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Efeito de doses baixas de naltrexona sobre a qualidade de vida e sobrevida de cadelas
com carcinoma mamario submetidas ao tratamento com carboplatina

Resumo

E crescente 0 nimero de estudos que buscam novas abordagens terapéuticas para o
carcinoma em tumor misto benigno (CaTMB), neoplasia maméria mais frequente na
cadela e que apresenta variavel potencial de malignidade. Neste contexto, objetivou-se a
partir da realizagdo deste trabalho avaliar o efeito da naltrexona em doses baixas (NDB)
sobre a resposta imune de cadelas com CaTMB submetidas & mastectomia, seguido por
tratamento quimioterapico com carboplatina e verificar sua associacdo com a qualidade
de vida e a sobrevida. Foram estudadas 30 cadelas, todas com diagndstico
histopatologico de CaTMB, divididas em trés grupos experimentais: Grupo 1: Controle,
constituido por animais submetidos apenas a mastectomia subdivididos em pacientes
sem metéstase regional (CaTMB(-)) e com metastase regional (CaTMB(+)); Grupo 2,
todos sem metéstase e Grupo 3 todos com metastase. Os grupos 2 e 3 também foram
subdivididos, mas de acordo com o tratamento: tratados com quimioterapia (CaTMB(-)
Q/CaTMB(+) Q e tratados com quimioterapia e NDB (CaTMB(-) Q+NDB / CaTMB(+)
Q+NDB). Todos os animais foram submetidos a avaliacdo clinica, mastectomia,
imunofenotipagem dos linfécitos T CD4* e CD8* circulantes no sangue periférico,
dosagem de beta-endorfina e meta-encefalina, além da avaliacdo da taxa de sobrevida e
dos escores de qualidade de vida, periodicamente. Os resultados revelaram maior
porcentagem de células T e T CD8" nos animais do grupo CaTMB(-) Q+NDB (p<0,05),
maiores concentracOes séricas de beta-endorfina e meta-encefalina, reducdo dos efeitos
colaterais relacionados a quimioterapia, bem como melhor qualidade de vida e sobrevida
nos grupos tratados com NDB em relacdo aos grupos nédo tratados. A avaliacdo dos
parametros clinico-patologicos, tanto na analise univariada quanto na multivariada,
indicaram a associacao significativa da utilizacdo do NDB com a condic¢do vivo,
utilizacdo da quimioterapia, maior sobrevida e qualidade de vida. Estes resultados
associados indicam que a NDB representa uma alternativa viavel de tratamento
adjuvante a quimioterapia em cadelas com CaTMB, pois aumenta as concentracdes de
beta-endorfina e meta-encefalina e estimula a resposta dos linfécitos CD8™,
proporcionando manutencdo da qualidade de vida e contribuindo para o aumento na taxa
de sobrevida destes pacientes.

Palavra-chave: Citometria de fluxo, quimioterapia, resposta imune, tumor de mama
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Effect of low dose naltrexone as a carboplatin chemotherapy-associated drug on the
quality of life and survival of female dogs with mammary carcinoma

Abstract

Recently, it can be noticed an increasing number of scientific reports on dog benign
mixed carcinoma tumor (CaTMB), mainly focusing on new therapeutic approaches. This
is the most frequent breast tumor in female dogs and presents a variable malignant
potential. In this context, the objective of this study was to evaluate the effect of low
dose naltrexone (LDN) on the immune response of female dogs with CaTMB after
mastectomy and chemotherapy with carboplatin, and to verify its association with quality
of life and survival rates. 30 female dogs were included in this study, all of them with
histopathological diagnosis of CaTMB; they were divided into three experimental
groups: Group 1: Control, consisting of animals submitted to mastectomy and with or
without regional metastasis; Group 2, composed of animals that did not presented
metastasis; and Group 3, including dogs that presented metastasis. Groups 2 and 3 also
were subdivided according to the treatment performed: chemotherapy alone (CaTMB(-)
Q/ CaTMB(+) Q), and LDN-associated chemotherapy (CaTMB(-) Q+LDN / CaTMB(+)
Q+LDN). All animals were subjected to clinical evaluation, mastectomy,
immunophenotyping of peripheral blood lymphocytes, beta-endorphin and meta-
enkephalin dosage, and evaluation of the survival rates and quality of life scores. The
results showed a higher percentage of CD3+ and CD3+/ CD8+ in the CaTMB(-)
Q+LDN (p<0,05) group, higher serum concentrations of beta-endorphin and met-
enkephalin, decreased chemotherapy related side effects, as well as better quality of life
and survival rates, when comparing the group treated with LDN to the LDN-untreated
group. The evaluation of clinical and pathological parameters indicated a significant
association between the use of LDN with the use of chemotherapy, prolonged survival
and quality of life. These results indicate that LDN is a viable chemotherapy-associated
treatment in female dogs with CaTMB, providing maintenance of life quality and
prolonged survival rates.

Keyword: Chemotherapy, flow cytometry, immune response, mammary tumor
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1. INTRODUCAO

As neoplasias mamarias em cadelas sdo frequentemente observadas na clinica
de pequenos animais, correspondendo a cerca de 53% do total dos tumores, dos quais
até 90% sdo carcinomas (PAOLONI; KHANNA, 2008; ESTRELA-LIMA et al.,
2010). Em razdo desta alta frequéncia e das diversas similaridades epidemiolégicas,
clinicas, bioldgicas e genéticas existentes entre estes tumores de mulheres e cadelas,
existe um grande interesse dos pesquisadores no estudo comparativo entre as duas
espécies (MISDORP, 2002; UVA et al., 2009; RIVERA; VON EULER, 2011).

Dentre os tumores malignos de mama em cadelas, o carcinoma em tumor misto
benigno (CaTMB) é o mais frequente, correspondendo a cerca de 42% das neoplasias
diagnosticadas nesta espécie (TORIBIO, 2008; RODASKI; PIEKARZ, 2009;
ESTRELA-LIMA et al., 2010). Este tumor tem origem a partir da transformacéo
maligna do componente epitelial do tumor misto benigno e pode apresentar
crescimento in situ ou infiltrativo, evidenciado pela perda da continuidade das camadas
mioepitelial e basal associado a invasdo de células neoplasicas no estroma, ou ainda
substitui completamente a lesdo benigna pré-existente (DAMASCENO, 2012;
CASSALI et al., 2014).

Diante da alta frequéncia deste tipo histologico, da variacdo do grau que lhe
confere maior potencial de malignidade e escassez de dados na literatura, esforcos
estdo sendo direcionados para o estudo de novas terapias adjuvantes. Busca-se a
insercdo de novos protocolos terapéuticos que possam proporcionar maiores taxas de
cura, longevidade e principalmente melhor qualidade de vida aos pacientes caninos,

refletindo diretamente no aumento da taxa de sobrevida.

Até o momento, a terapia cirurgica realizada com ampla margem de seguranca
é a forma de tratamento que confere maior sobrevida para cadelas com cancer de
mama (RODASKI; PIEKARZ, 2009). Os protocolos com farmacos antineoplasicos

podem ser utilizados como tratamento adjuvante a mastectomia, promovendo maior
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sobrevida e reducdo do potencial de recidiva dos tumores mamarios (QUEIROGA;
LOPES, 2002).

No homem, ja foi demonstrado que a utilizacdo de naltrexona em doses baixas
(NDB), referenciado em inglés como low dose naltrexone (LDN), como tratamento
adjuvante a quimioterapia proporciona maior sobrevida em alguns tipos de cancer
(ZAGON; MCLAUGHLIN, 2005), inclusive o de mama. O NDB possui a capacidade
de reduzir os efeitos colaterais da quimioterapia, estimular o sistema imunolégico e
promover o bem-estar, podendo ser utilizado como tratamento isolado ou combinado a
cirurgia e quimioterapia (DONAHUE et al., 2011).

Desta forma, considerando as diversas similaridades entre os tumores de mama
na mulher e na cadela e a importante casuistica dos carcinomas em tumores mistos
nesta Ultima espécie, se torna imprescindivel propor e testar novos tratamentos
combinados para este tipo de neoplasia. Neste contexto, objetivou-se com a realizagdo
do presente estudo avaliar a utilizacdo de naltrexona em doses baixas (NDB) como
método de tratamento adjuvante a quimioterapia, seus efeitos sobre a sobrevida e

qualidade de vida das cadelas portadoras de carcinomas em tumores mistos benignos.



22

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasias maméarias na cadela

2.1.1 Aspectos gerais

Os tumores mamarios correspondem ao tipo mais frequente de neoplasias em
cadelas, e estdo entre as principais causas de morte nesses animais (HELLMEN et al.,
1993; HENDERSON; FEIGELSON, 2000; DOBSON et al., 2002; LEE et al., 2004;
UVA et al., 2009; FELICIANO et al., 2012; DOBSON, 2013; SEVERE et al., 2015).
As neoplasias mamarias em cadelas apresentam caracteristicas epidemioldgicas,
clinicas, bioldgicas e genéticas similares as observadas nos tumores de mama na
mulher, sendo de interesse o0 conhecimento de sua etiopatogenia e de suas
caracteristicas biolégicas para estudos comparativos (RICHARDS et al., 2001;
MERLDO et al., 2008; UVA et al., 2009; RIVERA; VON EULER, 2011).

Segundo Peleteiro (1994) ndo existe predisposicdo racial para o
desenvolvimento de tumores mamarios na cadela. No entanto, estudos no Brasil
mencionam que tal neoplasia ocorre com maior incidéncia em Poodles e cdes sem raca
definida (CAVALCANTI; CASSALLI, 2006; FURIAN et al., 2007; TORIBIO, 2008;
ESTRELA-LIMA, 2010).

A etiologia das neoplasias mamarias possui caracteristica multifatorial,
envolvendo componentes genéticos, nutricionais, ambientais e, principalmente,
hormonais (HENDERSON e FEIGELSON, 2000; JONES et al., 2000; TODOROVA,
2006; UVA et al., 2009; ANDRADE et al., 2010). O estrogeno e a progesterona
desempenham um papel importante no desenvolvimento da glandula mamaria normal,
além de atuarem no desenvolvimento de tumores mamarios em cadelas e gatas. Sabe-
se que os horménios esterdides atuam estimulando a proliferacdo celular e predispdem
as alteracBes genéticas que dardo origem a célula neoplésica (SILVA et al., 2004;
THUROCZY et al., 2007; BOCARDO et al., 2008).
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Em cées, a progesterona exdgena estimula a sintese do horménio do
crescimento (GH) na glandula maméria, causando a proliferacao I6bulo-alveolar, com
consequente hiperplasia de elementos mioepiteliais e secretérios (MISDORP, 2002;
RODASKI; PIEKARZ, 2009). J& concentracfes elevadas de GH, juntamente com
niveis crescentes de IGF (fator de crescimento insulina-simile) tipo I e 11, estimulam o
recrutamento de células-tronco, com posterior proliferacdo e diferenciacdo celular
como observado na préstata e ovarios (MOL et al., 1996; VAN GARDEREN;
SCHALKEN, 2002). A progesterona, GH, e IGF-I tém um papel essencial em tornar a
glandula mamaria mais susceptivel aos fatores carcinogénicos indutores de mutacoes,
resultando no desenvolvimento do tumor ou estimulando o crescimento de tumores ja
estabelecidos (MOL et al., 1996).

Desta maneira, a utilizacdo de progestagenos injetaveis, administrados como
método contraceptivo ao animal pelo proprietario ou por indicagdo veterinaria,
influencia significativamente no desenvolvimento de tumores mamarios benignos
(MISDORP, 1988; SILVA et al., 2004). Ja a administracdo de estrégeno, quando
combinada com progesterona e utilizado de forma continua e em altas doses, aumenta
0 risco de desenvolvimento de tumores de mama malignos (RODASKI; PIEKARZ,
2009). O estrégeno auxilia no crescimento celular por estimular a liberagao do fator de
crescimento tumoral alfa e fator de crescimento semelhante a insulina, além de
estimular o crescimento ductal (MISDORP, 2002; LANA et al., 2007). Apesar dos
horménios esterdides sexuais femininos, especialmente o estrégeno, desempenharem
papel fundamental no desenvolvimento dos tumores mamarios em cadelas, a supressao
hormonal pela ovariossalpingohisterectomia (OSH) pode ser utilizada como tratamento
adjuvante desta neoplasia (FONSECA; DALECK, 2000).

Quando a OSH ¢ realizada antes do primeiro estro, o risco de desenvolvimento
de tumores mamarios é de 0,5%, e este risco aumenta significativamente nas fémeas
esterilizadas ap0s o primeiro (8%) e o segundo ciclo estral (26%) (SCHNEIDER et al,
1969). Em alguns estudos, ndo foi observada uma capacidade protetora da OSH com
relacdo as neoplasias mamarias, quando realizada apds o terceiro ciclo estral,
independente da presenga do processo neoplasico (MORRIS et al., 1998; FONSECA,;
DALECK, 2000; MUNSON; MORESCO, 2007). Contudo, Sorenmo e colaboradores
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(2011) relatam maior sobrevida das cadelas submetidas a mastectomia associada a

castracdo ou quando esta € realizada até 24 meses antes da exerese do nédulo primario.

Existe uma relagdo direta entre a idade do animal e a probabilidade de
desenvolvimento de tumores mamarios, com o predominio dos tumores em cadelas
entre nove a 11 anos de idade, sendo pouco frequente em animais com menos de
quatro anos (LANA et al., 2007; SORENMO et al., 2011).

O aumento da incidéncia de neoplasias mamarias pode ser explicado, dentre
outras razdes, pelo aumento da vida média dos animais domésticos, o que reflete em
aumento da eficacia no diagnéstico e tratamento das doencas, bem como em uma
preocupacdo crescente dos proprietarios com seus animais de companhia
(THUROCZY et al., 2007; QUEIROGA et al., 2011).

Os fatores nutricionais tém sido objeto de estudos em tumores da glandula
mamaria em cadela, por possivelmente atuarem como agentes desencadeantes deste
tipo de neoplasia (RODASKI; PIEKARZ, 2009). Sabe-se que, na mulher a obesidade
estd diretamente relacionada com a concentracdo e disponibilidade de horménios
sexuais femininos (WILLETT, 2000). Estudos epidemiologicos demonstraram que
dietas ricas em gordura e uma condicdo corporal obesa podem aumentar o risco de
desenvolvimento de neoplasia mamaria em cadelas, principalmente na fase juvenil
(PEREZ-ALENZA et al., 1998; CLEARY et al., 2010).

A relacdo entre obesidade e desenvolvimento dos tumores de mama parece
ocorrer principalmente por acdo do estrogeno, da leptina e da adiponectina (CLEARY
et al.,, 2010). Pesquisas recentes em medicina revelaram o papel da adiponectina e
leptina, adipocitoquinas produzidas no tecido adiposo e cujas concentracfes se alteram
mediante o0 peso corporal, influenciam no desenvolvimento e na progressdo destas
neoplasias (ROSE et al., 2004; HOU et al., 2007). Desta maneira, quando 0 peso € 0
indice de massa corporal aumentam, os niveis séricos de leptina aumentam e de
adiponectina diminuem, pois a leptina inibe a apoptose e estimula a proliferacéo
celular, enquanto a adiponectina reduz a proliferacdo celular e promove a apoptose,
atuando de forma inversa a primeira (SCHINDLER et al., 1989; ARTWOHL et al.,
2002; FUJITA et al., 2002; DIEUDONNE et al., 2006).
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Em um estudo retrospectivo sobre fatores prognosticos e sobrevida em cadelas
com tumores mamarios malignos, realizado por Philibert e colaboradores (2003),
observou-se que a obesidade poderia predispor a uma maior concentracdo de estrogeno
circulante, juntamente com outros hormdnios, favorecendo a proliferacdo de células
epiteliais com receptores para estes hormdnios. No entanto, ndo foi verificada
correlacdo significativa entre obesidade e predisposicdo ao desenvolvimento de

neoplasias mamarias na cadela, no estudo em questéo.

