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RESUMO

Marcadores tumorais sdo substancias presentes no tumor, no sangue ou em outros liquidos
bioldgicos, produzidos primariamente por ele ou, secundariamente pelo paciente, em resposta a
presenca do tumor. Em medicina os marcadores CEA e CA15.3 e as enzimas LDH e fosfatase
alcalina auxiliam no progndstico e deteccdo de recidivas em mulheres com cancer de mama,
enquanto as dosagens de proteinas totais e albumina auxiliam na avaliacdo do estado nutricional
da paciente. Em medicina veterinaria esses marcadores sdo pouco estudados. O objetivo deste
trabalho foi determinar e avaliar as concentracfes séricas de CEA, CA15.3, fosfatase alcalina e
LDH em cadelas higidas e cadelas com céncer de mama com e sem metastase, verificar a
existéncia de correlacdo entre os testes CEA e CA15.3 e determinar o perfil proteico dessas
pacientes realizando dosagens séricas de proteinas totais e aloumina. Foram avaliadas 69 cadelas
sendo 10 higidas, 41 com cancer de mama sem metastase, nove com cancer de mama e metastase
regional e nove com cancer de mama e metastase a distancia. As concentragdes séricas de CEA,
LDH e fosfatase alcalina ndo apresentaram alteracdes significativas (p>0,05) entre os grupos.
Entretanto, o grupo de cadelas com cancer de mama e metastase a distancia apresentou aumento
significativo (p= 0,029) de CA15.3 sérico quando comparado com os demais grupos, sugerindo
associacdo deste marcador tumoral com o estadiamento clinico do cancer de mama na cadela. O
marcador CA15.3 apresentou baixa correlagdo com CEA, sugerindo uma maior sensibilidade
frente a evolucdo tumoral. Na avaliacdo do perfil proteico, somente a albumina apresentou-se
elevada, com diferenca estatistica significativa (p< 0,05) no grupo de cadelas com cancer de

mama sem metastase.

Palavra chave: cancer, mama, cadela, marcador tumoral, perfil proteico
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ABSTRACT

Tumor markers are substances present in the tumor, blood or other fluids produced by it primarily
or secondarily by the patient, in response to the presence of tumor. In medicine, serum
biomarkers CEA, CA15.3 and enzymes LDH and alkaline phosphatase assist in prognosis,
therapy monitoring and detection of breast cancer recurrence in women, while the levels of total
protein and albumin help assess the nutritional status of the patient. In veterinary medicine, these
biomarkers are rarely studied. The aim of this study was to determine and evaluate the serum
concentrations of CEA, CA15.3, alkaline phosphatase and LDH in healthy female dogs and
female dogs with breast cancer with and without metastases, and observe the correlation between
tests CEA and CA15.3 and the disease staging, and to determine the protein profile of these
patients by dosage serum total protein and albumin. We evaluated 69 dogs and 10 healthy, 41
with mammary cancer without metastases, nine with mammary cancer and regional metastasis
and nine with mammary cancer and distant metastasis. Serum concentrations of CEA, LDH and
alkaline phosphatase showed no significant differences (p> 0.05) between groups. However, the
biomarker CA15.3 in the group of female dogs with mammary cancer and distant metastasis
increased significantly (p = 0.029) compared with other groups, suggesting an association of this
tumor marker with clinical staging of breast cancer in female dogs. The marker CA15.3 showed
low correlation with CEA, suggesting a greater sensitivity to tumor evolution. In assessing the
protein profile, only to albumin showed significant difference (p <0.05) in group of female dogs

with cancer without metastasis.

Keyword: cancer, mamary, female dog, tumor marker, protein profile
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1- INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, tém se verificado um aumento consideravel da prevaléncia do cancer em cées,
que é considerado por alguns autores como a maior causa de morte nessa espécie (LAS MULAS
& REYMUNDO, 2000; SORENMO et al, 2009). Estima-se que 48% das cadelas morrem ou sdo
submetidas a eutanasia um ano apds a intervencdo cirurgica para tratamento do cancer de mama,

devido a recorréncia tumoral ou aparecimento de metastases (GRAHANM & MYERS, 1999).

Os principais 6rgdos acometidos pela disseminacao tumoral sdo: linfonodos regionais (inguinais
superficiais e axilares), pulmdo, e com menor freqiéncia, rim, figado, baco, pele, glandulas
adrenais, encefalo, olhos e esqueleto (PELETEIRO, 1994; PEREZ ALENZA et al., 2000). A
disseminag@o dos carcinomas primarios da mama ocorre preferencialmente por via linfatica em
cadelas (PATSIKAS & DESSIRIS, 1996).

Nesse contexto tornam-se imprescindiveis estudos que investiguem a possibilidade de haver um
marcador tumoral que se expresse em resposta a presenca do tumor. Tais investigacdes tém como
proposta a utilizagdo desses marcadores no auxilio a deteccdo precoce de recidivas,
acompanhamento do animal durante o tratamento quimioterapico contribuindo para uma melhor

avaliacdo da evolucdo da doenca.

Até o momento, ndo existem reagentes para imunoensaios especificos para cancer de mama em
cadela. No intuito de avaliar a expressdo de marcadores tumorais séricos frente a tumores
mamarios caninos, o presente estudo realizou dosagens séricas de CA15.3 e CEA, utilizados em
medicina humana, e testes enzimaticos LDH e fosfatase alcalina em cadelas com neoplasias

mamarias em diferente estadios.

O estado nutricional também é um fator que influencia na qualidade de vida do animal doente,
interferindo na resposta ao tratamento da neoplasia e reduzindo seu tempo de sobrevida. A

avaliacdo nutricional é o primeiro passo para a identificacdo da desnutricdo e é usualmente feita
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pela combinacdo de parametros clinicos, antropométricos e laboratoriais (INUI, 1999) como
avaliacdo do perfil protéico. Neste contexto, realizou-se também no presente trabalho, dosagens
de proteinas totais e albumina sérica para avaliagdo do estado nutricional das pacientes

submetidas a exérese tumoral.

2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Neoplasia mamaria na cadela

Os tumores espontaneos da glandula mamaria correspondem ao tipo de neoplasia mais freqlente
em cadelas (PELETEIRO, 1994; CASSALI, 2000; MISDORP, 2002; CAVALCANTI &
CASSALLI, 2006). Essas lesdes tém despertado grande interesse a pesquisadores, devido ao
elevado indice de tumores malignos, em grande parte, reflexo do diagnostico tardio, que
compromete o tratamento e reduz a taxa de sobrevida dos animais (SILVA et al, 2004;
CAVALCANTI & CASSALLI, 2006).

A etiologia do cancer de mama é multifatorial, com participacdo de fatores geneticos, ambientais
e principalmente hormonais (SILVA et al, 2004). O estilo de vida aumenta a exposi¢do da
populacdo a fatores ambientais, nutricionais e quimicos potencialmente carcinogénicos, e a
interferéncia do homem nos habitos alimentares dos animais e no seu ambiente também os coloca
sob os mesmos riscos (MOULTON, 1990; SILVA et al, 2004).

O aparecimento do cancer de mama em cadelas aumenta significativamente com a idade.
Observa-se maior susceptibilidade entre os seis e 0s doze anos de idade (PELETEIRO, 1994;
CASSALLI, 2000), com rara ocorréncia em animais com idade inferior a dois anos (MOULTON,
1990). Quanto a predisposicdo racial aparentemente ndo ha uma raca especifica (PELETEIRO,
1994; CASSALI et al, 2003).

De maneira similar a espécie humana, as neoplasias mamarias ocorrem quase que exclusivamente
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em fémeas, sendo raras em machos, acometendo menos de 1% desses animais (MIALOT, 1988).
Os tumores mamarios apresentam-se frequentemente como nddulos Gnicos ou maltiplos, podendo
ocorrer diferentes tipos histol6gicos em uma ou mais glandulas mamérias de forma sincrénica.
Na ocorréncia de tumores multicéntricos aquele de pior progndstico determinard a evolucéao
clinica (CAVALCANTI & CASSALLI, 2006).

A frequencia de tumores mamarios benignos e malignos em cées varia consideravelmente devido
a existéncia de diferentes métodos de classificacdo dos tumores e auséncia de critérios uniformes
para diferenciar os tipos tumorais (CASSALI, 2000). A proporcdo entre tumores mamarios

benignos e malignos na maioria dos estudos oscila em 3:7 ou 4:6 (MISDORP et al, 1999).

Os tumores benignos apresentam-se geralmente como nddulos unicos ou mdaltiplos, bem
circunscritos e firmes a apalpacdo. Das cadelas com tumores mamarios diagnosticados como
benignos, cerca de 26% desenvolvem mais tarde, tumores em outras glandulas mamarias
(FAUSTINO et al, 2002; MISDORP, 2002). Os tumores malignos apresentam na maioria dos
casos tamanhos superiores a 5 centimetros, com aderéncias a planos profundos, podendo
apresentar por vezes, ulceragdo cutanea e metastases (QUEIROGA & LOPES, 2002; FERREIRA
et al., 2009).

O diagnostico inicial de neoplasia mamaria € realizado considerando-se a idade, o historico
reprodutivo, sinais clinicos como presenca de massa mamaria e aumento de volume de
linfonodos regionais. Alguns sinais sistémicos como dispnéia, tosse e claudicacdes também
podem ocorrer devido a presenca de metastases desses tumores (JONHNSTON, 1993). Essas
metastases podem ocorrer por via linfatica ou venosa (QUEIROGA & LOPES, 2002),
acometendo principalmente linfonodos regionais, pulmdes e menos frequentemente figado, Gtero,

vesicula urinaria ou 0ssos (NOWAK et al, 2007).

O diagnéstico definitivo do tumor baseia-se no resultado histopatolégico da biopsia, pois fornece
informacBes importantes sobre a natureza, o tipo histoldgico e a infiltracdo microscopica das
células tumorais, inclusive para cadeia linfatica (PELETEIRO, 1994; QUEIROGA & LOPES,
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2002; CASSALLI, 2003). A radiografia de térax € um procedimento rotineiro na veterinaria como
auxilio no diagndstico e a ultrassonografia abdominal € realizada quando ha suspeita de possiveis
metéstases & distanica (CAVALCANTI & CASSALLI, 2006).

Determinar o progndstico de um paciente canino com neoplasia mamaria pode ser dificil, uma
vez que o comportamento bioldgico destes tumores varia consideravelmente. Desta forma, a
definicdo de subpopulacbes de cadelas com evolugdes distintas de sobrevida facilitaria nao
apenas a determinacdo do prognéstico, como também a decisdo de melhores condutas
terapéuticas (KURZMAN & GILBERTSON, 1986).

O estadiamento, que € um parametro crucial para a definicdo da abordagem clinica dos tumores
malignos, envolve os seguintes pardmetros: tamanho do tumor, acometimento dos linfonodos
regionais e presenca de metastase a distancia (OWEN, 1980; PHILIBERT et al, 2003). Assim
pode-se dividir 0s casos em grupos por grau aparente da extensdo da doenca através do sistema
TNM (tumor/linfonodo/metéstase), proposto pela Organizagdo Mundial de Saude e aplicado

apenas para carcinomas (OWEN, 1980).

Em alguns casos a exérese cirurgica € o tratamento mais indicado (QUEIROGA & LOPES, 2002,
GOMES et al, 2006; STRAW, 2005), sendo que, o tipo de cirurgia depende da extensdo da
doenca, tamanho da lesdo, localizacao e drenagem linfatica (LAVALLE, 2009).

A quimioterapia € um método de tratamento adjuvante a cirurgia, para controle da doenca,
embora ainda ndo tenha sido comprovada sua eficacia em relacdo a taxa de sobrevida e qualidade
de vida das pacientes (BERGMAN, 2007; KIRPENSTEIIN & RUTTEMAN, 2006). Métodos
alternativos como radioterapia e hormonioterapia ainda sdo pouco utilizados na medicina
veterinaria (NOVOSAD, 2003).

