

(ureia, creatinina, alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase,
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fosfatase alcalina, proteina e albumina), urinalise, radiografias toracicas e ultra-
sonografia abdominal. Todos os animais foram estadiados clinicamente pelo
sistema TNM (OWEN, 1980). A experimentagdo animal foi aprovada pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FOA (Unesp-Aragatuba/SP,
Brasil) pelo processo FOA-00496-2013.

Grupos

As cadelas foram distribuidas em dois grupos. O grupo controle (GC)
(n=14) foi submetido a mastectomia em cadeia unilateral ou bilateral como
terapia. O grupo tratado (GT) (n=14) foi submetido a quimioterapia
metrondmica seguida de mastectomia. As cadelas do GT passaram por
reavaliagao clinica semanal, incluindo avaliagdo hematoldgica a cada 7 dias e
bioquimica a cada 14 dias. Todas as neoplasias ap6s a mastectomia passaram

por avaliagédo histopatolégica e imuno-histoquimica.

Quimioterapia metrondmica

O GT recebeu QM com ciclofosfamida® na dose 15 mg/m? associada ao
piroxicam® na dose 0.3 mg/kg, ambos manipulados, diariamente, por via oral,
durante 28 dias. Como protetor de mucosa gastrica foi utilizado o omeprazol®
na dose 0,7 mg/kg por via oral, diariamente, 1 hora antes dos demais
medicamentos com o animal em jejum pela manha. A toxicidade aos
quimioterapicos foi graduada de acordo com os Critérios de Comum
Terminologia para Efeitos Adversos do Grupo de Oncologia Veterinaria
(MARCHETT!I et al., 2011), onde altos graus implicam em uma pior qualidade

de vida.

Histopatologia

As neoplasias mamarias e linfonodos foram clivados e fixados em formol
tamponado no Laboratério de Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria de Aragatuba (FMVA), Unesp, Aragatuba. Os linfonodos regionais

@ FarmaSintese Oncologia Veterinaria, Jaguaritina/SP, Brasil.
® Farmécia Apothicario, Aragatuba/SP, Brasil.
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foram cortados segundo método para detecgdo de micrometastases
preconizado por Weaver (2010). As amostras foram processadas segundo os
meétodos de inclusdo em parafina, microtomizadas com 4um e coradas com
hematoxilina-eosina (HE) (LUNA, 1968). Os cortes foram examinados a
microscopia de luz (Olympus BX51, Olympus, Toéquio) sendo as neoplasias
mamarias classificadas e graduadas segundo Cassali et al. (2011). Também foi
realizada a pesquisa de metastase em linfonodos regionais através da

coloragao de HE.

Imuno-histoquimica

No Laboratério de Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria de Aragatuba (FMVA), Unesp, Aracatuba, detectou-se a
imunomarcacao do VEGF tecidual e graduagado do mesmo segundo Maae et al.
(2011). A DMV das neoplasias foi obtida com o anticorpo anti-CD31 e calculada
segundo Martin et al. (1997). Células neoplasicas em apoptose foram
imunomarcadas com o anticorpo anti-caspase-3 revelando o indice apoptotico
(IA) como preconizado por Lipponen (1999). A deteccdo do indice de
proliferagdo (IP) das células neoplasicas foi realizada pelo anticorpo anti-Ki67
segundo Dowsett et al. (2011). As metastases nodais dos carcinomas
mamarios foram detectadas pela imunomarcacdo da pancitoqueratina. O
sumario dos protocolos imuno-histoquimicos estao descritos na Tabela 1.

As reacbes de imuno-histoquimica foram realizadas pelo método
polimero HRP utilizando sistema de detecgdo comercial (Kit contendo Polimero

Reveal, SPB-125, Spring), segundo as recomendagdes do fabricante.

Analise Estatistica

Foi utilizado o teste Mann-Whitney para amostras ndo paramétricas para
andlise do IA entre os grupos. Para andlise da DMV e IP entre os grupos
utilizou-se o teste t de Student para amostras paramétricas. O teste exato de
Fisher foi aplicado para a variavel categorica grau de VEGF tecidual. As

correlagdes entre estadiamento, metastase, grau histolégico, grau do VEGF
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tecidual, DMV, |IA e IP foram testadas pelo coeficiente de correlacdo de
Spearman. Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa

Graphpad Prism versao 6.0. com nivel de significancia p<0,05.