Recentemente, Andrade e colaboradores (2010) demonstraram a presenca de
concentracdes significativas de inseticidas piretrdides no tecido adiposo adjacente aos
tumores mamarios de cadelas, principalmente, nos tumores mais agressivos, sugerindo
0 possivel envolvimento de contaminantes ambientais na carcinogénese mamaria.
Neste estudo, a partir da cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) foi possivel
detectar e identificar contaminantes ambientais no tecido adiposo adjacente ao tumor,

destacando-se a aletrina, a cialotrina, a cipermetrina, a deltametrina e a tetrametrina.

2.1.2 Diagnéstico da neoplasia mamaria

Independente da etiologia, as neoplasias mamarias podem se apresentar como
nodulos pequenos ou grandes, aderidos ou moveis, Unicos ou multiplos, dependendo
do comportamento biolégico do tumor (SORENMO et al., 2011). Em alguns casos o0
tumor pode apresentar ulceracdo cutanea ou sinais evidentes de inflamacéo, como é
observado no carcinoma inflamatorio (QUEIROGA; LOPES, 2002; SOUZA et al.,
2009; ROCHA et al., 2015). As glandulas mamarias abdominais caudais e inguinais
sdo mais afetadas, provavelmente pela maior quantidade de parénquima glandular
(MOULTON, 1990).

O diagndstico de neoplasia mamaria tem inicio a partir do histérico reprodutivo
(uso de progestagenos, ciclos reprodutivos e lactacdo), o exame fisico (presenca de
uma ou varias massas mamarias, quais as mamas acometidas, secrecdes e/ou
ulceracOes), alem de exames radiograficos de térax e ultrassonografia abdominal
(SORENMO et al., 2011; CASSALI et al., 2014).
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Dispnéia, tosse e claudicacdo associada a neoplasia pode indicar a presenca de
metéastases (HEDLUND, 2008). Os exames de diagnostico por imagem buscam
evidéncias de metastases a distdncia e correspondem a radiografias (torécica e
abdominal) e ultrassonografia (FELICIANO et al., 2012). Para as radiografias
torécicas sdo recomendadas a realizacdo de trés projecOes (laterais direita e esquerda e
ventrodorsal), que podem revelar a evidéncia de metastase aos pulmdes, pleura e
linfonodos intratoracicos (RODASKI; PIEKARZ, 2009). Estudos revelam que nédulos
metastaticos pulmonares menores de 0,5 mm podem ndo ser observados no exame
radiografico e, portanto, nestes casos, a tomografia computadorizada apresenta maior
acurécia na deteccdo de metastases pulmonares (OTONI et al., 2010; ALEXANDER et
al., 2012).

O estadiamento clinico é determinado de acordo com o sistema TNM
estabelecido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para tumores mamarios
caninos (MISDOREP et al., 1999). Com base no sistema TNM s&o avaliados tamanho
tumoral (T), acometimento de linfonodos regionais (N) e presenca de metastases a
distancia (M) (modificado de OWEN, 1980). A classificacdo dos animais em estadios
auxilia na indicacdo progndstica, além de permitir o planejamento do tratamento das
neoplasias mamarias (QUEIROGA; LOPES, 2002).

A citologia aspirativa por agulha fina, por seu turno, ¢ um método auxiliar no
diagnostico, sendo de utilizacdo simples e imediata (RODASKI; PIEKARZ, 2009). Tal
exame € indicado principalmente quando se suspeita de metastases em linfonodos, na
avaliacdo de processos benignos, como cistos ou abscesso e para exclusdo de
diagnosticos diferenciais, como mastite, lipomas e mastocitoma (CASSALI et al.,
2014). No entanto, o diagndstico definitivo para as neoplasias mamarias baseia-se no
exame histopatologico (MAGALHAES et al., 2001; QUEIROGA; LOPES, 2002). A
analise histopatoldgica revela o tecido de origem (epitelial, mioepitelial ou
mesenguimal) e, além disso, possibilita avaliar outros tipos de critérios de importancia
prognostica como a presenca de necrose tumoral, a arquitetura tecidual e grau de
malignidade do tumor (MISDORP, 2002).
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Assim como o tamanho tumoral, envolvimento neoplasico de linfonodos,
invasividade, presenca de émbolos neoplésicos e atividade mitdtica, a graduacao
histopatoldgica pode ser considerada um indicador progndstico no cancer de mama
tanto na mulher quanto na cadela (UVA et al., 2009). Tais parametros, realizados
apenas nos tumores malignos, tém como objetivo avaliar o grau de diferenciacéo e
proliferacdo da neoplasia, as variaces morfolégicas do nicleo e o indice mitético,
apresentando importante correlacdo com agressividade e consequentemente com o
progndstico (ELSTON; ELLIS, 1991).

2.1.3 Prognostico e Qualidade de vida

Além da graduacéo histopatologica, o prognostico apresenta relacéo direta com
a qualidade de vida e a sobrevida e, portanto, a avaliacdo deste fator pode auxiliar na
decisdo do tratamento, servindo como indicador de prognéstico (LYNCH et al., 2011;
HORTA et al., 2012). A escolha dos fatores que compdem a defini¢do de qualidade de
vida tem como base o0 conceito de saude, e de acordo com McMillan (2000) devem ser
avaliados parametros como auséncia ou presenca minima de desconfortos fisicos
(nadusea, retencdo urinaria, prurido, dor, tosse e dispnéia), além de fatores emocionais,

como medo, ansiedade, soliddo e frustragdes.

Em oncologia, a avaliacdo da qualidade de vida busca demonstrar diferencas de
resposta dos pacientes frente a tipos especificos de cancer, avaliar o alivio dos
sintomas e comparar a resposta aos tratamentos (YAZBEK, 2008). Na medicina
veterinaria, critérios e questionarios de avaliacdo estdo em constante estudo e tem sido
desenvolvida formas de avaliacdo para varios tipos de doencas como osteoartrite
(BROWN et al., 2007), dermatite atopica (FAVROT et al., 2010), diabetes mellitus
(NIESSEN et al., 2012), dor cronica (WISEMAN-ORR et al., 2006) e no cancer
(MELLANBY et al., 2003; LYNCH et al., 2011; REID et al., 2013).

Yazbek e Fantoni (2005) validaram a primeira escala de avaliacdo da qualidade
de vida relacionada a satude em cdes com dor cronica secundaria ao cancer. Os autores

demonstraram a baixa qualidade de vida de cdes com dor oncoldgica moderada,
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enfatizando assim a importancia da constante avaliagcdo durante o tratamento. Esta
escala tem sido utilizada como método complementar e auxiliar na avaliacdo da
qualidade de vida do paciente oncoldgico na rotina da clinica de pequenos animais
(YAZBEK, 2008).

Desta forma, é crescente a procura por fatores progndsticos e preditivos, que
permitem selecionar pacientes para tratamentos especificos e individualizados, e
condutas terapéuticas que aumentem a sobrevida e, principalmente, proporcionem

melhor qualidade de vida as pacientes oncoldgicas.

2.2 Carcinoma em Tumor Misto Benigno da cadela

Os carcinomas em tumores mistos de mama sdo provenientes da transformacao
maligna do componente epitelial de tumores mistos benignos primarios (MISDORP et
al., 1999). Tal tipo histolégico consiste em um dos tumores mais frequentes de
neoplasia mamaria nesta espécie, representando cerca de 42% dos tumores malignos
diagnosticados na mama de cadelas (MOULTON et al., 1970; MISDORRP et al., 1999;
CASSALI et al., 2009) e podendo alcancar o percentual de 56,7% segundo achados de
Toribio (2008). Estes tumores sdo considerados pouco frequentes em mulheres e
apresentam caracteristicas histologicas comparaveis ao carcinoma metaplasico da
mama em seres humanos (GENELHU et al., 2007).

O carcinoma metaplasico na mulher frequentemente apresenta um progndstico
desfavoravel, sendo frequentes as metastases a distancia, mesmo quando os linfonodos
regionais ndo estdo acometidos (REIS-FILHO et al., 2005; TSE et al., 2006; LUINI et
al., 2007).

Os carcinomas em tumores mistos sdo caracterizados histologicamente pela
proliferacdo de elementos mesenquimais, mioepiteliais e epiteliais. Este ultimo
componente pode sofrer malignizacdo seja pela longa evolucdo da neoplasia, ou pela
recorréncia (MOULTON et al., 1970; LEONETTI et al., 2005; GENELHU et al.,

2007). Em uma pesquisa realizada por Moulton e colaboradores (1970) foi levantada a
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hipotese de que se os tumores mistos tivessem tempo suficiente para crescer, poderiam
sofrer malignizacgdo. Posteriormente, Genelhu e colaboradores (2007) e Bertagnolli et
al. (2009) observaram alteracdes de proteinas que podem contribuir para transformacao
maligna dos tumores mistos benignos, tais como a perda da expressdo de p63, ANp63,

E-caderina e B-catenina.

Em um estudo recente foi observado que a super-expressédo de EGFR (receptor
do fator de crescimento epidérmico) pelas células epiteliais malignas pode ser um
evento precoce na carcinogénese dos tumores mistos (BERTAGNOLLI et al., 2011). E
ainda, alteracbes na expressao desta molécula podem ser cruciais no processo de
transformacgé@o maligna do componente epitelial deste tipo histoldgico.

Para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos no comportamento biologico
destes tumores, foram realizadas avaliacdes fenotipicas de celulas mioepiteliais e
componentes da matriz extracelular (ERDELY! et al, 2003). Dentre estes
componentes, destaca-se 0 versicam, um proteoglicano produzido pelas células
estromais em tecidos como musculos lisos, cartilagem e pele (BODE-LESNIEWSKA
et al.,, 1996). A expressdo do versicam em carcinoma em tumor misto benigno de
cadelas apresentou diferenca significativa entre areas invasiva e in situ, sugerindo
assim que esta molécula possui importante papel na progressdo tumoral
(DAMASCENO et al., 2012).

Neste contexto, considerando a importancia da casuistica dos carcinomas em
tumores mistos na cadela, tornam-se necessarios estudos que possibilitem uma melhor
compreensdo deste tipo histolégico, bem como a adocdo de condutas terapéuticas

adequadas, visando melhor qualidade de vida e aumento da sobrevida.

2.3 Tratamento das neoplasias mamarias na cadela

O procedimento cirurgico consiste, ainda hoje, no tratamento de eleicdo e que
confere maior taxa de sobrevida, incluindo a cura desde que seja realizado
precocemente (QUEIROGA; LOPES, 2002; HEDLUND, 2008). Contudo, nos casos
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de carcinoma inflamatorio mamario, neoplasia altamente invasiva, este procedimento
ndo é indicado em consequéncia do elevado risco de disseminagcdo tumoral, septicemia
e desenvolvimento de CID (coagulacdo intravascular disseminada), que cursa com
hemorragias profusas durante o procedimento cirdrgico (CASTELLANO; IDIART,
1994; RODASKI; PIEKARZ, 2009; RIBEIRO et al., 2015).

Existem inGmeras técnicas cirargicas descritas na literatura para as cadelas,
como nodulectomia, mastectomia simples, mastectomia regional, mastectomia
unilateral e mastectomia bilateral (LANA et al., 2007; RODASKI; PIEKARZ, 2009).
No entanto, o tipo de cirurgia deve ser determinado para cada caso em especifico, pois
0 mesmo esta ligado diretamente ao estado geral do paciente, nimero e tamanho dos
tumores, sua localizacdo na glandula mamaria (associado com a drenagem linfatica) e
experiéncia do cirurgido (HEDLUND, 2008).

A quimioterapia antineoplasica € um método de tratamento neoadjuvante ou
adjuvante a cirurgia, que promove destruicdo das micrometastases, reduzindo assim o
potencial de recidiva dos tumores mamarios (QUEIROGA; LOPES, 2002). Os
protocolos propostos na literatura consistem na utilizacao de cisplatina ou carboplatina

como drogas individuais ou combinadas com a doxorrubicina.

A cisplatina € um derivado de platina que provoca nefrotoxicidade
potencialmente irreversivel, além de ser dose-cumulativa (NEVES; VARGAS, 2011).
Em contrapartida, a carboplatina, derivado de segunda geracdo da platina, € menos
nefrotdxica que a cisplatina, ndo sendo necessario induzir a diurese salina (RODASKI;
DE NARDI, 2008). Sua estrutura difere da cisplatina pela presenca de ligantes do tipo
carboxilato no lugar dos ligantes abandonadores cloreto, conferindo maior solubilidade
em agua, comparado a cisplatina (WHEATE et al., 2010). A carboplatina também é
menos reativa, ligando-se em menor extensdo as proteinas do plasma, além de ser mais
facilmente excretada pela urina (NEVES; VARGAS, 2011). Todos estes fatores
reduzem a toxicidade da carboplatina, o que aumenta a dose da droga tolerada pelo
organismo (RODASKI; DE NARDI, 2008).

A carboplatina € um citostatico empregado no tratamento de osteossarcoma

canino e carcinoma de tecidos moles e dentre os efeitos colaterais mais comumente
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observados estdo as alteracdes renais, sendo necessaria avaliacdo da funcao renal antes
e durante o tratamento, além de efeitos gastrointestinais como anorexia, émese e
constipacdo, também podendo ocorrer as alteracdes hepaticas (RODASKI; DE
NARDI, 2008). Entretanto, o principal efeito colateral da carboplatina é hematoldgico,
que se manifesta principalmente por leucopenia, podendo também ocorrer anemia
(LANA et al.,, 2007). A mielossupressdo é observada entre 10 e 14 dias, periodo
denominado “nadir da droga”, e pode ser severa (GOTTESMAN, 2002). O nadir do
quimioterapico corresponde ao tempo transcorrido entre a aplicacdo da droga e a
ocorréncia do menor valor de contagem hematoldgica (RODASKI; DE NARDI, 2008).

Cées com tumores grandes e de alta graduacdo histopatologica, com grande
chance de desenvolver metastases podem se beneficiar de terapias adicionais como a
quimioterapia (CASSALI et al., 2014). Segundo Novosad (2003), a radioterapia e a
hormonioterapia sdo considerados métodos alternativos para o tratamento dos tumores
mamarios, no entanto ainda sdo pouco utilizados na medicina veterinaria em virtude da
escassez de estudos realizados em cées. A dificuldade em se obter sucesso na
radioterapia em animais esta relacionada com o custo, programas de tratamento e
indisponibilidade de técnicos e aparelhos especializados, no entanto apresenta
resultados satisfatorios para qualidade de vida do paciente e estética (RODASKI;
PIEKARZ, 2009; MORETTO; CORREA, 2013).

No que concerne a hormonioterapia, este tratamento esta indicado em tumores
que exibam positividade para receptores de estrdgeno, progesterona ou prolactina. Na
medicina, a terapia hormonal é considerada o tratamento de rotina, notadamente pela
utilizacdo do citrato de tamoxifeno, que atua como um inibidor seletivo dos receptores
de estrogeno na glandula mamaria (JORDAN, 2006). Contudo, devido ao elevado
risco de desenvolvimento de incontinéncia urindria e piometra em cadelas, a
administracdo do tamoxifeno é indicado apenas para cadelas esterilizadas (TAVARES
et al., 2010).

Outrossim, terapéuticas especificas para o bloqueio das atividades de receptores
hormonais como HER2 e EGFR, que sdo receptores dos fatores de crescimento

epidérmico, tem sido amplamente estudada em neoplasias mamarias humanas, a
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exemplo do trastuzumabe, imatinibe, bevacizumabe, cetuximabe, gefitinibe e
erlotinibe (LEITE et al., 2012). As mutacOes nestes protooncogenes estdo entre as
principais alteracdes genéticas relacionadas com o desenvolvimento do cancer em
seres humanos (YAZIJI et al., 2004; BHARGAVA et al., 2005). Contudo, alteracdes
de HER2 e EGFR ja foram detectadas nos tumores mamarios da cadela, mas o seu
papel na génese e progressdo dos tumores mistos é desconhecido (GERALDES et al.,
2000; DUTRA et al., 2004; BERTAGNOLLI et al., 2011).

Na literatura ha mencdo do uso da imunoterapia como tratamento adjuvante em
neoplasias mamarias, com aumento do tempo de sobrevida e regressao de metéstases
pulmonares (LANA et al., 2007). Em um estudo observou-se que a administracdo de
BCG (Bacilo Calmette-Guérin) em cadelas com tumores mamarios, em intervalos de
uma, duas e quatro semanas e entdo a cada oito semanas, até completar um ano pés-

cirargico, foi associada a um aumento de sobrevida (NUNES et al., 2011).

Por conseguinte, dada a complexidade no desenvolvimento do processo
tumoral mamario, as modalidades terapéuticas tém sido cada vez mais alvo de
constante atualizacdo, com tendéncias para preconizacdo de tratamentos combinados e

personalizados.

2.4 Naltrexona

A naltrexona € um farmaco analogo sintético da oximorfina, utilizado pela
medicina como antagonista opioide, que se liga reversivelmente pelos receptores
especificos de opioides (mu, kappa e delta), podendo assim bloquear os efeitos dos
opioides enddgenos (LEE; FUJIOKA, 2009). Tal como a naloxona, a naltrexona é um
antagonista puro, ou seja, ndo possui qualquer atividade agonista, porém apresenta
melhor biodisponibilidade e duracdo de acdo mais longa (O'CONNOR; KOSTEN,
1998).

No homem, apds a ingestdo a naltrexona é rapidamente absorvida, cerca de

96% da dose pela mucosa gastrica, com pico de concentracdo plasmatica da droga
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ocorrendo apds uma hora (TERRA; TSUNODA, 1998). Seu metabolismo é hepatico e
excrecdo renal e fecal, em maior e menor proporcao respectivamente (O'CONNOR,;
KOSTEN, 1998; CRIAR et al., 2010). O maior metabdlito da naltrexona é o 6-R-
naltrexol e 0s dois metabdlitos menores sdo o 2-hidroxi-3-metoxi-6-R-naltrexol e o 2-
hidroxi-3-metil-naltrexona (SHARAFADDINZADEH et al, 2010). O perfil
farmacocinético da naltrexona sugere que a mesma e seus metabolitos podem sofrer
reciclagem enterohepética (SAYYAH et al., 2013).

Na literatura existem relatos de tratamento bem sucedidos com naltrexona, e
dentre eles estdo o tratamento do prurido grave (METZE et al., 1999), terapia para
obesidade (LEE; FUJIOKA, 2009), inibicdo do fator de crescimento do neuroblastoma
em ratos (ZAGON; MC LAUGHLIN, 1983), tratamento adjuvante contra a AIDS
(BIHARI et al., 1988), esclerose multipla e doengas auto-imunes como lupus, artrite e
fibromialgia (AGRAWAL, 2005). A naltrexona vem também sendo usada como
tratamento adjuvante de algumas neoplasias, a exemplo dos tumores de mama
(TEJWANI et al., 1991), pancreas (BERKSON et al., 2006), neuroblastoma (LISSONI
et al., 2002) e tumores de ovario (DONAHUE et al., 2011).

A naltrexona em baixas doses (3 a 4 mg diariamente) antes de dormir, atua na
hipéfise e na supra-renal, ocupando de forma reversivel os receptores opioides
enddgenos (mu, kappa e delta) por 3 a 4 horas (LEE; FUJIOKA, 2009). Apos este
periodo a naltrexona se desliga destes receptores, fazendo com que o organismo
aumente em duas a trés vezes a producdo de peptideos opioides endogenos (beta-
endorfina e meta-encefalina, na hipofise e supra-renal, respectivamente) como resposta
tipo “feedback” positivo, as quais saturam estes receptores quando a naltrexona deixa
de ocupa-los (ZAGON; MCLAUGHLIN, 2005).

Cada familia de peptideo opioide enddgeno origina-se de um gene distinto e de
um dos trés precursores protéicos, tais como a proopiomelanocortina (POMC), a
proencefalina (PENK) e a prodinorfina, sendo entdo processados a endorfina, a
encefalina e a dinorfina, respectivamente (MOUSA et al., 2004). Estes peptideos

exibem diferentes afinidades pelos receptores opioides: p (endorfina e encefalina), A
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(encefalina e endorfina) e k (dinorfina) e sdo detectados em vdrias células imunes

(HOLLT, 1986).

A meta-encefalina € uma endorfina que ativa os receptores delta-opioides, 0s
quais produzem o fator de crescimento anti-tumoral (PLOTNIKOFF et al., 1987).
Ademais, este tipo de endorfina provoca diminuicdo do crescimento tumoral,
diminuicdo da sintese de DNA e diminuicdo do indice mitético via inibicdo do ciclo
celular (ZAGON et al., 2008; BROWN; PANKSEPP, 2009). Células malignas
expostas a meta-encefalina apresentam aumento de células na fase GO/G1 e diminuigdo
das células na fase S e G2/M, caracterizando drastica diminuicdo da proliferacdo
(ZAGON; MCLAUGHLIN, 2005).

Naltrexona em doses baixas promove um aumento das concentracfes séricas de
peptideos opioides enddgenos, que consequentemente vdo induzir o aumento da
efetividade dos linfécitos (HOLLT, 1986). Tanto em roedores quanto em humanos, 0s
linfocitos expressam receptores para peptideos opioides enddgenos, sendo que a
ativacdo destes receptores resulta no acumulo intracelular de AMPc (monofosfato
ciclico de adenosina) indicando que estes receptores sdo funcionais (HAZUM et al.,
1979).

Na membrana das células inclusive as tumorais, as endorfinas se ligam a
receptores opioides, e por sua vez os linfocitos se ligam aos peptideos opioides
enddgenos (endorfinas), pois possuem receptores para estes (LEE; FUJIOKA, 2009).
Na membrana das células neoplasicas a naltrexona induz aumento do numero de
receptores opioides, com consequente aumento da efetividade dos linfocitos, fazendo
com que tais células sejam mais responsivas aos efeitos inibidores do crescimento
tumoral, provocando a apoptose das celulas malignas (morte celular) (STEIN et al.,
2003) (Figura 1).



35

T
beta-endorfina
+
meta-encefalina

Ligacdo da
naltrexona
com
receptores
opioides

1 Hipotalamo (SNC)
(
= p
4 % s
— =
i .
7

/ \

Sistema

imune Bem estar

Liberacao de ATP
+

Reacao de ATP com

adenilato ciclase

\

AMPc| oo

Ligagdo da endorfina e
encefalina nos receptores dos

\ linfocitos
Inibigdo da proliferacio Ativacdo seletiva de
citocinas (IL-2 e IFN-y) l,

neoplasica

Contato com celulas tumorais

Figura 1. Mecanismo de acdo da naltrexona em doses baixas (NDB) sobre o
sistema imunologico. Fonte: Autoria prépria.

Em um experimento realizado com neoplasia 6ssea maligna e cirurgias de
joelho em humanos, demonstrou-se que a injecéo local de doses baixas de antagonistas
de opioides nos locais inflamados causou exacerbacdo do quadro algico, indicando
fortemente que peptideos opioides enddgenos sdo continuadamente liberados e tém
uma acdo de combate a dor (STEIN; LANG, 2009). Estes peptideos opioides formados
induzem uma resposta imune aguda, aumentando a funcdo dos linfécitos,
particularmente o CD8* (CABALLERO-HERNANDEZ et al., 2005).

Estrela-Lima e colaboradores (2012) comprovaram forte associacdo entre
sistema imunolégico e tumores mamarios em cadelas, sugerindo a analise dos
linfocitos presentes no sangue periférico como potenciais biomarcadores na avaliacdo
do progndstico e da sobrevida. Neste estudo, foi observado uma diminuicdo da
proporcdo de células T CD4*, além de um maior percentual de células T CD8" no
sangue periférico de cadelas com neoplasia mamaria sem metastase para linfonodo

regional. A partir deste trabalho, acredita-se que, enquanto os linfocitos T CD8"
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desempenham um importante papel protetor no controle do desenvolvimento tumoral,
os linfécitos T CD4" podem apresentar uma dupla fungdo, participando na resposta
imune especifica ao tumor, controlando ou induzindo a progresséo do tumor em funcéao

da producéo de citocinas distintas.

Estudos recentes tém demonstrado que a naltrexona em baixas doses possui a
capacidade de atuar no sistema imunoldgico, auxiliando na profilaxia de desordens
imunoldgicas secundarias as doencas (CABALLERO-HERNANDEZ et al., 2005;
MANNELLI et al., 2007). O tratamento com NDB pode atuar na promocéo da ligagcéo
social, bem-estar emocional, diminuicdo do estresse e ansiedade, melhoria de
problemas psiquiatricos, tais como depressdao e autismo (BROWN; PANKSEPP,
2009).

Contudo, cabe ressaltar que altas doses de naltrexona bloqueiam
completamente os receptores das endorfinas e encefalinas, enquanto que baixas doses
provocam o aumento da producdo destes elementos, permanecendo elevados durante
todo o dia (ZAGON; MCLAUGHLIN, 2005). Um estudo realizado com camundongos
transplantados com neuroblastoma administrando naltrexona em altas e baixas doses,
concluiram que em animais que receberam doses altas de naltrexona (10 mg/kg)
produziu bloqueio por longo tempo de receptores opioides, facilitando o crescimento
do tumor (ZAGON; MCLAUGHLIN, 1983). Em contraste, a administracdo da
naltrexona em doses baixas (0,1 mg/kg) reduziu a incidéncia de neuroblastoma em
66%, retardou o desenvolvimento do tumor em 98% e promoveu sobrevida em mais de

36% dos animais tratados.

A naltrexona é contra-indicada em casos de hepatite aguda, insuficiéncia
hepéatica, gestacdo e amamentacdo. Dentre o0s efeitos colaterais da naltrexona
observado em pacientes humanos relata-se a letargia, tonturas, vomitos e diarreia,
sendo pouco frequentes e limitados ao inicio do tratamento (METZE et al., 1999). A
naltrexona em doses baixas administrada por via oral pode ser utilizada por longos
periodos e ndo esta associada a toxicidade por efeitos adversos (SMITH et al., 2011).
Em estudo que utilizou NDB combinada com o quimioterapico cisplatina para

supressdo e inibigdo do cancer de ovario em células cultivadas in vitro, concluiu-se que
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a mesma pode ser usada como tratamento isolado ou combinado com cirurgia e
quimioterapia (DONAHUE et al., 2011).

Neste contexto, a naltrexona se apresenta como uma alternativa em protocolos
terapéuticos adicionais ao tratamento cirlrgico que possam estimular essa resposta
imune efetiva com consequente aumento da sobrevida e melhoria da qualidade de vida

das cadelas com neoplasias mamarias.
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3. HIPOTESES

e Naltrexona em doses baixas associada a carboplatina em cadelas com
carcinoma em tumor misto benigno promove aumento da efetividade dos

linfécitos, com aumento das concentracées de linfocitos T CD8";

e Naltrexona em doses baixas aumenta as concentragdes séricas de beta-
endorfina e meta-encefalina, o que reflete na manutencdo da qualidade de vida
e aumento da sobrevida das cadelas com carcinoma mamario tratadas com
guimioterapia;

e Naltrexona em baixas doses em cadelas provoca efeitos colaterais

gastrointestinais;

e Naltrexona em doses baixas, quando utilizada como tratamento adjuvante,
promove reducdo dos efeitos colaterais da carboplatina em cadelas com

carcinoma mamario;

e Naltrexona em doses baixas auxilia na manutencdo dos parametros

hematoldgicos e bioguimicos séricos em cadelas tratadas com carboplatina.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a utilizacdo da naltrexona em doses baixas (NDB) como método de
tratamento adjuvante com carboplatina em cadelas com carcinoma em tumor misto
benigno (CaTMB), submetidas a mastectomia, atendidas no HOSPMEV-UFBA no
periodo de abril de 2013 a fevereiro de 2015.

4.2 Objetivos Especificos

e Estudar o possivel efeito da NDB sobre linfocitos CD4* e CD8" de cadelas com
CaTMB, a partir da imunofenotipagem, por citometria de fluxo do sangue

periférico;

e Estudar o possivel efeito da NDB sobre os niveis sericos de beta-endorfina e

meta-encefalina pelo ELISA em cadelas com CaTMB;

e Comparar o efeito da NDB sobre a sobrevida de cadelas portadoras de
carcinoma em tumor misto de moderado/alto grau com e sem metastase
regional, tratadas com carboplatina adjuvante a cirurgia, a partir de

acompanhamentos trimestrais até 12 meses ap0s o procedimento cirdrgico;

e Avaliar a qualidade de vida das cadelas submetidas ao tratamento adjuvante,
em comparacdo com cadelas tratadas pelo método convencional, sob a forma

de questionario auto-explicativo;

e Associar os dados encontrados com as informacdes relatadas na literatura
acerca do tratamento do cancer de mama da cadela, visando identificar e
analisar possiveis efeitos colaterais da carboplatina com a utilizacdo do NDB
como tratamento adjuvante, observados no periodo pos-quimioterapico

imediato e tardio com a utilizagéo da carboplatina.
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5. MATERIAL E METODOS

O presente estudo ocorreu dentro das normas de uso e experimentacdo animal,
com aprovagdo do Comité de Etica e Experimentagido Animal (CEUA) da Escola de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (EMEVZ) da Universidade Federal da Bahia
(UFBA), sob protocolo de n° 10/2013 (Anexo 1).

5.1 Local de execucdo da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Hospital de Medicina Veterinaria Professor
Renato de Medeiros Neto (HOSPMEV/UFBA), na cidade de Salvador, Bahia e
envolveu os seguintes setores: Clinica e Cirurgia de Pequenos Animais, Diagndstico
por Imagem, Laboratorio de Andlises Clinicas e Laboratorio de Patologia Veterinaria.
Como instituicdes parceiras, participaram da pesquisa 0 Centro de Pesquisas René
Rachou - Fundacdo Oswaldo Cruz (Belo Horizonte, Minas Gerais) e o Laboratério de

Patologia Comparada do Departamento de Patologia Geral (ICB - UFMG).

5.2 Animais e grupos experimentais

Dentre 75 animais avaliados, foram estudadas 30 cadelas de diferentes racas
com idade variando entre cinco a 18 anos atendidas no HOSPMEV/UFBA no periodo
de abril de 2013 a fevereiro de 2015, com diagnostico histopatologico de CaTMB

maiores que trés centimetros.

As cadelas com CaTMB foram divididas em trés grupos experimentais:
Grupo 1: Controle, constituido por animais submetidos apenas a mastectomia,
subdivididos em pacientes sem metastase (CaTMB(-)) e com metastase regional
(CaTMB(+)); Grupo 2, todos sem metastase; e Grupo 3 todos com metastase. Os
Grupos 2 e 3 ainda foram subdivididos de acordo com o tratamento em: tratados com
quimioterapia (CaTMB(-) Q / CaTMB(+) Q) e tratados com quimioterapia e NDB
(CaTMB(-) Q+NDB / CaTMB(+) Q+NDB), conforme demonstrado na Figura 2.
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Figura 2. Organograma dos grupos experimentais participantes da pesquisa. Grupo 1
correspondente ao grupo controle, constituido por cadelas submetidas apenas a mastectomia,
subdivididos em pacientes sem metéastase (CaTMB(-)) e com metéstase regional (CaTMB(+)).
Grupo 2 composto por cadelas com CaTMB Grau Il ou Ill sem metastase regional,
subdivididas em tratamento com quimioterapia (CaTMB(-) Q) e tratados com quimioterapia e
NDB (CaTMB(-) Q+NDB). Grupo 3 constituido por animais com CaTMB com metastase
regional, subdivididas em tratamento com quimioterapia (CaTMB(+) Q) e tratados com
quimioterapia e NDB (CaTMB(+) Q+NDB). Em todos os animais foi realizada inicialmente
mastectomia.

5.3 Avaliacéo pré-operatoéria
5.3.1 Exame clinico

Todas as cadelas diagnosticadas com neoplasia mamaria foram previamente
submetidas a0 exame que constou inicialmente de identificacdo do paciente e
anamnese (Figura 3A). Em seguida, os animais foram submetidos ao exame fisico
completo, que consistiu ha mensuracdo da frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria
e temperatura retal. A coloracdo da mucosa foi avaliada, associada ao tempo de
preenchimento capilar e o estado de hidratacdo. Todos os sistemas foram avaliados,
iniciando-se pela cabeca, passando pela regido cervical, toracica e abdominal até

chegar aos membros (Figura 3B).
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Figura 3. Avaliacéo clinica, mastectomia e procedimento quimioterapico em cadelas com
carcinoma em tumor misto. A e B. Anamnese e exame fisico em cadela com neoplasia
mamaria atendida no Hospital de Medicina Veterinaria da UFBA. C e D. Procedimento
cirtrgico (mastectomia radical unilateral) com retirada dos linfonodos inguinais em cadela
com tumor mamario. E e F. Cadelas com CaTMB submetida ao tratamento quimioterapico
com carboplatina endovenosa.
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No exame especifico das glandulas mamarias, foi realizada a palpacao de toda
cadeia mamaéria, assim como dos linfonodos inguinais e axilares, com consequente
mapeamento dos nddulos transcritos na ficha de avaliagdo oncolégica especifica
(Anexo 2). Ademais, foi realizado o estadiamento clinico da neoplasia mamaria, com
base no tamanho do tumor (T), envolvimento neoplasico de linfonodos regionais (N) e
presenca de metéstases a distancia (M), de acordo com o sistema TNM (modificado de
Owen, 1980) (Anexo 3).

Os tumores foram mensurados em pelo menos duas dimensfes. Quando o
animal apresentou mais de um nédulo, cada um deles foi medido separadamente,
sendo considerada para a realizacdo do estadiamento clinico a maior medida do tumor

invasivo conforme critérios adotados pelo sistema TNM.

5.4 Exames complementares

Apos a finalizacdo da avaliacdo clinica pre-operatdria, o sangue periférico foi
colhido para realizacdo de hemograma e perfil bioquimico sérico (uréia, creatinina,
FA, ALT, célcio e glicose), como avaliagcdo geral pré-operatdria. Por conseguinte, as
cadelas foram encaminhadas para realizacdo de radiografia simples de torax em trés
incidéncias (latero-lateral direita (LLD), latero-lateral esquerda (LLE) e ventro-dorsal
(VD)) para pesquisa de metastase pulmonar e linfoadenomegalia, além da

ultrassonografia de abddmen total para verificacdo de metastase abdominal.

5.5 Procedimento cirdrgico e avaliacdo pds-operatoria

No pré-operatdrio, 0s animais foram submetidos a jejum alimentar de 8 horas
e hidrico de 2 horas. O protocolo anestésico adotado foi cloridrato de morfina a 1% na
dose de 0,5 mg/kg via intramuscular, seguido apds 15 minutos por cloridrato de
clorpromazina a 0,5% na dose de 0,5 mg/kg via endovenosa, como medicacdes pré-

anestésicas. A inducdo anestésica foi feita com propofol a 1% na dose de 4 mg/kg via
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endovenosa, e mantida com isoflurano em circuito circular valvular com absorvedor.
Foi aplicado como antibidtico, a cefalotina (Cefalotina sodica® 1g — ABL - S&o Paulo)
30 mg/kg via endovenosa, e anti-inflamatério o meloxicam (Maxicam® 2% - Ourofino
— Sé&o Paulo) 0,2 mg/kg via endovenosa, ambos administrados trinta minutos antes do

procedimento cirdrgico.

Apbs tricotomia e anti-sepsia da regido abordada, os animais foram
posicionados na mesa cirurgica em decubito dorsal. O tipo de abordagem cirurgica
realizada foi a mastectomia radical unilateral com a retirada dos linfonodos inguinais
em todos os casos (Figuras 3C e 3D). Os cuidados pds-operatérios imediatos
constaram de analgesia a base de cloridrato de tramadol a 5% (Cristalia - S&o Paulo) 3

mg/kg, via subcutanea e recuperacdo da temperatura corporal com aquecimento.

ApoOs a cirurgia e adequada recuperacdo anestésica, com retorno da
temperatura corporal normal, os animais foram liberados para os cuidados pds-
operatOrios em casa ou para internamento em clinica veterinaria particular. Os animais
foram alimentados com racdo comercial balanceada e agua ad libitum. Os cuidados
poOs-operatdrios constaram de cloridrato de ranitidina, na dose de 2 mg/kg via oral,
cada 12 horas, por 10 dias, cefalexina, na dose de 30 mg/kg via oral, cada 12 horas, por
10 dias, meloxicam, na dose de 0,1 mg/kg via oral, cada 12 horas, por quatro dias,
cloridrato de tramadol, na dose de 3 mg/kg via oral, cada 8 horas, por cinco dias,

dipirona, na dose de 25 mg/kg via oral, cada 8 horas, por sete dias.

Durante o periodo pos-operatorio as cadelas foram acompanhadas com
utilizacdo de bandagem compressiva por 48 horas. Todos os animais fizeram uso de
roupa pés-cirdrgica até a retirada dos pontos de pele. Neste periodo, foram avaliados
parametros fisioldégicos, de comportamento e as possiveis complicacdes da ferida
cirurgica. Apds 10 dias do procedimento cirurgico, os pontos de pele foram retirados e
0s pacientes do Grupo 2 e 3 foram encaminhados para tratamento quimioterapico. Ja
nas cadelas integrantes do Grupo 1 (controle) procedeu-se 0 seguimento para avaliacéo

da sobrevida global.
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5.6 Bidpsia Excisional e Anélise Histopatologica

O processamento e avaliacdo histopatoldgica foram realizados no Laboratério
de Patologia Veterinaria HOSPMEV/UFBA.

Apods a finalizagdo do procedimento cirdrgico, a cadeia mamaria afetada,
incluindo pele, tecido subcutaneo e linfonodos regionais, foram colocados em
recipientes com formol e encaminhados ao setor de Patologia Veterinaria para
caracterizacdo macro e microscépica. Os fragmentos colhidos foram coletados em
frasco identificado contendo formol neutro e tamponado com fosfato a 10% e
processado pela técnica rotineira de inclusdo em parafina. Concluida a etapa de
processamento da amostra, 0s cortes histoldégicos medindo 4pum foram corados pelas
técnicas da Hematoxilina-Eosina (H.E.) e analisados em microscépio Optico

convencional.

As neoplasias foram classificadas microscopicamente de acordo com 0s
critérios da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e do Consensus for the Diagnosis,
Prognosis and Treatment of Canine Mammary Tumors realizado por Cassali e
colaboradores (2014). Para a graduacdo histopatologica foi utilizado o grau
histolégico de Nottingham (RICHARDSON modificado por ELSTON-ELLIS, 1993),
que inclui: percentual de diferenciacdo tubular, avaliacdo do pleomorfismo nuclear e
indice mitotico (ELSTON e ELLIS, 1993). Foram utilizadas as areas de invasividade
dos CaTMB para classifica-los em Grau I, Grau Il e Grau Ill. Os tumores Grau | sem

metastase foram excluidos do estudo.

5.7 Ensaio de imunofenotipagem no contexto ex vivo

Para avaliacdo da resposta imune celular, foram colhidos em dois momentos
distintos 4 mL de sangue de todos os animais. Estas colheitas foram realizadas 50
minutos antes do procedimento cirdrgico (mastectomia) e seis meses ap0s o0
procedimento cirargico. O sangue foi colhido em seringas descartaveis estéreis de 5
mL, através de venopuncdo da jugular, e em seguida transferido para tubos estéreis

contendo EDTA, que foram mantidos a temperatura ambiente. Os parametros
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hematoldgicos e imunofenotipicos foram avaliados por um analisador automético de
células do sangue (ADVIA® 60, Bayer HealthCare, Tarrytown, NY, EUA) e um
citbmetro de fluxo (FACScalibur, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA),

respectivamente.

Para a realizacdo dos ensaios de imunofenotipagem das células obtidas a
partir do sangue periférico de cadelas foram utilizados anticorpos monoclonais que
permitiram a marcacdo das seguintes populacdes celulares: anti CD3* para marcacao
de linfécitos T e anti CD4* e CD8" para as subpopulagbes de linfocitos T. Os
anticorpos possuiam marcagdo com fluorocromos FITC (Isotiocianato de fluoresceina -
emitiam fluorescéncia tipo 1 -FL1), R-PE (Ficoeritrina — emitiam fluorescéncia tipo 2 -
FL2) e PE-Cy-5 (ficoeritrina conjugada com cianina - emitiam fluorescéncia tipo 3 -
FL3). Todos os anticorpos monoclonais foram produzidos pela SEROTEC Ltd.
(Oxford - England).

Os anticorpos monoclonais foram diluidos em PBS-W [solucdo salina
tamponada com fosfato-PBS = 0,15M, 8 g/l de NaCl, 2 g/l de KCI, 2 g/l de KH2PO4 e
1,15 g/l de Na2HPO4, pH 7,2 com 0,5% de albumina bovina sérica (BSA) e 0,1% de
azida sodica] em diluicdes e combinagdes previamente estabelecidas na padronizacéao
dos protocolos descritos por Aradjo et al. (2008) e Estrela-Lima e colaboradores
(2012).

Em um tubo conico de poliestireno medindo 12x75 milimetros (FALCON® —
BECTON DICKINSON, San Jose, CA, EUA) foram adicionados 40 puL de sangue
total contendo EDTA e 0,25 pL de CD3" (FITC) + 0,25 uL de CD4" (R-PE) + 1 uL
CD8" (Cy-5). A amostra de sangue periférico foi homogeneizada cuidadosamente e
incubada em temperatura ambiente, durante 30 minutos, ao abrigo da luz. Em seguida,
as hemacias foram lisadas adicionando-se 3 mL de solucdo de lise (FACS LISYNG
SOLUTION — BECTON DICKINSON, San Jose, CA, EUA), sob agitacdo no vortex.
A suspensdo celular permaneceu em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente,
ao abrigo da luz; apds este periodo a mesma foi centrifugada a 400 x g por sete

minutos, a temperatura ambiente.
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Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado vertendo-se o tubo e as
celulas foram entdo, homogeneizadas no vortex a baixa velocidade. Foram adicionados
3 mL de PBS-W e a suspenséo celular foi submetida novamente a centrifugacéo a 400
X g, por sete minutos a temperatura ambiente, sendo novamente desprezado o
sobrenadante e, o sedimento ressuspenso e homogeneizado cuidadosamente; esta
ultima lavagem foi repetida mais uma vez. As células foram fixadas com 100 uL de
solucdo fixadora para citometria — MaxFacsFix (MFF) (10,0 g/l de paraformaldeido,
10,2 g/l de cacodilato de sodio e 6,65 g/l de cloreto de sodio, pH 7,2) e submetidas a
leitura no citdmetro de fluxo, com avaliacdo de 10 mil eventos. Os controles negativos
foram anticorpos obtidos da empresa correspondente apresentando mesmo is6tipo e

produzidos na mesma especie.

Apos todo o procedimento de marcagdo da fenotipagem, as amostras foram
analisadas no citdmetro FACScalibur (BECTON DICKINSON, San Jose, CA, EUA),
acoplado a um sistema de computador com programa especifico (CELL QUEST®). A
caracterizacdo fenotipica, por citometria de fluxo, inclui a andlise basica de trés
parametros celulares: tamanho (determinado pela difracdo do raio laser — “Forward
scatter” - FSC), granulosidade ou complexidade interna (determinada pela refracéo e

reflexdo do raio laser — “Side Scatter” - SSC) e intensidade relativa de fluorescéncia.

A obtencdo dos dados por citometria teve inicio com a identificacdo da
populacdo celular de interesse (R1), apds ajustes de ganho de tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) e/ou fluorescéncias (FL1, FL2 e FL3). Com a selecdo da regido
de interesse (R1), foi feita a analise dos aspectos fenotipicos considerando o percentual
de células positivas expressas em graficos de dispersdo pontual de fluorescéncia,

equivalente a populacdo positiva para cada marcador avaliado.

A abordagem foi empregada para quantificar fendtipos celulares que
apresentam distribuicdo bimodal, ou seja, caracterizadas por apresentarem populacées
positivas e negativas para o referido marcador fenotipico. Em todos os experimentos
foram analisados para cada amostra os controles das reacdes, que sdo importantes para
avaliacdo da qualidade do perfil celular e deteccbes de eventual ocorréncia de

fluorescéncias inespecificas.
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5.8 Dosagem sérica das concentracdes de beta-endorfina

Para a dosagem de beta-endorfina foi utilizado um kit ELISA padréo de beta-
endorfina canino (MyBioSource, San Diego, CA, EUA). O sangue foi colhido, em
seringas descartaveis estéreis de 5 mL, através de venopuncao da jugular, e em seguida
transferido para tubos estéreis sem anticoagulante, que foram mantidos a temperatura
ambiente. Estas colheitas foram realizadas 50 minutos antes do procedimento
cirrgico (mastectomia) e seis meses ap0s o procedimento cirdrgico. Apés a
coagulacdo das amostras durante o periodo de duas horas, foi realizada a centrifugacao
utilizando 3000 rpm durante 15 minutos. A partir dai, o soro obtido foi armazenado a
uma temperatura de -20°C, para posterior realizacdo das dosagens séricas de beta-

endorfina e meta-encefalina.

Foi utilizada uma placa sensibilizada de 96 pocos, preenchida com 100
uL/pogo com anticorpo de captura para beta-endorfina (cdo) e deixada a temperatura
ambiente por 24 horas. No dia seguinte, a placa foi lavada por trés vezes com tampao
de lavagem apropriado e entdo foi adicionado 300 uL/pogo de tampao de bloqueio em
cada poco. A placa foi incubada com este tampdo por 1 hora a temperatura ambiente
para bloqueio de sitios de ligacdo inespecificos. Apds este procedimento, a placa foi
novamente lavada e acrescido 100 pL/pogo das amostras de soro (diluidas 1:2) e
solucdes padrdo diluidas em sete concentrag¢6es (2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,2

pg/uL). A placa foi incubada a temperatura ambiente por uma hora.

ApoOs este periodo, a placa foi lavada como descrito anteriormente e
adicionados 100 pL/poco de anticorpo anti-beta-Endorfina biotinilado (50 pg/uL,
Bachen Inc.), procedendo a incubacdo a temperatura ambiente por mais duas horas.
Em seguida, a placa foi novamente lavada, acrescentando-se a solucdo de
estreptoavidina (1:200) 100 pL/pogo e por 1 hora. Apds nova lavagem, 100 pL de
solucdo para substrato (H.O> e TMB — tetrametilbenzidina) foram adicionados. A
placa foi mantida no escuro por aproximadamente 10 minutos para o desenvolvimento
de cor e em seguida a reacdo colorimétrica foi interrompida a partir da adicéo de acido
cloridrico (2M — 100 upL/pogo). A leitura foi feita em espectrofotdmetro no

comprimento de onda de 450 nm com filtro de correcdo de 540 ou 570 nm. A
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concentracdo sérica de beta-endorfina para cada amostra foi esquematizada a partir da
curva-padréo de regresséo linear, sendo calculada em pg/ml.

5.9 Dosagem sérica das concentracGes de meta-encefalina

Para a dosagem de meta-encefalina foi utilizado um kit ELISA especifico de
meta-encefalina canino (MyBioSource, San Diego, CA, EUA). Inicialmente as
amostras de soro foram colocadas na placa pré-revestida e incubadas por uma hora,
juntamente com o conjugado Met-ENK-HRP. Apds o periodo de incubacdo, 0s pogos
foram decantados e lavados cinco vezes. Em seguida, 0s pocos foram incubados com
um substrato para a enzima HRP. O produto da reacdo enzima-substrato formou um
complexo de cor azul. Finalmente, uma solugcdo de parada foi adicionada, e assim a

solucgéo se transformou na cor amarela.

A intensidade da cor foi medida por espectofotémetro a 450 nm em um leitor
de microplacas, em que esta intensidade da cor é inversamente proporcional a
concentracdo de Met-ENK. Uma curva padréo relativa a intensidade da cor foi tracada
para determinacdo da concentracdo de meta-encefalina. A concentracdo sérica de meta-
encefalina para cada amostra foi esquematizada a partir da curva-padrdo de regressao

linear, sendo calculada em ng/ml.

5.10 Tratamento com Naltrexona

ApoOs a recuperacdo cirargica, com completa cicatrizacdo por primeira
intencdo e retirada dos pontos, ou seja, 20 dias apds o procedimento cirargico, foi
iniciado o tratamento com naltrexona em doses baixas (NDB), 0,1 mg/kg, via oral, a

cada 24 horas, durante 24 semanas.

Esta medicacdo foi manipulada sob a forma de capsula e administrada ao
animal, pelo responsavel, sempre pela noite. Nenhum dos responsaveis sabia da

finalidade desta medicagéo, sendo caracterizado como estudo cego. A cada sete dias as
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cadelas foram avaliadas clinicamente, com o objetivo de verificar possiveis efeitos
colaterais da medicacdo, como letargia e disturbios gastrointestinais (vomitos e
diarreia).

5.11 Quimioterapia com carboplatina

Cerca de vinte dias apds o procedimento cirdrgico, foram iniciadas as sessdes
de quimioterapia utilizando a carboplatina endovenosa, na dosagem de 300 mg/m?,
com tempo de infusdo de cinco minutos, sendo um ciclo totalizando seis sessdes com
intervalos de 21 dias (Figuras 3E e 3F). Aproximadamente 24 horas antes do inicio de
cada sessdo de quimioterapia, foram realizados hemograma e bioquimica sérica (uréia,
creatinina, fosfatase alcalina, alanina aminotransferase, calcio e glicose) para a
avaliacdo do estado geral do paciente, que foram repetidos também com sete e 14 dias
apos a administracdo do quimioterapico. No protocolo para a quimioterapia, as cadelas
foram submetidas a fluidoterapia endovenosa com solucdo fisiologica quatro horas
antes e quatro horas ap0s a administracdo da carboplatina, além da aplicacdo de
metoclopramida (0,5 mg/kg), ranitidina (2 mg/kg) e prometazina (0,1 mg/kg), todos
por via subcutanea. Os mesmos medicamentos foram ainda prescritos, via oral, por trés

dias consecutivos.

A carboplatina foi manipulada previamente em uma capela de exaustao e sua
administracdo no animal foi realizada em uma sala exclusiva, por um Meédico
Veterinario adequadamente paramentado com avental descartavel, luvas, gorro e
mascara, de acordo com as normas de biosseguranca. Ao final do procedimento, os
residuos foram descartados separadamente, seguindo o padrdo preconizado para

produtos contaminados com agentes antineoplasicos.
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5.12 Acompanhamento e sobrevida

Para 0 acompanhamento dos pacientes foram realizados exames clinicos e
laboratoriais (hemograma e bioquimica sérica — uréia, creatinina, fosfatase alcalina e
alanina amino transferase, calcio e glicose), além de radiografia simples de térax a
cada trés meses. Este acompanhamento foi realizado por um periodo de até dois anos
apos o procedimento cirdrgico, objetivando a avaliacdo da sobrevida global. O tempo
de sobrevida global foi definido (em dias) como sendo o periodo entre a exérese
cirtrgica do tumor primério e a data do Gbito pela doenca.

As pacientes que evoluiram para ébito durante o periodo de acompanhamento,
foram necropsiadas no Setor de Patologia Veterinaria/HOSPMEV-UFBA para
determinagdo da causa mortis e deteccdo de possiveis metastases (Anexo 4). Foram
colhidos fragmentos de todos os 6rgdos, com indicacdo macroscopica de metastases,
para avaliacdo histopatologica. Os fragmentos foram coletados em frasco identificado
contendo formol neutro e tamponado com fosfato a 10% e processado pela técnica
rotineira de inclusdo em parafina. Concluida a etapa de processamento da amostra, 0s
cortes histologicos medindo 4 um foram corados pelas técnicas da Hematoxilina-
Eosina e analisados em microscopio optico convencional. As necropsias foram
realizadas apds autorizacdo dos proprietarios por escrito em formulario especifico
(Anexo 5).

5.13 Avaliacdo da qualidade de vida

Durante o periodo da quimioterapia e nos acompanhamentos trimestrais, foi
realizada a avaliacdo da qualidade de vida em todas as cadelas que participaram do
presente estudo. Um questionario foi entregue ao guardido responsavel pelo animal
para preenchimento imediato, ndo sabendo o que estava sendo avaliado. A aplicacao
do questionario foi feita a cada 15 dias, durante o periodo de quimioterapia e

acompanhamento.
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O questionario foi desenvolvido a partir do proposto por Yazbek e Fantoni
(2005) para avaliacdo da qualidade de vida relacionada & saude em caes com dor
cronica secundaria ao cancer, sendo composto de 12 questdes com quatro alternativas
possiveis de resposta, em que cada questdo variou de zero a trés pontos, alcancando
um total de 36 pontos. A pontuacdo zero é considerada a pior qualidade de vida e 36 a
melhor. As questdes abrangem informacdes sobre comportamento, interagdo com o
proprietario e avaliacdo da dor, apetite, distarbios do sono, presenca de vomitos,

diarreia, incontinéncia ou replecéo urinaria (Anexo 6).

5.14 Andlise estatistica

Os dados foram agrupados da seguinte forma: tamanho do tumor (3 - 5 cm ou
> 5 cm), metastase para linfonodos (sim ou nédo), estadiamento clinico (11, 111, 1V ou
V), graduacao histolégica (11 ou 111), utilizacdo da quimioterapia com carboplatina (sim
ou ndo), escore corporal (obeso, normal, magro), tratamento auxiliar com NDB (sim
ou ndo), percentual de linfocitos CD4" (baixo ou alto), percentual de linfocitos CD8*
(baixo ou alto), razdo CD4*/CD8" (baixa ou alta), escore de qualidade de vida (baixo e
alto), taxa de sobrevida (baixa: menor que 180 dias/seis meses e alta: maior que 180

dias/seis meses).

Inicialmente, para avaliacdo da normalidade da distribui¢do, os dados foram
submetidos a teste de Kolmogorov-Smirnov. Para os dados paramétricos e nao
paramétricos foram utilizados o teste t de Student / Mann-Whitney U (comparacdo de
dois grupos) e ANOVA / Teste de Kruskal-Wallis (mais de dois grupos),
respectivamente. Da mesma forma, possiveis correlacdes foram investigadas pelos
testes de Spearman. As curvas de sobrevida foram estimadas pelo metédo de Kaplan-
Meier e comparadas pelo teste de Log-rank (Mantel-Cox) e Cox na analise univariada

ou multivariada, respectivamente.

Todos os fatores prognosticos foram analisados de forma multivariada por
meio de analise de agrupamentos hierarquica, analise de agrupamentos nao-hierarquica

e analise de componentes principais. Em todos os casos, valor de p<0,05 foi
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considerado estatisticamente significativo. As andlises foram realizadas utilizando o
softwares Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA) e SPSS 17 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EUA).
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6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas clinicas e patolégicas

Foram utilizadas no estudo 30 cadelas com diagnéstico histopatolégico de
carcinoma em tumor misto benigno (Anexo 7). A idade das cadelas variou entre cinco
a 18 anos, com maior frequéncia de animais entre 10 e 14 anos (60%) (Tabela 1).
Constatou-se, ainda, que os tumores de mama acometem animais de todos os portes,
predominantemente cées da raca Poodle 50% (15/30), seguida por cées sem raca
definida (SRD) 20% (6/30) (Tabela 2).

Tabela 1. Idade das 30 cadelas atendidas durante o estudo

Idade Numero de cadelas %
5a9anos 9 30
10 a 14 anos 18 60
15 a 18 anos 3 10
Total 30 100

Tabela 2. Distribuicdo racial das 30 cadelas atendidas durante o estudo

Raga NUmero de cadelas %

Sem raca definida 6 20
Pastor Aleméo 3 10
Poodle 15 50
Cocker Spaniel 3 10
Pinscher 3 10

Total 30 100
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Na anamnese foi observado que apenas 30% (9/30) dos proprietarios
alimentavam as cadelas exclusivamente com ragdo industrializada. A maioria - 70%
(21/30) - relatou inserir ou ter como base a comida caseira na dieta de seus animais.
Apenas 10% (3/30) das cadelas apresentavam-se magras, 70% (21/30) dentro dos
parametros de normalidade e 20% (6/30) obesas. A maioria das cadelas estudadas

apresentou condicao corporal dentro da normalidade.

Com base no histdrico reprodutivo dos animais pesquisados, verificou-se que
20% (6/30) ja apresentaram pseudogestacdo, sendo esta a alteracdo mais
frequentemente observada. Em 30% (9/30) do total de casos os proprietarios admitiram
a utilizacé@o de progestageno, mas nao sabiam informar com exatidao a sua frequéncia

e dosagem.

A analise dos dados observados indica a predomindncia de tumores
multicéntricos em 80% (24/30) dos casos, com comprometimento bilateral da cadeia
mamaria em 70% (21/30) das pacientes, sendo as mamas inguinais e abdominais mais
frequentemente acometidas, em 50% (15/30) e 30% (9/30) respectivamente. Em
contrapartida, a ocorréncia de tumor mamario apenas nas mamas toracicas representou
apenas 20% (6/30) do total dos animais. Neste trabalho, os animais com tumores em
estagio avancado de crescimento (maiores que 5 cm) representaram 70% (21/30) dos

casos, enquanto tumores com didmetro de 3 a 5 cm representaram 30% (9/30).

Com relacdo a quimioterapia, 90% (18/20) das cadelas fizeram as seis sessoes
de quimioterapia, completando o ciclo previsto. 10% (2/20) que evoluiram para 6bito
ap0s a quarta sessdo de quimioterapia. Dentre os possiveis efeitos colaterais da
quimioterapia, 10% (2/20) das cadelas apresentaram vomitos logo apds cada sessdo de
quimioterapia e 5% (1/20) a diarreia. Cabe ressaltar que 0s animais que apresentaram

estes efeitos colaterais ndo foram submetidos ao tratamento com naltrexona (NDB).

Com base nos parametros hematoldgicos, anemia e leucopenia foram os
achados mais importantes, observados tanto no grupo controle quanto no grupo
submetido ao tratamento quimioterdpico sem NDB. Em contrapartida, nos dois
subgrupos tratados com NDB o0s animais mantiveram niimero de hemaécias, leucécitos

e plaquetas dentro dos limites da normalidade para a espécie. As medianas e semi-
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intervalos entre quartil obtidas a partir dos pardmetros hematoldégicos sdo descritas na

Tabela 3.

Tabela 3. Parametros hematolégicos em cadelas com carcinoma em tumor misto
benigno, divididos em antes e ap0s o tratamento

. Antes
Parametros
hematoldgicos Controle CaTMB(-) CaTMB(+)
CaTMB(-) CaTMB(+) Q Q+NDB Q Q+NDB
Hemacias? 6,5+1,1 7,3+0,6 7+0,7 6,4+0,7 7,2£1.6 60,7
Plaquetasb 288+242.5 325483 393+94.7 500+115.2 396+110.7 289+65.7
o Total 18.1+4.4 12+3.4 10.8+4 14.9+6.4 8.3t1.5 14.2+5
8 Bastonetes 0+£368 0x45 0x27 0+461 0+27 0+147
S Segmentados 11.8+4.6 8.7£3.1 8.9+3.5 8.3+x3.9 5.940,9 10.7£4.5
\§ Eosindfilos 0,7x0,5 0,7x0,4 0,7+0,4 0,5+0,2 0,2+0,4 0,8+0,2
Q Mondcitos 0,9+0,4 0,6+0,1 0,4+0,5 0,8+1 0,4+0,2 0,4+0,3
Linfocitos 1.5+1.3 1.4+0.2 1.7+1.3 1.2+0.5 1.5+0.7 1.7+0.7
Parametros Depois
hematologicos Controle CaTMB(-) CaTMB(+)
CaTMB(-) CaTMB(+) Q Q+NDB Q Q+NDB
Hemacias? 4.4+0,6* 3., 7+£1.2* 3,9+0,7* 6.5+0,5 3,9+1 3* 6.7£0,5
Plaquetasb 212+76.7 170+125 48+22.3* 280+95.5 25+29.5* 364+136.5
o Total 25+7.2 32.9+6.1* 2.6x0,27* 60,45 1.4+1.3* 6.3£2.77
& | Bastonetes 500136 500+429* 018 0+£52,2 0+131 060
S Segmentados 14.7+3.9 1.9+5.3* 3.5+1.2* 5.3x1.7 0,9+5.7 6+£2.3
\§ Eosindfilos 0,8+0,3 2+0,8 0,07+0,2* 0,4%0,2 0,05+0,06* 0,3%£0,2
Q Monécitos 0,7x0,7 1,24£0,2 0,07+0,2* 0,1+0,2 0,03+0,01* 0,1%0,2
Linfécito 2.4+0.5 2.5+2.4 0.8+0.7 1.91£0.5 0.2+:0.4 1.7£0.3

a Hemaécias sdo expressadas como niimero x 105/mm?2 de sangue.
b Plaquetas sdo expressadas como niimero x 103/mm?3 de sangue.
¢ Subpopulag@es de células sanguineas brancas sdo expressadas como nimero x 10%/mm?2 de sangue.
*Diferenca significativa quando p<0,05.

Antes do procedimento cirargico, ndo foi observada anormalidades no perfil

biogquimico sérico das pacientes. Durante os acompanhamentos e ao final do

experimento as concentracfes séricas de uréia, ALT, FA, calcio e glicose foram

semelhantes (p<0,05) e estiveram dentro dos valores de referéncia em todas as cadelas.

No entanto, os valores da creatinina foram superiores (p<0,05) no grupo controle. Os

valores medianos e o0s semi-intervalos entre quartil para os paradmetros bioguimicos

séricos de uréia, creatinina, ALT, FA, calcio e glicose estdo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Parametros bioquimicos séricos em cadelas com carcinoma em tumor misto
benigno, divididos em antes e ap0s o tratamento

Parametros Antes
bioguimicos Controle CaTMB(-) CaTMB(+)
CaTMB(-) CaTMB(+) Q Q+NDB Q Q+NDB
Uréia? 49,1+23,7 42,616,4 42,245,8 44,7+10,7 41+0,9 54+10,4
Creatinina? 1+0,22 0,9+0,2 1+0,07 0,9+0,15 1+0,05 1+0
ALTP 44,910 42,3+23,7 33+23,4 28,815,25 58+42,8 51,2+14
EAD 159,2¢47,1  183,8+92,3 1604652 119,4%#359 160+50,6 159,2+941
Calcio? 12+2,6 13,3+2,2 13,2+2,6 13+3,4 14,4+16,5 9+2,9
Glicose? 85+5,9 87+15,6 83+11,5  87+16,3  104,8+4292 73,534
Parametros Depois
bioguimicos Controle CaTMB(-) CaTMB(+)
CaTMB(-)  CaTMB(+) Q Q+NDB Q Q+NDB
Uréia? 33+8,8 45,2+0,3 45,2+0,3 45,2+0,7 45,31£0,7 45,2+3,4
Creatinina? 1,+0,15 1,4+0,2* 1+0,35 1,1+0,1 1+0,1 1+40,1
ALTP 51+33,2 29,2+1,6 29,2+1,6 27,610,8 29,2+2 29,2+17,6
EAC 125,8457,6  112,9+17,8 1258+16,8 99,9+12,9 99,9+16,9 99,9+16,9
Calcio? 9,7+0,9 90,6 90,5 10,4+0,7  9,7+0,7 90,7
Glicose? 90+8,2 87+6,5 87+9 110+11,5  100+11,5 100+11,5

a Uréia, creatinina, calcio e glicose sdo expressados como mg/dL de sangue.
b ALT é expressada como Ul/dL de sangue.

¢ FA é expressada como U/dL de sangue.

*Diferenca significativa quando p<0,05.

De acordo com a avaliacdo do estadiamento clinico, os animais do Grupo 2 e
3 foram inseridos no estadio Il e IV, respectivamente. Para graduacdo histopatologica
dos CaTMB foram utilizadas as areas de invasividade dos tumores, sendo estes
classificados em Grau I, Grau Il e Grau Il (Figura 4). Os tumores Grau | sem

metastase foram excluidos do estudo.
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Figura 4. Fotomicrografia de carcinoma em tumor misto benigno (CaTMB) mamario
canino. A. CaTMB Grau Il (HE, 40X). B. Metéastase de CaTMB para linfonodo inguinal. (HE,
20X).

Dentre as 30 cadelas estudadas, houve ébitos apenas no grupo controle (6/10),
CaTMB(+) Q (4/5) e CaTMB(-) Q (2/5), devido a evolucdo do processo neoplasico
(metastases e sindromes paraneoplasicas, como ulceracdo gastroduodenal e caquexia),
sendo o choque hipovolémico a causa mortis mais frequente, seguido de insuficiéncia
respiratéria aguda e septicemia. Pode-se perceber que apenas nos subgrupos tratados
com NDB néo houve 0bitos.

O exame necroscopico foi realizado em 12 cadelas com CaTMB e varios
orgaos revelaram lesdes sugestivas de metastases, sendo confirmado na microscopia
que estas metastases eram compativeis com o tumor primario. Os sitios de
acometimento secundario e frequéncia foram: pulméo (9/12), pele (5/12), figado (3/12)
e rins (2/12) (Figura 5).
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Figura 5. Metastases de carcinoma em tumor misto de mama em cadelas. A. Nédulo
neoplésico no figado. B. Rins, infiltracdo neoplésica focal e delimitada. C. Pulméo, difuso
acometimento neoplasico. D. Metastase em pele.

6.2 Naltrexona

A naltrexona, no presente estudo, foi prescrita, de forma inédita, como
tratamento adjuvante para 10 cadelas e, em nenhuma delas houve efeitos colaterais
relacionados ao seu uso, tais como letargia, vomitos e diarreia, ndo sendo necessaria a
interrupgdo do tratamento. Ao contrario, as principais manifestacfes percebidas, em
todas as cadelas, desde o inicio do tratamento com NDB e relatadas pelos proprietarios

por meio da anamnese realizada sempre antes de cada sessdo de quimioterapia, foram a
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disposicdo para brincadeiras, apetite e sociabilidade, demonstradas e quantificadas na
Tabela 5.

Tabela 5. Principais manifestacdes comportamentais relatadas pelos proprietarios das 10
cadelas com CaTMB, tratadas com a NDB como método de tratamento adjuvante a
quimioterapia

Comportamento Aumentou Inalterado Diminuiu
NUmero % NUmero % Numero %
(animais) (animais) (animais)
Apetite 7 70 3 30 0 0
Medo 0 0 3 30 7 70
Agressividade 0 0 2 20 8 80
Vocalizagdo 0 0 4 40 6 60
Disposicédo para 8 80 2 20 0 0
brincadeiras

Sociabilidade 10 100 0 0 0 0

A analise comparativa dos achados clinicos e patoldgicos entre cadelas ndo
tratadas e tratadas com NDB sdo apresentados na Tabela 6 e foi significativamente
associada com qualidade de vida, sobrevida e condi¢do (vivo ou morto). Portanto, tais
dados denotam que o tratamento adjuvante com NDB esta relacionado com maior

sobrevida e melhor qualidade de vida.
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Tabela 6. Parametros clinicos e patoldgicos de cadelas com carcinoma em tumor
misto benigno correlacionados com a auséncia e presenca do tratamento com NDB

Parametros NDB (-) NDB (+) p
Graduacao
Grau Il 8 (40%) 9 (45%) 0,531
Grau Il 2 (10%) 1 (5%)
Tamanho
3-5cm 2 (10%) 3 (15%) 0,606
>5cm 8 (40%) 7 (35%)
Linfonodo
0 5 (25%) 5 (25%) 0,999
1 5 (25%) 5 (25%)
Estadiamento
3 4 (20%) 5 (25%) 0,452
4 4 (20%) 5 (25%)
5 2 (10%) 0 (0%)
Qualidade de vida
0 7 (35%) 1 (5%) 0,006*
1 3 (15%) 9 (45%)
Sobrevida
Até 180 dias 7 (35%) 1 (5%) 0,006*
>180 dias 3 (15%) 9 (45%)
Condicao
Vivo 1 (5%) 10 (50%) 0,000*
Morto 9 (45%) 0 (0%)

* Diferenca significativa quando p <0.05.

6.3 Imunofenotipagem por citometria de fluxo no sangue periférico

Antes do tratamento ndo foram observadas diferencas significativas entre os
trés grupos no percentual de linfocitos T. Contudo, a analise pos tratamento revelou
aumento significativo do percentual de linfocitos T no grupo CaTMB(-) Q+NDB em
relacdo ao grupo tratado apenas com quimioterapia CaTMB(-) Q e o grupo controle
CaTMB(-) (Figura 6). Estes resultados sugerem, quando se observa também uma
tendéncia, ainda que ndo significativa, ao aumento do nimero de linfocitos no grupo

CaTMB(+) Q+NDB, ou seja tratado com NDB mas com metastase.
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Figura 6. Perfil imunofenotipico de linfécitos T circulantes no sangue periférico de
cadelas com carcinoma em tumor misto benigno. Analise de células T circulantes divididos
em antes e apds o tratamento estabelecido, mais subcategorizados de acordo com auséncia (-)

ou presenca (+) de metastase para linfonodo. Diferencas significativas ocorre quando p<0,05,
sendo destacadas por *.

As anélises dos dados ndo demonstram diferencas significativas no percentual

de linfécito T CD4" entre os grupos (Figura 7), antes e apds o tratamento.
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Figura 7. Perfil imunofenotipico de linfocitos T CD4" circulantes no sangue périférico de
cadelas com carcinoma em tumor misto benigno. Analise de células T CD4" circulantes,

antes e apds o tratamento estabelecido subcategorizados de acordo com a auséncia (-) ou na
presenca (+) de metéstase para linfonodo.
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Ndo houve diferencas significativas na porcentagem de linfocitos T CD8”"
entre os grupos no periodo inicial. Entretanto, diferente dos resultados observados para
os linfocitos T CD4*, a avaliacdo p6s experimentacdo revelou percentual de linfocito T
CD8" significativamente maior no grupo CaTMB(-) Q+NDB (p<0,05), em
comparagdo ao grupo tratado apenas com quimioterapia CaTMB(-) Q (Figura 8),
sugerindo influéncia do NDB e status nodal (auséncia de metastase) na resposta imune
mediada por linfécitos T CD8".
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Figura 8. Perfil imunofenotipico de linfocitos T CD8" circulantes no sangue periférico de
cadelas com carcinoma em tumor misto benigno. Analise de células T CD8" circulantes
divididos em antes e ap6s o tratamento estabelecido, mais subcategorizados de acordo com a
auséncia (-) ou na presenca (+) de metéstase para linfonodo. As populagdes de linfécitos CD8*
foram identificadas por imunofenotipagem por citometria de fluxo. Diferengas significativas
guando p<0,05, sendo destacadas por *.

Né&o foram observadas diferencas significativas na razdo CD4*/CD8" entre 0s
grupos, antes e apds o tratamento. Contudo, no grupo CATMB(-) Q+NDB observa-se
uma tendéncia a reducdo desta razao, certamente em virtude do significativo aumento

de linfocitos CD8" observado neste mesmo grupo (Figura 9).
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Figura 9. Razdo CD4"/CD8" no sangue periférico de cadelas com carcinoma em tumor
misto benigno.
subcategorizados de acordo com a auséncia (-) ou na presenca (+) de metastase para linfonodo.

6.4 Peptideos opioides enddgenos

Andlises divididas em antes e apds o tratamento estabelecido e

Nas concentragdes séricas de beta-endorfina ndo houve diferencas

significativas entre os grupos no periodo inicial. No entanto, na avaliacdo final (apés a

Gltima sessdo de quimioterapia pos-mastectomia) observou-se concentracdes de beta-

endorfina significativamente maior nos grupos CaTMB(-) Q+NDB e CaTMB(+)

Q+NDB (p<0,05), em comparacdo aos grupos tratados apenas com gquimioterapia
CaTMB(-) Q e CaTMB(+) Q (Figura 10).
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Figura 10. Concentracbes de beta-endorfina no sangue de cadelas com carcinoma em
tumor misto benigno. Anélise de beta-endorfina circulante divididos em antes e ap6s o
tratamento estabelecido, mais subcategorizados de acordo com a auséncia (-) ou na presenca
(+) de metastase para linfonodo. As concentracdes de beta-endorfina para cada amostra foram
realizadas por ELISA, sendo calculada em pg/ml. Diferencas significativas quando p<0,05,
destacadas por *.

Assim como na beta-endorfina, nas analises séricas da meta-encefalina ndo
houve diferencas significativas entre 0s grupos no periodo inicial. Contudo, no periodo
final, quando comparado com os grupos que foram tratados apenas com quimioterapia
(CaTMB(-) Q e CaTMB(+) Q), foram observadas concentracdes significativamente
maiores (p<0,05) deste peptideo opioide enddgeno nos grupos que utilizaram NDB
como tratamento adjuvante a quimioterapia (CaTMB(-) Q+NDB e CaTMB(+)
Q+NDB (Figura 11).
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Figura 11. Concentraces de meta-encefalina no sangue de cadelas com carcinoma em
tumor misto benigno. Anélise de meta-encefalina circulante divididos em antes e apds o
tratamento estabelecido, mais subcategorizados de acordo com a auséncia (-) ou na presenca
(+) de metastase para linfonodo. As concentracfes de meta-encefalina para cada amostra foram
realizadas por ELISA, sendo calculada em ng/ml, Diferencas significativas quando p<0,05,
destacadas por *.

6.5 Qualidade de vida

Na avaliacdo da qualidade de vida as cadelas com CaTMB submetidas a
quimioterapia, apresentaram escore de qualidade de vida inicial, antes do tratamento
quimioterapico, variando entre 31 a 36 pontos. No final do tratamento quimioterapico
as cadelas ndo tratadas com NDB apresentaram qualidade de vida final entre 20 e 23
pontos, enquanto que as cadelas tratadas com NDB mantiveram o escore de qualidade
de vida avaliado no inicio do tratamento. Ja as cadelas do grupo controle evidenciaram
escore de qualidade de vida inicial semelhante ao grupo tratado com quimioterapia,

diferindo apenas no escore de qualidade de vida final, que variou entre 11 e 21 pontos.

ApoOs a quimioterapia, realizada em 20 animais, 14 proprietarios (70%)
julgaram que a qualidade de vida melhorou ap6s o inicio do tratamento, quatro
acharam que ndo houve diferenca (20%) e duas (10%) declararam piora da qualidade
de vida de seus animais. Ao serem questionados quanto a resposta ao tratamento

quimioterapico associado ao NDB, dentre os 10 animais em que foi realizado este
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tratamento, oito acharam que seu céo respondeu bem ao tratamento (80%), nenhum
relatou resposta insatisfatoria e duas ndo souberam responder a pergunta (20%).

A avaliacdo dos dados sobre qualidade de vida revelou que no inicio da
quimioterapia todos os subgrupos mantiveram escore de qualidade de vida semelhantes
(Figura 11 A). No entanto, ao final do tratamento quimioterapico, os grupos tratados
com NDB, independente da presenca ou ndo de metastase, mantiveram o seu escore
inicial de qualidade de vida, enquanto nos grupos submetidos apenas a quimioterapia
foi observada reducdo significativa da qualidade de vida (Figura 11 B). Desta forma,
comparando os grupos isoladamente com relacdo ao momento inicial e final foram
observadas diferencas significativas apenas nos grupos submetidos a quimioterapia
como tratamento Unico (CaTMB(-) Q e CaTMB(+) Q). A comparacdo considerando
apenas 0 momento pos-tratamento, revela mais uma vez, diferenca significativa,
devido a acentuada reducéo no escore de qualidade de vida, nos grupos (CaTMB(-) Q
e CaTMB(+) Q (Tabela 7).
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Figura 12. Representacdo do escore da qualidade de vida inicial e final das cadelas com
CaTMB tratadas com carboplatina, submetidas ou ndo ao tratamento com NDB.
Diferencas significativas ocorre quando p<0,05, sendo destacadas por *.
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Tabela 7. Comparacdo da qualidade de vida entre grupos e momentos

Antes Depois (V\F/)i_l\::ilgc:n)
CaTMB(-) Q 34,0 (£25) Aa 23,0 (x5,75) Ba 0,0325*
CaTMB(-) Q+NDB 34,0 (£2,5) Aa 33,0 (+2,25) Ab 0,1250
p-value (Mann Whitney) >0,9999 0,0079*
CaTMB(+) Q 30,0 (£3,25) Aa 20,0 (£5,75) Ba 0,0345*
CaTMB(+) Q+NDB 32,0 (£2,25) Aa 30,0 (+3,00) Ab 0,1350
p-value (Mann Whitney) 0,7381 0,0159*

Letras maitsculas diferente p<0,05 comparagdo no mesmo grupo antes e depois (linha) teste estatistico
ndo paramétrico de Wilcoxon

Letras mindsculas diferentes p<0,05 comparagdo entre grupos em cada momento (coluna) teste
estatistico ndo paramétrico de Mann Whitney

Diferencas significativas quando p<0,05, destacadas por *.

6.6 Comparacao das curvas de sobrevida

O tempo minimo de sobrevida foi de 60 dias atribuido ao animal do grupo
controle, que evoluiu para Obito por metéstase pulmonar apds a mastectomia e o
méaximo de 695 dias, ap6s mastectomia e quimioterapia com NDB, atribuido ao animal
do grupo CaTMB(+) Q+NDB.

Com base na curva de sobrevida estratificada pelos grupos avaliados, podem-
se constatar valores significativos (p<0,05) nos grupos tratados com NDB em relagéo
aos grupos ndo tratados com NDB, independente da presenca ou auséncia de metastase
(Figura 13). As medias de sobrevida foram de 525,5; 200,2 e 123,1 dias nos grupos
tratados com quimioterapia e NDB, quimioterapia pds-cirurgia e apenas mastectomia,

respectivamente.
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Figura 13. Taxas de sobrevida dos animais com CaTMB. Curvas de sobrevida dos grupos
de acordo com a realizacdo (T) ou ndo (NT) do tratamento com NDB (A) subgrupos
categorizados de acordo com a auséncia (-) ou presenca (+) de metastase em linfonodo (B e
C). Diferencas significativas quando p<0,05, sendo destacadas por *.

Analise univariada e multivariada

Quando correlacionados parametros clinico-patologicos foi observado, tanto
na analise univariada quanto na multivariada, que a utilizacio de NDB possui
associacgdo significativa com a condicdo de vida, quimioterapia, sobrevida e qualidade

de vida (Tabela 8).
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Tabela 8. Analise univariada e multivariada dos parametros clinicos-

patoldgicos associados com a utilizacdo da NDB

Parametros Univariada Multivariada
Condicéo (vivo) 0,030* 0,017*
CD4" 0,582 0,630
CcD8* 0,503 0,591
Linfécito T 0,787 0,410
Razdo CD4*/CD8" 0,726 0,657
Estadiamento 0,207 0,147
Graduacéo > 0,999 0,935
Tamanho > 0,999 0,725
Quimioterapia 0,004* 0,003*
Sobrevida < 0,0001* < 0,0001*
Qualidade vida < 0,0001* < 0,0001*
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7. DISCUSSAO

Os carcinomas em tumores mistos benignos de mama séo as neoplasias mais
frequentes das fémeas caninas, sendo crescente o nimero de estudos direcionado ao
seu comportamento biolégico e tratamento, em virtude da sua alta casuistica e variavel

potencial de malignidade.

Foi observada maior frequéncia de animais diagnosticados com CaTMB na
faixa etéaria de 10 a 14 anos. Este resultado corrobora os achados descritos na literatura
que indicam uma maior frequéncia de tumores mamarios em cadelas entre nove e 13
anos, com rara ocorréncia da doenca em cées com idade inferior a dois anos
(BENJAMIN et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2003; PIRES et al., 2003; FURIAN et al.,
2007; RODASKI; PIEKARZ, 2009). Contudo, na Medicina Veterinaria, ainda ndo ha
estudos que apontem diferencas consistentes no prognostico de animais, em funcéo da
idade (PHILIBERT et al., 2003).

De acordo com Misdorp (2002), o Poodle é considerada uma das ragas que
apresenta predisposicdo genética para o desenvolvimento de neoplasias mamarias.
Entretanto, Peleteiro (1994) acredita que embora os tumores de mama sejam mais
frequentemente diagnosticados em algumas ragas, ainda nao existem subsidios que
embasem a predisposicdo racial para o desenvolvimento desta doenca. No presente
estudo, a exemplo do que foi relatado por Estrela-Lima em 2010, foi observada uma
maior frequéncia de cadelas da raca Poodle. Contudo, este fato pode estar associado ao
maior nimero de animais desta raca ou a existéncia de vérias linhagens e cruzamentos
(HATAKA, 2004).

Resultados interessantes e, de certa forma, um pouco controversos foram
observados com relacdo a alimentacdo e condicdo corporal das pacientes, pois apesar
da grande maioria dos animais (70%) ter a inser¢cdo marcante de comida caseira na
dieta, foi predominante a condicdo corporal dentro da normalidade (70%). Este alto
percentual reforca os dados observados por alguns autores, que relatam a existéncia de

correlacdo positiva entre a alimentacdo caseira e 0 desenvolvimento tumoral em
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cadelas (PELETEIRO, 1994; PEREZ-ALENZA et al., 1997; SORENMO et al., 2000;
SIRIVAIDYAPONG, 2003), a partir da ingestdo de alguns acidos graxos (GARCIA-
SOLIS e ACEVES, 2005) e exposicdo do animal a carcingenos quimicos, iniciadores
presentes na dieta (GREENWALD et al., 2001). J& a condicdo corporal dentro dos
parametros de normalidade, inicialmente sugere pouca influéncia desta varidvel no
desenvolvimento neoplasico. Contudo, cabe ressaltar que a maioria das cadelas obesas
(4/6) eram portadoras de tumores maiores que cinco centimetros e com metastase
regional, ou seja, em estadio avancado. Desta forma, talvez a condicdo corporal seja
importante fator para a progressao neoplasica e ndo para sua inicia¢do. Estudos relatam
que mulheres obesas apresentam elevadas concentracdes de estrogeno proveniente da
transformacéo no tecido adiposo da androstenediona em estrona e posteriormente em
estrogeno, horménio sabidamente envolvido na carcinogénese maméria (STEWART;
HEPPNER, 1997).

Com relacdo ao historico reprodutivo dos animais pesquisados, o percentual
de cadelas cujos proprietarios relataram utilizacdo de progestagenos foi de 30% (9/30).
Tais achados reforcam o papel dos horménios sexuais na iniciacdo e/ou promocao da
carcinogénese mamaria. A utilizacdo da progesterona exdgena em cdes e gatos
estimula a sintese de horménio do crescimento na glandula mamaria com proliferacéo
I6bulo-alveolar e consequente hiperplasia de elementos mioepiteliais e secretorios,
induzindo a formacéo de nddulos benignos em animais jovens (MISDORP et al., 2002;
SILVA et al., 2004). Esta participacdo dos progestagenos se torna ainda mais
importante neste estudo, pois o CaTMB se origina da transformacdo maligna do

componente epitelial do tumor misto benigno.

Os valores médios de hemécias, plaquetas e leucocitos observados nas cadelas
dos dois subgrupos ndo tratados com NDB foram inferiores quando comparado com o
grupo tratado com esta droga. O principal efeito colateral da carboplatina é
hematoldgico, que se manifesta principalmente por leucopenia, podendo também
ocorrer anemia e trombocitopenia (LANA et al., 2007). Calpa et al. (2010) utilizando a
cisplatina como quimioterapico relatou valores médios de leucocitos de 9,4 x 103 /ul

sem reducdo do numero de leucécitos ao longo do tratamento, entretanto o periodo
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maximo de observacéo foi de 84 dias. Desta forma, a redugdo dos leucécitos observada
no presente estudo pode ser atribuida ao maior periodo de quimioterapia.

Dentre os efeitos colaterais que podem ser observados com a utilizagdo da
carboplatina estdo as alteragBes renais, sendo necesséria avaliacdo da funcdo renal
antes e durante o tratamento, além de efeitos gastrointestinais como anorexia, émese,
constipacéo e alteracbes hepaticas (RODASKI; DE NARDI, 2008). A funcéo renal das
cadelas deste estudo ndo foi afetada pela quimioterapia com carboplatina, pois as
concentragfes séricas de creatinina e uréia mantiveram-se dentro dos parametros
fisioldgicos para a espécie nos grupos tratados com quimioterapia. Este resultado era
esperado uma vez que, apesar da excrecao da renal da carboplatina, este € um farmaco
seguro que pode ser utilizado com critério em pacientes nefropatas. Na avaliacdo do
figado, considerando os parédmetros relacionados a integridade morfologica dos
hepatocitos (ALT) das cadelas deste estudo verificou-se que ndo ocorreu
hepatotoxicidade. O que também era esperado uma vez que O quimioterapico
empregado no estudo ndo causa toxicidade hepatica (STOCKHAUS et al., 1999).
Auséncia de alteragdes na bioquimica sérica (creatinina, uréia e ALT) em cadelas com
tumor mamario tratadas com doxorrubicina e ciclofosfamida também foram relatadas
por Daleck et al. (1998).

A analise dos dados observados quanto a macroscopia dos tumores indicam a
predominancia de tumores multicéntricos, com comprometimento bilateral da cadeia
mamaria, sendo as mamas abdominais e inguinais mais frequentemente acometidas por
tumores maiores que cinco centimetros. Estes resultados corroboram os obtidos por
Burini (2002), que relata que 57% dos tumores sdo multicéntricos. Fonseca e Daleck
(2000), Burini (2002) e Lana e colaboradores (2007) afirmam que a frequéncia de
neoplasia mamaria é significativamente maior nas mamas inguinais e abdominais sem,
contudo, explicar o motivo de tal predilecdo. Para Moulton (1990), estas mamas sdo
mais acometidas, devido a maior quantidade de parénquima mamario, sofrendo assim

maior alteracdo proliferativa em resposta aos hormonios.

A predominancia de tumores grandes, importante fator prognostico

relacionado a sobrevida, observada nas pacientes atendidas no Hospital Veterinario da
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UFBA sugere uma demora na procura pelo atendimento médico veterinario, sendo tal
fato explicado pelo baixo poder aquisitivo dos guardides correlacionados com fatores
socioecondmicos e culturais (KARAYANNOPOULOU et al., 1990; OLIVEIRA et al.,
2003; TORIBIO, 2008).

Dentre as modalidades de tratamento da neoplasia mamaria estad a
quimioterapia antineoplasica, que pode ser utilizada como terapia neoadjuvante ou
adjuvante a cirurgia (RODASKI; PIEKARZ, 2009). Neste estudo a maioria das cadelas
concluiram o tratamento quimioterapico, no entanto 40% das cadelas apresentaram
vOmitos logo apos cada sessdo de quimioterapia e 10% apresentaram diarreia. Estes
efeitos colaterais, apos utilizacdo da carboplatina, ja sdo esperados e descritos na
literatura (GOTTESMAN, 2002). Cabe ressaltar que a grande maioria dos animais que
apresentaram efeitos colaterais (90%) ndo recebeu tratamento auxiliar com naltrexona
(NDB).

A naltrexona é uma droga que possibilita o tratamento por via oral, além de
possuir baixo custo e forma acessivel de aquisi¢ao, o que facilitou a sua utilizacdo para
execucdo deste trabalho. Sabe-se que em seres humanos tratados com quimioterapia, a
naltrexona em baixas doses promove diminuigcdo dos efeitos colaterais causados pelos
quimioterapicos, por meio da melhoria do sistema imune (BROWN; PANKSEPP,
2009; DONAHUE et al., 2011). Segundo Metze et al. (1999) os efeitos colaterais
provenientes da utilizacdo da propria NDB observado no homem incluiram letargia,
tonturas, vomitos e diarreia, sendo, contudo, pouco frequentes e limitados ao inicio do
tratamento. No presente estudo, as cadelas que utilizaram a naltrexona como

tratamento adjuvante ndo apresentaram os efeitos colaterais descritos acima.

As manifestacbes observadas nestes animais foram disposicdo para
brincadeiras, apetite e sociabilidade. Tais dados estdo de acordo com o estudo
realizado por Brown e Panksepp (2009), que associou a utilizacdo da NDB com
qualidade de vida e bem estar no homem. Aparentemente, por apresentar reducdo dos
efeitos colaterais da quimioterapia e contribuir para a manutencdo da qualidade de
vida, a NDB pode se tornar uma importante ferramenta no tratamento adjuvante de

tumores de mama em cadelas.
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A avaliagdo do percentual de linfocito T CD8", bem como as concentragdes
séricas de beta-endorfina e meta-encefalina, foram significativamente maiores nos
grupos tratados com NDB em comparacdo com 0s grupos ndo tratados e o grupo
controle. Contudo, este aumento de linfocitos T CD8" ficou restrito ao grupo sem
metastase. Desta forma, acredita-se que a terapia com NDB proporciona um estimulo a
resposta imune celular, via linfocito T CD8", e a condigdo “ndo ter metastase” favorece

este beneficio.

Nos animais tratados com NDB foi observada correlacdo direta entre a
concentracdo de beta-endorfina e meta-encefalina e a maior efetividade da resposta
imune celular, via linfocitos T CD8*. Naltrexona em doses baixas induzem maior
efetividade dos linfdcitos, pois estas células de defesa expressam receptores para
peptideos opioides enddgenos (HAZUM et al., 1979).

Quando utilizada em doses baixas, a naltrexona se liga reversivelmente aos
receptores opioides enddgenos por curto periodo de tempo. Apés 3 a 4 horas, a
naltrexona se desliga destes receptores, aumentando a concentracao de beta-endorfina
e meta-encefalina. Os linfocitos expressam receptores para peptideos opioides
enddgenos e a ativacdo destes receptores resulta em um maior contato de células
efetoras com as celulas tumorais (MELO; CARVALHO, 2009). Por meio deste
contato, ocorre liberacdo de ATP, que ao reagir com a enzima adenilato ciclase, libera
AMPc nos linfécitos (SOJKA et al., 2008). Por sua vez, 0 AMPc promove a inibicéo
da proliferacdo neoplasica e nos linfocitos gera a ativacéo seletiva de citocinas (IL-2 e
IFN-y) (TANG; BLUESTONE, 2008). O IFN-y estimula os macréfagos a secretarem
interleucina-2 (IL-2) que, por sua vez, estimula os linfocitos T a aumentar a producao
de IFN-y (HAZUM et al., 1979). O macréfago ativado produz TNF-a, que promove

apoptose das células malignas (morte celular) (STEIN et al., 2003).

Nesta pesquisa verificou-se que as concentrac@es séricas de beta-endorfina e
meta-encefalina foram significativamente maiores nos grupos tratados com NDB, com
comparagdo com 0s grupos ndo tratados com NDB, assim como o grupo controle.
Nestes grupos foi observada manutencdo da qualidade de vida e maior sobrevida do
que os grupos controle (CaTMB(-) e CaTMB(+)) e néo tratados com NDB (CaTMB(-)
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Q e CaTMB(+) Q). Tais dados reforcam que os peptideos opioides enddgenos
envolvidos no metabolismo da naltrexona atuam no bem estar, possibilitando
manutengdo e até mesmo melhoria na qualidade de vida e sobrevida dos pacientes,
assim como fator estimulante aos efeitos benéficos no sistema imune (BROWN;
PANKSEPP, 2009).

O escore de qualidade de vida demonstra o bem estar dos animais durante o
periodo da quimioterapia, segundo uma avaliagdo do proprietario (YAZBEK;
FANTONI, 2005). No final do tratamento quimioterapico as cadelas ndo tratadas com
NDB apresentaram redugdo na qualidade de vida final, enquanto as cadelas tratadas
com NDB mantiveram o escore de qualidade de vida avaliado no inicio do tratamento.

Os resultados desta pesquisa demonstraram que a qualidade de vida esta
diretamente relacionada aos efeitos benéficos da NDB e que estes apresentaram
significativa importancia na evolugéo do tratamento e na sobrevida. Tais dados estéo
em concordancia com os verificados por Berkson et al. (2006) e Donahue e
colaboradores (2011), em que utilizaram a naltrexona em humanos com tumores de
pancreas e ovarios, respectivamente. Nestes trabalhos, com o emprego da naltrexona
como tratamento adjuvante destas neoplasias, foi possivel obter melhoria na qualidade

de vida dos pacientes.

Com base nos resultados apresentados, sugere-se que a investigacdo da
qualidade de vida em cadelas com neoplasia mamaria seja incorporada a pratica
clinica, pois seu conhecimento auxilia os veterindrios no processo de decisdo de
tratamento e instituicdo de medidas preventivas, para promover o aumento da

sobrevida global.

A comparacdo das curvas de sobrevida estratificada demonstrou valores
significativos nos grupos tratados com NDB em relacdo aos grupos nao tratados com
NDB, independente da presenca ou auséncia de metastase. Tais resultados obtidos
nestas analises estdo de acordo ao observado por Brown e Panksepp (2009), reforcando
assim que a utilizacdo da NDB esta diretamente ligada ao aumento da sobrevida e
qualidade de vida. Os diferentes mecanismos de acdo da naltrexona, tanto os efeitos na

propria célula tumoral como no sistema imunol6gico, promovem ao paciente bem estar
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e reducdo dos efeitos colaterais da quimioterapia, auxiliando assim no aumento da
sobrevida (ZAGON; MCLAUGHLIN, 2005).

Nesta pesquisa, as cadelas que evoluiram ao Obito pela doenca foram
necropsiadas, sendo observado uma frequéncia maior de metastase a distancia para
pulmdo e pele. A disseminacdo da neoplasia mamaria pode ocorrer tanto pela via
linfatica quanto hemat6gena, sendo os o6rgdos mais frequentemente afetados os
pulmdes, rins, figado, baco, pele, encéfalo e os 0ssos (RODASKI; PIEKARZ; 2009;
RIBEIRO et al., 2013).
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8. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo, nas condicbes metodologicas empregadas,

permitiram concluir:

A naltrexona em doses baixas foi utilizada pela primeira vez na medicina
veterindria para tratamento adjuvante a quimioterapia em cadelas com
diagnostico histopatol6gico de carcinoma mamario, apresentando dose segura e
efetiva para esta espécie;

A naltrexona em baixas doses potencializou a resposta imune celular contra o

tumor, via aumento das proporg¢des de linfocitos T CD8*;

A NDB, quando utilizada como terapéutica adjuvante a quimioterapia com
carboplatina, promoveu reducdo dos efeitos colaterais provocados por estes,
representando uma alternativa viavel de tratamento combinado em cadelas com
CaTMB,;

A NDB auxiliou na manutencdo dos parametros hematologicos e perfil
biogquimico sérico em cadelas com CaTMB tratadas com quimioterapia,

independente da auséncia ou presenca de metastase regional;

A naltrexona em baixas doses aumentou as concentraces séricas de beta-
endorfina e meta-encefalina, auxiliando no bem estar e proporcionando

manutencdo da qualidade de vida em cadelas com CaTMB;

A NDB contribuiu para o aumento na taxa de sobrevida em cadelas submetidas a
quimioterapia, tornando-se importante ferramenta no tratamento de tumores de

mama em cadelas.
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10. ANEXOS

Anexo 1: Protocolo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animals da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade Federal da Bahia, em reunido do dia 14 de junho de 2013 aprovou o parecer
de protocolo 10/2013 e certifica que o projeto de pesquisa intitulado "Avaliagao do efeito de
baixas doses de naltrexona (LDN) sobre a resposta imune de cadelas com carconoma
mamario submetidas ou ndo ac tratamento quimioterdpico com carboplating”, sob a
coordenagao da professora Alessandra Estrela da Silva Lima, esta de acordo com os principios
de ética e bem-estar animal.

Salvador, 21 de junho de 2013.

J/‘M\ / iz

Lacio Leopoldo Arag&o da Silva
Coordenador da CEUA-MEVZ




Anexo 2: Ficha para exame clinico de tumores mamarios caninos

FICHA CLINICA DE ACOMPANHAMENTO DE CADELAS COM NEOPLASIAS

MAMARIAS

RG: RG projeto: Data:
Histo: Cito: Raio-X:
Proprietario: Telefone:
Endereco:
Nome: Espécie: Raca:
Sexo: D Macho DFémea Pelagem: Cor:
Idade: Porte: D Pequeno (até 35cm) Peso:
FC: FR: [Omeédio (36-46cm) Condicdo corporal: ] Magro
Mucosas: TPC: [ Grande (acima 46cm) [J Nomal
Alimentagdo: [] Ragdo [] Comida caseira |:| Racdo + Comida caseira |:| Obeso
Ambiente:
Antecedentes genéticos:
Vacinacdo: Anti-rabica [ ] Sim [JNdo Quando/Qual:

Outras [] Sim [] Ndo Quando/Qual:
Vermifugacdo: D Sim D Nédo Quando/Qual:
Doencas anteriores e atuais:
Tomando medicamento: 0 Sim O Ndo Qual/Tempo:
Anticoncepcional: D Sim D Ndo  Quanto/Qual: Ultima data:
Cio Regular: [] Sim [] Ndo Ultimo (data):
Castrada: D Sim D Néo Idade:

Pseudo-gestacao: D Regulares Dlnterrnitentes E] Néo
Partos: [] Sim [] Néo Quantos: Ultimo:

Aborto: [] Sim []Néo Quantos: Ultimo:

Ja cruzou e ndo emprenhou: [] Sim [] Ndo

Secrecdo vaginal: [[]Sim [|Nd  Quando/Intensidade:
Caracteristicas do(s) tumor(s):

[0 integra [ Ulcerada [] Cistica
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Mamas acometidas: (Esquema)

Marcar com um X o tamanho cormrespondente:
M1D - <= 3em[] :>3-5em [ ; >5em[]
M2D - <= 3cmD ;>3-5cmD : >5cmD
M3D - <= 3emJ ;>3-5cm|:| : >5cml]
M4D - <= 3em[] :>3-5em[]: >5em[]
M5D - <= 3cm[] ;>3-5cm[]; >5em[]

LT L0 Gl .o e e

L0 T 1= =T (ol R

Secrecdo: SirnD NﬁuD

Edema de membros: Sin‘[l QUAI(IS) ? o

Linfonodos infartados: Sim[ ] Qual(is)? ...............ccooiiiiii i

VeterNANIO TSP e

Exames solicitados:..................,

M1E - <= 3em[] :>3-5em [ ;
M2E - <= 3cmD :>3-5¢m D ;
M3E - <= 3emU :>3-5em 1 ;
M4E - <= 3cm[] :>3-5em[]
MSE - <= 3cm[] ;>3-5em[];

>5em( ]
>5¢ mD
>5cml]
>5cm|:|
>5¢m[ ]

oo Ndo []

v Datas
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Anexo 3: Estadiamento clinico (TNM) dos carcinomas de mama da cadela

(modificado de OWEN, 1980)

Tumor Primario (T)
TO0 Tumor nado detectavel

T1 Tumor < 3 cm

a : nao fixo

b : fixo a Pele

¢ : fixo ao Musculo

T2 Tumor de 3 —5 cm
a : ndo fixo

b : fixo a Pele

¢ : fixo ao musculo

T3 Tumor > 5 cm
a : ndo fixo

b : fixo a Pele

¢ : fixo ao musculo

T4 Tumor de qualquer tamanho

Linfonodos Regionais (N)

N0 Sem evidéncia de linfonodo
regional (axilares ou inguinais)

N1 Linfonodo Ipslateral
envolvido

a : nao fixo

b : fixo

N2 Linfonodos bilaterais
envolvidos

a : nao fixo

b : fixo

Metastases a Distancia (M)

MO Sem evidéncia de metastase
distante

M1 Com metastase a distancia

Agrupamento por estadios

Estadiamento T N M
Estadio | T1 NO MO
Estadio II T2 NO MO
Estadio 111 T3 NO MO
Estadio IV T1;T2; T3 N1 MO
Estadio V T1,T2; T3 NO; N1 M1

T — Tamanho do tumor primario; N — Linfonodo; M — Metéastase
(FONTE: Calvacanti e Cassali, 2006, modificado de Owen, 1980)
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LABOAATORIODE PATOLOGA VE TERINARIA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
- LF’V HOSPITAL DE MEDICINA VETERINARIA “PROF. RENATO MEDEIROS NETTO”
’.‘ UFBA LABORATORIO DE PATOLOGIA VETERINARIA (LPV-UFBA)

Av. Adhemar de Barros, 500 — Ondina, Salvador (BA), 40170-110 Tel: (71) 3283-6739

FICHA DE EXAME NECROSCOPICO REGISTRO
ESPECIE NOME RACA
IDADE SEXO PELAGEM
PORTE PROCEDENCIA —|
ENDERECO DATA E HORA: DO OBITO
DO INICIO E FIM DA NECROPSIA
ANAMNESE/HISTORICO CLINICO/ DADOS EPIZOOTIOLOGICOS: [] Aula pritica
[ Laudo
Clic

SUSPEITA/DIAGNOSTICO CLINICO:

ESTADO NUTRICIONAL:
PELE/PELOS:

OLHOS:

BOCA:

NARINAS:

ORELHAS:

MUCOSAS:
VULVA/PREPUCIO:

ANUS:

TECIDO SUBCUTANEO:
LINFONODOS SUPERFICIAIS:
FARINGE/LARINGE:
TIREOIDES/PARATIREOIDES:

PLEURA E CAVIDADE TORACICA:

ESOFAGO:
TRAQUEIA:
PULMAO:

CORACAO:
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Anexo 4: Ficha de exame necroscopico - Laboratorio de Patologia Veterinaria (UFBA)



PERITONIO E CAVIDADE ABDOMINAL:
FiGADO:

OMENTO:
BACO:

PANCREAS:

ADRENAL:

RINS:

BEXIGA:

ESTOMAGO:

RUMEN:

RETiCULO:

OMASO:

ABOMASO:

LINFONODOS MESENTERICOS:
DUODENO:

JEJUNO:

iLEO:

CECO:

COLON:

RETO:

SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO/FEMININO:

GLANDULA MAMARIA:

0SS0S:
MUSCULOS:
ARTICULACOES:
SNC:

OUTRAS OBSERVACOES:
ALTERACOES CADAVERICAS:

MATERIAL COLETADO:

DIAGNOSTICO(S) ETIOLOGICO/MORFOLOGICO(S)
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Veterindrio (s) Responsdvel (veis)
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Anexo 5: Termo de doacdo do corpo do animal - Laboratdrio de Patologia Veterinaria
(UFBA)

UNIVEESIDADE FEDEEAL DA EAHIA
ESCOLA DE MEDICTNA VETERINARLA E ZOOTECNLA
HOEPITAL DE MFDICTNA VETERTNARTA

TEEMD DE DOACAD

Pelo presante tarma, eu
EG . CPF
Enderacn

faro 2 doagdo do corpo 2 este Hospital Veterinario do snims]l da espécie
. Tara . BEND . pelagam

., home idade para que =3
institwigZo utilize-o parz realizscio da mecropsia em auls: praticss ou projetos de

pesquiza.

Salvador, da de

Aszinatura do doador

Dy Anexar s Fichs Historico/Laudo Técnico emitida pelo Medico Veterinario

Axv. Adbcrar de Ezsrea, S0 - Ondine
Tk TL) 32816733
Emazil: heapmevGufba.br
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Anexo 6: Questionario para avaliacdo da qualidade de vida de cadelas com neoplasia
mamaria (YAZBEK e FANTONI, 2005)

TABELA 1 - Escala para avaliacio da aualidade de vida validada para c3es com cancer e dor™

{zero — pior QV [ 36 — methor QW)

1. Vocé acha gue a doenga
atrapalha a vida do seu
animal?

0. ( ) muitissimo

1. ( ) muito

2.( ) um pouco

3. ( )nao

5. Vocé acha que o seu
animal sente dor?

0. ) sempre

1.0 ) fregUentemente
2.0 ) raramente

3. ) nunca

9. O seu animal tem
vamitos?

0.4 ) sempre

1.0 ) freqUentemente
2. ) raramente

3. ) nao

2. 0 zeu animal continua
farendo as coisas que
gosta (brincar, passear..)?
0. ) nunca mais fez

1.[ ) raramente

2.0 ) freqUentemente

3. ) normalmente

6. O seu animal tem
apetite?

0. ) nao

1.0 ) 6 come forgado/sd o
que gosta

2.0 ) pouco

. ) normal

10. Como esta o intestino

do seu animal?

0. ) péssimoffunciona
com dificuldade

1. ) ruim

2. ) guase normal

3. ) normal

3. Como estad fempera-
mento do seu animal?
0. ) totalmente alterado
1.( ) alguns episadios
de alteragao

2. ) mudou pouco

3. ) normal

7. 0 zeu animal se cansa
faciimente?

0. ) sempre

1.0 ) fregUentemente

2.( ) raramente

3. ) esta normal

11. O seu animal € capaz

de se posicionar sozinho

para fazer xixi e cocd?

0. ) nunca mais conssguiu

1.( ) raramente consegue

2. ) as vezes consegue

3. ) conseque
normalmente

4. O seu animal manteve
05 hdbitos de higisne
{lamber-se, p. ex.)?

0. ) nao

1.0 ) raramente

2. ) menos que antes
3.0 ) esta normal

8. Como esta o sono do
seu animal?

0. ) muito ruim

1.0 ) ruim

2.0 )y bom

.0 ) normal

12. Quanta atengao

o animal estd dando

para a familia?

0. ) esta indiferente

1. ) pouca atengao

2. ) aumentou muito
(cargncia)

3. ) nao mudow/'esta normal
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Anexo 7: Caracteristicas clinicas e histopatolégicas dos carcinomas em tumores mistos
benignos apos o tratamento estabelecido. SRD: Sem raca definida.

Caso I:I:\:Se Raca (ég:s;?’if N Qui(:;iszgeersf;pia Sobrevida
1 9 SRD magra 3-5cm ndo sim nédo 150
2 6 Cocker Spaniel ~ normal 3-5cm ndo sim nédo 90
3 14 Poodle normal > 5¢cm ndo sim nédo 90
4 12 Pinscher normal > 5¢cm ndo ndo nao 150
5 11 Poodle normal > 5¢cm ndo ndo nédo 150
6 15 Poodle obesa > 5¢cm sim  sim nédo 90
7 10 SRD normal 3-5cm sim  sim nédo 60
8 7 Pastor Alemao normal > 5¢cm sim ndo nédo 180
9 12 Poodle obesa > 5¢cm sim  sim nédo 120
10 8 Poodle normal 3-5cm sim ndo nédo 150
11 14 SRD normal > 5¢cm ndo ndo 6 300
12 13 Poodle magra 3-5cm ndo sim 1 60
13 18 Poodle normal > 5cm ndo sim 4 160
14 12 SRD obesa 3-5cm ndo ndo 6 180
15 13 Poodle normal > 5cm ndo ndo 6 250
16 8 Cocker Spaniel normal > 5cm ndo nao 6 250
17 11 Poodle normal 3-5cm ndo ndo 6 540
18 9 SRD normal > 5cm ndo ndo 6 610
19 10 Poodle obesa > 5cm ndo ndo 6 540
20 16 Pinscher normal > 5cm ndo ndo 6 640
21 12 Poodle normal > 5cm sim  sim 6 330
22 6 Poodle normal > 5¢cm sim  sim 4 120
23 13 Pastor Aleméo normal > 5¢cm sim néo 6 390
24 5 SRD obesa 3-5cm sim  sim 1 60
25 13 Poodle normal > 5¢cm sim  sim 6 150
26 11 Poodle normal > 5¢cm sim néo 6 365
27 7 Cocker Spaniel magra > 5cm sim ndo 6 365
28 14 Pinscher obesa > 5¢cm sim néo 6 575
29 10 Poodle normal > 5¢cm sim néo 6 690
30 12 Pastor Aleméo normal 3-5cm sim ndo 6 670
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