A biopatologia dos tumores mamarios caninos interessa a comunidade cientifica em geral pelo
fato destes tumores terem sido propostos como modelo comparativo para o estudo do céncer de
mama na mulher (CASSALI, 2000; QUEIROGA e LOPES, 2002; KHANNA, 2006). Do ponto
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de vista académico o céo serve também como modelo humano para descoberta de novas drogas e
desenvolvimento de pesquisas (KHANNA, 2006), pois, quando comparado a modelos
experimentais de pequenos animais de laboratdrio, esses tumores na espécie canina possuem

maior semelhanga a espécie humana (CASSALI, 2000).

2.2- Aspectos semelhantes entre neoplasias mamarias na espécie humana e canina

O tumor de mama € a neoplasia mais freqliente nas fémeas, principalmente em mulheres e
cadelas (SILVA et al, 2004). Em mulheres é o primeiro tipo mais frequente no mundo,
respondendo por 22% dos casos novos a cada ano. Em cadelas, representam 52% de todas as
neoplasias, sendo que 50% s&o diagnosticadas malignas (DALECK et al, 1998; CASSALI et al,
2003; OLIVEIRA et al, 2009).

Os tumores mamarios espontaneos na cadela sdo de duas a trés vezes mais frequentes do que o
observado na mulher (SCHNEIDER, 1970). Devido a este fato, muitos trabalhos utilizam a
espécie canina como modelo comparativo com as lesées mamarias da espécie humana (PRIER e
BRODEY, 1963; MISDORP & HART, 1979; PELETEIRO, 1994; CASSALI, 2000; GAMA et
al, 2002

Um fator que possui grande influéncia no prognostico da doenca € a idade da paciente no
momento do diagnostico. A ocorréncia do cancer de mama é maior em pacientes mais idosos
tanto em cdes como em humanos (COHEN et al, 1974). Segundo Lebeau (1953) os dois
primeiros anos de vida da cadela correspondem a 24 anos na mulher, dai por diante, cada ano na
cadela, representam quatro anos da mulher. Na espécie canina a faixa etaria oscila entre 9 e 11
anos e na mulher entre 45 e 65 anos de idade. Ao utilizar-se a tabela de Lebeau (1953), verifica-
se que o0 aparecimento dos tumores mamarios nessas duas espécies ocorre em idades
correspondentes (SCHNEIDER, 1970).

A frequencia e a maior incidéncia de animais portadores de tumores mamarios malignos, com

metéstase a distancia, sdo baixas em comparacdo ao observado em medicina humana, uma vez
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que é comum proceder a eutandsia de animais mediante solicitacdo dos proprietérios,
interrompendo assim, o processo da doenga (THUROCZY, 2007).

No cancer de mama, em ambas as espécies, 0 estudo da expressao de proteinas especificas como
marcadores de fator prognostico e preditivo tém se revelado importante ferramenta de trabalho na
rotina diagndstica e de pesquisa (KANDIOLER- ECKERSBERGER, 2000). Entre essas proteinas
podemos citar: receptores hormonais (estrégeno e progesterona); proteina dos genes BRCA 1 e
p53 (supressores tumorais); marcadores de proliferacdo celular (MIB-1/Ki67) e 0 proto-oncogene
c-erbB-2 (CASSALLI, 2000).

Outros fatores prognosticos bem estabelecidos utilizados para avaliagdo do cancer de mama em
ambas as espécies sdo: tamanho do tumor, tipo histolégico e graduacdo histoldgica
(CAVALCANTI, 2006b).

S&o considerados aspectos biologicamente semelhantes nos estudos comparativos do cancer de
mama humano e canino: aspectos morfoldgicos tanto nas lesdes benignas quanto nas malignas
(OWEN, 1980; GILBERTSON et al, 1983; MOULTON, 1990; CASSALI, 2000), a origem no
sistema ductal, sendo que a lesdo maligna mais frequente na mulher € o carcinoma ductal
invasivo, e na cadela existe lesdo semelhante histologicamente infiltrativa e com origem no ducto
da glandula (STRANDBERG & GOODMAN, 1974; CASSALI, 2000) ), os orgdos alvos de
metéastases e a evolucgéo clinica das neoplasias (CAVALCANTI, 2006b).

Com o avanco da biologia molecular surgem novas perspectivas visando prevencdo, diagndstico
precoce e tratamentos mais eficazes para o cancer de mama tanto em medicina humana quanto
em medicina veterinaria (CASSALI et al , 2007).

2.3- Marcadores Tumorais

Moléculas associadas a presenca do cancer tém sido extensivamente investigadas e utilizadas na
pratica clinica na medicina humana por mais de 30 anos, e sdo definidas como marcadores
tumorais (GION & DAIDONE, 2004).

Os marcadores tumorais ou biomarcadores sao substancias presentes no tumor, no sangue ou em
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outros liquidos biolégicos, produzidos primariamente por ele ou, secundariamente pelo paciente,
em resposta a presenga do tumor. As concentracfes dessas substancias nos fluidos corporeos
devem refletir a extensdo do tumor, respostas ao tratamento e a progressao da doenca (JACOBS
& HASKELL, 1991).

Um marcador tumoral pode ser utilizado, em conjunto com anamnese, exames fisicos e
diagndsticos de imagem, para auxiliar na identificacdo de uma doenca especifica, na deteccdo de
metéstases ocultas e recidivas, na estimativa do volume tumoral, na escolha da terapia, no
acompanhamento de respostas ao tratamento ou como alvo para intervencdes terapéuticas em
ensaios clinicos (KOSHIDA et al, 1996; LINDBLOM & LILJEGREN, 2000).

A deteccdo do cancer parte do principio que certas caracteristicas expressas no tumor sao
diferentes das caracteristicas do tecido normal e essas “diferencas” podem ser detectadas no
tumor ou no sangue (LEVENSON, 2007). Neste caso os marcadores s&o denominados antigeno
tumor- especifico, pois estdo presentes apenas em células neoplasicas (ANDRIOLO, 2008).
Exemplo disso ocorre quando um oncogene é translocado, funde-se a um promotor ativo de outro
gene, e neste processo maligno o gene mutado leva a producdo ativa de uma proteina, com o
consequente desenvolvimento de um clone maligno (LINDBLOM & LILJEGREN, 2000).

Em outros casos algumas proteinas sdo fisiologicamente sintetizadas por células diferenciadas,
mas células neoplésicas as produzem em quantidades muito maiores, sendo também possivel
avaliar o tumor pelo aumento da expressdo tecidual e/ou concentracdo sérica da proteina
(LINDBLOM & LILJEGREN, 2000). Estes marcadores recebem o nome de antigeno tumor-
associado, pois estdo presentes tanto em células neoplasicas quanto em normais, diferenciando-se

pela quantidade ou forma molecular com que se apresentam (ANDRIOLO, 2008).

Esta definicdo leva a grande diversidade dos marcadores existentes, e, para direcionar a utilidade
de cada uma dessas substancias é necessario pensar no marcador ideal (MAGRO & BENTO,
1997). Este deveria ser altamente especifico para um determinado tipo de neoplasia e
suficientemente sensivel para detectar a presenca de pequeno numero de células neoplasicas,

permitindo o diagndstico precoce, em estudos populacionais (ANDRIOLO, 2008).
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No entanto até o momento, ndo existe um marcador tumoral perfeito, mas proteinas com a
maioria destas caracteristicas estdo disponiveis para auxiliar os oncologistas (JACOBS &
HASKELL, 1991) no acompanhamento do paciente previamente diagnosticado (ANDRIOLO,
2008).

Os biomarcadores podem ser classificados em dois grandes grupos: marcadores tumorais na
superficie da célula e marcadores tumorais no soro (MAGRO & BENTO, 1997). Numerosos
marcadores tumorais séricos tém sido descritos para uso no cancer de mama, incluindo as
mucinas (ex: CA15.3, BR27.29), proteinas oncofetais (CEA), oncoproteinas (ex: c-erbB2, c-myc
e p53) e citoqueratinas (ex: TPA e TPS). Desses, 0 CEA e CA15.3 s&o os mais indicados na
pratica clinica (CHEUNG et al, 2000; MOLINA, 2005).

Na tentativa de aumentar a especificidade e sensibilidade dos testes, o Grupo Europeu de
Marcadores Tumorais (EGTM) publicaram uma recomendagdo para 0 acompanhamento de
pacientes com cancer de mama utilizando a combinagdo de dois marcadores tumorais séricos,
CEA e CA15.3 (MOLINA et al, 2005).

O aumento da concentracdo sérica de algumas enzimas também pode auxiliar no
acompanhamento da evolucdo do tumor j& diagnosticado. Estas enzimas, como a fosfatase
alcalina e a desidrogenase latica, sdo consideradas marcadores de baixa especificidade, pois
podem encontrar-se elevadas em doencas ndo- neoplasicas (ALMEIDA et al, 2007;
CARVALHO, 1993; KESHAVIAH et al, 2007).

Em medicina humana, alteracdes séricas de marcadores tumorais indicados pela ASCO
(American Society of Clinical Oncology) (HARRIS et al, 2007) podem auxiliar na avaliacao
prognostica e acompanhamento do tratamento em mulheres com cancer de mama. Apesar da alta
frequéncia do carcinoma mamario na espécie canina e das semelhancas identificadas com a
espécie humana, o nimero de pesquisas relacionadas a esses marcadores em medicina veterinaria
€ escasso.

Na tabela 1 estdo relacionados alguns exemplos de marcadores tumorais complementares no

diagndstico de neoplasias humanas, sua expressao e sua utilidade pratica.
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Tabela 1 — Marcadores tumorais com suas respectivas utilidades clinicas

Marcador Tumoral Expressdo em neoplasias Uso potencial em neoplasias
Alfa-fetoproteina Cancer de células Auxilio na deteccéo e
(AFP) germinativas de diagnostico.
ovario e testiculo, Acompanhamento dos
carcinoma pacientes ap0s tratamento.
hepatocelular.
Antigeno Cancer colo-retal, Acompanhamento dos
carcinoembrionario melanoma, linfoma, pacientes ap0s tratamento.
(CEA) estdbmago, mama,
pulmao, figado,
ovario, rins, tiredide.
Antigeno Cancer de ovério, Monitoramento do paciente
Carboidrato 125 utero, cérvix, durante tratamento,
(CA 125) pancreas, figado, identificacdo de recidiva.

Antigeno do céncer 15.3
(CA15.3)

Antigeno carboidrato 19.9
(CA19.9)

Lactato
desidrogenase
(LDH)

Antigeno
especifico
prostatico (PSA)

B-Gonadotrofina
Coridnica Humana
(B-HCG)

colo, pulméo, mama,
trato digestivo.

Cancer de mama

cancer de estomago,
pancreas, trato biliar e
colorretal

Em quase todos os
tipos de cancer

Cancer de prostata.

Coriocarcinoma
(utero), doenca
trofoblastica,
ovario, testiculo,
figado, estbmago,
pancreas e pulmao.

Monitoramento do paciente
durante tratamento,
identificacdo de recidivas.

Monitoramento do paciente
durante tratamento,
identificacdo de recidivas.

N&o pode ser utilizado no
diagnostico de um tipo
particular de cancer. Util no
monitoramento de Sarcoma
de Ewing, linfoma néo
Hodgkin e leucemia.
Monitoramento do paciente
durante tratamento,
identificacdo de recidivas.

Triagem em
mulheres com
alto risco de
coriocarcinoma.
Avaliacdo do
tratamento.