Tabela 1- Sumario dos protocolos imuno-histoquimicos

. Células o A Recuperacao
Anticorpo Ac Primario Diluicao .pn .g
alvo antigénica
CD31 Células Monoclonal de 1:20 Tampao Citrato pH 6.0
endoteliais camundongo (micro-ondas)

JC70 (Abcam)

Caspase-3 Células em Policlonal de 1:50 Tampao Tris-Edta
apoptose coelho (Abcam) comTween 20 pH 9.0
(micro-ondas)

Ki67 Células em Policlonal de 1:100 Tampéao Citrato pH 6.0
proliferagéao coelho (Abcam) (panela de pressao)
VEGF Céluas Monoclonal de 1:150 Tampéo Citrato pH 6.0
neoplasicas, camundongo (micro-ondas)
células VG-1 (Abcam)
endoteliais’
Citoqueratina Células Monoclonal de 1:300 Tampéao Citrato pH 6.0
epiteliais camundongo (micro-ondas)

AE1/AE3 (Dako)

'marcagédo também de macréfagos

RESULTADOS

Caracteristicas clinicas

A média de idade dos animais foi de 9.35 anos (x 2.66). Os caes sem
ragca definida foram os mais prevalentes (35.7%), seguidos por Poodles
(14.2%) e os demais de diferentes ragas. Em relagcdo as variaveis que
predispdem a ocorréncia de neoplasia mamaria em cadelas, 53.6% tinham
histérico de pseudociese, 28.6% receberam progestagenos para coibir o estro
e apenas 17.8% era ovario-histerectomizada. As caracteristicas neoplasicas
foram diversas, sendo 75% nao aderidas e 25% aderidas; 57.2% possuiam
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diametro inferior a 3.0cm, 10.7% entre 3.0 e 5.0cm e 32.1% maiores que
5.0cm. A maioria dos CMC apresentou crescimento lento (75%) e, os demais,
histérico de crescimento rapido (inferior a um més). O estadiamento clinico
categorizou 39.2% dos caes no estadio |, 7.2% estadio Il, 25% estadio Il e IV,
este ultimo associado a metastase nodal e os demais no estadio V com

metastase pulmonar (Tabela 2).

Efeitos adversos
Os efeitos adversos observados durante o periodo de tratamento com

QM estao representados na Tabela 2.

Tabela 2- Toxicidade observada segundo os Critérios de Comum Terminologia
para Efeitos Adversos do Grupo de Oncologia Veterinaria
(MARCHETTI et al., 2011)

Toxicidade 0 1 2 3 4 5
Emese 6 8 0 0 0 0
Diarreia 12 2 0 0 0 0
Alopecia 12 2 0 0 0 0
Leucopenia 13 1 0 0 0 0
Uremia 13 1 0 0 0 0
Elevagdao ALT 13 0 1° 0 0 0

0: ndo ocorreu; 1: minimos efeitos, sem necessidade de intervengio; 2: moderados
efeitos, com intervencdo ndo invasiva; 3: severos efeitos, com necessidade de
hospitalizag&o; 4: risco de vida; 5: morte devido ao efeito adverso.

“silimarina(30mg/kg), uma vez ao dia até o fim do tratamento.

Histopatologia e Imuno-histoquimica

As classificagbes e graduacgdes histolégicas foram diversificadas.
Metastase nodais de carcinomas mamarios foram detectadas em 3 cdes do GT

e 4 do GC <como demonstra a Tabela 3 (Figura 1).

¢ Legalon 70mg®. Nycomed Pharma Ltda, Jaguariuna - SP, Brasil.
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FIGURA 1- A e B — Citologia por pungédo bidpsia aspirativa evidenciando grupo de células epiteliais com

cromatina grosseira, pleomorfismo e citoplasma abundante (100x e 40x, respectivamente,
Pandtico). C- Carcinoma papilar de grau | apresentando grupos de células neoplasicas, com
morfologia digitiforme(40x, HE). D - Fotomicroscopia de carcinoma tubular de grau Il
evidenciando multiplas formagdes tubulares (40x, HE). E - Fotomicroscopia de
imunomarcagdo positiva para citoqueratina AE1/AE3 exibindo metastase em linfonodo
regional de cadeia mamaria (4x). F — Detalhe de células epiteliais imunomarcadas por
citoqueratina (40x).
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A comparacédo da DMV entre os grupos mostrou diferenga (p=0,0115),
com média no GT de 60.47 + 23.36 microvasos/campo 200x e no GC de 84.71
+ 23.57 microvasos/campo 200x (Figuras 2 e 3).

