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VALOR CLINICO DO CEA E DA AFP NA DETECCAO DE CARCINOMA DE
MAMA EM CADELAS

RESUMO - Tumores mamarios sao altamente prevalentes em cadelas e
apresentam comportamento biologico semelhante ao das mulheres, fazendo da
cadela um modelo para o estudo comparativo. Em mulheres, a utilizacdo dos
marcadores sorolégicos estd bem consolidada, sendo um método dtil para o
acompanhamento da paciente desde o diagnostico. Assim, o objetivo deste estudo
foi avaliar o comportamento do antigeno carcionoembrionario (CEA) e da
Alfafetoproteina (AFP) em cadelas com carcinomas mamarios metastaticos e nao
metastaticos, para futuramente utilizd-los no monitoramento e prognéstico das
pacientes. Para tanto, foram utilizados soros de 35 cadelas, separados em trés
grupos; G1 (n=10): grupo controle (cadelas livres de neoplasias); G2 (n=20): cadelas
com carcinoma de mama sem metastase em linfonodo e G3 (n=5): cadelas com
carcinoma de mama com metastase em linfonodo. O CEA e a AFP foram dosados
por ELISA e os resultados foram avaliados pelo teste de Tukey com nivel de
significancia de 5%, quanto a presenca de cada marcador no soro da paciente, sua
relacdo com o comportamento biolégico da neoplasia e as alteracdes clinico-
patologicas encontradas. Os resultados mostraram que os valores de CEA
(p<0,0001) e AFP (p=0,0004) foram significantemente maiores nas cadelas com
carcinoma de mama, em comparacao as saudaveis. Além disso, os valores de CEA
estavam significantemente aumentados nas cadelas com metastase (p<0,0001) e
nagquelas com tumores maiores do que 3 cm de diametro (p=0.0091). Houve
aumento significante da AFP em animais castrados (p=0,0307). Nao houve relagao
entre as variaveis grau histolégico, necrose, ulceracao e inflamacao para ambos os
marcadores. Os resultados evidenciaram que o CEA se mostrou eficiente em
detectar carcinoma de mama em cadelas e pode ser um marcador promissor para o
acompanhamento de cadelas com neoplasia mamaria. Estudos futuros, que incluam
o follow up das pacientes serdo necessarios para que esse marcador seja
efetivamente incluido na rotina clinica da oncologia veterindria como marcador de

prognostico.

PALAVRAS-CHAVE: prognostico, tumor de mama, biomarcadores, metastase



CLINICAL SIGNIFICANCE OF CEA AND AFP IN THE DETECTION OF
MAMMARY CARCINOMAS IN BITCHES

ABSTRACT- Mammary tumors are highly prevalent in bitches and present
biological behavior for women, making the bitch a model for the comparative study.
In women, the use of serological markers for prognostic determination is well
established, being a useful method for monitoring patients since his diagnosis. Thus,
the objective of this study was to evaluate the behavior of carcinogenic antigen
(CEA) and alpha-fetoprotein (AFP) in bitches with mammary tumors, with the aim of
using those as diagnostic and prognostic markers in these animals. For that, sera
from 35 bitches were used and separated into three groups; G1 (n = 10) control
group; G2 (n = 15) animals with mammary carcinomas with no lymph node
metastasis and G3 (n = 5) animals with mammary carcinomas with lymph node
metastasis. Markers were measured by ELISA method. Results regarding the
presence of markers in sera of each patient, its relation with tumor behavior and
clinical-pathological variables were analyzed with Tukey test with a significance level
of 5%. Results showed that values of CEA (p <0.0001) and AFP (p = 0.0004) were
significantly higher in bitches with mammary tumors. In addition, CEA values
significantly increases in bitches with metastasis (p <0.0001) and larger than 3.0 cm
tumors (p = 0.0091). There was a significant increase in AFP in intact bitches (p =
0.0307). There was no significance among histological grade, necrosis, ulceration
and inflammation for both markers. CEA was efficient in detecting the presence of
mammary carcinomas and may be a promising marker for the follow-up of female
dogs with mammary tumors. Future studies, including follow-up of patients with serial
measures should be performed to include these markers in the clinical routine of

veterinary oncology.

KEY WORDS: prognosis, mammary tumor, biomarkers, metastasis



CAPITULO 1- Consideracg6es gerais

Introducéo e revisao de literatura

Segundo relatério da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer
(IARC)/OMS (Organizacdo Mundial da Saude), o impacto global do cancer mais que
dobrou em 30 anos. Estimou-se que, no ano de 2012, ocorreriam cerca de 14,1
milhdes de casos novos, com 8,2 milhdes de o6bitos. No Brasil, cerca de 58.000
mulheres foram diagnosticadas com cancer de mama em 2016 (WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 2012; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER - INCA,
2016).