FONTES: MILLAN e FISHMAN, 1995; INCA 2010
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2.3.1-CA 153

O antigeno do cancer 15.3 (CA 15.3) é uma glicoproteina com alto peso molecular (300-400 Kd)
produto do gene MUC 1. Embora a funcdo fisiolégica da proteina MUC 1 ainda ndo seja
completamente esclarecida, seu papel tem sido relacionado a adesdo celular, imunidade e
metastases (DUFFY et al, 2004). A identificagdo do marcador tumoral CA 15.3 se d& por dois
anticorpos (Ac) monoclonais: clone DF3 (Ac contra extratos purificados de uma fragéo isolada de
membrana originaria de carcinoma mamario) e clone 115D8 (Ac contra membrana de globulina
de gordura do leite), detectados em imunoensaios (SOUZA, 2002). E produzida em pequenas
quantidades pelas células epiteliais normais da mama (KESHAVIAH et al, 2007) e superexpressa
por uma variedade de adenocarcinomas, especialmente os relacionados ao cancer de mama
(SOUZA, 2002).

Como todo biomarcador tumoral, por ndo ser 100% especifico, pode apresentar suas
concentracdes elevadas em doencas benignas como hepatite crénica, tuberculose e sarcoidose e
em outras neoplasias como o cancer de ovario, colo uterino, pulmao e hepatico (CHEUNG et al,
2000; ALMEIDA et al, 2007).

O CA15.3 possui importancia fundamental no acompanhamento da evolucdo do cancer de mama
na mulher, podendo preceder os sinais clinicos em até 13 meses (SOUZA, 2002; ALMEIDA et
al, 2007) e na avaliacao de falha ou sucesso terapéutico (WU et al, 2010). Sua sensibilidade varia
de acordo com a massa tumoral e o estadiamento clinico da doenca (ALMEIDA et al, 2007),
apresentando niveis séricos elevados em 60 a 80% das pacientes com metastases em cancer de
mama (CHEUNG et al, 2000).

Segundo trabalho realizado por Park et al (2008) em mulheres portadoras de carcinomas
mamarios, niveis séricos elevados do marcador no pré- operatério esta associado a um pior
prognostico da doenca. Em medicina humana a ASCO (HARRIS et al, 2007) recomenda a
utilizacdo do CA15.3 para monitorar pacientes com cancer de mama durante tratamento

terapéutico. O marcador ndo descarta a avaliacdo clinica, anamnese e diagndsticos de imagem.
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Em medicina veterinaria Marchesi et al (2007) realizaram um trabalho de avaliacdo da
concentracdo sérica e plasméatica do CA15.3 em cdes, com finalidade de determinar um valor de
referéncia para este biomarcador na espécie. O estudo avaliou 0 marcador sérico em grupos de
animais saudaveis e animais com diferentes lesdes neoplasicas. No entanto, devido a diversidade
dos tipos tumorais incluidos no trabalho e a ndo especificidade para cancer de mama, ndo foi
possivel estabelecer um pardmetro de comparacdo para o marcador em cadelas portadoras de

carcinoma mamario.

2.3.2- CEA

O antigeno carcinoembrionario (CEA) é um marcador tumoral que tem sido extensivamente
estudado desde sua identificacdo, em 1965. E uma glicoproteina com peso molecular de 180 Kd
pertencente a familia das imunoglobulinas (SOUZA, 2002) e produzido pelas células normais da
mucosa gastrointestinal (ALMEIDA et al, 2007).

Sua funcéo ainda néo esta totalmente elucidada, mas alguns trabalhos indicam o envolvimento da
molécula na adesdo intercelular in vitro (VON KLEIST et al, 1995; SOUZA, 2002), outros
autores mostram sua acdo tumorigénica na inibicdo da diferenciacdo celular (CHARBONNEAU
& STANNERS, 1999). Originalmente foi descrito como presente em adenocarcinoma de colon e

reto (ALMEIDA et al, 2007) mas ausente em tecido coldnico adulto normal.

N&o é considerado um antigeno 6rgdo especifico, pois sua detec¢cdo no soro correlaciona-se com
varias malignidades (HARRIS et al, 2007). A freqiiéncia com que o nivel de CEA esté elevado e 0
valor atingido depende da extensdo da doenca e do grau da diferenciacdo (MAGRO & BENTO,
1997). Estudos demonstram que 35% a 50% das mulheres com cancer de mama apresentam

elevacdo na concentracdo sanguinea deste antigeno (ALMEIDA et al, 2007).

Em medicina humana é usado em predilecdo para cancer colorretal e pulmonar (ALMEIDA et al,
2007). Segundo consenso da ASCO realizado em 2007 (HARRIS et al, 2007), seu uso é

recomendado em cancer de mama para avaliacdo da resposta ao tratamento, indicando falha
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quando apresentar-se elevado entre as primeiras 4 e 6 semanas ap0s o inicio da quimioterapia. Sua
especificidade e sensibilidade aumentam quando associado a outro marcador tumoral (NICOLINI
et al, 2006) podendo ser Gtil, com maior eficacia, para monitorar a remocdo cirdrgica do tumor,
tratamento e recidivas (PARK et al, 2008).

Em medicina veterinaria ndo ha relatos do uso de marcador tumoral sorolégico na prética clinica,
e existem poucos trabalhos a respeito. Marchesi et al (2007) iniciaram um estudo com a
finalidade de estabelecer um valor de referéncia para CEA sérico na espécie canina, no entanto
ndo obtiveram éxito devido a ndo deteccdo de algumas dosagens pela baixa sensibilidade do

reagente.

Por outro lado Balint et al (2008) realizaram um trabalho onde foi avaliado o nivel sérico de
CEA em caninos e felinos de um grupo com diversas neoplasias, das quais duas eram carcinomas
mamarios. Neste grupo as concentragOes séricas de CEA estavam pelo menos duas vezes mais
alta (3,0- 4,5 ng/mL) que o valor de referéncia estabelecido no trabalho (1,50- 1,65 ng/mL).
Porém os grupos eram heterogéneos englobando as diferentes espécies, ambos 0s sexos, e Varios
tipos de tumores. Dessa forma ndo foi possivel estabelecer um direcionamento preciso para o uso

do marcador.

2.3.3- Fosfatase alcalina

As fosfatases sdo hidrolases que utilizam como substratos fosfomonoésteres, as quais estdo
amplamente distribuidas na natureza, tendo sido encontradas em animais, vegetais e em
microorganismos. Estas enzimas sdo divididas em 3 grupos principais: fosfatases alcalinas,
fosfatases acidas e proteinas fosfatases (AOYAMA et al, 2003).

A fosfatase alcalina esta amplamente distribuida nos tecidos humanos, notadamente na mucosa
intestinal, figado, tabulos renais, baco, 0ssos (osteoblastos) e placenta. A forma predominante no
soro em adultos normais origina-se, principalmente, do figado e esqueleto. Sua funcdo metabdlica
esta associada ao transporte lipidico no intestino e com processos de calcificacdo 6ssea (MOTTA,
2000).
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Em medicina humana, ha trabalhos referentes ao uso da fosfatase alcalina como um indicador
sensivel para o cancer, principalmente em casos de obstrugdo dos ductos biliares e alteragdes na
funcdo hepética (KESHAVIAH et al, 2007). Alguns autores consideram que esta enzima seja um
marcador tumoral de baixa especificidade, pois sua concentracdo sanguinea se altera em varias
malignidades, no entanto, tém interesse em acompanhar a evolugdo de tumores ja conhecidos
(MAGRO, 1997).

Um estudo conduzido pelo Grupo Internacional de Estudo do Céancer de Mama (IBCSG) avaliou
a sensibilidade da fosfatase alcalina na deteccdo de recorréncia de cancer de mama. Como
concluséo observaram que a enzima estava aumentada em pacientes que apresentavam metastase
(principalmente Ossea e hepatica) comparando com as pacientes com melhor prognostico
(CRIVELLARI et al, 1995).

2.3.4- LDH

A desidrogenase lactica (LDH) é uma enzima que cataliza o Gltimo passo da glicolise, onde o
piruvato é reduzido a lactato (RIDGWAY, 1985). Esta presente no citoplasma de todas as células
do organismo, sendo rica no miocardio, figado, musculo esquelético, rim e eritrocitos. Os niveis
teciduais de LDH sdo, aproximadamente, 500 vezes maiores do que 0s encontrados no soro, e
lesbes teciduais provocam elevacOes plasmaticas significantes desta enzima (MOTTA, 2000).
Apresenta frequentemente seus niveis sericos aumentados em pacientes com cancer
(KOUKOURAKIS et al, 2009).

Sob o ponto de vista bioquimico, a célula neoplasica apresenta uma elevada taxa de glicolise
comparada a célula sadia (CARVALHO, 1993). Embora a conversdo de piruvato em lactato
ocorra nas células normais em condicGes de hipoxia, as células tumorais produzem grandes
quantidades de lactato, mesmo quando ha oxigénio, ndo sendo este portanto um fator limitante
(FANTIN et al, 2006). Em neoplasias a LDH pode estar relacionada com o volume do tumor,
podendo apresentar implicacBes progndsticas muito importantes. No entanto, por ndo ser

especifico, este teste ndo pode ser usado como valor diagndstico. Em pacientes portadores de
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cancer, altos niveis de LDH anteriores ao tratamento comprovam consistentemente ser um fator
de risco adverso, e refletem presumivelmente a taxa de crescimento tumoral (ALMEIDA et al,
2007).

No entanto, a regulacdo do nivel sérico enzimatico depende de duas variaveis: producdo e
metabolizacdo. A LDH é preferencialmente retirada da circulacdo e metabolizada pelas células do
sistema reticulo-endotelial; assim, seu nivel sérico elevado encontrado em diversas situacfes
neoplasicas deve-se ndo s6 ao aumento de producdo pela excessiva massa celular tumoral, como
também pela diminuicdo do clearence enzimatico que decorre da disfuncdo da medula 6Ossea,

figado e sistema imune promovida pela doenca neoplasica de base (CARVALHO, 1993).

2.4- Estado nutricional

Os efeitos metabdlicos, endocrinolégicos e hematoldgicos, consequentes a presenca do tumor
primario, em locais distantes a ele, sdo conhecidos por sindromes paraneoplasicas (RAMOS et al,
2008). A caquexia € um exemplo dessa sindrome, que se caracteriza clinicamente pela perda
progressiva de peso, mesmo com ingestdo aparentemente adequada de nutrientes, anorexia,
emaciacdo, fraqueza, cansaco, mau desempenho e fungdo imune comprometida. 1sso se deve a
alteracdes no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios (ANTUNES & MORENO, 2009).

E a sindrome paraneoplasica mais comum em medicina veterinaria (PUCCIO & NATHANSON,
1997; ANTUNES et al, 2009 ) sendo um indicativo de pior prognéstico, pois ao comparar
pacientes com neoplasias semelhantes, 0s que apresentam o quadro caquético, tém resposta
diminuida ao tratamento, pior qualidade de vida e menor tempo de sobrevida (OGILVIE &
MOORE, 1995).

Neste quadro de desnutricdo, a degradacdo de proteinas geralmente excede a sua sintese,
resultando em perda de massa corporal, diminuicdo na sintese de proteinas e balanco de
nitrogénio alterado (OGILVIE & VAIL, 1990). A perda liquida de proteinas provoca diminuicao

na imunidade humoral, na funcéo gastrintestinal e na cicatrizacao de feridas.
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A perda de proteinas corporais manifesta-se clinicamente como atrofia dos madsculos
esqueléticos, hipoalbuminemia, hipoproteinemia, velocidade reduzida na cicatrizacao e infecgdes
frequentes. Assim, 0s pacientes com cancer tém alteragdes no metabolismo proteico que podem
gerar sérios riscos a saide (ANTUNES et al, 2009).