A quantificagdo das células imunomarcadas pela caspase-3 demonstrou
que o |A foi maior no GT que no GC (GT: 64,5 + 51.93 células/campo 400x e
GC: 34,4 + 17.18 células/campo 400x) (p=0,0483) (Figuras 2 e 3). Nao houve

diferenca estatistica entre os grupos no IP e no grau do VEGF (Figura 3).

Densidade Microvascular indice Apoptético
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T T
Grupo Tratado Grupo Controle Grupo Tratado Grupo Controle

FIGURA 2 - Grupo Tratado: mastectomia associada a quimioterapia metronémica; Grupo Controle:
mastectomia. A. Densidade microvascular dos carcinomas mamarios. Observa-se
diferenga (p<0,05) na DMV entre os grupos, teste T de Student. B. indice apoptético dos
carcinomas mamarios com diferenca entre os grupos, teste Mann-Whitney (p<0,05).

Segundo o coeficiente de Spearman nao houve correlagdo entre as
variaveis estadiamento, metastase, grau histologico, grau do VEGF tecidual,

DMV, IA e IP em ambos os grupos.
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Tabela 3- Classificagao histopatoldgica, estadiamento clinico, Positividade para

citoqueratina, grau histolégico, DMV, Grau VEGF, |IA e IP dos

carcinomas mamarios caninos divididos por grupos.

GRUPO TRATADO

GRUPO CONTROLE

ID Classificagdo histopatologica ET CK GH DMV GV 1A IP
1 Carcinoma mamario de células IV (+) Il 61 I 194 .4 67
escamosas
2 Carcinoma em tumor misto LY (-) Il 31.6 Il 44.6 70.3
3 Carcinoma micropapilar V (-) 1] 48.3 1] 30.4 103
4 Carcinoma tubular I (-) I 35.3 1 20 30
5  Carcinoma mamario de células IV (+) 1] 110 1] 47.6 94
escamosas

6 Carcinoma tubular I (-) I 65.6 Il 8.2 105
7 Carcinoma tubular 11 (-) I 47.3 1 66.6 32.3
8 Carcinoma papilar invasivo I (-) I 50.3 1] 44.6 140
9 Carcinoma papilar invasivo I (-) I 58.6 1 64 58
10 Carcinoma em tumor misto 1 (-) I 85 1] 50.8 47.6
11 Carcinoma em tumor misto I (-) Il 42 Il 79.2 26
12 Carcinoma papilar invasivo v (+) 1] 88 1] 354 121
13 Carcinoma tubular I (-) Il 80 Il 56.4 60.8
14 Carcinoma tubular I (-) I 40 1 162 111
1 Carcinoma tubular v (+) I 100 I 26.6 28
2 Carcinoma tubular v (+) I 102 i 57.4 90.3
3 Carcinoma papilar invasivo I (-) I 116 Il 404 1256
4 Carcinoma tubular I (-) I 61.6 1] 24.2 24
5 Carcinoma em tumor misto i (-) I 63.6 Il 61.2 22.3
6 Carcinoma tubular 1 (-) I 62 1] 24 42.3
7 Carcinoma em tumor misto v (+) I 66.6 Il 31 52
8 Carcinoma tubular I (-) I 67.3 1] 258 107.6
9 Carcinoma tubular I (-) Il 78.6 Il 23.2 40.6
10 Carcinoma tubular v (+) Il 100.6 1l 69 37.3
11 Carcinoma tubular i (-) I 127 Il 14.2 56
12 Carcinoma em tumor misto i (-) Il 111 Il 13.8 67.6
13 Carcinoma tubular i (-) I 69 Il 32 103.6
14 Carcinoma tubular I (-) I 61.3 i 38.8 38