A glandula mamaria € o sitio tumoral mais frequente nas fémeas da espécie
canina, especialmente nas adultas e ndo castradas, com incidéncia trés vezes maior
que a mulher, além de serem malignas em cerca de 50% dos casos (LINDBLAD-
TOH et al.,, 2005.; UVA et al., 2009; SHAFIEE et al., 2013).

Cadelas com neoplasias mamarias malignas apresentam sobrevida
significantemente menor se comparadas aquelas com neoplasias benignas. Uma
causa comum de mortalidade por esta enfermidade, tanto em mulheres quanto em
cadelas, deve-se ao aparecimento de recidivas e metastases do tumor primario,
principalmente para linfonodos regionais, pulmdes, figado e baco (DE NARDI et al.,
2008; KLOPFLEISCH e GRUBER, 2009). Segundo Sorenmo (2003) a sobrevida de
dois anos de cadelas com neoplasias malignas é de 25% a 40%, no entanto, esta
sobrevida pode ser influenciada por varios fatores e, variar significantemente
dependendo do tipo e grau histolégico do tumor, presenca de metastases regionais

ou a distancia, estagio da doenca e tratamento utilizado.

A busca por iniciativas e métodos que auxiliem no diagndstico, monitoramento
e estabelecam o prognostico dos pacientes € constante e os fatores prognésticos
podem ser estabelecidos por uma caracteristica clinica, patologica, biolégica ou um
conjunto destas, sendo elas especificas de individuos e de seus tumores. Estes
fatores permitem a previsdo da evolucdo clinica e sobrevida de pacientes apés a
cirurgia inicial (CALVANTTI e CASSALI, 2006).



Estudo dos fatores prognésticos, assim como, de métodos de diagnéstico e
monitoramento € de extrema importancia, pois através deles é possivel selecionar
pacientes para tratamentos especificos e individualizados, com intensidade e
eficAcia adequadas, fornecendo suporte para prever o comportamento e a evolugdo
clinica dos tumores mamarios (ABREU e KOIFMAN, 2002; MARINHO et al., 2008).

Embora na medicina humana ja existam diversos marcadores prognosticos
estabelecidos, em oncologia veterinaria a busca de possiveis marcadores esta em
curso, sendo a maioria destes obtidos por meio da imuno-histoquimica. Desta forma,
esses marcadores, quando expressos nho tumor, sdo avaliados em um Unico
momento, quando o tumor primario é retirado cirurgicamente (CASSALI, 2000; DE
NARD et al., 2007; GAMA et al., 2008b; CASSALletal., 2014).

Em humanos, tanto para o cancer de mama, como em outras neoplasias, 0
uso de marcadores soroldgicos foi introduzido a fim de auxiliar o acompanhamento
da paciente desde o diagnéstico até o término do tratamento, sendo Util na deteccéo
precoce de recidivas, além de contribuirem para diminuir o desgaste fisico e
emocional inerentes aos exames utilizados para o acompanhamento dos pacientes.
Além disto, sabe-se também que estes marcadores possuem relagdo com o

prognostico dos pacientes (HARRIS et al., 2007).

Marcadores sorolégicos sao proteinas ou enzimas produzidas pelas células
tumorais em resposta a tumorigénese e que estdo presentes no soro do paciente
(UEHARA et al., 2008). Essas enzimas ou proteinas variam dependendo do tipo de
tumor e orgédo afetado (HARRIS et al., 2007) e podem, pelo aumento em suas
concentracdes, indicar a origem, recidiva ou crescimento do tumor (CAPELOZZI,
2001). Um marcador sorologico considerado ideal € aquele que sendo produzido
pelo tumor se dissemina pelos fluidos corpéreos e pode ser detectado por métodos
ndo invasivos. Ademais, seus niveis devem aumentar proporcionalmente ao carater
de malignidade ou progressdo da neoplasia, além de estarem relacionados ao
estagio da doenca (SOUZA, 2002).

Em mulheres com céncer de mama, um dos principais biomarcadores
utilizados é o antigeno carcinoembrionario (CEA). Esse marcador estd aumentado

no soro da maioria das mulheres com cancer de mama quando comparado as



mulheres saudaveis e também quando hd metastase em linfonodo regional (WANG
et al.,, 2014; WU et al., 2014).