Neste contexto, a avaliacdo nutricional é o primeiro passo para a identificacdo da desnutrigdo e é
usualmente feita pela combinacdo de parametros clinicos, antropométricos e laboratoriais (INUI,
1999), como dosagens de testes séricos como proteinas totais e albumina (KANEKO et al, 1997).

2.4.1- Proteinas totais

As proteinas sdo compostos indispensaveis a vida, representando a base da estrutura de células,
tecidos e orgdos. Funcionam como catalisadores enzimaticos nas reacfes bioquimicas,
carreadores de muitos constituintes do plasma e na defesa organica como anticorpos (KANEKO
et al, 1997; NAKAGE et al, 2005). S&o sintetizadas pelos hepatdcitos e secretadas na circulagéo,
sendo distribuida 40% nos musculos, 10% nos 6rgdos, 30% na pele e 20 % no sangue
(FUHRMAN et al, 2004)

Pelo significado bioldgico e multiplas fungdes exercidas no sistema organico, a avaliacdo dos
niveis séricos das proteinas totais e de suas fracfes (albumina, alfaglobulinas, betaglobulinas e
gamaglobulinas), representa um importante auxilio ao diagndstico clinico para avaliacdo do

estado nutricional de pacientes portadores de cancer (KANEKO et al, 1997).

A determinacdo das concentracdes sericas de proteinas vem se tornando um procedimento
valioso para o entendimento dos processos fisiopatoldgicos, sendo utilizada em animais sadios e
doentes (NAKAGE et al, 2005) E considerado um procedimento réapido e pratico, podendo ser
repetida inimeras vezes (WINKLER et al, 1989).

A concentracdo de proteinas séricas ndo é afetada somente pelo balanco entre a sintese e

degradacdo, mas também por mudancas na quantidade e na distribuicdo dos fluidos corporais, por
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mudancas na permeabilidade capilar, por perdas externa e por retorno linfatico (RAGUSO,
2003). Pesquisas tém evidenciado que a qualificacdo e a quantificacdo de proteinas séricas podem
subsidiar o diagndstico e trazer valiosas informagdes progndsticas e de monitoramento de
doencas como o cancer (ECKERSALL, 2000; NAKAGE et al, 2005).

2.4.2- Albumina

A albumina é a proteina mais abundante no sangue, constituindo cerca de 35- 50% das proteinas
no plasma de cées saudaveis. E fundamental para a manutencio da pressio osmotica, necessaria
para a distribuicdo correta dos liquidos corporais entre o compartimento intravascular e o
extravascular é a maior fonte de aminoécidos que pode ser utilizado pelo corpo (CERON et al,
2005).

Tecles et al (2009) realizaram um trabalho avaliando as concentragdes seéricas de proteinas de
fase aguda em cadelas portadoras de cancer de mama em diferentes estadios. Observaram como
resultado a concentracdo diminuida de albumina sérica no grupo de cadelas em estadio avancado

(apresentando metéastase), quando comparado as cadelas saudaveis ou sem metéastases.

Em medicina humana, além de testes fisicos, como a variacdo de peso corpdreo, a albumina
sérica € um dos parametros utilizados para avaliar o estado nutricional de pacientes portadores
cancer. 1sso se deve ao baixo custo do teste e a alta acuracia (na auséncia de disfuncdo hepética
e/ou renal) (SILVA, 2006). No entanto, a albumina apresenta uma meia vida de 19 a 20 dias e o
seu aumento é lento, sendo seu uso adequado somente para avaliar a variacdo do estado

nutricional a longo prazo (OTA et al, 1985).

3- HIPOTESE

O grupo de cadelas com cancer de mama em estadio avancado (com metastase a distancia)
apresentara niveis aumentados da concentracdo sérica de CEA, CA15.3, fosfastase alcalina e

LDH, enquanto as dosagens sérica de proteinas totais e aloumina estardo diminuidas.
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4- OBJETIVOS

4.1- Objetivo Geral:

Avaliar os niveis de CEA, CA15.3, fosfatase alcalina, LDH, proteina e albumina em cadelas

portadoras de neoplasias mamarias malignas — primarias ou metastaticas.

4.2- Objetivos Especificos:

- Quantificar as concentracdes séricas de CA15-3 e CEA pela técnica de ELISA e fosfatase
alcalina e LDH pelo método cinético, comparativamente entre os grupos de cadelas higidas,
cadelas com cancer de mama sem metastase (T123NoMp), cadelas com cancer de mama e
metéstase regional (T123N12Mp) e cadelas com cancer de mama e metastase a distancia
(T1,23N1,2My),

- Avaliar o perfil protéico com dosagens séricas de proteinas totais e aloumina em cadelas
higidas, cadelas com cancer de mama sem metastase (T123NoMo), cadelas com cancer de mama e
metéstase regional (T123N12Mg) e cadelas com cancer de mama e metéstase a distancia
(T1,23N12My),

- Correlacionar as dosagens sericas dos testes CA15.3 e CEA nas cadelas higidas, cadelas com
cancer de mama sem metastase (T123NoMp), cadelas com cancer de mama e metastase regional

(T123N12Mg) e cadelas com cancer de mama e metastase a distancia (T123N12My).

5- MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo das coletas amostrais, o presente trabalho contou com o apoio dos Hospitais
Veterinarios da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerias (UFMG) e da

Escola de Veterinaria da Universidade Federal da Bahia (UFBA). Os procedimentos foram
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realizados no Laboratorio de Patologia Comparada do Departamento de Patologia Geral do
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG (LPC/ ICB/ UFMG) e no Laboratério de Anélises
Clinicas Francis no SESC de Belo Horizonte /IMG.

5.1. Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), sob
protocolo de n° 258/08 (Anexo 1).

5.2. Selecéo dos Casos

Participaram do trabalho 67 cadelas, selecionadas casualmente, sem predilecdo de raca e com
faixa etaria minima de 6 anos, que deram entrada no Hospital Veterinario da UFMG ou no
Hospital Veterinario da UFBA. Os animais foram divididos em 4 grupos com 0s seguintes

critérios de inclusao:

-Grupo |- Cadelas sem cancer de mama (n= 10): Cadelas submetidas a

ovariohesterectomia ou exame de rotina ndo apresentando nenhuma evidéncia de cancer;

- Grupo II- Cadelas com cancer de mama sem metastase (n= 41): Cadelas submetidas a
cirurgia para exérese tumoral, com diagndstico histopatoldgico compativel para carcinomas
mamarios (independente do tipo tumoral), linfonodos regionais (axilares e inguinais) sem

alteracdo aparente e radiografia toracica sem evidéncias de metastase;

- Grupo Ill- Cadelas com cancer de mama e metastase regional (n=9): Cadelas
submetidas a cirurgia para exérese tumoral, com diagndstico histopatolégico positivo para cancer
de mama (independente do tipo tumoral), com metastase em linfonodo(s) regional(is) e

radiografia toracica sem evidéncias de metéastase;

- Grupo IV- Cadelas com cancer de mama e metastase a distancia (n=8): Cadelas
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submetidas a cirurgia para exérese tumoral, com diagnostico histopatoldgico positivo para cancer
de mama (independente do tipo tumoral), com metéastase em linfonodo(s) a distancia e/ou
radiografia toracica apresentado areas radiopacas sugestivas de metéstase.

Os diagnosticos foram liberados por médicos veterinarios patologistas do Laboratério de
Patologia Comparada do Departamento de Patologia Geral do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG (LPC/ ICB/ UFMG). Os critérios utilizados para o diagnostico das lesdes seguiram as
propostas de Misdorp et al (1999).

5.3. Coleta do material

A coleta do material foi realizada no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria da UFMG e
Escola de Veterinaria da UFBA, no momento pré-cirargico (nas cadelas dos grupos 11, 11 e IV) e

em cadelas que realizavam exames de rotina (cadelas do grupo I).

As amostras foram colhidas por puncao venosa, apés a anti- sepsia com solucéo de alcool-iodado.
Utilizou-se tubos plasticos de coleta a vacuo (Vacutainer) de 10mL, sem anti-coagulante, e
agulhas descartaveis de 0,7 x 25 mm. Apds a coleta, as amostras foram centrifugadas por 5
minutos a 3000rpm, o soro aliquotado e armazenado em dois tubos eppendorf devidamente
identificados com o nome da cadela e seu numero de identificacdo da ficha clinica. O soro foi
colhido com o cuidado de evitar hemolise e a centrifugacédo realizada ap0s retracdo do coagulo.
Uma das amostras foi encaminhada para realizacdo dos testes enzimaticos LDH e fosfatase
alcalina no mesmo dia da coleta, o outro, congelado em temperatura abaixo de -20° C para

realizacdo, apds a liberacdo do diagndstico, de proteinas totais, aloumina, CEA e CA15.3.

5.4. Testes laboratoriais

O material colhido foi encaminhado para processamento no Laboratério de Analises Clinicas
Francis (SESC- MG). O transporte das amostras foi realizado em curto tempo (méaximo de 1 hora

apos retirada do refrigerador) utilizando-se caixa térmica com bolsa de gelo.
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As dosagens séricas foram realizadas segundo protocolo de cada fabricante. Juntamente com toda
bateria de teste foi dosada uma amostra de soro controle (do préprio Kit), com intervalo de

concentracdo conhecido.

5.4.1. CA15.3

O teste ELISA CA 15-3 é baseado no principio de ensaio de fase s6lida ndo competitivo baseado
na técnica direta de sanduiche. O sistema utiliza anticorpo monoclonal direcionado contra um
determinante antigénico especifico na molécula intacta de CA 15-3, usada para imobilizacdo da
fase s6lida nas microcavidades. Os padrfes, controles e as amostras sdo incubadas juntamente
com anti- CA15.3 anticorpo monoclonal ligada a Biotina (MADb, derivado de rato), na microplaca
impregnada com Streptavidina. O padrdo de CA15.3 e a amostra sdo absorvidos pela
Streptavidina que recobre a microplaca e o anti-CA15.3 ligado a biotina MAb durante a

incubacéo.

ApoOs incubado, o excesso de anticorpos marcados ndo ligados € removido com lavagens
(solugédo tampép Tris- HCL com Tween 20). Adiciona-se, entdo, o substrato/cromoégeno TMB
(Per6xido de hidrogénio e 3,3°,5,5’ tetra zetilbenzidina) em cada cavidade da microplaca, com
iSO inicia-se a reacdo enzimatica. Durante a reacdo ha o desenvolvimento de uma coloragéo azul
se 0 antigeno estiver presente. A intensidade da cor é proporcional a quantidade de CA15.3
presente na amostra. Utiliza-se por fim uma solucdo de parada (&cido cloridrico 0,12 M), com
finalidade de interromper a reacdo enzimatica. As absorbancias sdo medidas

espectrofotometricamente em filtro 405 nm.

A concentracdo das amostras das pacientes € obtida através da leitura na curva padrdo (valor da
absorbancia versus a concentracdo de cada padrdo). O procedimento do ensaio segue descrito

abaixo:

1- Primeiramente ter o cuidado de deixar 0s reagentes em temperatura ambiente antes do

uso,
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2-

Preparar os reagentes para uso:
2.1- Solucdo de Lavagem: colocar 50 mL de solucdo de lavagem concentrada dentro de
um frasco limpo e diluir 25 vezes adicionando 1200 mL de &gua destilada ou deionizada.

Armazenar por até 2 semanas a uma temperatura de 2-25°C em frasco fechado,

2.2- Preparacdo da amostra: diluir as amostras 1:41 através da mistura de 25uL da

amostra com 1mL de diluente da amostra,

2.3- Solugdo de anticorpos: Preparar o volume de anticorpos necessario através da mistura
50uL da solugdo Tracer com 1mL de solucdo Biotina Anti CA15.3 por tira. Estavel por

até 3 semanas a uma temperatura de 3 a 8°C,

Pipetar 25uL dos calibradores, controles e amostras diluidas dentro das cavidades da
placa de ELISA,

Pipetar 100uL da solucdo de anticorpos em cada cavidade. Cobrir a microplaca com o

filme aderente e agitar por 5 minutos,

Incubar por 2 horas a temperatura ambiente (20- 25°C),

Efetuar o processo de lavagem, esvaziando 0 pogo por aspiracdo e inverter
cuidadosamente por um tempo em papel toalha limpo. Adicionar 300uL de solucdo de
lavagem em cada cavidade, esvaziar por aspiracdo e repetir este procedimento 5 vezes.