ID- Identificagdo, ET- Estadiamento clinico, CK- Citoqueratina, GH- Grupo histolégico, DMV- Densidade

microvascular, GV- Grau VEGF, IA- indice apoptético, IP- indice de proliferacdo celular, (+) positiva, (-)

negativa.
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FIGURA 3- A e B - Imunomarcagdo positiva para CD31 evidenciando microvasos em carcinomas
mamarios com redugdo na DMV do GT quando comparado ao GC (20x). C e D -
Fotomicroscopia de carcinomas mamarios com diferentes graus de imunomarcacéo para
VEGF (C- grau I; D- grau Ill) (20x). E e F — Células apoptoticas imunomarcadas por
caspase-3, exibindo intensa marcagdo no GT quando comparada ao GC (20x). G e H -
Proliferagéo de células neoplasicas apresentando marcagao nuclear por Ki67 (seta) (40x).
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Acompanhamento e sobrevida

Até o presente momento um animal do GT veio a 6bito com sobrevida de
142 dias (paciente numero 3) com metastase pulmonar e éssea. Outra cadela
(numero 5) do GT, com o mesmo padrao metastatico do anterior, continua a
ser acompanhada. Os caes numero 2 e 7 do GC apresentaram metastase
pulmonar e nédulo esplénico, respectivamente. A comprovacdo da metastase
esplénica nao foi realizada, pois os padrdes ultra-sonograficos observados néo
permitiram diferenciar de hiperplasia nodular senil e neoplasia primaria. Os
outros animais continuam a ser acompanhados, apresentando periodo livre de

doenca entre 45 a 399 dias.

DISCUSSAO

A quimioterapia € utilizada ha décadas para o tratamento e controle de
diferentes tipos de neoplasias em oncologia veterinaria. Apesar da neoplasia
mamaria canina possuir alta incidéncia em diferentes regides do mundo, pouca
informacéao existe sobre os efeitos da quimioterapia convencional neste tipo de
neoplasia. No que remete a quimioterapia metronémica nao existem resultados
sobre seus efeitos em carcinomas mamarios caninos. Relatos demonstram
que, apos excisao cirurgica, 48% dos caes morrem ou sédo eutanasiados dentro
de um ano, devido a recidiva ou metastase tumoral de NMC (SAITO et al.,
2013). A importancia do presente trabalho é proporcionar nova possibilidade
terapéutica para os CMCs, por serem as neoplasias mais comuns em cadelas.

A quimioterapia convencional € baseada no uso de quimioterapicos em
sua dose maxima toleravel (DMT), ou seja, altas doses que requerem
intervalos de tempo entre aplicagbes para que células sensiveis (epitélio
intestinal, medula 6ssea, etc.) sejam capazes de se recuperar (MANINETTI et
al.,, 2011). Os efeitos adversos apos utilizagdo da DMT, tendem a serem
maiores e, tanto os proprietarios de animais como os médicos veterinarios, sao

pouco receptivos as suas consequéncias. Em virtude destes efeitos, as doses
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utilizadas em oncologia veterinaria sdo menores quando comparadas as
utilizadas na oncologia humana (MUTSAERS, 2009).

Browder et al. (2000) e Klement et al. (2000) conceituaram,
originalmente, a quimioterapia metronémica (QM) que possui propriedades
antiangiogénicas mais potentes que com o uso da DMT, além de minimizar
seus efeitos adversos. A toxicidade observada nos animais tratados com QM
foi discreta, sendo que o sinal clinico mais comum foi Emese, que persistiu nos
trés primeiros dias de tratamento, controlada apenas com o uso de protetor
gastrico. Alopecia ocorreu em dois animais e foi considerada, subjetivamente,
como de grau |, pois foi apenas rarefagao pilosa. Pode-se inferir que os demais
efeitos adversos foram isolados, nao sendo possivel afirmar que os mesmos
estiveram relacionados a QM. A cistite hemorragica estéril comumente relatada
com o uso da ciclofosfamida (CHARNEY et al., 2003) n&o foi diagnosticada
neste estudo, porém o periodo de tratamento realizado foi considerado menor
quando comparado com Elsmie et al. (2008).