O CEA é o prototipo de marcador tumoral por ser o primeiro marcador
sorologico descoberto. Inicialmente foi estudado em céancer de célon e reto, porém
observou-se que esse marcador também estava aumentado em outras neoplasias
malignas, incluindo o céancer de mama. O CEA é produzido pela mucosa
gastrointestinal, possui peso molecular aproximado de 200kD fazendo parte do
grupo das imunoglobulinas (KASPER et al., 2004). Este antigeno pode também
estar aumentado em alguns distirbios benignos, portanto, para sua adequada
interpretacdo, € imprescindivel que o estadiamento clinico seja realizado da forma

mais detalhada possivel (HARRIS et al., 2007).

O CEA parece ser Util para estabelecer o prognéstico de pacientes no pré-
operatorio; o valor aumentado tem relacdo com o tamanho do tumor. Ele também é
utiizado para o monitoramento de mulheres com céncer de mama metastatico
(VERONESI etal., 2002; WU et al., 2014).

Outro marcador sorolégico associado ao cancer de mama em mulheres é a
alfafetoproteina (AFP). Segundo Sarcione e Biddle (1987), a AFP esta aumentada
no soro de mulheres que apresentam carcinoma mamario primario e sua avaliacao
seriada pode fornecer informacdes importantes quanto ao diagnostico e progndstico
dos pacientes. AFP é uma importante proteina do soro fetal, sintetizada no figado,
saco vitelino e intestino do feto, com fun¢cdes de transporte plasmatico e de
manutencdo da pressao oncotica, desaparecendo no primeiro ano de vida (GOMES,
1997; ROSA et al., 2005). Em humanos, niveis acima de 500ng/mL s&o altamente
sugestivos de malignidade; valores acima 1000ng/mL séo indicativos de presenca
de neoplasia (ALMEIDA, 2004). Em caes, a dosagem sérica aumentada de AFP foi
relacionada a presenca de carcinoma hepético e colangiocarcinoma (LOWSETH et
al., 1991; YAMADA et al., 1999).

Apesar de muito utilizados na medicina humana, o emprego de marcadores
sorolégicos no monitoramento de neoplasias e na determinacdo do progndstico
ainda ndo é uma realidade na medicina veterinaria, embora estejam sendo testados

com alguns resultados promissores. Manuali et al. (2012) observaram aumento nas



concentracdes de CEA em cadelas com neoplasias mamarias e Campos et al.

(2012) também encontraram resultados semelhantes utilizando o CA 15.3.

Cadelas portadoras de tumores mamarios devem ser submetidas a cirurgia,
ndo sem antes realizar exames periddicos para estadiamento e monitoramento da
doenca (CASSALI et al., 2014). A possibilidade da utilizacdo de marcadores menos
invasivos que possam indicar precocemente a recidiva tumoral ou de um foco

metastatico, torna-se cada vez mais Util e necessario.

Desta forma, estudos com marcadores soroldégicos em neoplasias mamarias
caninas estdo sendo realizados (MARCHESI et al.,, 2010; CAMPOS et al., 2012;
MANUALI et al, 2012) e devem ser estimulados. Sendo assim, este estudo visou
avaliar os marcadores CEA e AFP em cadelas com carcinoma mamario, buscando
correlacionar os valores &s alteragcfes clinico-patolégicas. Para futuramente avaliar o
comportamento desses marcadores na determinacdo do prognostico e detecgdo

precoce de metastase e/ou recidiva.
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CAPITULO 2 - Valor clinico do CEA e da AFP na deteccéo de carcinoma de mama em
cadelas

RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento do antigeno
carcionoembrionario (CEA) e da Alfafetoproteina (AFP) em cadelas com carcinomas
mamarios metastaticos e ndo metastaticos, para futuramente utilizd-los no monitoramento e
progndstico das pacientes. Para tanto, foram utilizados soros de 35 cadelas, separados em trés
grupos, sendo; G1 (n=10): grupo controle (cadelas livres de tumor); G2 (n=20): cadelas com
carcinoma de mama sem metastase em linfonodo; G3 (n=5): cadelas com carcinoma de mama
com metastase em linfonodo. Os marcadores foram dosados por kits ELISA e resultados
foram avaliados pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%, quanto a presenca de
cada marcador no soro da paciente, sua relacdo com o comportamento biolégico da neoplasia
e as alteragdes clinico-patologicas encontradas. Os resultados mostraram que os Vvalores de
CEA (p<0,0001) e AFP (p=0,0004) foram significantemente maiores nas cadelas com
carcinoma de mama, em comparacdo as saudaveis. Além disso, os valores do CEA estavam
significantemente aumentados nas cadelas com metéastase (p<0,0001) e naquelas com tumores
maiores do que 3,0 cm de didmetro (p=0.0091). Houve aumento significante da AFP em
cadelas castradas (p=0,0307). N&o houve significancia entre grau histoldgico, necrose,
ulceracéo e inflamagdo para ambos os marcadores. Os resultados evidenciaram que o CEA se
mostrou eficiente em detectar a presenca de carcinomas mamarios em cadelas e pode ser um
marcador promissor para 0 acompanhamento de cadelas com essa neoplasia. Estudos futuros,
incluindo o follow up das pacientes serdo necessarios para que esse marcador seja

efetivamente incluido na rotina clinica da oncologia veterinaria.

PALAVRAS-CHAVE: prognostico, tumor de mama, CEA, AFP, metastase



Introdugédo

Tumores mamarios sdo altamente prevalentes em cadelas e apresentam comportamento
bioldgico semelhante ao das mulheres, fazendo da cadela um modelo para o estudo
comparativo. Todavia, diferente das mulheres, para as cadelas faltam métodos que auxiliem
no diagnostico, no monitoramento da doenca e na estimativa do progndstico. Em mulheres, a
utilizacdo dos marcadores sorologicos esta bem consolidada, sendo um método (til para o

acompanhamento do paciente desde o0 momento do diagnéstico.

O presente estudo teve por objetivos avaliar o comportamento do CEA e da AFP em cadelas
com carcinomas mamarios metastaticos e ndo metastaticos, antes do tratamento cirdrgico e
correlacionar suas concentragdes as variaveis clinico-patologicos, tais como: tamanho do
tumor, grau histologico, presenca de necrose, ulceracdo, inflamacdo e a influéncia da

castracdo, para futuramente utiliza-los no monitoramento e prognostico das pacientes.

Material e métodos
Coleta do Material

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias da UNESP-Jaboticabal (protocolo n°
10801/15), e os proprietarios que aderiram ao projeto assinaram orientacdo e um termo de

consentimento livre esclarecido.

Foram utilizadas 35 cadelas, sem predilecdo por raca ou idade, oriundas do atendimento dos
Servicos de Oncologia e de Obstetricia Veterinaria do Hospital Veterinario da UNESP,
campus de Jaboticabal, SP, Brasil. Foram coletados no momento do diagnostico 5,0 mL de
sangue por venopuncdo jugular, com posterior centrifugacdo para obtencdo do soro. Os soros
foram divididos em aliquotas individuais e armazenados a -20 °C para posterior dosagem dos

marcadores sorologicos.
O material bioldgico coletado foi separado em trés grupos experimentais:

e Grupo 1 (G1), grupo controle composto por 10 aliquotas de soros de cadelas

saudaveis, sem historico de neoplasias;
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e Grupo 2 (G2), composto por 20 aliquotas de soros de cadelas com carcinomas
mamarios sem metastase, conforme estadiamento clinico;

e Grupo 3 (G3), foi composto por cinco aliquotas de soros de cadelas portadoras de
carcinomas mamarios com metastase em linfonodo regional, detectado pela avaliagdo

histoldgica.

Para a selecdo das pacientes e estadiamento clinico foram realizados, no momento do
diagnéstico, exame fisico detalhado, de acordo com os preceitos semioldgicos (palpacéo das
mamas, mensuracdo dos nodulos, avaliacdo do estado geral da paciente), exames laboratoriais
de rotina, bem como, radiografias toracicas (3 projecdes) e ultrassonografia abdominal para
pesquisa de metastases. O estadiamento clinico (TNM) foi realizado de acordo com as
diretrizes da Organizacdo Mundial de Saude (WHO) (OWEN, 1980).

A mastectomia total, uni ou bilateral, foi realizada de acordo com a indicacdo para cada caso
(Cassali et al., 2104), durante a qual foi retirado o linfonodo regional (inguinal e/ou axilar)

para avaliacdo histopatoldgica e estadiamento.

Foram avaliadas variaveis clinico-patoldgicas como: tamanho tumoral, presenca de ulceragdo
pela avaliacio macroscopica; grau histoldgico, necrose e inflamacdo pela avaliacdo
histopatologica, além de realizacdo prévia de ovariohisterectomia. Para obtencdo do tamanho
do tumor seguiu-se a metodologia proposta por Yamagami et al. (1996), a qual propde
mensurar a medida do maior didmetro do tumor, em centimetros (cm), com auxilio de um

paquimetro digital.

Foram incluidas no projeto as cadelas que apresentavam metastase detectavel apenas em
linfonodo regional;, aquelas que apresentaram imagem sugestiva de metdstase a distancia no
momento do diagnostico foram excluidas do projeto. Metéstase a distancia foi considerada a
deteccdo de massas na cavidade tordcica ou abdominal, no momento do diagnostico, por meio
de imagem radiogréfica e/ou ultrassonografica. Outros critérios de exclusdo foram outras
neoplasias e doengas concomitantes, isso para evitar qualquer alteracdo nas concentragOes dos

marcadores que ndo fosse relacionada a neoplasia mamaria.
Histopatologia

Imediatamente apds a remocdo cirlrgica, amostras de neoplasias mamarias foram fixadas em

formalina tamponada a 10% por um periodo de 24 a 48 horas e, em seguida, armazenadas em
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alcool 70% até o momento do processamento. Posteriormente, foram processadas, incluidas
em parafina, cortadas na espessura de 5u em micrétomo e coradas pela Hematoxilina &
Eosina. A andlise, em microscopia de luz, seguiu 0 preconizado por Cassali et al. (2014),
avaliando-se grau de diferenciacdo celular, pleomorfismo, anaplasia, metastase em vasos
sanguineos e linfaticos, invasdo do tecido adjacente e metastases em linfonodos. Com relacao
ao grau histologico, os grupos foram dividimos em grau I, 1l e Ill, seguindo a classificacdo
histopatologica de Elston e Elis (1998).

Marcadores Soroldgicos

Para dosagens dos marcadores soroldgicos foram empregados kit ELISA humano (AccuBind
ELISA Kits - MONOBIND INC) para CEA (catalogo 1825-300) e AFP (catalogo 1925-300).
O equipamento para leitura foi o ELISYS UNO human e a técnica empregada foi a

recomendada pelo fabricante.
Analise estatistica

As variaveis foram submetidas a analise de variancia para delineamento inteiramente ao acaso
e com nivel de significancia de 5%. As varidveis que apresentaram coeficientes de variacdo
altos foram transformadas antes das andlises em log da resposta da medida + 1. Nas
comparacdes multiplas das médias, utilizou-se o teste de Tukey (nivel de significancia =
0,05). Para essas analises foi utilizado o procedimento General Linear Models (GLM) do
programa computacional SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary. NC, USA)

Resultados

O carcinoma em tumor misto foi o tipo histologico (Cassali et al., 2014), mais frequentemente
diagnosticado (15/25; 60%), seguido do carcinoma tubular (4/25; 16%) (Tab. 1). Com relagdo
a frequéncia das racas, 0s animais sem raca definida (SRD) foram a maioria (13/25; 52%) e a

idade variou de 5 a 15 anos (média de 10 + 2,42).
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Tabela 01- Classificacdo histoldgica dos tumores de mama deste estudo (n=25).

Diagndstico Frequéncia %
Carcinoma em tumor misto 15 60
Carcinoma tubular 4 16
Carcinoma papilar 3 12
Carcinoma solido 2 8
Carcinoma micropapilar 1 4
Total 25 100

Analisando as médias das concentragdes de CEA nos grupos G1, G2 e G3 foram observadas
diferencas significantes entre as médias do CEA para os grupos G1 e G2 (p<0,00001), grupos
G2 e G3 (p<0,00001) e entre os grupos G1 e G3 (p<0,00001), mostrando 0S grupos com
carcinoma mamério e carcinoma mamario metastatico com valores de CEA mais elevados do
que o grupo controle. Também, cadelas com carcinomas metastaticos apresentaram valores de
CEA significantemente mais elevados do que cadelas com carcinomas mamarios ndo

metastaticos.

As concentracbes de AFP mostraram diferenca entre as medias dos grupos Gl e G2
(p=0,0004), onde cadelas com carcinoma mamario apresentaram valores de AFP maiores do
gue o grupo controle, e ndo significante entre os grupos G2 e G3 (p>0,05) (Tab. 2).

Tabela 02. Média e desvio padrdo dos valores das dosagens de CEA e AFP no soro de

cadelas sadias (G1), com carcinomas mamarios sem metastase (G2) e com carcinomas
mamarios com metastase (G3).

Grupos (n) CEA (ng/ml) AFP (T) (ng/ml)
G1 (10) 0.47 (x0.38) a 0.41 (+0.14) a
G2 (20) 1.90 (+0.81) b 0.89 (+0.34) b
G3 (5) 2.94 (£ 0.64) 0,73 (+0.12) b

CEA; antigeno carcinoembrionério; AFP: Alfafetoproteina; Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre
as médias (p<0,05); Letras iguais indicam que ndo hé diferenca entre as médias (p>0,05).
*T- houve transformacgdo logaritmica nos valores de AFP.
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Para avaliar se as concentragdes de CEA e AFP apresentavam relagdo com o tamanho
tumoral, as amostras de soro das cadelas do G2 e G3 foram separadas em trés grupos (n=25),

sendo:

e T1: soros de cadelas com tumores menores que 3,0 cm (n=14)

e T2: soros de cadelas com tumores entre 3,0 e 5,0 cm (n=6)

e T3: soros de cadelas com tumores maiores que 5,0 cm (n=5)

Foi observada diferenca significante nas concentracbes de CEA entre os grupos Tl e T2 e T1
e T3 (p=0.0091). N&o houve diferenca entre os grupos T2 e T3 (Tab. 3). De modo geral, soros
de cadelas com tumores maiores do que 3,0 cm apresentavam concentracdes de CEA
superiores a aqueles menores do que 3,0cm. Quando se analisou a AFP, ndo se observou

diferenga significante entre os trés grupos (p=0.1614).

Tabela 03- Concentracbes de CEA e AFP em relacdo ao tamanho do tumor das cadelas com

carcinoma mamario (média e desvio padréo).

Grupos n CEA (ng/ml) AFP (ng/ml)
T1 (<3cm) 14 1,66 (£0,69) a 1,32 (+0,75)a
T2 (3-5cm) 6 2,79 (£0,66)b 2,23 (1,79)a
T3 (>5 cm) 5 2,54 (+0,95)b 1,13 (0,25)a

CEA; antigeno carcinoembrionario; AFP: Alfafetoproteina; Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre
as médias (p<0,05); Letras iguais indicam que ndo héa diferenca entre as médias (p>0,05).

Ndo houve diferenca nas dosagens de CEA e AFP com relacdo as varidveis clinico-
patoldgicas utilizadas no presente estudo: grau histoldgico, ulceracdo, necrose e inflamacdo
(Tabela 4).
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Tabela 04- Relacdo das concentraces sérias do CEA e AFP com as variaveis clinico-

patologicas analisadas (média e desvio padrdo).

CEA (ng/ml)  P-valor  AFP (ng/ml) P-valor
Grau I (n=8) 1,82 (+0,74)a 0,37 1,06 (£0,03)a 0,42
Histoldgico
Il (n=8) 1.96 (+0.91)a 1.83 (£1,70)a
11 (n=9) 2.50 (+ 0.91)a 1,55 (+0,83)a
Ulceracao Néo (n= 20) 2,19 (£0,90)a 0,2993 159 (x1,15a 0,3411
Sim (n= 5) 1,68 (+0,66)a 1,02 (+0,14)a
Necrose N3o (n= 19) 2,08 (£t0,95)a 0,8075 1,64 (+t1,21)a  0,2637
Sim (n= 6) 2,19 (£0,65)a 1,06 (+0,07)a
Inflamacao N&o (n=10) 2,18 (£1,13)a 0.75 1,38 (+0,68)a 0,65
Sim (n=15) 2,06 (+0,70)a 1,58 (+1,29)a

CEA; antigeno carcinoembrionario; AFP: Alfafetoproteina; Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre
as médias (p<0,05); Letras iguais indicam que ndo héa diferenca entre as médias (p>0,05).

No que diz respeito a castracdo, foi observada diferenca significante nas concentracGes de

AFP entre animais castrados e ndo castrados, onde fémeas castradas apresentaram menores

valores de AFP (p=0,0307). N&o se observou 0 mesmo em relacdo as concentracdes de CEA

(p=0,34) (Figura 1).
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Figura 1: Valores séricos de CEA e AFP em cadelas com carcinoma de mama castradas e ndo
castradas (média e desvio padrdo). Letras iguais indicam que ndo h& diferenca estatistica
(p>0,05). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre as médias (p<0,05).

Discussao

Neoplasias mamarias malignas espontaneas sdo muito frequentes em fémeas da espécie
canina, registrando incidéncia trés vezes maior que em mulheres (Lindblad-Toh et al., 2005;
Uva et al., 2009; Shafiee et al., 2013). A literatura registra 0 carcinoma em tumor misto o tipo
histolégico mais frequente nas cadelas (Misdorp et al., 1999; Campos et al., 2012; Cassali et

al., 2014), coincidente com o encontrado no estudo em tela.

Cadelas sem definicdo racial (SRD) foram as mais frequentes entre 0 grupo de animais com
neoplasia, o que difere dos estudos de Alenza et al. (2000) e Campos et al. (2012). Para
Alenza et al. (2000), os animais de raga pura apresentaram predisposicdo maior para
desenvolver neoplasia mamaria, e Campos et al. (2012) relatam os da raca poodle. Essa
discordancia pode ser atribuida a clientela de cada uma das localidades estudadas, sendo

regibes diferentes e com possivel influéncia nessa varidvel. A idade média de 10 anos
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observada foi semelhante a reportada em outros estudos (Campos et al., 2012; Cassali et al.,
2014; KIM et al., 2016).

As concentracfes de CEA foram associadas a presenca de tumores, a tumores mais agressivos
e maiores, mostrando que esse marcador apresenta potencial de triagem para diferenciar
animais com carcinoma mamario de animais saudaveis e, principalmente, de diferenciar
carcinomas metastaticos de ndo metastaticos. 1sso ganha grande importancia quando se pensa
em prognostico, pois animais com metastase em linfonodo apresentam pior progndstico em
relagdo a animais com o linfonodo livre, com implicacdo também no tempo de sobrevida e no

tipo de tratamento a ser utilizado (Cassali et al., 2014).

Estudos semelhantes realizados por Wang et al. (2014) e por WU et al. (2014), avaliando os
valores de CEA em mulheres com cancer de mama, revelaram que esse marcador esta
aumentado em mulheres doentes em comparacdo a mulheres saudaveis e que mulheres
doentes que apresentavam comprometimento do linfonodo tinham valores de CEA
significantemente maiores (p<0,05) do que mulheres sem comprometimento do linfonodo.
Nossos estudos revelaram resultados semelhantes aos encontrados por Wang et al. (2014) e
Wu et al. (2014), uma vez que fémeas caninas doentes apresentaram valores de CEA elevados
em comparacdo ao grupo controle. E ainda, animais com metastase em linfonodo
apresentaram diferenca significante nos valores de CEA em comparagdo com animais sem
metdstase. Resultados semelhantes também foram publicados por Valencakova-Agyagosova
et al. (2012), na Eslovaquia, estudando cadelas com carcinomas mamarios em comparacao a

cadelas saudaveis.

Entretanto, Campos et al. (2012), avaliaram 60 cadelas com neoplasias mamarias malignas e
ndo encontraram diferenga nos niveis de CEA nas cadelas com neoplasia em compara¢do com
cadelas saudaveis. . Interessante ressaltar que diferentemente deste estudo que empregou Kits
ELISA humanos para dosar o CEA, Campos et al. (2012), empregaram a quimiluminescéncia,
e a disparidade de resultados pode ser atribuida a escolha da técnica. Como ndo ha
disponibilidade de se adquirir um kit diagnostico espécie/especifico, a escolha do kit
destinado a espécie humana, pautou-se nas experiéncias de outros pesquisadores que
validaram o uso em cées (Marchesi et al., 2010; Manuali et al, 2012; Valencakova-

Agyagosova et al. 2012).
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Em humanos, o emprego do CEA ndo visa apenas o diagndstico, mas sim a atribuicdo de
progndstico e acompanhamento apods tratamento (Veronesi et al.,, 2002). Comparando 0s
resultados do presente estudo com os de outros pesquisadores, é possivel que em cadelas o
CEA possa ser um bom indicador de prognéstico. Para isso, estudos com follow up das
pacientes necessitam ser realizados. Desta forma, a monitoracdo pos-operatdria ou apos
tratamento quimioterapico por meio de dosagens seriadas de CEA poderia ser aplicavel,
reduzindo custos com exames de imagem periddicos, além de anteceder recidivas e/ou
metdstases a distancia. A maioria dos estudos mencionados anteriormente mostra que ha
semelhanca no comportamento do CEA em mulheres e cadelas com neoplasias mamarias. O
aumento nos valores de CEA em cadelas com metastase em linfonodo observado em nosso
estudo sugere que se possa empregar esse marcador para se estabelecer o progndstico de

cadelas com carcinoma de mamas.

As dosagens de AFP, também foram uteis em diferenciar cadelas saudaveis e doentes, sem,
contudo, diferenciar os grupos com metastase em linfonodo e livres de metastase. O primeiro
estudo envolvendo a AFP em neoplasias mamarias em mulheres foi realizado por Sarcione e
Biddle (1987), mostrando resultado similar ao encontrado em nosso estudo. Os autores
concluram que a AFP estava aumentada no soro de mulheres com tumores de mama
primario, sugerindo que mensuracdes seriadas poderiam fornecer informagdes importantes

guanto ao diagndstico e prognostico desse tipo de neoplasia.

Em contrapartida, em estudo envolvendo um painel de marcadores soroldgicos, dentre eles a
AFP, em mulheres com neoplasias mamarias, pesquisadores observaram que ndo houve
diferenca entre os valores de AFP em mulheres com neoplasia maméaria e mulheres saudaveis,
concluindo que esse marcador ndo seria Util para monitorar a evolugdo do céncer de mama em
mulheres (Opstal-Van Winden et al., 2012).

Em cadelas com neoplasias mamérias ndo existem estudos anteriores avaliando a AFP como
possivel marcador sorolégico, mesmo na medicina humana poucos estudos foram realizados
com esse fim. Entretanto, nossos resultados mostram que esse marcador pode ter potencial
utilizacdo em cadelas com neoplasias mamarias, uma vez que pode ser Util em diferenciar no
soro de cadelas, a auséncia ou a presenca de tumor mamario. Todavia, hd necessidade de se
ampliar a investigacdo acerca desse marcador para confirmar seu potencial como marcador

sorologico em cadelas com neoplasias mamérias.
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Quando as concentragcbes dos marcadores foram analisadas de acordo com o tamanho tumoral
foi possivel observar que quanto maior o tamanho do tumor, mais altos foram os valores do
CEA. Cadelas com tumores maiores que 3,0 cm apresentam maiores valores de CEA.
Intuitivo se pensar que quanto maior o tamanho do tumor maiores seriam os valores dos
marcadores a ele relacionados, pois a quantidade de células produtores de antigenos seria

maior, contudo essa mesma correspondéncia ndo ocorreu com a AFP.

Em mulheres, o tamanho tumoral também influenciou nos niveis de CEA (Veronesi et al.,
2002; Wang et al. 2014; Wu et al., 2014). Esses resultados corroboram com a indicagéo de
que os valores de CEA possam correlacionar-se ao prognostico de cadelas, uma vez que maior
volume do tumor corresponde a fator prognostico negativo (De Nardi et al., 2008; Cassali et
al., 2014). Entretanto, esta relacdo ndo pode ser estabelecida quando se analisou as demais
varidveis clinico-patolégicas, como grau histoldgico, necrose, ulceracdo e inflamacéo.
Resultados semelhantes foram publicados por Manuali et al. (2012) com o marcador CA 15.3,
onde ndo houve relacdo entre os valores desse marcador e a presenca de necrose, ulceracdo e
inflamacdo, embora nesse mesmo estudo foi significante a diferenca entre 0s graus
histologicos 1l e 1Il. Em mulheres com cancer de mama Wang et al. (2014), também

observaram relacdo entre o grau histoldégico e os valores de CEA.

Em nosso estudo, os valores de CEA foram crescentes com o aumento do grau histoldgico,
todavia ndo significante. A repeticdo deste ensaio com maior ndmero de animais podera

esclarecer se este marcador também se relaciona ao grau histolégico em cadelas.

Por sua vez, o estado reprodutivo das cadelas foi relacionado aos valores de AFP. Cadelas
com carcinoma mamario e castradas apresentaram valores de AFP significantemente menores
que as ndo castradas. O mesmo ndo se repetiu quando dosamos CEA, sugerindo que as
concentragdes de AFP em cadelas possam sofrer algum grau de influéncia hormonal. Em ratas
Uriel et al. (1976) observaram que ha ligacdo entre a AFP e estrogeno e que essa importante
proteina fetal auxilia no transporte de estrogeno para dentro das células uterinas nesses
animais. Anos mais tarde Pool et al. (1978) observaram influéncia no ciclo estral de ratas com
hepatoma induzido experimentalmente, onde animais com tumores maiores do que 10 cm de
didmetro produziam altas concentracbes de AFP e ndo entravam em estro. Os autores
sugeriram que existe ligacdo da AFP com o estrdgeno, com consequente inibicdo na acdo do

mesmo. Apesar dos trabalhos ndo conseguirem provar efetivamente como 0s hormdnios
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reprodutivos influenciam nas concentracdes de AFP, a relacdo entre eles ja foi observada em
estudos prévios e esta relacdo poderia ser a causa da diferenca aqui observada para a AFP
entre cadelas castradas e ndo castradas. Embora seja importante ressaltar, que esse achado
pode apenas refletir o baixo ndmero de animais castrados nos grupos experimentais e nao
necessariamente um resultado consistente, 0 que aponta para necessidade de maiores

investigacoes.

Torna-se necessario acompanhar um numero maior de cadelas com carcinoma de mamas,
onde também possa ser contemplado no estudo o seguimento clinico e laboratorial (follow up)
dessas cadelas, com repetidas dosagens dos marcadores, e se 0s resultados se repetirem,
futuramente introduzir essas dosagens na rotina clinica da oncologia veterinaria para

monitoramento de metastase e/ou recidiva precoce em cadelas com carcinoma de mamas.

Conclusdes
Os resultados deste estudo, nas condicbes metodoldgicas empregadas mostram que:
Ha aumento dos valores de CEA e AFP em cadelas com carcinomas mamarios;
Ha relacdo entre os valores de CEA e a presenca de metastase em linfonodos de cadelas

com carcinomas de mamas;

Quanto maior o tamanho do tumor de mama na cadela, mais elevados foram os valores de
CEA;

AFP parece sofrer influéncia hormonal ja que se encontra reduzida em cadelas castradas

em comparacdo as ndo castradas;

Ha aparente relacdo das concentracbes do CEA com o prognostico de cadelas com

carcinoma de mamas pela associagdo com o tamanho tumoral e presenca de metéstase.
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