Depois da execucdo inverter a microplaca sobre um papel toalha por algum tempo,

Pipetar 100uL do substrato (TMB HRP) em cada poco de reagdo. Sendo que o tempo de

pipetagem ndo exceda 10 minutos,

Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente em local sem iluminacéo,



9- Pipetar 100uL de solugéo de parada em cada pocinho, homogeneizar cuidadosamente

(este passo bloqueia a reacdo enzima substrato),

10- Realizar a leitura dentro de 15 minutos em comprimento de onda de 405 nm.

As amostras foram obtidas de preferéncia sem lipemia, ictericia ou hemdlise, a fim de evitar
interferéncias nos resultados. O equipamento utilizado para leitura do teste foi o aparelho
Labmax 240 (Labtest Diagnéstica). Os resultados foram expressos em U/mL.

Para cancer de mama na espécie canina os valores de CA15.3 ndo possuem uma referéncia
estabelecida. Os valores obtidos foram comparados com o grupo controle do proprio trabalho

(cadelas sem céancer de mama).

5.4.2- CEA

O ensaio imunoenzimatico de CEA é baseado no principio de ensaio de fase solida nao
competitivo baseado na técnica direta de sanduiche. Os padrdes, controles e as amostras sao
incubadas juntamente com anticorpo monoclonal Biotinilado anti- CEA conjugado com
peroxidase (MADb derivado de rato), na microplaca impregnada com Streptavidina. Apos
incubado, o excesso de anticorpos marcados ndo ligados é removido com lavagens (solugédo
tampapoTris- HCL com Tween 20). Adiciona-se, entdo, o substrato/cromogeno TMB (Perdxido
de hidrogénio e 3,3°,5,5 tetra zetilbenzidina) em cada cavidade da microplaca, com isso inicia-Se
a reacdo enzimatica. Durante a reacdo ha o desenvolvimento de uma coloracao azul se o antigeno
estiver presente. A intensidade da cor € proporcional a quantidade de CEA presente na amostra.
Utiliza-se por fim uma solucdo de parada (&cido cloridrico 0,12 M), com finalidade de
interromper a reacdo enzimatica. As absorbancias sdo medidas espectrofotometricamente em
filtro 405 nm.

A concentracdo das amostras das pacientes é obtida através da leitura na curva padrao (valor da
absorbancia versus a concentracdo de cada padrdo). O procedimento do ensaio segue descrito

abaixo:
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1-

Primeiramente ter o cuidado de deixar os reagentes em temperatura ambiente antes do

uso,

Preparar 0s reagentes para uso:
2.1- Solucdo de Lavagem: colocar 50 mL de solucéo de lavagem concentrada dentro de
um frasco limpo e diluir 25 vezes adicionando 1200 mL de &gua destilada ou deionizada.

Armazenar por até 2 semanas a uma temperatura de 2-25°C em frasco fechado,

2.2- Solugdo de anticorpos: Preparar o volume de anticorpos necessario através da mistura
50uL da solucdo Tracer com 1mL de solucdo Biotina Anti CEA por tira. Estavel por até 3

semanas a uma temperatura de 3 a 8°C,

Pipetar 25uL dos calibradores, controles e amostras dentro das cavidades da placa de
ELISA,

Pipetar 100uL da solucdo de anticorpos em cada cavidade. Cobrir a microplaca com o

filme aderente e agitar por 5 minutos,

Incubar por 1 hora a temperatura ambiente (20- 25°C),

Efetuar o processo de lavagem, esvaziando 0 pogo por aspiracdo e inverter
cuidadosamente por um tempo em papel toalha limpo. Adicionar 300uL de solucdo de
lavagem em cada cavidade, esvaziar por aspiracdo e repetir este procedimento seis vezes.

Depois da execucdo inverter a microplaca sobre um papel toalha por algum tempo,

Pipetar 100uL do substrato (TMB HRP) em cada poco de reagdo. Sendo que o tempo de

pipetagem ndo exceda 5 minutos,

Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente em local sem iluminacdo, em agitacédo

constante,



9- Pipetar 100uL de solugédo de parada em cada poco, homogeneizar cuidadosamente (este

passo blogueia a rea¢do enzima substrato),

10- Realizar a leitura dentro de 15 minutos em comprimento de onda de 405 nm.

As amostras foram obtidas de preferéncia sem lipemia, ictericia ou hemdlise, a fim de evitar
interferéncias nos resultados. O equipamento utilizado para leitura do teste foi o aparelho
Labmax 240 (Labtest Diagnéstica). Os resultados foram expressos em ng/mL.

Para cancer de mama na espécie canina os valores de CEA ndo possuem uma referéncia
estabelecida. Os valores obtidos foram comparados com o grupo controle do proprio trabalho

(cadelas sem cancer de mama).

5.4.3. Fosfatase alcalina

A dosagem de fosfatase alcalina foi realizada pelo método cinético- colorimétrico (Roy
modificado) utilizando kits comerciais da Analisa Gold® para diagnéstico humano. O principio
do teste baseia-se na atuacdo da fosfatase alcalina do soro que hidrolisa o substrato de
timolftaleina monofosfato, liberando timolftaleina e fosfato inorgéanico. Pela adicdo de alcali, a
acdo enzimatica é inibida e a timolftaleina adquire cor azul, cuja absorbancia ¢ medida
fotometricamente. A cor do produto final da reacdo é resultante da mistura de cor azul e a cor

propria do substrato.

O analito é estavel por 7 dias entre 2-8°C. Como critério de rejei¢cdo das amostras foi levado em
consideracdo a hemdlise, que poderia interferir nos resultados devido a fosfatase alcalina

eritrocitaria.

O equipamento utilizado para realizagdo do teste foi o aparelho Labmax 240° (Labtest
Diagndstica) com comprimento de onda de 590 nm. Os resultados foram expressos em U/L e a
reacdo € linear até 1500 U/L. O valor de referéncia para fosfatase alcalina na espécie canina é de
20 a 156 U/L (KANEKO, 1997).
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5.4.4. LDH

A dosagem de LDH foi realizada pelo método cinético utilizando kits comerciais da Analisa
Gold® para diagndstico humano. A LDH catalisa a redugdo do piruvato com o NADH, obtendo-
se lactato e NAD+ ( Piruvato + NADH + H® —'°"_> [actato + NAD" ). A concentracéo
catalitica se determina a partir da velocidade de decomposicdo do NADH, medida pela queda da
absortividade a 340 nm.

O analito € estavel por 24 horas entre 2-8°C. Como critério de rejeicdo das amostras foi levado
em consideracdo a hemdlise e a demora na separacdo do soro, 0 que poderia ocasionar em
resultados falsamente elevados devido a alta concentracdo de LDH eritrocitario.

O equipamento utilizado para realizagdo do teste foi o aparelho Labmax 240 (Labtest
Diagnostica). Os resultados foram expressos em U/L e a reagéo é linear até 1250 U/L.

O valor de referéncia para LDH na espécie canina é de 45 a 233 U/L (KANEKO, 1997).

5.4.5- Proteinas totais

A dosagem de proteina foi realizada pelo método colorimétrico (metodologia Biureto) com Kits
da Bioclin® para diagnéstico humano. O principio do teste baseia-se na reacéo dos fons cobre
(Cu*?) em meio alcalino (reagente de Biureto) com as ligacBes peptidicas das proteinas séricas
formando cor parpura, que tem absorbancia maxima em 545 nm, proporcional a concentracao das

protel'nas na amostra.

O analito € estavel por 7 dias entre 2-8°C, e por 60 dias em temperaturas abaixo de 10°C
negativos. As amostras foram obtidas de preferéncia sem lipemia, ictericia ou hemolise, a fim de

evitar interferéncias nos resultados.
O equipamento utilizado para realizagdo do teste foi o aparelho Labmax 240 (Labtest

Diagnostica). Os resultados foram expressos em g/dL e a reacdo € linear até 14,0 g/dL. O valor de

referéncia para proteinas totais na espécie canina é de 5,4 a 7,1 U/L (KANEKO, 1997).
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5.4.6- Albumina

A dosagem de albumina foi realizada pelo método colorimétrico (metodologia verde de
bromocresol) com Kits da Bioclin® para diagndstico humano. O principio do teste baseia-se na
reacdo da albumina com o verde de bromocresol em meio acido, formando um complexo corado
permitindo assim a dosagem da albumina espectrofotometricamente em 630 nm, e é diretamente

proporcional a concentracdo da albumina na amostra.

O analito é estavel por 3 dias entre 2-8°C, e por 60 dias em temperaturas abaixo de 10°C
negativos. As amostras foram obtidas de preferéncia sem lipemia, ictericia ou hemdlise, a fim de

evitar interferéncias nos resultados.

O equipamento utilizado para realizacdo do teste foi o aparelho Labmax 240° (Labtest
Diagnostica). Os resultados foram expressos em g/dL e a reacdo é linear até 6,0 g/dL. O valor de
referéncia para albumina na espécie canina é de 2,3 a 3,8g/dL (KANEKO, 1997).

5.5. Analise estatistica

O delineamento experimental proposto foi inteiramente casualizado com seis tratamentos e
quatro grupos. Para avaliagdo da normalidade os testes passaram pelo teste D’Agostino &
Pearson omnibus normality test e foram submetidos a analise de variancia ANOVA do software
de estatistica Grap Pad Instat v. 5.0 pelo teste Student-Newman-Kewls (SNK) e Tukey (CEA,

que passou no teste de normalidade apos sofrer transformacdo logaritmica).

Para determinar se existem resultados estatisticamente significativos, utilizou-se o nivel de
significancia de 5%. Assim, consideraram-se como significativas as associacdes e concordancias

cuja probabilidade de significancia do teste, p-valor, € menor que 0,05.

Para avaliar a associacdo entre os testes CEA e CA15.3, foi utilizado o coeficiente de correlacao

de Pearson.
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6- RESULTADOS

Dentre os tumores diagnosticados, tipo mais freqlente foi o carcinoma em tumor misto (29/57;
50,87%) (Tab. 2). Segundo MISDORP et al, 1999, os tumores mistos da mama da cadela
correspondem a proliferacdo de células morfologicamente similares a elementos epiteliais
(luminais ou mioepiteliais) e células mesenquimais que podem produzir cartilagem e/ ou tecido

6sseo e/ ou tecido adiposo, em combinacdo com tecido fibroso.

A idade dos animais acometidos (n=57) no momento da cirurgia oscilou entre 6 a 15 anos
(média 10 anos +2,30) e as cadelas do grupo que ndo apresentavam neoplasias mamarias (n=10)
obtiveram meédia de idade de 6 anos + 2. A raca néo foi utilizada como critério de selecdo, sendo
observada uma maior freqiéncia da raca poodle (28/57; 41,7%) seguida da SRD (sem raca
definida) (13/57; 19,40%). As oito cadelas do grupo IV (T123N;1,M;) apresentaram metastases

em linfonodos distantes, ndo havendo nenhum caso de metéstase pulmonar ou hepatica.

Tabela 2: Freqliéncia dos tipos histolégicos dos tumores mamarios nas cadelas em estudo (n=57)

Diagnostico Frequéncia %
Carcinossarcoma 1 1,70
Carcinoma em tumor misto 29 50,87
Carcinoma in situ 6 10,52
Carcinoma tubular 6 10,52
Carcinoma tubulo- papilar 5 8,77
Carcinoma papilar 2 3,50
Carcinoma micropapilar 2 3,50
Carcinoma solido 2 3,50
Carcinoma solido tubular 3 5,26
Carcinoma secretor 1 1,75
Total 57 100,0
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As dosagens séricas dos testes enzimaticos fosfatase alcalina e LDH néo apresentaram diferengas
estatisticas significativas entre os grupos (teste NKS: p> 0,05) (Tab. 3). No entanto, houve uma
tendéncia no aumento da concentragdo sérica da enzima LDH conforme o avango no

estadiamento da doenca como pode ser observado no gréfico 1.

Tabela 3: Média e desvio das dosagens séricas de fosfatase alcalina e LDH nas cadelas dos grupos I, 11, Il e IV
Grupo (n) Fosfatase alcalina (U/L) LDH (U/L)
Grupo | (10) 92,5+ 53,96 (a) 236,9+ 112,1 (a)
Grupo 11 (41) 77,48+ 46,12 (a) 282,1+163,9 (a)
Grupo 111 (9) 117,8+ 85,57 (a) 384,4+ 268,6 (a)
Grupo 1V (8) 77,1+ 36,40 (a) 414,0+ 178,8 (a)

Meédias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si ao valor de
p<0,05. Grupo I: cadelas sem cancer de mama; grupo Il: cadelas com cancer de mama sem metastase;

grupo Ill:  cadelas com cancer de mama e metastase regional; grupo 1V: cadelas com cancer de mama e

metastase a distancia.

450.04
400.04
350.0+

300.0+

LDH (U/L)

250.04

200.0 T T
0 1 2 3 4
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Gréfico 1: Meédias das concentracdes séricas de LDH nas cadelas dos

grupos I, 11, e IV
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O teste CEA ndo apresentou distribuicdo normal, sendo submetido a transformacéo logaritmica e

posteriormente analisado estatisticamente, ndo apresentando diferenca significativa entre os

grupos (teste Tukey: p> 0,05) (Tab. 3).

A concentracdo sérica de CA15.3 foi significativamente maior no grupo IV (T123N;2M;) quando

comparado com os grupos | (To) (p=0,0029) e Il (T123NoMo) (p= 0,0095), enquanto os grupos |

(to), I (T123NoMo) e Il (T123N12Mo) ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (p>0,05)

(Tab.4).
Tabela 4. Média e desvio padrdo das dosagens séricas de CEA e CA15.3 nas cadelas dos grupos I, 11, 11l e IV
Grupo (n) CEA (ng/mL) CA15.3 (ng/mL)
Grupo 1 (10) 0,08+ 0,04 (a) 1,37£ 0,46 (a)
Grupo 11 (41) 0,12+ 0,12 (a) 1,61+ 0,61 (a)
Grupo 111 (9) 0,11+ 0,13 (a) 2,01+ 0,79 (ab)
Grupo 1V (8) 0,07+ 0,04 (a) 2,46 1,00 (b)

Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente entre si ao valor de p< 0,05.

Grupo I: cadelas sem cancer de mama; grupo Il cadelas com cancer de mama sem metastase; grupo IlI:

cadelas com cancer de mama e metastase regional; grupo IV: cadelas com cancer de mama e metastase a

distancia.

As dosagens de proteinas totais ndo evidenciaram alteracfes estatisticamente significativas entre

0s grupos (p>0,05). No entanto, a concentracdo sérica de albumina foi significativamente maior

no grupo Il (T123NoMp) (teste SNK: p = 0,014) quando comparado com os grupos | (To), I
(T1,2,3N1,2Mo) elv (T1,2,3N1,2M1) (Tab 5)
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Tabela 5. Média e desvio das dosagens séricas de proteinas totais e albumina nas cadelas dos grupos I, Il, 1l e IV

Grupo (n) Proteina(g/dL) Albumina (g/dl)
Grupo | (10) 6,45+ 1,08 (a) 2,78+ 0,32 (a)
Grupo 11 (40) 6,02+ 1,01 (a) 3,30+ 0,69(b)
Grupo 111 (9) 6,26x 0,597 (a) 2,70+ 0,42(a)
Grupo 1V (8) 6,76x 1,36 (a) 2,71+ 0,59 (a)

Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem estatisticamente entre si ao valor de p< 0,05.
Grupo I: cadelas sem cancer de mama; grupo Il cadelas com cancer de mama sem metastase; grupo IlI:
cadelas com cancer de mama e metastase regional; grupo IV: cadelas com cancer de mama e metastase a

distancia.

O aumento da concentracdo sérica de CEA e CA15.3 apresentou correlacdo positiva entre 0s

grupos, porém fraca e sem poder estatistico para o p considerado ( r= 0,056; p= 0,653) (Graf.2).
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Gréfico 2: Correlagdo entre as concentracdes séricas de CEA e CA15.3 em

cadelas portadoras de carcinoma mamario nos quatro grupos analisados.
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7- DISCUSSAO

A biopatologia dos tumores mamarios caninos interessa a comunidade cientifica em geral pelo
fato destes tumores terem sido propostos como modelo comparativo para o estudo do cancer de
mama na mulher. Estes estudos sdo possiveis devido as semelhancas epidemioldgicas e

bioldgicas dos tumores de mama das duas espécies (CASSALI, 2000).

Adicionalmente, existe um grande interesse, por parte dos proprietarios, na possibilidade de um
acompanhamento da evolucdo tumoral e do tratamento, priorizando melhorar a sobrevida e
aumentar o tempo livre de doenca no seu animal de estimacdo. A realizacdo de alguns testes
soroldgicos auxilia na avaliacdo do desenvolvimento das neoplasias, possibilita a deteccdo de
metéastases e recidivas (SAFI, et al, 1991) e sdo Uteis para avaliar a progressao da doenga frente
ao tratamento (HARRIS, et al, 2007).

O proposito inicial desta pesquisa foi avaliar as concentracfes séricas de marcadores tumorais da
espécie humana em cadelas com cancer de mama primario e metastatico. Estes testes devem ser
sensiveis e especificos para tumores mamarios e principalmente de baixo custo possibilitando
assim seu uso rotineiro em pacientes oncolégicos na medicina veterinaria, com finalidade de

auxiliar no diagndstico e acompanhamento da evolucao de neoplasias mamarias.

O marcador tumoral CA15.3 é amplamente estudado em medicina humana desde a década de 80,
porém em medicina veterinaria existem poucas referéncias a respeito. No presente estudo 0s
resultados evidenciaram diferenca estatistica significativa entre os grupos controle e cadelas com
cancer de mama e metastase a distancia (p = 0,0220) e grupos de cadelas com cancer de mama
sem metastase e 0 grupo com metastase a distancia (p= 0,0078) sugerindo que a elevacdo na
concentracdo sanguinea do marcador seja proporcional ao estadiamento clinico da doenca. Este
dado esta de acordo com Almeida et al (2007) que afirmam que, em medicina humana, a
concentracdo sérica de CA15.3 varia de acordo com o estadiamento da paciente, estando elevado
entre 5% a 30% do valor normal no estadio I, 15% a 50% no estadio Il, 60% a 70% no estadio
I11, e de 65% a 90% no estadio 1V e que, além disso, concentracdes séricas muito elevadas estédo

associadas a pior sobrevida.
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Marchesi et al (2007) realizaram um estudo com objetivo de estabelecer um protocolo para o uso
de CA15.3 na clinica veterinaria, obtendo uma média de concentracdo sérica do marcador em
cées sem doenca neoplasica de 2,77+ 0,28. Este resultado difere com os dados obtidos em nosso
trabalho, onde, para cadelas higidas a média sérica de CA15.3 foi de 1,37 + 0,46. Esta
divergéncia pode ter ocorrido principalmente devido a diferenca entre as metodologias utilizadas

na técnica de ELISA, como o emprego de reagentes distintos.

O papel do marcador tumoral CEA em doencas neoplasicas foi estudado por Balint et al (2008),
que realizaram dosagens séricas do marcador e observaram um aumento significativo de sua
concentracdo em animais portadores de neoplasias. Porém, no estudo de Balint et al (2008) os
grupos comparados eram heterogéneos pois englobavam animais de diferentes sexos, espécies
felina e canina e varios tipos de tumores em diferentes estadiamentos. Em nossos dados,
avaliando somente neoplasias mamarias em cadelas, ndo foi observado diferenga estatistica

significativa entre os grupos analisados.

Deve-se considerar que os niveis de CEA sérico sdo influenciados pelo ritmo e quantidade de sua
producdo pelas celulas do carcinoma, pela existéncia da necrose tumoral e pela infiltracdo
perivascular. Outros fatores que também podem influenciar na determinagdo do nivel sérico de

CEA ¢ 0 metabolismo hepatico e o ritmo de eliminacédo renal (WAISBERG et al, 2002).

As dosagens de LDH apresentaram uma tendéncia no aumento da concentracdo seérica
acompanhando a evolucdo da doenca. Este dado esta de acordo com a afirmacdo de Magro e
Bento (1997) onde a enzima seria um marcador tumoral de baixa especificidade, apresentando
aumento de suas concentra¢fes na corrente sanguinea com a evolucdo da doenca, indicando pior
prognostico. Da mesma forma, Carvalho (1993) afirmou que experimentalmente observa-se que
as células neoplasicas tém uma taxa de glicolise elevada e uma sugestiva elevacao da atividade da
enzima LDH. Apesar desta observacdo importante, a enzima ndo apresentou diferenca estatistica

significativa entre 0s grupos analisados.

Keshaviah et al (2007) afirmam que a enzima fosfatase alcalina seria um melhor marcador nos
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casos em que ha metastases hepatica ou 0sseas. Em mulheres com céncer de mama um dos
principais sitios de metastases sdo 0s 0ssos (ARAUJO et al, 2007), ja em cadelas a ocorréncia é
rara (NOWAK et al, 2007). Concordando com esses dados, nosso trabalho ndo apresentou
nenhuma paciente com metastase 0ssea. Este fato pode ter influenciado nos resultados obtidos
nos quais nao foi observado diferenca estatistica da enzima entre os grupos (p> 0,05).

Outro dado analisado foi o perfil protéico das pacientes no momento cirdrgico. Em pacientes
oncoldgicos na medicina humana é comum observar sindromes paraneoplasicas como a caquexia
(ARGILES & LOPEZ- SORIANO, 1999), o que causa uma diminuicdo na concentracao sérica de
proteina e albumina. A albumina é produzida exclusivamente pelo figado e excretada pelo trato
gastrintestinal e pelos rins. Apos sintetizada, cerca de 40 a 50% da albumina é retida no espaco
intravascular e grande parte é destinada principalmente a musculatura esquelética
(ROTHSCHILD et al, 1979; KAYSEN, 2002). Alteracdes na condicdo de hidratacdo,
alimentacdo e nas taxas de sintese e catabolismo podem ser fatores que influenciam nas

concentracgdes sericas de albumina.

Os resultados obtidos no nosso trabalho ndo apresentaram diferenca estatistica entre 0s grupos
para a dosagem de proteinas totais. Por outro lado, a albumina sérica apresentou-se
significativamente elevada no grupo de cadelas com cancer de mama sem metastase (grupo Il-
T123NoMp) (média 3,30+ 0,68; p= 0,014). Estes resultados poderiam ser explicados devido ao
namero amostral deste grupo (n= 41) ser maior em relacdo aos grupos I, Il e IV (10, 9 e 8
respectivamente) pois, apesar do delineamento proposto permitir grupos ndo balanceados, um
grupo maior aumentaria a diversidade amostral. Dessa forma a particularidade metabdlica de
cada animal, ndo sendo exata, muitas vezes pode se tornar um fator limitante para experimentos

na area biologica.

Apesar disso, quando comparado os resultados encontrados para o grupo Il com valores de
referéncia estabelecidos para a espécie (2,3 a 3,8g/dL) (KANEKO, 1997) a média obtida nao
indica uma hiperalbuminemia. Divergindo de estudos que indicam hipoalbuminemia em

pacientes portadores de cancer em estadio avancado (STEHELE et al, 1997), nossos dados nao
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apresentaram nenhuma diminuicdo sérica significativa para as cadelas portadoras de carcinoma

mamario com metastases regionais ou a distancia.

Os nossos resultados nos impulsionam a prosseguir os estudos direcionados a marcadores
tumorais em carcinomas mamarios na espécie canina. Todas as ferramentas capazes de auxiliar
no diagndstico precoce e monitoramento da doenga sdo de extrema importancia para determinar

melhor um progndstico para o paciente.

8- CONCLUSAO

A partir das condicdes e dos dados obtidos nesta pesquisa pode-se concluir que:

- A concentracdo sérica do marcador tumoral mamario CA15.3 apresentou-se significativamente
aumentada no grupo de cadelas com céncer de mama e metéstase a distancia (T123N12Ms)
quando comparado aos grupos de cadelas sem cancer de mama (T,) e cadelas com céncer de

mama sem metastase (T1,23NoMo) .

- As concentracgdes séricas de CEA, fosfatase alcalina, LDH e proteinas totais ndo apresentaram

diferenca estatistica significativa entre os grupos analisados.

- A concentragdo da enzima LDH apresentou uma tendéncia em elevar-se acompanhando a

evolucao da doenga.

- A concentracdo sérica de albumina apresentou-se significativamente aumentada no grupo de
cadelas com cancer de mama sem metastase (T123NoMp) quando comparada aos grupos de
cadelas sem céancer de mama (To), cadelas com cancer de mama e metastase regional

(T12,3N12Mp) e cadelas com cancer de mama e metastase a distancia (T12.3N12Mj).

- Néo foi encontrada uma associacdo direta estatisticamente significativa entre as variagdes das

concentragdes sanguineas de CEA e CA15.3 entre 0s grupos analisados.

48



9- CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Como se imagina, o ideal seria termos uma substancia ou técnica suficientemente especifica e
sensivel para detectar a existéncia de uma neoplasia no seu inicio, onde as chances de cura ap6s o
tratamento sdo altas. Dosagens de testes séricos sdo procedimentos pouco invasivos,
relativamente préaticos, financeiramente vidveis e possibilita 0 acompanhamento da paciente com

a realizacéo de coletas periddicas.

No presente trabalho, o achado mais importante observado foi a possivel correlacdo entre o
marcador tumoral sérico CA15.3 e o0 estadiamento do cancer de mama na cadela. Este fato
confere mais uma semelhanca entre neoplasias mamarias nas espécies canina e humana, onde 0s
niveis séricos do marcador ja é utilizado no acompanhamento de pacientes portadoras de

carcinoma mamario.

No futuro, temos como propdésito dar continuidade ao trabalho: acompanhar as pacientes com
cancer de mama desde o momento pré- cirirgico até um periodo de dois anos, com coletas
periddicas relacionando sobrevida e tempo livre de doenga com os marcadores séricos. Realizar
uma analise mais detalhada da expressdo destes marcadores diante da evolugdo tumoral,
possibilitando a insercao destes testes para auxilio no diagndstico e acompanhamento de cancer

de mama em clinica veterinaria.
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Abstract

Serum tumor markers can assist in determining prognosis and detecting breast cancer recurrence
in women. The aim of this study was to determine and evaluate the serum concentrations of CEA,
CA15.3, LDH and alkaline phosphatase in female dogs with different stages of mammary cancer.
We evaluated 67 female dogs, including 10 that were healthy, 40 that had non-metastatic cancer,
9 with regional metastasis and 8 with distant lymph node metastasis. A direct relationship
between increased CA15.3 and LDH serum levels and the presence of regional and distant lymph
nodes metastases was observed. However, compared with animals without metastasis, a
significant increase in serum CAL5.3 levels was only observed in the distant lymph node
metastasis group. CEA and alkaline phosphatase showed no significant change among the
groups. According to these findings, the evaluation of serum markers CA15.3 and LDH in female
dogs with advanced stage mammary cancer can assist in early metastases detection, in prognosis
determination and in monitoring the treatment of these animals.

Keywords: cancer, mammary gland, female dog, tumor marker

60



Introduction

Molecules that are associated with the presence of cancer have been extensively investigated and

1

used in clinical practice for over 30 years ~. Tumor markers are mostly normal cellular

metabolism products that show increased production due to malignant transformation .

These markers indicate malignancy and are characterized by substances present in the tumor,
blood or other fluids that are primarily produced by the tumor or secondarily in response to the

presence of tumor °.

In human medicine, the ASCO (American Society of Clinical Oncology) * and EGTM (European
Group on Tumor Markers) ° recommend the evaluation of serum changes of CEA
(carcinoembryonic antigen) and CA15.3 (carcinoma antigen 15.3) to assist in the prognostic

evaluation and treatment monitoring of women with breast cancer.

CEA is a glycoprotein with a molecular weight of 180 kDa ° that is produced by normal cells of
the gastrointestinal mucosa ' and is mainly overexpressed by colon, rectum, breast and lung

6, 8

adenocarcinomas. It is involved in intercellular adhesion, and its serum concentration is

elevated in 30 to 50% of patients with metastatic breast cancer *°.

CA15.3 is a high-molecular-weight mucin glycoprotein ° that is related to cell adhesion *°. This
molecule is considered the most indicative serum tumor marker for female breast cancer because

its concentration is elevated in 54 to 80% of the patients with metastatic breast cancer °.

The serum levels of enzymes such as alkaline phosphatase and lactate dehydrogenase (LDH) can
also assist in monitoring the evolution of an already diagnosed tumor. However, these enzymes
are considered low specificity tumor markers because they may be elevated in non-neoplastic

diseases .

Spontaneous tumors of the mammary gland are the most frequent type of neoplasia in female
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dogs ' ** 1 1° These lesions have attracted great interest due to the increasing number of
malignant tumors in this species, mainly due to delayed diagnosis, which undermines treatment

and reduces the survival rate of animals, similar to human breast cancer *> 6,

The identification of markers that could predict tumor behavior is especially important for
mammary cancer, mainly due to the variability in clinical disease progression. These markers can
be useful in the clinical management of cancer patients, for example, by assisting in diagnostic
procedures, staging, treatment response evaluation, recurrence detection and prognosis, and the

development of new methods of treatment .

Thus far, there are no immunoassay reagents specific to dog female mammary cancer, and
focused on serum tumor markers in the veterinary clinic are also scarce. The use of such markers
would be an additional tool for the treatment and early diagnosis of canine mammary cancer, as
has been used in human medicine. In addition, although serum tests are relatively inexpensive
compared with immunohistochemical tests, which are used in veterinary medicine, they have still

a high cost.

In this context, this study aimed to compare the serum concentrations of CEA, CA15.3, alkaline
phosphatase and LDH in healthy female dogs and female dogs with mammary cancer, with and

without lymph node metastasis.

Material and Methods

The study was approved by the Animal Experimentation Ethics Committee (CETEA/UFMG),
protocol no. 258/08.

A total of 67 female dogs were randomly selected and used without breed preference. Each dog
was at least six years old and was admitted at the Veterinary Hospital from the Veterinary School
of the Federal University of Minas Gerais (UFMG) or the Veterinary Hospital from the
Veterinary Medical School from the Federal University of Bahia (UFBA). After clinical
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evaluation the animals were subdivided into four groups according to the following criteria:

Group | (To) — Female dogs with no mammary cancer: 10 female dogs that had
undergone ovarian hysterectomy or routine examination were selected and showed no evidence
of mammary neoplasia;

Group 11 (T123NoMp) — Female dogs with mammary cancer without regional or distant
lymph node metastasis. Forty female dogs that had undergone tumor excision surgery and had a
histopathological diagnosis of malignant epithelial mammary neoplasia (regardless of tumor
type) but with no evidence of metastasis in regional lymph nodes (axillary and inguinal), non-
regional lymph nodes or the chest radiographic examination;

Group 111 (T123N12Mg) — Female dogs with mammary cancer and regional metastasis.
Nine female dogs that had undergone tumor excision surgery and had a histopathological
diagnosis of malignant epithelial mammary neoplasia (regardless of tumor type) and evidence of
regional lymph node(s) metastasis (axillary and inguinal) but without evidence of metastasis in
non-regional lymph nodes or in the chest radiographic examination;

Group IV (T123N;2M;) — Female dogs with mammary cancer and distant metastasis.
Eight female dogs that had undergone tumor excision surgery and had a histopathological
diagnosis of malignant epithelial mammary neoplasia (regardless of tumor type), with evidence
of non-regional lymph node(s) metastasis but without evidence of metastasis in the chest

radiographic examination.

All the histopathological diagnoses were done by veterinarians and pathologists from the
Comparative Pathology Laboratory from the Department of General Pathology of the UFMG
Institute of Biological Sciences (LPC/ ICB/ UFMG). The criteria used for lesion diagnoses were

proposed by Misdorp et al. *’.

Blood samples were collected using vacuum collection system (Vacutainer®) in 10 mL plastic
tubes containing separating gel and no anticoagulant. After collection and clot retraction, the
material was centrifuged at 3,000 rpm for 5 minutes, and the serum was subjected to LDH and

alkaline phosphatase enzymatic assay on the same day of collection and frozen at -20°C to
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perform the CEA and CA15.3 assays after the histopathological diagnoses were known.

The serum tests were done according to the protocol of each manufacturer. Together with the
whole battery of assays, a control serum (supplied with the kit) was measured with a known
concentration range. The reagents used were the same as those used for human diagnostics.

The LDH tests were performed using the continuous ultraviolet kinetic method, and the alkaline
phosphatase tests were conducted by a kinetic-colorimetric (modified Roy) method. The
commercial kit used in the experiment was the Analisa Gold®, and the Labmax 240® (Labtest
Diagnostica) was used for reaction readings. The results were expressed in U/L and compared to
reference values established for the canine species: LDH (45 to 233 U/L) and alkaline
phosphatase (20 to 156 U/L) 8.

To test for CEA and CA15.3, commercial solid phase, non-competitive ELISA immunoassay Kits
were used (both from CanAg — Fujirebio® Diagnostics, Inc.). The Labmax 240® (Labtest
Diagnostica) was used for measurements. The CEA results were expressed in ng/mL, and
CA15.3 was expressed in U/mL. For both tests, no reference values had been established for

veterinary medicine.

The proposed experimental design was completely randomized with four treatments and four
groups with 10, 41, 9 and 9 replicates, respectively, with each animal being a replicate. The
D’Agostino & Pearson omnibus normality test was used to evaluate the normality of the
experiment, and the analysis of variance (ANOVA) was analyzed using the statistical software
GrapPad Instat v. 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA) followed by Student-Newman-Keuls
(SNK) and Tukey’s tests (CEA determinations were analyzed after logarithmic transformation
before testing). In the same way, possible correlations were investigated by Pearson or Spearman
tests. Associations and concordance were considered significant when the test significance
probability had p < 0.05.
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Results

Among the diagnosed tumors, the most frequent type was mixed tumor carcinoma (29/57,;
50.87%), followed by carcinoma in situ and tubular carcinoma (both 6/57; 10.52% (Table 1). The
age of the affected animals at the time of surgery ranged from 6 to 15 years old (mean, 10 + 2.3
years old), while the group of female dogs that had no mammary neoplasia ranged from 4 to 11
years old (mean 6 + 2 years old).

Breeds were not used as selection criteria, but a greater frequency of the Poodle breed (28/57;
41.7%) was observed, followed by unknown breed animals (13/57; 19.40%). The eight female
dogs from group IV (T123N12M;) showed non-regional lymph node metastases with no cases of

lung or liver metastasis.

The serum concentration of CA15.3 was significantly higher in group 1V (T123N;2M;) compared
with groups | (To) (p = 0.0029) and Il (T123NoMo) (p = 0.0095), while groups | (Tp), Il
(T12.3NoMo) and 11 (T12.3N12Mp) had no statistically significant differences among each other (p
> 0.05; Table 2). However, we observed a moderately positive (r=0.402) and significant
relationship (p = 0.001) between the marker serum concentration and the disease staging (Figure
1).

The CEA test did not show a normal distribution, thus, it was log-transformed and further
analyzed statistically, showing no significant difference between groups (Tukey’s test: p > 0.05;
Table 2).

The increase in serum CEA and CA15.3 showed a positive correlation, although it was only a

weak, statistically insignificant relationship (r = 0.066; p = 0.588).

As shown in Figure 3, the alkaline phosphatase and LDH serum tests showed no statistically
significant differences among the groups analyzed (NKS test: p > 0.05). However, there was a

positive (r=0.263) and significant relationship (p = 0.032) between increased serum LDH and
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staging progression of the disease, as observed in the Figure 2.

Discussion

The biopathology of canine mammary tumors concerns the overall scientific community because
these tumors have been proposed as a comparative model for the study of human female breast
cancer. These comparative studies are feasible due to the epidemiological and biological

similarities of mammary tumors in both species *.

Additionally, there is a great interest in veterinary medicine to achieve better monitoring of tumor
development and response to therapy, aiming to increase survival rates and disease-free intervals

and prioritizing the quality of life for the animal.

The assessment of some serological tests can assist in the evaluation of neoplasia development,

19

enable the detection of metastasis and recurrences ~ and be useful for evaluating disease

progression following treatment *.

Tumor markers may be quantified or characterized by biochemistry and immunohistochemistry
in tissues or blood, in addition to genetic tests in search of oncogenes, tumor suppressor genes

and genetic alterations ’.

The serum tumor marker CA15.3 has been broadly studied in human medicine since the 1980s;
however, in veterinary medicine, there are few references about tumor markers in the literature. In
the present study, the results demonstrated a significant difference in the CA15.3 concentrations of
groups I (To) and 1V (T123N12M;; p = 0.0095) and groups Il (T123NoMp) and IV (T123N;12Ms; p=
0.0029), suggesting that the increased blood concentration of the marker is proportional to the
clinical stage of the disease. This finding agrees with Almeida et al.,  who affirmed that, in human
medicine, serum CA15.3 varies according to the cancer staging of the patient and increases 5% to
30% from the normal values in stage I, 15% to 50% in stage Il, 60 to 70% in stage Ill, and 65 to

90% in stage IVV. Moreover, it is well known that, in humans, very high serum levels are associated
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with poor survival.

Marchesi et al. %°

performed a study aiming to establish a method for CA15.3 testing in the
veterinary clinic and obtained a mean serum level of 2.77 + 0.28 for the marker in dogs without
neoplastic disease. This result differs from the data obtained in our study, where in healthy female
dogs, the mean serum level of CA15.3 was 1.37 + 0.46. This difference may have occurred mainly
due to different ELISA methodologies used and the use of different reagents.

The role of the CEA tumor marker in neoplastic diseases of animals was studied by Balint et al. %,
who measured the marker in serum and observed a significant increase in its level in animals with
neoplasia. However, in this study, the groups compared were heterogeneous in relation to sex,
species (feline and canine), histopathological diagnosis and clinical staging. In our study
evaluating only female dog mammary neoplasias, there were no statistically significant differences

between the groups.

It should be considered that levels of serum CEA are influenced by the rate and amount of its
production by carcinoma cells, the existence of tumor necrosis and perivascular infiltration. Other
factors that may influence the determination of serum CEA levels are the hepatic metabolism and

the renal elimination rate 2.

Another important result was the stronger relationship between the increase in CA15.3 serum
levels and the disease staging compared with the increased CEA serum levels. These data suggest

. 22, who

the possibility of using CA15.3 as a tumor marker, which is in agreement with Shawn et a
conducted a study aiming to compare four serum tumor markers, among them CEA and CA15.3,
for the detection of breast cancer in women. They concluded that the CA15.3 tumor marker had
the best performance regarding diagnosis and monitoring of tumor evolution due to its higher

sensitivity compared with other markers.

The LDH levels showed a positive and significant relationship with tumor staging and disease

evolution. These data agree with the statement of Magro and Bento !, who state that the
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bloodstream concentration of this enzyme is increased with disease evolution, indicating a poorer
prognosis. Moreover, Carvalho 2* affirmed that neoplastic cells observed experimentally have an
increased glycolysis rate and proposed an increase in LDH activity. Despite this important
observation, the enzyme demonstrated no statistically significant differences between the groups
analyzed here.

. 2 affirmed that the enzyme alkaline phosphatase would be a better marker in

Keshaviah et a
cases with liver or bone metastases. In women with breast cancer, one of the main sites of
metastasis is the bones ?°, yet in female dogs, this occurrence is rare 2. In accordance with these
data, our study showed no patients with bone metastases. This might have influenced the results in

which there were no statistical differences in the enzyme between groups (p > 0.05).

In conclusion, this study observed an association between the presence of advanced mammary cancer
in female dogs (with non-regional lymph node metastasis) and the increase in serum CA15.3 levels,
suggesting a possible use of this protein as a serum tumor marker. Measurement of this tumor marker
would be of great value to the veterinary clinic for monitoring disease progression and the response

to chemotherapy.
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Appendix 1- List of figures and tables

Table 1: Frequency of breast tumor histological types in the female dogs in study (n=57)

Diagnosis Frequency %
Carcinosarcoma 1 1.70
Mixed Tumor carcinoma 29 50.87
Carcinoma in situ 6 10.52
Tubular carcinoma 6 10.52
Tubulo-papillary carcinoma 5 8.77
Papillary carcinoma 2 3.50
Micropapillary carcinoma 2 3.50
Solid carcinoma 2 3.50
Solid tubular carcinoma 3 5.26
Secretory carcinoma 1 1.75
Total 57 100.0

Table 2. Mean and standard deviation of CEA and CA15.3 serum levels in female dogs from groups I, Il, 11l and IV.
Group (n) CEA (ng/mL) CA15.3 (ng/mL)
Group 1 (10) 0.08+ 0.04 (a) 1.37+ 0.46 (a)
Group 11 (41) 0.12+0.12 (a) 1.62+ 0.60 (a)
Group 111 (9) 0.11+0.13 (a) 2.01+0.79 (ab)
Group 1V (9) 0.07+£0.04 (a) 2.59+ 1.02 (b)

The means followed by different letters in the same column differ statistically with p-value < 0.05. Group I:
female dogs without mammary cancer; group Il: female dogs with mammary cancer without metastasis; group
I11: female dogs with regional metastasis; group 1V: female dogs with distant metastasis.
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Table 3: Mean and standard deviation of alkaline phosphatase and LDH serum levels in female dogs from groups I,

I, 111 and V.
Group (n) Alkaline phosphatase (U/L) LDH (U/L)
Group | (10) 92.5+53.96 (a) 236.9+112.1 (a)
Group 11 (40) 77.48 £ 46.12 (a) 282.1 £163.9 (a)
Group 11 (9) 117.8 + 85.57 (a) 384.4 + 268.6 (a)
Group 1V (8) 77.1 +36.40 (a) 414.0 £178.8 (a)

The means followed by identical letters in the same column do not differ statistically with p-value<0.05. Group I:
female dogs without mammary cancer; group II: female dogs with mammary cancer without metastasis; group IlI:
female dogs with regional metastasis; group 1V: female dogs with distant metastasis.
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Figure 1
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Figure 2
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Appendix 2- Figure Legends

Figure 1: Positive correlation (r= 0,402; p= 0,001) between serum concentration of
CA15.3 and staging of groups. 1. Female dogs without mammary cancer (n=10, 1.37+
0.46). 2. Female dogs with mammary cancer without metastasis (n= 40, 1.62+ 0.60).
3. Female dogs with regional metastasis (n=9, 2.01+ 0.79)..4. Female dogs with

distant metastasis (n=8, 2.59+ 1.02).

Figure 2: Positive correlation (r= 0,263; p= 0,032) between serum concentration of
LDH and staging of groups.. 1. Female dogs without mammary cancer (n=10, 236.9+
112.1). 2. Female dogs with mammary cancer without metastasis (n= 40,
282.1+163.9). 3. Female dogs with regional metastasis (n=9, 384.4+ 268.6). 4.

Female dogs with distant metastasis (n=8, 414.0+ 178.8).
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1. Trabalhos apresentados em congressos
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- CAMPOS, L. C. ; CASSALI,G.D. ; LAVALLE, G.E. . Carcinossarcoma de mama em cadela:
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e publicidade, 2010. p. 50-50.
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12. ANEXOS

Anexo 1- Certificado do Comité de Etica em Experimentacio Animal — CETEA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 258/2008, relativo ao projeto intitulado
“Avaliacdo dos marcadores soroldgicos tumorais em cadelas com e sem
metdstse de cédncer de mamad', que tem como responsavel(is) Geovanni
Dantas Cassali , esta(do) de acordo com 0s Principios Eticos da Experimentagao
Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 11/ 02/ 2009.

Este certificado expira-se em 11/ 02/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 258/ 2008, related to the project entitled
“Evaluation of sorological tumoral markers in female dogs with and
without metastasis of mammary cancer’, under the supervisiors of Geovanni
Dantas Cassali, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CETEA/UFMG), and was approved in February 11, 2009.

This certificate expires in February 11, 2014.

Prof. Humberto Pereira Oli
Coordenador do CETEA/YFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
(Mod.Cert. v1.0)
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Anexo 2- Aprovacdo de artigo para publicacdo
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Curitiba, 05/12/2010

Liliane C. Campos, Gleidice E. Lavalle, Conrado de ©. Gamba, Geovanni D. Cassali

Ref.: Aprovacdo de artigo para publicacdo

Prezados Drs.:

Informamos que o artign PROPOSTA DE LITILIZA(_:.ED DA DOSAGEM DE CEA
COMOD MARCADOR TUMORAL EM CADELA PORTADORA DE
CARCINOSSARCOMA MAMARID AVANCADO encaminhado ao Corpo Cientifico
recebeu parecer favoravel para publicacdo na revista MEDVEP, em espaco e data a
serem definidos conforme critérios editoriais.

Agradecemos a deferéncia pela escolha de nossa Editora para envio de seu trabalho,
ressaltando que nos sentiremos honrados em receber outros artigos, para futuras
publicacies.

Atenciosamente,

Marilene C Bloot
Edicdo
edican@medvep.com.br




Anexo 3- Estadiamento clinico (TNM) dos carcinomas de mama da cadela (Owen,1980)
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Tumor Primaério (T)

TO Tumor ndo detectavel

T1 Tumor <3cm
a: nao fixo

b : fixo a Pele

¢ : fixo ao Musculo

T2 Tumorde3—-5cm

a : nao fixo

b : fixo a Pele

c : fixo ao Musculo

T3 Tumor >5cm

a : ndo fixo

b : fixo a Pele

c : fixo ao musculo

T4 Tumor de qualquer tamanho (Carcinoma inflamatério)
Linfonodos Regionais (N)

NO Sem evidéncia de linfonodo regional (axilares ou inguinais)
N1 Linfonodo Ipslateral envolvido

a : ndo fixo

b : fixo

N2 Linfonodos bilaterais envolvidos

a : ndo fixo

b : fixo

Metastases a Distancia (M)

MO Sem evidéncia de metastase distante

M1 Metéstase distante incluindo linfonodos néo-regionais