Os quimioterapicos citotdéxicos convencionais, como a ciclofosfamida,
danificam diretamente o DNA celular, no seu ciclo de divisdo celular, com
intuito de destruir o maximo de células (BROWDER et al., 2000). Algumas
drogas, possuem mecanismo de agao secundario, inibindo a angiogénese
tumoral (BROWDER et al., 2000). O inconveniente da quimioterapia com uso
de DMT, por uma perspectiva antiangiogénica, envolve o fato de que o
intervalo de tempo entre os ciclos permite ao componente endotelial do tumor
uma oportunidade de reparo (KLEMENT et al., 2000; MUTSAERS, 2009).
Neste estudo, o emprego da ciclofosfamida associada ao piroxicam em doses
metrondmicas nos CMCs reduziu a DMV tumoral e induziu aumento do IA de
células tumorais no GT, demonstrando eficacia da QM. De acordo com as
observagbes de Hanahan et al. (2000) a associagdo de drogas inibidoras da
cicloxigenase (COX) a QM, aumenta a inducao da morte de células endotelias
e de células tumorais, podendo agir também em outros constituintes tumorais

por mecanismos secundarios pré-apoptaticos.
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Os grupos apresentaram diferentes tipos histoldégicos de carcinomas
mamarios o que promoveu diversidade na quantificagdo da DMV nos
resultados obtidos. E comprovado que existem diferencas nas DMVs nos
diferentes tipos histoldgicos de neoplasias mamarias em cadelas, sendo que o
tecido mamario normal apresenta menor DMV do que neoplasias e neoplasias
benignas apresentam menores DMVs quando comparadas as malignas
(QUEIROGA et al., 2011; RESTUCCI et al., 2000; SLEECKX et al., 2014).

Adenocarcinomas papilares e tubulares caninos apresentam menores
DMVs, segundo Restucci et al. (2000), quando comparadas com carcinomas
mamarios: sélidos, em tumor misto e de células escamosas. Além disso, existe
correlagdo entre DMV e graduacgao histologica quando esta € baseada na
graduacgao segundo Misdorp (2002) (RESTUCCI et al., 2000). O GC mostrou
classificagdo histologica homogénea, sendo representado na sua maioria por
carcinomas mamarios tubulares. No entanto, no GT essa classificagao foi mais
heterogénea, sendo composta por carcinomas mamarios: tubulares, em tumor
misto, papilares invasivos, de células escamosas e micropapilares (Tabela 3).
Essa variacdo demonstra que o GC deveria apresentar uma DMV menor
quando comparada com o GT em uma perspectiva histopatolégica. A DMV
obtida no GT foi menor que a do GC o que reforca a redugdo na
microvasculatura tumoral devido a quimioterapia metronémica.

Os carcinomas de células escamosas observados no GT apresentaram
altas DMVs (pacientes numero 1 e 5), apesar da QM. Ambos demonstraram
altas graduacbes histologicas (graus 1l e Illl, respectivamente) e alto
estadiamento clinico (ambos estadio IV) com metastases nodais detectadas. O
cdo numero 1 continua a ser acompanhado sem deteccdo de metastase
distante até o momento, provavelmente por ter obtido uma boa resposta ao
tratamento, representada na maior quantificacdo do IA. A cadela niumero 5
continua a ser monitorada apds o diagndstico de metastase pulmonar e dssea.
Contraria a observagao do paciente anterior este ndo exibiu IA elevado. Em

funcdo desses achados, é possivel inferir que ambos possuem caracteristicas
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malignas e certamente contribuiram para o aumento da média e do desvio
padrao da DMV no GT.

Os carcinomas micropapilares possuem comportamento agressivo em
cadelas, assim como em humanos. Gamba et al. (2013) caracterizou este tipo
histologico e detectou metastases nodais em 100% dos casos avaliados com
sobrevida média de 120 dias além de positividade para CD31 apesar de néao ter
obtido a DMV média. Estes achados explicam a curta sobrevida (142 dias) do
paciente numero 3 do GT, apesar da nao deteccdo de metastases nodais por
imunomarcacao com citoqueratina.

A graduagéo histologica nos grupos foi diversificada, no GC os graus | e
Il foram igualmente prevalentes. No GT a maioria foi de grau |, seguido dos
graus Il e lll. Nao foram observadas correlagdes entre DMV e graduacéao
histolégica em ambos os grupos, ressaltando que o método de graduagéo
empregado foi de Ellston & Ellis (1998). A auséncia de correlagdo pode estar
associada ao método de graduagao histolégica adotado. Segundo Restucci et
al. (2000) carcinomas mamarios de grau lll usualmente apresentam maiores
DMVs, reforcando a eficacia da QM em reduzir a DMV, pois na presente
pesquisa no GC ndo haviam carcinomas de grau Ill quando comparado ao GT.

Apoptose, ou morte celular programada, € considerado um mecanismo
celular intrinseco e regulado pelo controle entre a produgcédo de novas células e
a capacidade individual das células em se autodestruirem (DUBIN et al., 2000).
O seu papel é importante na determinagcdo do crescimento tumoral e sua
agressividade. A combinagao nos indices de proliferacdo celular e apoptose
pode proporcionar perspectiva mais realista do comportamento da neoplasia
(OESTERREICH et al., 2003). O inicio do processo apoptotico é rigidamente
controlado por proteases, chamadas de caspases, que sao ativadas pela
clivagem proteolitica em resposta aos sinais que induzem a morte celular
programada (OESTERREICH et al., 2003). O processo de apoptose &
geralmente avaliado através do IA que é baseado na média de células em

apoptose imunomarcadas em cada corte histolégico (LIPPONEN, 1999).
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A avaliacdo do |IA foi realizada por imunomarcagao com o anticorpo anti-
caspase-3, demonstrando aumento significativo na apoptose das células
tumorais do GT quando comparada ao GC. A provavel explicacdo para esta
observagcado € o efeito secundario da quimioterapia metronémica em induzir
apoptose nos CMCs. No cancer de mama na mulher o IA é correlacionado com
o didmetro da neoplasia (quanto maior a neoplasia maior o 1A), grau histologico
(quanto maior o grau maior o IA), positividade para receptores hormonais (IA
maior em neoplasias negativas) e indice de proliferacdo celular (correlagéo
positiva entre as duas variaveis) (LIPPONEN, 1999).

A obtencdo do IP pode ser realizada por imunomarcagcdo com O
anticorpo anti-Ki67. A proteina nuclear Ki67 encontra-se nas fases ativas do
ciclo de divisao celular e sua expressao se relaciona com a replicagdo do DNA
celular (ZUCCARI et al., 2008). O IP esta correlacionado com pior prognostico,
maior risco de metastases e menor sobrevida em cadelas (PENA et al., 1998;
ZUCCARI et al., 2008). Nos adenocarcinomas simples de glandula mamaria de
cadelas existe forte correlagao positiva entre Ki67 e graduagao histolégica. No
mesmo estudo, houve moderada correlagdo entre IP e VEGF e entre grau
histologico e VEGF (AI-DISSI et al., 2010). No presente trabalho ndo houve
correlagao entre IP e: |IA, presenca de metastase nodal, estadiamento clinico e
grau histologico. Esta nao correlacdo pode ser devido a diversidade na
classificagdo e graduacéao histopatoldgica dos grupos ou ainda pelo método de
graduagdo empregado. Além disso, ndo houve diferenga no IP entre o grupo
tratado e controle o que, além de poder estar relacionado com a natureza
histolégica das neoplasias, também se relaciona com o curto periodo de
tratamento realizado.

VEGF é uma proteina que possui um papel central na angiogénese
tumoral e esta presente no tumor e nas regides peri-tumorais das neoplasias
mamarias caninas (MILLANTA et al.,, 2006; SLEECKX et al., 2014). Esta
proteina é capaz de estimular a proliferagcdo, migragcao de células endoteliais,
prevenir regressdo de novos vasos, aumentar permeabilidade vascular, além

de ser um fator de sobrevivéncia que previne a apoptose das células
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endoteliais (HANAHAN et al., 2000; QUEIROGA et al., 2011). A expressao do
VEGF tecidual € mais evidente nas neoplasias mamarias malignas quando
comparada com as benignas em cadelas (QUEIROGA et al., 2011).

Neste estudo ndo houve diferenga entre os grupos em relagéo ao grau
do VEGF tecidual dos carcinomas mamarios pela diversidade histopatoldgica,
tanto na classificagdo quanto na graduacgao, e também pela metodologia para
deteccdo do VEGF utilizada. Maae et al. (2011) pesquisaram diferentes
metodologias para quantificar o VEGF tecidual através da imuno-histoquimica e
demonstraram que variacdes na quantificacdo da expressao do VEGF podem
ocorrer na mesma massa tumoral. Por este motivo, o VEGF tecidual nédo seria
um bom marcador prognodstico. A expressdo do VEGF pode ainda ser
detectada sorologicamente ou por técnicas moleculares como a PCR, sendo
estas técnicas menos susceptiveis as variaveis teciduais, apesar de haverem
trabalhos divergentes sobre o real significado deste fator (BREMNES et al.,
2006; MANIETTI et al., 2011).

CONCLUSOES

A quimioterapia metrondbmica com ciclofosfamida e piroxicam possui
efeitos benéficos no tratamento dos carcinomas mamarios caninos, reduzindo a
microvasculatura tumoral e aumentando o indice apoptdtico das células
neoplasicas. Os resultados obtidos tornam esta modalidade de quimioterapia
uma opgao viavel para o tratamento dos CMCs, por apresentar como
vantagens: efeitos colaterais escassos, baixo custo e comodidade em sua

utilizagao.
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APENDICE A - FICHA DE TUMORES DE MAMA EM CADELAS

Nome: Data:

Raca: Sexo:
Peso: Idade:
Proprietario:

Endereco:

Telefone/e-mail:

) FORMULARIO GERAL DE AVALIACAO

1. Ciclo Estral: ( )Regular ( )rregular ( )Nao apresenta ( INSI
2. N° de Gestagdes: ( )Ausente ( )Uma ( )Outros valores:_ ( )NSI
3. Pseudogestacao: ( )Sim (Frequéncia: ) () Nao

4. Abortos: ( )Sim ( )Nao

5. Castracao: ( )Sim (Data: ) ( )Nao

( )Eletiva ( )Pseudociese ( )Tumor de mama ( )Cesariana ( )Piometra ( )NSI
6. Alteracdes Uterinas (secre¢do)/Quando?: ( )Sim ( )Nao

7. Cruzamentos sem prenhez: ( )Sim ( )Nao

8. Uso de hormonios: ( )Anticoncepcionais ( )Abortivos ( )Nao

(Tipo: )  (Frequéncia: )

9. Efeitos colaterais (pds-horménio): ( )Sim ( )Nao

10. Tumores prévios: ( )Sim ( )Mama ( )Outros

(Localizag&o: )

(Evolugéo: )

(Cirurgia: ) (Recidivas: )

11. Tipo de Dieta: ( )Caseira ( )Racao ( )Outros

12. Tipo de Agua: ( )Mineral ( )Torneira ( )Poco Artesiano

13. Outras Observacgdes:

*NSI: ndo sabe informar




1)) FICHA DE AVALIACAO CLINICA

1. Histdrico do animal/Evolugao:

2. Didametro Maximo do(s) Tumor(ES):

( )Menor que 3cm ( )3-5cm ( )Maior que 5cm

69

( )Outros:

Descrigao/Localizagao:

« =

P

< o

3. Invasao de ganglios linfaticos a palpagao:

( )Nao evidente ( )Evidente. Onde?

¢ 0 @@

o

o
Lo
<
Lo

o

Confirmada com resultado histo ou citopatolégico: ( )Sim
4. Metastases a Distancia:

( )Ausente ( )Presente. Onde?

( )Nao

5. Crescimento Tumoral:

( )Lento — Tempo aproximado:

( )Rapido — Tempo aproximado:



6. Ulceracao:

( )Ausente ( )Presente. Onde? Tempo aproximado:
7. Presente de contaminacado: ( )Sim ( )Nao

8. Quanto a infiltragdo de ndédulo (s): ( )Pedunculado (
Onde:

70

)Aderido

)  SISTEMA TNM (TUMOR/NODULO/METASTASE)

T: didmetro maximo do tumor
T4: < 3cm de didmetro
T,: 3-5cm de diametro

Ts: > 5¢cm de didmetro

N: envolvimento de linfonodos regionais
No: auséncia de metastases (cito ou histopatologico)

N1: presencga de metastases (cito ou histopatolégico)

M: presenca de metastases a distancia
Mo: auséncia de metastases

M;: presenca de metastases a distancia

ESTADIO T N M

I T, No Mo
Il T, No Mo
1l T3 No Mo
v Qualquer N4 Mo
Vv Qualquer Qualquer M;

ESTADIO:



