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RESUMO

Introducdo: As neoplasias mamarias sdo o tipo mais comum de tumor na espécie
canina. Algumas proteinas exercem importante papel na progressao tumoral e portanto,
sdo candidatos marcadores de prognostico. Durante o crescimento tumoral, o fator de
transcricdo induzido por hipdxia (HIF-1a) ativa a expressdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), promovendo a angiogénese. A interleucina-8 (IL-8) é uma
citocina pro-inflamatéria e pré-angiogénica e tem sido associada a progressao tumoral.
Obijetivos: Avaliar o valor prognéstico das proteinas HIF-1a, VEGF e IL-8 no tecido
tumoral em cadelas com neoplasia mamaria, relacionando-os com 0s parametros
clinico-patologicos, evolugdo clinica e sobrevida. Material e Meétodos: As
concentracBes das proteinas HIF-1a, VEGF e IL-8 foram avaliadas pelo método de
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent Assay) no macerado tumoral de 25 cadelas com
neoplasia mamaria e amostras controle e comparadas estatisticamente. Resultados: Os
niveis de HIF-1a, VEGF e IL-8 foram maiores em cadelas com idade superior a 10 anos
e gque vieram a 6bito (p < 0,05). Além disso, concentracdes de HIF-1o foram elevadas
nos tumores de cadelas que desenvolveram metéstase (p = 0,04), enquanto os niveis de
VEGF foram maiores em tumores com estadiamento clinico Il e IV (p = 0,03), e de IL-
8 em tumores com evolucdo tumoral maior que seis meses (p = 0,03). Ainda, niveis
elevados de HIF-1o, VEGF e IL-8 também foram relacionados com menor tempo de
sobrevida global (p < 0,05). Conclus@es: Altas concentracdes de HIF-1a, VEGF e IL-8
estdo associadas com caracteristicas de pior progndstico, sugerindo que a avaliagdo
dessas proteinas no macerado tumoral possui importante valor progndstico.

Palavras-chave: Marcadores tumorais, Angiogénese, Microambiente tumoral, ELISA,

HIF-1a, VEGF, IL-8.
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ABSTRACT

Introduction: Mammary neoplasms are the most common type of tumor in dogs. Some
proteins play an important role in tumor progression, thus are candidate prognosis
markers. During tumor growth, the transcription factor induced by hypoxia (HIF-1a)
activates the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF), promoting
angiogenesis. Interleukin-8 (IL-8) is a pro-inflammatory and pro-angiogenic cytokine
and has been associated with tumor progression. Objectives: To evaluate the prognostic
value of HIF-1a, VEGF and IL-8 proteins in tumor tissue in dogs with mammary
tumors, correlating them with clinicopathological parameters, clinical outcome and
survival. Material and Methods: The concentrations of HIF-1a, VEGF and IL-8
proteins were evaluated by ELISA (Enzyme-linked immunosorbent) in macerated tumor
of 25 bitches with mammary tumors and control samples and compared statistically.
Results: The levels of HIF-10, VEGF and IL-8 were higher in dogs over the age of 10
years and that had died (p <0.05). Moreover, HIF-1a concentrations were elevated in
the tumors of dogs who developed metastases (p = 0.04), while VEGF levels were
highest in tumors with clinical stages Il and IV (p = 0.03) and IL-8 tumors in tumor
with development greater than six months (p = 0.03). Still, high levels of HIF-1a,
VEGF and IL-8 were also related to shorter overall survival (p <0.05). Conclusions:
High levels of HIF-1a, VEGF and IL-8 are associated with features of poor prognosis,
suggesting that the assessment of these proteins in tumor macerated has important

prognostic value.

Keywords: Tumor markers, angiogenesis, tumor microenvironment, ELISA, HIF-1a,

VEGF, IL-8.
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l. INTRODUCAO

1. Neoplasia mamaria

O céncer de mama é uma grande preocupac¢do mundial confirmada pelas altas
taxas de incidéncia e mortalidade, sendo a neoplasia mais comum entre as mulheres e a
quinta maior causa de morte relacionada ao cancer. ® A Organizacéo Mundial da Sadde
estima que, por ano, ocorram mais de 1.050.000 novos casos de cancer de mama em
mulheres em todo o mundo. No Brasil, dados do Instituto Nacional do Céncer (INCA)
estimaram a ocorréncia de 52.680 novos casos em 2012, sendo que desses, 12.852
evoluiram para 6bito. @ Para 0 ano de 2014, a estimativa é de 57.120 novos casos de
cancer de mama. @

A alta incidéncia dessa neoplasia é também observada em cadelas, representando
aproximadamente 50 % de todas as neoplasias que acometem cdes, sendo
predominantes os tumores de carater maligno. ¢®. Os tumores mamaérios em fémeas
caninas apresentam caracteristicas epidemioldgicas, patoldgicas e bioquimicas similares
aos carcinomas mamarios em mulheres, @ entretanto, tém incidéncia trés vezes maior.
@7 Devido a muitas semelhancas compartilhadas por seres humanos e cdes, 0s
tumores mamarios em cadelas prestam-se como modelos apropriados para compreender
varios aspectos da carcinogénese nestas espécies. ¢ ®

A avaliacdo dos parametros clinicos e patoldgicos com significado progndstico e
terapéutico nas neoplasias de mama é um valioso campo de estudo na medicina
veterinaria. @ A avaliacdo morfoldgica em conjunto com alteragdes moleculares do

tumor pode auxiliar no diagndstico das neoplasias, bem como na determinacdo da



evolugdo clinica. © ' ™ Dessa forma, cresce o interesse pela busca de novos
marcadores tumorais que possam auxiliar na avaliacdo mais precisa do prognéstico. ©
Marcadores tumorais sdo macromoléculas presentes no tumor, no sangue ou em
outros liquidos biologicos, cuja presenca ou alteracdes em suas concentracfes estdo
relacionadas com a génese e o crescimento de células neoplésicas. ™ Esses marcadores
sdo, em sua maioria, proteinas, enzimas e hormoénios que podem ser caracterizados ou
quantificados por meios bioquimicos, moleculares ou imuno-histoquimicos nos tecidos
ou no sangue. *? Possuem vantagens no diagndstico precoce do cancer, uma vez que
refletem a dindmica dos estados fisioldgico e patoldgico antes da deteccdo dos sintomas
clinicos. 314
Na dltima década, pesquisadores indicaram uma crescente variedade de
marcadores moleculares a serem utilizados em conjunto com o0s marcadores
morfolégicos e histopatologicos presentes nos tumores, com o intuito de obter um
prognoéstico mais confiavel e ampliar as estratégias futuras no tratamento do carcinoma
mamario. %1517
A deteccdo de marcadores prognosticos no tecido tumoral tem sido utilizada em
conjunto com a avaliacdo histopatoldgica convencional, como uma ferramenta crescente
no diagnéstico de tumores mamarios. 32 Na patologia humana, a deteccdo de
marcadores tumorais € rotineiramente utilizada para avaliagdo do progndstico e selecdo
do tratamento mais adequado para o paciente. Y Em cadelas com neoplasia mamaria, a
utilizacdo de marcadores ndo é uma préatica frequente na rotina clinica, embora a busca
por biomarcadores de diagnostico e prognéstico venha aumentando progressivamente

nos Ultimos 15 anos. ©® No entanto, é importante ressaltar que o estudo de fatores

prognosticos classicos ou novos frequentemente apresenta resultados conflitantes na



literatura, tornando necessaria a busca por outros fatores que possam predizer de forma

mais precisa o progndstico de pacientes com cancer de mama. ¢?

2. Microambiente tumoral

Os tumores sélidos sdo reconhecidos por um microambiente complexo que
envolve interaces de diferentes componentes celulares e moleculares. @ ?% Sabe-se
que processos como a angiogénese e inflamacdo sdo componentes criticos do
microambiente tumoral.

A angiogénese é o processo de formacdo de novos vasos sanguineos a partir da
proliferacdo e migracdo de células endoteliais preexistentes. Estudos recentes tém
demonstrado que outros mecanismos também contribuem com a formagdo de novos
vasos no tumor, como a vasculogénese, até entdo um processo considerado restrito a
fase embrionaria. > 2 Ao contrario da angiogénese, a vasculogénese consiste na
diferenciacdo de células progenitoras, os angioblastos, em células endoteliais maduras.
(2730) A formagao de novos vasos sanguineos no tecido tumoral visa o fornecimento de
nutrientes e oxigénio permitindo a proliferacdo das células e consequente crescimento e
progressdo do tumor. ©*2 Além disso, permitem a retirada do gas carbonico (CO,) e
dos residuos metabdlicos, e representam uma importante via de disseminacdo
metastatica. %3

Com relagéo a inflamagé&o, sabe-se que muitos tipos de cancer surgem a partir de
sitios de infeccdo e inflamacdo crénica, destacando que o microambiente tumoral, em
grande parte, € controlado por células inflamatérias. Essas células tém participacéo
importante no processo neoplasico, promovendo a proliferacdo, migracdo e

sobrevivéncia celular, ® além de produzir ou ativar fatores anti e pré-angiogénicos.



Dessa forma, as atividades coordenadas destes elementos e a interacdo desses processos

no microambiente tumoral podem ter importantes implicages clinicas. ¢

3. Mediadores angiogénicos: Fator de transcri¢do induzido por hipoxia (HIF-1a)
e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

O processo angiogénico é regulado por inumeros fatores pro e anti-angiogénicos,
no entanto, durante a carcinogénese estimulos fisioldgicos podem levar ao aumento dos
fatores pré-angiogénicos e diminuicdo dos anti-angiogénicos, resultando na ativacao do
“interruptor angiogénico” (angiogenic switch). Assim, as células endoteliais quiescentes

passam a responder a estimulos de proliferacdo e migracdo para formacdo de novos

vasos ®” (Figura 1).

“Angiogenic
Switch”

Fatores anti-

Fatores Fatores anti- angiogénicos

angiogénicos angiogénicos

Figura 1: Representacdo da ativacdo da angiogénese a partir de células quiescentes.

Fatores
angiogénicos

Adaptado de Gelao et al. ©?.



Durante seu crescimento, o tumor pode alcancar aproximadamente 1-2 mm®
antes que suas demandas metabdlicas sejam restritas devido ao limite de difusdo de
oxigénio e nutrientes no local. ©® A baixa oxigenacdo é caracterizada como hipoxia e
pode ocorrer devido a proliferagdo descontrolada das células e rapido crescimento do
tumor, além da perfusdo inadequada em parte do tecido resultante da estrutura cadtica
dos novos vasos sanguineos formados. Y

De acordo com a intensidade, a hipdxia pode resultar em apoptose, ou induzir
respostas adaptativas de sobrevivéncia celular. “? Assim, ao contrario das células
normais, para manter a sobrevivéncia em situac@es de hipdxia, as células tumorais sdo
capazes de promover mecanismos adaptativos, como a inducéo do HIF-1. ¢

O HIF-1 é um fator de transcricdo heterodimero que consiste de duas
subunidades HIF-1a e HIF-1p, “® desempenhando um papel importante no crescimento
normal e desenvolvimento fisiopatoldgico da isquemia, inflamagdo e do cancer. “Y O
subtipo 1o tem importancia funcional em tumores de mama, “” sendo um importante
modulador de células tumorais para a adaptacdo a microambientes hipdxicos ja que o
aumento de sua expressdo promove a angiogénese.

Em mamiferos a subunidade HIF-1a ¢ codificada por trés genes: HIF-1a, HIF-
20 ¢ HIF-3a. “847) As subunidades HIF-2a e HIF-3p sdo expressas em diversos tecidos,
incluindo rins, cérebro, pulmdes e coragcdo, enquanto o subtipo 1o apresenta importancia
funcional especificamente em tumores sélidos, como de mama. “®

Em situacBes normais de oxigénio, o HIF-1lo ¢ reconhecido pela proteina
supressora tumoral Von Hippel-Lindau (pVHL), sofrendo ao final degradacéo

proteossomal. No entanto, em situagdes de hipdxia, o pVHL se liga ao radical NO

(6xido nitrico) e o HIF-1a ndo é reconhecido. Nesse caso, o HIF-1la ¢ estabilizado e



induz a expressao de genes de resposta a hipoxia, que por sua vez estimulam o processo
de angiogénese “®*Y (Figura 2).

¥
NORMOXIA e H,F_a

¥ R /‘
HIF-o. ———— HIF-a —/ —p
— pVHL pVHL

v

Reconhecimento Degradacgao

HIPOXIA —

@ (O]
 ®©
HIF- m %
HFol—— .

NIAAAALRARSAARSLARN Indugio da
expressao

, énica de VEGF
9 Em situagoes de hipéxia o pVHL 8

pVHL = seliga ao NO e ndo é reconhecido EStim‘_“aﬁiﬁo do processode
— pelo HIF-1« angiogénese pelo VEGF

Figura 2. Ativagdo do HIF-1a em situagdes de hipoxia e em condigdes normais de

oxigénio (normoxia). Adaptado de Rahimi. ©?

O HIF-1a pode regular mais de 100 genes envolvidos nos processos da
eritropoiese, metabolismo do ferro e da glicose, proliferacdo celular, apoptose e
angiogénese. “” Em condices de hipéxia, o principal alvo do HIF-1a ¢é o fator pro-
angiogénico VEGF. “"

O VEGF é um potente mitdgeno que atua em diferentes etapas do processo
angiogénico, promovendo o aumento da permeabilidade vascular, estimulacdo da
migraco, proliferacdo e invasdo de células endoteliais. “® °* 3 %) Esse fator foi
primeiramente descrito em células endoteliais e, portanto, denominado “fator de
crescimento endotelial vascular”, no entanto, o VEGF pode exercer agdo mitogénica em

outros tipos celulares. ©®® A familia VEGF é composta por cinco isoformas



denominadas VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e fator de crescimento placentario
(PLGF), @ %8 o5 quais ligam-se a receptores especificos do tipo tirosina quinase,
promovendo uma cascata de eventos intracelulares. 5%

Cada isoforma pode ativar um ou mais receptores conhecidos, como VEGFR1
localizado na superficie de células hematopoiéticas, macro6fagos e mondécitos, VEGFR2
encontrado no endotélio vascular e linfatico e o VEGFR3 localizado
predominantemente no endotélio linfatico. > * O VEGF-A se liga a dois receptores
especificos, 0 VEGFR1 e o VEGFR2 enquanto o VEGF-B e PGF sdo reconhecidos

apenas pelo receptor VEGFR1. O VEGF-C e VEGF-D se ligam ao VEGFR2 e também

sdo reconhecidos pelo VEGFR3 “® (Figura 3).
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Figura 3. Esquema da ligacéo entre as isoformas de VEGF e seus receptores. Adaptado

de Almodovar et al.®”

A ligacdo entre 0 VEGF-A e VEGFR?2 é considerada o mais importante passo do
processo de angiogénese. % %% %9 O VEGF-A é produzido pelas células tumorais em

situacBes de hipdxia e quando liberado se liga ao receptor VEGFR2 promovendo a



angiogénese atraves da sua capacidade de estimular o crescimento, migracao e invasao
de células endoteliais ®®*® contribuindo para o crescimento tumoral e desenvolvimento
de metéstases . A ligacéo de VEGF-C com VEGFR3 est4 envolvida no processo de
linfangiogénese. ©?

Todas as principais isoformas de VEGF foram identificadas em cées, sendo 0s
seus receptores também idénticos em seres humanos. A expressdo do VEGF em
tumores caninos é similar ao observado em neoplasias humanas. ©® Atualmente, o
aumento da expressdo tanto de HIF-la como de VEGF em tumores mamaérios de
mulheres e cadelas tem sido relacionado com comportamento tumoral agressivo e pior
prognéstico. ¢4

A superexpressdo do HIF-1a relaciona-se com pior progndstico das pacientes
com cancer de mama, implicando na resisténcia ao tratamento. “* % O grau de
progressdo do tumor e caracteristicas de progndstico ruim, tais como crescimento,
aumento da densidade microvascular e desenvolvimento de metastases se correlacionam
diretamente com a expresséo do VEGF. ®8 %% Assim, a superexpressdo do HIF-1a e
VEGF resulta no aumento da angiogénese associando-se com a progressdo maligna e
com o0 aumento do potencial invasivo e metastatico das células tumorais. 3¢9 Na
oncologia veterinaria, o papel da angiogénese e sua correlagdo com o comportamento

biologico dos tumores mamarios é ainda pouco documentada.

4. Mediadores inflamatdrios: Interleucina-8 (1L-8)
O crescimento do tumor pode ser controlado pelo sistema imunologico e sabe-se
que as citocinas sdo importantes fatores nesse processo.  Tais citocinas sdo

glicoproteinas de baixo peso molecular secretadas por um grande nimero de células e
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tecidos, bem como aqueles associados a processos inflamatorios, sistema imune e
tumores, os quais regulam funcdes celulares autécrinas e paracrinas. ' Sdo mediadoras
intercelulares envolvidas na patogénese do cancer, e estdo incluidas como marcadores
de diagndstico e progndstico de doencas ndo-invasivas, bem como no seguimento da
resposta a tratamentos especificos. ' Algumas células tumorais ndo s6 regulam a
expressdo de citocinas para o recrutamento de células inflamatorias, como também
usam esses fatores para promover o crescimento e progressao do tumor. ¢

Para que ocorra a transformacdo neoplasica, e o subsequente crescimento do
tumor, invasdo e desenvolvimento de metéstases, ha a necessidade de um ambiente pro-
angiogénico que e obtido em consequéncia do desequilibrio entre os fatores anti- e pro-
angiogénicos. "? A familia das quimiocinas CXC é o Unico grupo de citocinas
conhecidas pelo comportamento diferencial na regulacdo da angiogénese. Varios
membros das quimiocinas CXC sdo potentes promotores da angiogénese, enquanto
outros inibem esse processo. ¥

A interleucina-8 (IL-8), quimiocina da familia CXC produzida por células
sanguineas e por varios tecidos, é conhecida como uma citocina pré-inflamatoria e pro-
angiogénica e tem sido associada a progressdo tumoral, e consequentemente com o
prognéstico ruim, indicando baixa sobrevida em muitos tipos de cancer. “® E um
importante quimioatrativo responsavel pelo recrutamento de leucdcitos e neutrofilos e
um indutor da proliferacdo e angiogénese tumoral, ("® agindo como um fator mitogénico
e angiogénico. ™ A IL-8 tem participacdo na neovascularizagdo do cancer induzindo
resposta migratoria de células endoteliais através da interacdo com seus receptores
CXCR1 e CXCR2. ™ A secrecdo de IL-8 pelas células tumorais pode promover a

invasdo, migracdo celular e o processo metastatico, induzindo a infiltracdo de
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neutréfilos e producdo de fatores de crescimento por macréfagos associados ao tumor.
(76)

A alta expressdo de IL-8 é frequentemente observada em diversos tipos tumorais
e sua relacdo com a proliferagdo, angiogénese e sobrevivéncia celular tem sido
demonstrada em canceres humanos. ® Niveis elevados de IL-8 foram associados com a
progressdo e recorréncia da doenga no cancer de préstata, pulmao, estbmago e mama.
(2 Além disso, elevados niveis séricos de 1L-8 foram correlacionados com

caracteristicas de progressdo e recorréncia tumoral em cadelas com cancer de mama,

sugerindo que esta citocina tem um potencial valor progndéstico também nessa espécie.

Q]

Nesse contexto, diante da importancia do tema e escassez de estudos envolvendo
a mensuracgdo dessas proteinas no microambiente tumoral em cadelas, o presente estudo
teve como objetivo avaliar o valor prognostico das proteinas HIF-1a, VEGF e IL-8 em
cadelas com neoplasia mamaria, relacionando-os com o0s parametros clinico-
patoldgicos, a evolugdo clinica e sobrevida. Desse modo, 0s objetivos especificos
foram:
e Verificar a concentragdo proteica de HIF-1a, VEGF e IL-8 em tumores
mamarios de cadelas em relagdo ao controle (tecido mamario sem neoplasia);
e Correlacionar os dados entre os grupos e com as caracteristicas clinico-

patoldgicas, evolucéo clinica e sobrevida das pacientes.
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Material e Métodos
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Il. MATERIAL E METODOS

1. Consideracoes éticas

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto - FAMERP (Protocolo n° 19/2014)
(Anexo A). O presente estudo ndo acarretou riscos fisicos a salde das cadelas
selecionadas, uma vez que foram utilizados fragmentos tumorais de descarte do exame
histopatoldgico. Os proprietarios foram informados dos objetivos da pesquisa e
assinaram o termo de consentimento informado (Anexo B). O médico veterinario
responsavel preencheu a ficha clinica do animal (Anexo C) e os dados foram plotados

em tabela para posterior anélise.

2. Amostras

2.1. Colheita das amostras

Foram colhidos fragmentos tumorais de 25 cadelas com neoplasia mamaria
(grupo de estudo) e trés cadelas higidas (grupo controle), atendidas nas clinicas
veterinarias de Sdo José do Rio Preto e regido durante os anos de 2011 e 2014. Os
critérios de exclusdo para as cadelas do grupo controle foram rigorosamente seguidos,
sendo incluidas no grupo apenas cadelas sem histérico de doenca inflamatoria e

procedimento cirdrgico em periodo anterior proximo.

2.2. Caracterizacdo Histopatologica das amostras
Para o diagnostico histopatol6gico, os cortes histologicos foram corados com HE

seguindo os procedimentos histolégicos padrdes: desparafinizacdo em xilol, seguida por
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hidratacdo em &lcool absoluto I, 11 e Il finalizando com 6 mergulhos em &gua corrente.
Para a coloragdo de nlcleo as laminas permaneceram em um corante basico
denominado hematoxilina por 4 a 6 minutos e foram lavadas em &agua corrente (6
mergulhos). Em seguida as laminas foram mergulhadas rapidamente em &lcool 70%,
lavadas com &gua corrente por 10 minutos e submetidas a 6 mergulhos em alcool 80%.
Para a coloracdo de citoplasma as laminas permaneceram 30 segundos em um corante
acido denominado Eosina. Em seguida o tecido foi desidratado em alcool 95% (6
mergulhos) e alcool absoluto | e Il (6 mergulhos em cada) e clarificados em Xilol I, Il e
I11 (6 mergulhos em cada) finalizando com a montagem das laminas.

O diagnostico histopatolégico foi classificado de acordo com Misdorp et al.,
1999 9. Os parametros utilizados para o estadiamento clinico estdo de acordo com o
sistema TNM (tamanho, envolvimento linfonodal, metastase) estabelecido pela
Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) para tumores mamarios caninos 7).

As cadelas do grupo de estudo foram avaliadas com relacdo as caracteristicas
clinico-patologicas (tempo de evolucdo, numero de nodulos, tamanho tumoral, grau
histoldgico, status linfonodal, estadiamento clinico, ulceracdo e vascularizacdo) e com a
evolucdo clinica (ocorréncia de metastase, recidiva local e 06bito). A ocorréncia de
metastase, assim como a data e causa da morte foram descritas pelo veterinario sendo

que apenas cadelas que morreram pela doenca foram incluidas no estudo.

3. Processamento das amostras
3.1. Obtencao do tecido tumoral
Apbs a exérese tumoral foi selecionado um fragmento tumoral de pelo menos

um cm de didmetro, armazenado em tubo Falcon de 15 mL contendo solucéo
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estabilizadora de RNA — RNA later (Life Technologies®). Em seguida, o material foi
transportado até o Laboratério de Investigacdo Molecular do Céncer (LIMC -
FAMERP), identificado e armazenado em freezer a -80°C para posterior realizacdo da

técnica de ELISA.

3.2. Preparacao dos fragmentos tumorais para analise histopatolégica
O fragmento tumoral, armazenado em solucéo de formol a 10% foi processado,
incluido em parafina seguiu procedimento de rotina, microtomia e coloragdo com

hematoxilina-eosina (HE) para avaliagao histopatoldgica.

3.3. Diagnostico histopatologico

Para o diagnostico histopatoldgico, os cortes histolégicos foram corados com HE
seguindo os procedimentos histolégicos padrdes: desparafinizacdo em xilol, hidratacdo
em alcool absoluto I, 11 e 11l finalizando com seis mergulhos em &gua corrente. Para a
coloracdo de nucleo as laminas permaneceram em um corante basico denominado
hematoxilina por quatro a seis minutos e foram lavadas em dagua corrente (seis
mergulhos). Em seguida as laminas foram mergulhadas rapidamente em alcool a 70%,
lavadas com agua corrente por dez minutos e submetidas a seis mergulhos em alcool a
80%. Para a coloracdo de citoplasma as laminas permaneceram 30 segundos em um
corante acido (eosina). Em seguida o tecido foi desidratado em alcool a 95% (seis
mergulhos) e alcool absoluto 1 e 11 (seis mergulhos em cada) e clarificados em xilol I, 11
e I (seis mergulhos em cada) finalizando com a montagem das laminas.

A classificacdo utilizada para o diagnoéstico histopatologico foi a de Misdorp (24)

pela AFIP (Armed Forces Institute of Pathology) e os parametros utilizados para
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estadiamento clinico seguiram o sistema TNM (tamanho, envolvimento linfonodal,
metastase) ® estabelecido pela OMS para tumores mamarios caninos. " Foi
estabelecido o tamanho tumoral (T) - T1: <3 cm-T2:entre3e5cm-T3: >5cm; 0
envolvimento linfonodal (N) - NO: sem envolvimento aparente - N1: envolvimento
unilateral - N2: envolvimento bilateral e presenca de metéastase a distancia (M) - MO:
sem metéstases evidentes - M1: metéstase a distdncia incluindo linfonodos néo
regionais, sendo classificados como I, 1, I1l ou 1V de acordo com a extenséo tumoral e

estabelecimento do prognostico.

3.4. Preparacdo dos fragmentos tumorais para realizacdo do ensaio
imunoenzimatico (ELISA)

O tecido tumoral foi preparado com adi¢do de tampéao (100 mM Tris, pH 7,4;
100 mM NaCl; 1% de Triton X-100; 1 mM EDTA) e armazenado a -20°C.
Imediatamente antes do uso, o tampdo foi suplementado com 1 mM de PMSF e inibidor
de protease. O tecido foi homogeneizado mecanicamente, centrifugado a 1850 g por dez

minutos a 4°C e o sobrenadante armazenado a -20°C.

4. ELISA

4.1. Proteina HIF-1a

Para a realizacdo da técnica de ELISA com o kit HIF-1a Transcription Assay, 0
Buffer (Transcription Factor Binding Assay Buffer — CTFB) contendo 7008 pL de agua
ultra-pura, 96 pL de reagente A e 2400 pL de 4x-transcription factor binding assay
buffer, disponiveis no kit, e 96 uL de dithiothreitol (DTT) a 300 mM, totalizando 9.600

ul de CTFB foram preparados. Em seguida, preparou-se o tamp&o de lavagem?,
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contendo 5 mL de tampéo de lavagem concentrado (Wash Buffer Concentrate — 400x) e
1 mL de Polysorbate 20, disponiveis no kit, e 2000 mL de agua ultra-pura, totalizando
2006 mL. No inicio da reacdo foram adicionados o controle positivo, constituido por
CTFB e Transcription Factor HIF-1a Positive Control, o branco (CTFB) e as amostras
em seus respectivos pogos. A placa foi incubada por uma hora em temperatura
ambiente. Apds este periodo, a placa foi lavada (programacdo do chip da lavadora em
cinco lavagens com 200pL de tampdo de lavagem) e em seguida adicionados em cada
poco, exceto no branco, 100 pL do anticorpo primario do HIF-1o diluido 1:100 em
Antibody Binding Buffer 1X (ABB® 1X) e novamente, a placa foi incubada por uma
hora em temperatura ambiente. Repetida a lavagem (cinco lavagens com 200 pL de
tampé&o de lavagem), foram adicionados em cada poco, exceto no branco, 100 pL do
anticorpo secundario do HIF-1a diluido 1:100 em ABB 1X. A placa foi novamente
incubada por uma hora em temperatura ambiente e realizada a lavagem (cinco lavagens
com 200 pL de tampdo de lavagem) em seguida, foram adicionados 100 pL da solugédo
substrato (Transcription Factor Developing Solution) em todos 0s pog¢os e incubados
por 15 a 45 minutos em temperatura ambiente, protegido da luz. Para finalizar a reacao,
foram adicionados 100 pL da solucdo de parada e realizada a leitura no leitor de ELISA
a 450 nm. A unidade de medida da concentracdo é dada em porcentagem com relagéo as

amostras controle.

4.2. Proteina VEGF
Para a realizacdo da técnica de ELISA com o kit Quantikine Canine VEGF
(R&D Systems Minneapolis, MN), os padrdes e solugdo substrato com reagente

diluente RD6U foram reconstituidos. O tampéo de lavagem foi preparado com 20 mL
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de tampdo de lavagem concentrado, disponivel no kit, e 480 mL de agua destilada,
totalizando 500 mL de tampao de lavagem. A solucdo padrdo VEGF foi reconstituida
com 1 mL do reagente diluente RD6U ficando na concentracdo de 2500 pg/mL, em
sequida, foram distribuidos 500 pl desta solugcdo em seis Eppendorfs, ja contendo 500
pl de reagente diluente RD6U, afim de produzir uma curva com sete diluicdes
diferentes da solucdo padrdo VEGF. No inicio da reacdo foram adicionados 100 pL do
reagente diluente RD1W em cada poco da placa. Em seguida foram adicionados 0s
padrdes, o branco (Calibrador diluente RD6U) e as amostras em seus respectivos pocos
e a placa foi incubada por duas horas em temperatura ambiente. ApGs este periodo, a
placa foi lavada (programacgéo do chip da lavadora em trés lavagens com 300 pL de
tampdo de lavagem) e em seguida adicionados 200 pL do conjugado VEGEF,
novamente, incubados por duas horas em temperatura ambiente. Repetida a lavagem
(trés lavagens com 300 pL de tampédo de lavagem), foram adicionados 200 uL de
solucdo substrato (composta por 10 mL de reagente A mais 10 mL de reagente B) em
cada poco das amostras e dos padrdes e a placa foi incubada por 25 minutos em
temperatura ambiente, protegida da luz. Para finalizar a reacdo, foram adicionados 50
uL da solucédo de parada e realizada a leitura no leitor de ELISA a 450 nm.

O célculo da densidade optica (DO) foi estabelecido através da curva de ajuste
four parameter logistic (4-PL) pelo software Skanlt for Multiskan FC 2.5.1. A
intensidade da coloragdo foi proporcional & concentracdo do antigeno VEGF, expressos

em pg/mL.
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4.3. Proteina IL-8

A quantificacdo da proteina IL-8 foi determinada pelo Kit ELISA Canine
CXCL/IL-8 Quantikine (R&D Systems Minneapolis, MN). Esse método consiste na
utilizacdo de um anticorpo monoclonal direcionado contra um antigeno distinto
determinante sobre a molécula de IL-8. Foram utilizados os anticorpos: monoclonal
mouse anti-canine IL-8 (720 pg/mL em 1,0 mL de PBS) - captura, policlonal
biotinilado mouse anti-canine IL-8 (45 pug/mL de BSA*/Tween-PBS® — reagente
diluente) - padréo e canine recombinant IL-8 (110 ng/mL em 0,5 mL de BSA/Tween-
PBS) - deteccéo.

No primeiro dia da reagdo foram acrescidos 100 pL da solugédo de anticorpo de
captura ja diluido em cada cavidade da microplaca de poliestireno e incubado com filme
plastico a temperatura ambiente overnight (no minimo 12 horas). No segundo dia,
foram adicionados 300 pL de reagente diluente e incubado com filme plastico por uma
hora. Apds, foram adicionados 100 pL do anticorpo de deteccdo ja diluido e incubado
com filme plastico por duas horas. Foram adicionados 100 pL de estreptavidina
(Streptavidina-HRP - R&D Systems) ja diluida e a foi placa coberta com papel aluminio
(auséncia total de luz) por 20 minutos. Foram entéo adicionados 100 pL de solucdo de
substrato cromdgeno (H,O; + Tetramethylbenzidine - R&D Systems) ja diluido e a placa
foi coberta com papel aluminio por 20 minutos para dar inicio & reacdo enzimatica.
Foram adicionados 50 pL de solucdo de parada (2N H,SO,) para cessar a reagdo. As
amostras foram quantificadas pelo leitor de ELISA (ThermoPlate) com filtro de 450
nm. Ao intervalo de cada etapa - da incluséo dos anticorpos, amostras e reagentes - foi
realizada a lavagem da placa, com o chip da lavadora programado para trés lavagens

com 300 pL de solucdo de lavagem (0,05 % Tween 20 em PBS). Todas as amostras e
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padroes foram adicionados na placa em duplicata. A unidade de medida da

concentracdo é dada em porcentagem com relagdo as amostras controle.

5. Analise estatistica

Os dados obtidos na mensuragdo das proteinas foram divididas de acordo com os
grupos de cadelas com neoplasia mamaria e cadelas controle, bem como com as
caracteristicas clinico-patoldgicas, evolucéo clinica e sobrevida para o grupo de cadelas
com neoplasia mamaria.

Os resultados foram submetidos previamente a analise descritiva para
determinacdo da normalidade e foram considerados com distribuicdo normal. Assim, as
médias das analises referentes as quantificacbes para cada grupo foram comparadas pelo
Teste T de Student. Todos os valores obtidos foram expressos como média + desvio
padrdo (S.E.M.).

O valor de corte para o risco de 6bito foi estabelecido por meio da curva
Receiver Operating Characteristic (ROC) para cada proteina analisada. Foram
calculadas a sensibilidade e especificidade entre os valores obtidos e a ocorréncia de
Obito nas cadelas com neoplasia mamaria. Os valores indicados por meio da curva ROC
constituem o ponto de corte que podem promover um equilibrio mais adequado de
sensibilidade (verdadeiros positivos) e especificidade (falsos positivos) para o indice de
expressao protéica como discriminador do risco de Obito nas cadelas com neoplasia
mamaria. Utilizando o valor de corte estabelecido na curva ROC, foi calculada a curva
de sobrevivéncia pelo método de Kaplan Meier.

Para avaliar a influéncia simultanea dos fatores prognésticos sobre a mortalidade

foi realizada a andlise de regressao logistica multivariada. Valores para p < 0,05 foram
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considerados estatisticamente significantes. Todas as analises foram realizadas com

auxilio do software GraphPad Prism4 e Stats Direct.
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Resultados
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1. RESULTADOS

1. Dados clinicos

A idade dos animais variou de 7 a 14 anos, sendo a idade média de 10 anos. Dos
25 fragmentos tumorais colhidos e histopatologicamente processados, a maioria dos
tumores foi classificada como maligno (76 %), sendo predominantes os carcinomas
tubulo-papilares (48 %) (Tabela 1). Dentre as caracteristicas clinico-patolégicas, 60 %
das cadelas apresentaram tempo de evolucdo maior que 6 meses, 52 % dos tumores
maltiplos e 40% com estadiamento clinico I. Quanto a vascularizagdo tumoral, 32 %
dos tumores apresentaram vascularizacdo abundante e 24 % ulceracdo. A taxa de

recidiva local foi de 20 %, metastase de 16 % e a taxa de 6bito de 24 % (Tabela 2).
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Tabela 1. Caracteristicas clinico-patoldgicas das cadelas do grupo teste.

Idade Tempo de Evolugdo N° de
Amostra (Anos) (Meses) Histopatolégico Metastase Recidiva nédulos Estadiamento Ulceracdo Vascularizagdo Censura
1 10 mais de 6 Carcinoma em tumor misto Néo Néo multiplos 11 Sim Abundante Viva
2 13 mais de 6 Carcinoma em tumor misto Né&o Sim nico 11 Né&o moderada Viva
3 14 mais de 6 Carcinoma tabulo-papilar Sim Néo anico v Sim abundante Obito
4 9 até 6 Papiloma Né&o Né&o maultiplos | Néo moderada Viva
5 11 até 6 Carcinoma solido com areas tubulares Sim Né&o nico v Né&o abundante Obito
6 10 1 Carcinoma em tumor misto Néo Néo maultiplos | Néo moderada Viva
7 10 mais de 6 Carcinoma tubulo-papilar Né&o Néao multiplos | Sim abundante Obito
8 7 1 Adenoma complexo Né&o Néao maltiplos | Né&o moderada Viva
9 10 1 Tumor misto benigno Né&o Sim maltiplos | Né&o moderada Viva
10 8 mais de 6 Carcinoma ttbulo-papilar Né&o Sim maltiplos v Né&o abundante Obito
11 11 mais de 6 Sarcoma mamario Né&o Né&o Unico 11 Né&o moderada Viva
12 9 até 6 Carcinossarcoma Sim Sim Unico 11 Né&o moderada Obito
13 8 mais de 6 Carcinoma tabulo-papilar Né&o Né&o anico I Sim moderada Viva
14 12 mais de 6 Carcinoma em tumor misto Né&o Né&o Unico 11 Né&o moderada Viva
15 10 mais de 6 Carcinoma ttbulo-papilar Né&o Né&o Unico | Sim moderada Viva
16 7 1 Carcinoma ttbulo-papilar Né&o Né&o multiplos | Né&o moderada Viva
17 9 até 6 Carcinoma ttbulo-papilar Né&o Né&o Unico | Né&o moderada Viva
18 7 1 Carcinoma ttbulo-papilar Né&o Né&o Unico | Né&o moderada Viva
19 9 mais de 6 Carcinoma tabulo-papilar Né&o Né&o maltiplos 11 Né&o moderada Viva
20 11 mais de 6 Carcinoma tGbulo-papilar Né&o Sim maltiplos 1 Né&o abundante Viva
21 13 mais de 6 Carcinoma tabulo-papilar Sim Né&o maltiplos v Né&o moderada Viva
22 9 até 6 Carcinoma tabulo-papilar Né&o Nédo maltiplos 11 Né&o abundante Viva
23 12 mais de 6 Carcinoma in situ Né&o Né&o maltiplos 11 Né&o abundante Obito
24 8 mais de 6 Tumor misto benigno Né&o Né&o anico | Né&o moderada Viva
25 11 mais de 6 Displasia de alto grau Né&o Né&o Unico 11 Sim moderada Viva
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Tabela 2: Associacdo entre a expressdo proteina de HIF-lo, VEGF ¢ IL-8 e 0s
parametros clinico-patoldgicos das cadelas do grupo de estudo.

Parametros Clinico— N° de HIF-1a VEGF IL-8
Patoldgicos pacientes (%) (pg/mL) (%0)
Idade
> 10 anos 10 (40 %) 103,3+9,54 737,0 £194,50 528,3 + 71,96
<10 anos 15 (60 %) 73,6 = 5,67 314,1 + 70,02 303,0 + 64,29
p 0,009* 0,026* 0,031*
Tempo de evolucéo
> 6 meses 15 (60 %) 86,7 + 7,22 333,2 £ 94,68 479,8 + 60,62
< 6 meses 10 (40 %) 83,6 + 10,13 502,2 + 98,97 263,1 + 80,63
p 0,799 0,257 0,039*
N° de nédulos
Unico 12 (48%) 83,9+7,16 419,2 £ 102,20 456,2 + 73,51
Mudltiplos 13 (52 %) 87,5+9,91 558,0 +£ 178,20 312,8 £ 69,32
p 0,762 0,483 0,178
Estadiamento
lell 13 (52 %) 85,4+ 9,20 319,0 £ 88,11 349,5 + 76,57
Ielv 12 (48 %) 85,6 + 7,61 718,4 £ 154,5 433,4 £ 72,53
p 0,985 0,032* 0,434
Vascularizagao
Moderada 17 (68 %) 84,7+ 8,51 400,3 + 98,81 370,7 + 73,90
Abundante 8 (32 %) 86,5+ 7,99 566,0 £ 169,20  421,7 £ 75,60
p 0,985 0,397 0,638
Ulceracao
Nao 19 (76 %) 80,37 +5,87 4816 £111,80 382,6 +61,95
Sim 6 (24 %) 96,39+ 16,03  612,3+183,30 426,4 + 102,80
0,251 0,582 0,728
Metastase
Nao 21 (84 %) 81,2 + 5,45 421,9 + 76,28 406,3 + 56,04
Sim 4 (16 %) 116,7 + 23,15  1097,0 £444,90 496,5+ 74,62
p 0,045* 0,013* 0,569
Recidiva
Nao 20 (80 %) 96,4 + 8,70 409,6 + 83,43 399,5 + 58,51
Sim 5 (20 %) 80,4 +7,32 639,56+252,10 379,6+112,20
0,203 0,276 0,863
Obito
Nao 19 (76 %) 77,6 +5,60 396,3 + 81,79 332,0 £ 60,03
Sim 6 (24 %) 1106 £12,35 832,3+251,90 586,8 £ 60,49
0,012* 0,040* 0,034*

* valor de p significativo para o teste t de student
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2. HIF-1a
N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os niveis de HIF-1a em

cadelas com neoplasia mamaria e cadelas controle (p = 0,35; Figura 4).
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Figura 4. Representacdo da associacdo entre os niveis de HIF-1o em cadelas com

neoplasia mamaria e o grupo controle (p = 0,35).

Dentre as caracteristicas clinico-patoldgicas das cadelas com neoplasia mamaria,
a analise univariada mostrou que as concentra¢fes de HIF-1o foram significativamente
maiores em tumores de cadelas com idade superior a 10 anos (p = 0,009; Figura 5). Além
disso, concentracdes de HIF-1a foram significantemente elevadas nos tumores de cadelas
que desenvolveram metéstase durante o seguimento em comparacdo com aquelas que
ndo desenvolveram (p = 0,04; Figura 6).

Com relacdo a evolucdo clinica, houve associagdo entre o aumento dos niveis de
HIF-1a em tumores de cadelas que vieram a obito durante o seguimento (p = 0,01;

Figura 7).
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Figura 5. Representacdo da associacdo entre a concentracdo de HIF-1a nos tumores

mamarios de cadelas e idade (p = 0,009). * p= valor significativo pelo teste t student.
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Figura 6. Representacdo da associacdo entre a concentracdo de HIF-1a nos tumores
mamarios de cadelas e presenca de metastase (p = 0,04). * p= valor significativo pelo

teste t student.
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Figura 7. Representacdo da associacdo entre a concentracdo de HIF-1o nos tumores

mamarios de cadelas e censura (p = 0,01). * p= valor significativo pelo teste t student.

Para estabelecer o melhor valor de corte referente aos niveis de HIF-1a foi
construida uma curva ROC, a qual representa graficamente a sobreposicdo entre a
distribuicdo da sensibilidade e especificidade para cada valor limite de determinado
preditor. Assim, comparou-se 0s niveis de HIF-1a entre as pacientes que vieram a 6bito e
pacientes que continuaram vivas até o final do seguimento, estabelecendo-se um valor de

corte (78,33 % ) como preditor de morte em cadelas com neoplasia mamaria (Figura 8).
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Figura 8: Valor de corte dos niveis de HIF-1a, estabelecido para ocorréncia de 6bito pela curva
ROC. Sensibilidade (95%IC) = 100 %, Especificidade (95%IC) = 68 %.

Dessa forma, as cadelas foram classificadas de acordo com a alta ou baixa
concentracdo de HIF-1a a partir do valor de corte estabelecido pela curva ROC, para
realizagdo da curva de sobrevida. Os resultados mostraram que houve correlagdo
estatisticamente significante entre altos niveis de HIF-1a e menor tempo de sobrevida

global das cadelas com neoplasia mamaéria (p = 0,003) (Figura 9).
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Figura 9. Sobrevida global das cadelas com altos e baixos niveis de HIF-1a (valor de
corte: 78,33 %) (p = 0,003).
3. VEGF
Para o0s niveis proteicos de VEGF, as cadelas com neoplasia mamaria
apresentaram niveis elevados de VEGF em relagdo ao grupo controle, no entanto, o nivel

de significancia estatistica ndo foi alcancado (p = 0,07; Figura 10).
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Figura 10. Representacdo da associa¢do entre os niveis de VEGF em cadelas com
neoplasia mamaria e o grupo controle (p = 0,07).
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Na andlise univariada das caracteristicas clinico-patologicas do grupo teste, de
acordo com os niveis de HIF-1a, as concentragdes de VEGF foram significativamente
maiores em tumores de cadelas com idade superior a dez anos, comparado aquelas com
idade igual ou menor que dez anos (p = 0,02; Figura 11). Além disso, tumores com
estadiamento clinico Il e IV apresentam concentracdes significativamente mais elevadas
em comparacdo aos tumores com estadiamento clinico I e 11 (p = 0,03; Figura 12).

Quanto a evolugdo clinica, também foi observada uma associacdo entre o
aumento dos niveis de VEGF em tumores de cadelas que vieram a Obito durante o

seguimento (p = 0,04; Figura 13).
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Figura 11. Representacdo da associacdo entre a concentracdo de VEGF nos tumores

mamarios de cadelas e idade (p = 0,02). * p= valor significativo pelo teste t student.
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Figura 12. Representacdo da associacdo entre a concentracdo de VEGF nos tumores

mamarios de cadelas e estadiamento clinico (p = 0,03). * p= valor significativo pelo teste

t student.
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Figura 13. Representacdo da associacdo entre a concentracdo de VEGF nos tumores

mamarios de cadelas e censura (p = 0,04). * p= valor significativo pelo teste t student.

O valor de corte estabelecido para VEGF foi de 488,86 pg/mL, com sensibilidade

de 83 % e especificidade de 64 % (Figura 14).
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Figura 14. Valor de corte dos niveis de VEGF, estabelecido para ocorréncia de 6bito
pela curva ROC. Sensibilidade (95%IC) = 83 %, Especificidade (95%IC) = 64 %.

Para avaliar a relacdo entre os niveis de VEGF e a sobrevida das cadelas foi
realizado o teste Kaplan Meier. Essa analise demonstrou associacdo entre a alta
concentracdo da proteina e a menor tempo de sobrevida das cadelas com neoplasia

mamaria (p < 0,04; Figura 15).
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Figura 15. Sobrevida global das cadelas com altos e baixos niveis de VEGF (valor de
corte: 488,83 pg/ mL) (p = 0,04).

4. 1L-8

As cadelas com neoplasia mamaria apresentaram maiores concentracfes de IL-8
em relacdo ao grupo controle, no entanto, o nivel de significancia ndo foi alcangado (p =

0,07; Figura 16).
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Figura 16. Representacdo da associacdo entre os niveis de IL-8 em cadelas com

neoplasia mamaria e o grupo controle (p = 0,07).
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Em concordancia com as outras proteinas analisadas, a andlise univariada
demonstrou que concentracdes de IL-8 foram significativamente maiores em tumores de
cadelas com idade superior a dez anos, comparado aquelas com idade igual ou menor que
dez anos (p = 0,03; Figura 17). Além disso, tumores que apresentaram tempo de
evolucdo tumoral maior que seis meses (p = 0,03; Figura 18) também apresentaram
concentracdes de 1L-8 significantemente mais elevadas.

Quanto a evolucdo clinica, houve associacdo entre o aumento dos niveis de IL-8

em tumores de cadelas que vieram a ébito durante o seguimento (p = 0,03; Figura 19).
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Figura 17. Representagdo da associagdo entre a concentragdo de IL-8 nos tumores

mamarios de cadelas e idade (p=0,03). * p= valor significativo pelo teste t student.
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Figura 18. Representacdo da associagdo entre a concentracdo de IL-8 nos tumores

mamarios de cadelas e diferentes periodos de evolucdo tumoral (p=0,03). * p= valor

significativo pelo teste t student.

E Censura
)
= 800
=
o
O
S 600-
o
(1]
&
— 4004
o
5
2004
S
@
=4 0 T

1 Vivas
mm Obito

Figura 19. Representacdo da associagdo entre a concentracdo de IL-8 nos tumores

mamarios de cadelas e censura (p=0,03). * p= valor significativo pelo teste t student.
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De acordo com a analise da curva ROC, o valor de corte para predizer o risco de
Obito em cadelas com neoplasia mamaria foi de 398,69 % (Figura 20).
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Figura 20. Valor de corte dos niveis de 1I-8, estabelecido para ocorréncia de ébito pela
curva ROC. Sensibilidade (95%IC) = 100 %, Especificidade (95%IC) = 58 %.

O teste Kaplan Meier demonstrou que niveis elevados de IL-8 foram associados

com menor sobrevida em cadelas com neoplasia maméria (p < 0,04; Figura 21).
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Figura 21. Sobrevida global das cadelas com altos e baixos niveis de IL-8 (valor de
corte: 398,69 %) (p = 0,01).
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A regressdo logistica multivariada foi realizada para verificar a influéncia
simultanea das diferentes caracteristicas clinico-patolégicas e da concentracdo das
proteinas HIF-1a, VEGF ¢ IL-8, sobre o risco de oObito em cadelas com neoplasia
mamaria. Quando todas as caracteristicas foram comparadas conjuntamente, nenhum
fator foi associado com risco de obito (p > 0,05). Além disso, quando os fatores
prognosticos, como metastase, recidiva e estadiamento clinico I11 e VI foram comparados
conjuntamente com a concentracdo das trés proteinas avaliadas, também ndo houve
associacdo estatistica (p > 0,05).

A concentracdo de cada proteina foi individualmente comparada com esses
fatores progndsticos e apenas a alta concentracdo de VEGF apresentou p = 0,06 (Tabela

3,4¢e5).

Tabela 3. Resultados da andlise da regressdao logistica multivariada nas cadelas com
neoplasia mamaria. Associacao da concentracdo de HIF-1a e alguns fatores prognostico

com risco de 6bhito.

Variaveis OR IC 95% p
Metastase 2309,42 1,06E-16 — 5,05E+22 0,73
Recidiva 0,88 0,04 — 18,09 0,93
Estadiamento clinico 2,03 0,11 -37,88 0,63
Altos niveis de HIF-1a. 947961,65 5,59E-23 — 1,60E+34 0,67

OR= odds ratio. IC= intervalo de confianca.

Tabela 4. Resultados da analise da regressdo logistica multivariada nas cadelas com
neoplasia mamaria. Associacao da concentracdo de VEGF e alguns fatores progndstico

com risco de 6bito.

Variaveis OR IC 95% p

Metastase 4,58 0,13 — 153,22 0,39

Recidiva 1,54 0,06 — 35,02 0,78
Estadiamento clinico 10,04 0,36 — 279,10 0,17
Altos niveis de VEGF 18,36 0,82 — 409,00 0,06

OR= odds ratio. IC= intervalo de confianca.
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Tabela 5. Resultados da andlise da regressdao logistica multivariada nas cadelas com
neoplasia mamaria. Associacdo da concentracdo de IL-8 e alguns fatores prognostico

com risco de o6bito.

Variaveis OR IC 95% p

Metastase 5,79 0,25 - 129,45 0,26

Recidiva 3,06 0,12 - 78,12 0,49
Estadiamento clinico 1,66 0,06 - 40,98 0,75
Altos niveis de IL-8 1657,90 5,68E-14 - 4,83E+19 0,70

OR= odds ratio. IC= intervalo de confianga.

Além disso, quando apenas as trés proteinas foram comparadas com risco de
Obito, independente dos outros fatores clinico-patolégicos, ndo houve associacao

estatisticamente significante (p > 0,05; Tabela 6).

Tabela 6. Resultados da analise da regressdo logistica multivariada nas cadelas com

neoplasia mamaria. Associacao das concentragdes de HIF-1o, VEGF e IL-8 com risco de

obito.
Variaveis OR IC 95% p
Altos niveis de HIF-1a 20062,80 1,16E-28 - 3,46E+36 0,793
Altos niveis de VEGF 17307,16 7,85E-29 — 3,81E+36 0,797
Altos niveis de I1L-8 4,99 0,150271 — 166,36 0,368

OR= odds ratio. IC= intervalo de confianca.
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IV. DISCUSSAO

Nesse estudo, as concentracdes das proteinas HIF-1o, VEGF e IL-8 foram
avaliadas no macerado tumoral como potenciais marcadores de prognéstico em cadelas
com neoplasia mamaria. Atualmente, sabe-se que o0s critérios clinico-patologicos
classicos, como classificacdo histologica e estadiamento clinico, muitas vezes néo
conseguem prever de forma acurada o progndéstico das pacientes. Tem sido demonstrado
que os maiores fatores preditivos para metastase, como comprometimento de linfonodo
ou grau histolégico do tumor, falharam em classificar os tumores mamarios de acordo
com seu comportamento clinico. @

Dessa forma, atualmente a utilizacdo de marcadores bioldgicos permite uma
melhor avaliacdo do diagnéstico e prognostico, além de auxiliar no direcionamento do

s. 10151779 Ajnda, vale ressaltar que a avaliagdo de

tratamento individual dos tumore
biomarcadores no macerado tumoral representa um importante recurso na rotina clinica,
uma vez que permite a avaliagdo do progndstico independente da coleta de material
especificamente para esse fim.

Neste estudo, os resultados mostraram que houve uma correla¢do entre idade
avancada (superior a 10 anos) com altas concentragdes de HIF-1a, VEGF e IL-8. Além
disso, altas concentracbes das trés proteinas avaliadas foram relacionadas com
caracteristicas de pior prognostico, ébito e menor tempo de sobrevida global das
pacientes.

Sabe-se que a angiogénese desempenha um importante papel no crescimento

tumoral e desenvolvimento de metastases © representando um fator preditivo do tempo

livre da doenca e da taxa de sobrevida global de pacientes com cancer. ® Diversos
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fatores estdo envolvidos na formacéo de novos vasos sanguineos no tumor, sendo o HIF-
la e VEGF os principais fatores pro-angiogénicos desencadeadores desse processo. Y

Nesse estudo, altas concentracdes de HIF-1a no tumor relacionaram-se com 0
desenvolvimento de metastase, ocorréncia de Obito e menor tempo de sobrevida nas
cadelas com neoplasia mamaria. Na oncologia veterinaria, a expressao do HIF-1a e a sua
relacdo com o comportamento biologico dos tumores € ainda pouco estudada, no entanto,
tem sido correlacionada com pior progndstico em neoplasias humanas. €182

Estudos demonstram o aumento da expressdo de HIF-1a em sitios metastaticos de
cancer de mama em relagdo aos tumores primarios, " evidenciando a participacio desse
fator na progressdo tumoral. Além disso, o aumento da expressdao de HIF-lo pode
caracterizar a baixa resposta a terapia adjuvante com tamoxifeno desfavorecendo o
prognéstico de pacientes com cancer de mama. ©

Wang et al. ® realizaram uma revisio de literatura para avaliar o valor
progndstico do HIF-1a no cancer de mama humano, englobando um total de 2933
pacientes avaliados. A alta expressdo de HIF-1a, avaliada por imuno-histoquimica, foi
relacionada com a diminui¢do da sobrevida global, da sobrevida livre da doenca e da
sobrevida livre de metastase a distancia e recidiva. Dessa forma, os autores concluiram
que altas concentracGes de HIF-1a representam um importante fator progndstico em
pacientes com cancer de mama.

Sabe-se que em condic¢des de hipoxia, 0 HIF-1a ndo ¢ degradado e atua como
fator de transcricdo para diversos genes, como aqueles envolvidos nos processos de
angiogénese, metabolismo energético e desenvolvimento de metéastase. ®* Nesse sentido,
Adams et al. ® também realizaram uma revisdo de literatura para avaliar a expressao

imuno-histoquimica de proteinas alvo do HIF-1a em tumores mamarios humanos. O
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estudo incluiu os marcadores anidrase carbbnica IX, transportador de glicose GLUT-1,
receptor 4 de quimiocina CXC (CXCR4) e receptor do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1R), totalizando 30.216 analises imuno-histoquimicas.

Apesar dos resultados demonstrarem relacdo entre a alta expressdo de alguns
desses marcadores com caracteristicas malignas, como alto grau histolégico e capacidade
invasiva, houve grande variabilidade entre os estudos. ® Dessa forma, pode-se inferir
que a expressao do HIF-1a, e ndo de seus genes alvo, apresenta maior valor prognéstico
em pacientes com cancer de mama. Além disso, na medicina veterinaria, a expressao do
transportador GLUT-1 foi avaliada em osteossarcoma canino e nao apresentou
correlacdo estatistica com o tempo de sobrevida global e tempo livre da doenca. ©®

Ao contrario dos nossos resultados, recentemente Moschetta ©” demonstrou que
houve relacdo entre altas concentrac@es de HIF-1a. com melhor progndstico de cadelas
com neoplasia mamaria. E importante ressaltar que esse autor avaliou as concentracdes
séricas de HIF-1a, e dado seu papel pro-angiogénico, sugere-se que a avaliagdo desse
fator no tecido tumoral reflete com maior acuracia seu potencial valor prognéstico,
conforme demonstrado nesse estudo.

Nesse estudo, tumores mamarios com estadiamento clinico Il e IV apresentaram
concentracbes de VEGF mais elevadas que tumores com estadiamento clinico | e II.
Além disso, a alta concentragdo de VEGF no tumor relacionou-se com 0Obito e menor
tempo de sobrevida global. Tem-se estabelecido na literatura que o risco de recidiva e
Obito em pacientes com cancer de mama é relativamente proporcional ao tamanho
tumoral, estadiamento clinico 111 e IV e presenca de metastases. '

Diversos estudos tém demonstrado que altas concentragcdes de VEGF no tecido

tumoral indicam um progndstico ruim, no entanto, existem muitos resultados
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controversos na literatura. A expressdo de VEGF é frequentemente elevada em tumores
malignos em comparagdo com tumores benignos ou com o tecido mamario normal. ©®
Da mesma forma, nossos resultados mostraram que houve maior concentracdo de VEGF
em cadelas com neoplasia mamaria em relacédo as cadelas controle.

Além disso, de acordo com nossos resultados, Qiu et al. ® demonstraram que a
alta expressdo de VEGF relaciona-se com estadiamento clinico e metastase no linfonodo
em cadelas com neoplasia mamaria. Ainda, Millanta et al.®® demonstraram aumento da
expressdao do VEGF em tumores com comportamento mais agressivo. Da mesma forma,
mais recentemente Santos et al. ®® demonstraram que a alta expressio de VEGF
relaciona-se com alto grau histologico de tumores mamarios de cadelas.

No entanto, ao contrério desses estudos, outro estudo de Millanta et al.®®
demonstrou que a expressdo de VEGF em cadelas com neoplasia mamaria nao
apresentou correlacdo estatistica com os parametros clinico-patologicos avaliados ou
com o prognostico.

Além da avaliacdo dos niveis de VEGF no tumor, a avaliacdo dos niveis séricos
desse fator também parece ter importante valor prognéstico. Um estudo de Kato et al.®%
demonstrou aumento dos niveis séricos de VEGF em cadelas com neoplasia mamaria
maligna quando comparados as cadelas com neoplasia mamaria benigna, assim como nas
cadelas que apresentaram metastase pulmonar apos a retirada do tumor. De acordo com
Thielemann et al. ©? altos niveis de VEGF foram verificados em pacientes com cancer
de mama de maior estadiamento clinico e com metéastase em linfonodos axilares,
evidenciando seu papel no aumento da vascularizagdo tumoral e consequente

desenvolvimento de metéstases. Ainda, Jia et al. ®® e Kapahi et al. ® encontraram



45

elevadas concentracGes de VEGF no soro de pacientes com cancer de mama, o que foi
relacionado com baixa taxa de sobrevida.

Da mesma forma, estudos de Coskun et al. ®® Perez-Rivas et al. ®® e Berezov et
al. ©” verificaram altos niveis de VEGF em pacientes com tumores de mama altamente
invasivos e metastaticos. Esses estudos consideraram o VEGF um fator prognostico que
pode ser incorporado a pratica clinica, e utilizado em conjunto com 0s parametros
clinico-patologicos, para auxiliar na avaliacdo da recidiva tumoral e sobrevida de
pacientes com cancer de mama.

No entanto, estudos controversos também sdo encontrados com relacdo ao valor
prognéstico da concentracdo sérica de VEGF. Duranyildiz et al. ®® e El Tarhouny et
al.®¥ ndo encontraram diferenca significante nos niveis séricos de VEGF entre 0s grupos
com cancer de mama e controle. Além disso, Hodorowicz-Zaniewska et al. ‘% no
encontraram associacdo entre os niveis de VEGF e os parametros clinico-patologicos
estudados, e Bachelot et al. “® n3o encontraram relagio do VEGF com a taxa de
sobrevida das pacientes, e portanto ndo consideram o VEGF um potencial marcador
prognostico no cancer de mama.

Sabe-se que além da angiogénese, ha uma forte correlacédo entre a inflamacgéo no
microambiente tumoral com a génese e progressao do cancer. Dessa forma, além dos
fatores pro-angiogénicos avaliados nesse estudo, a IL-8, uma citocina pro-inflamatéria e
pré-angiogénica, pode representar um potencial marcador prognostico. O aumento na
expressdo de IL-8 tem sido observado em células tumorais, endoteliais, neutrofilos
infiltrantes e macrofagos associados ao tumor, sugerindo seu papel regulatério no

microambiente tumoral “¥. Nossos resultados mostraram que houve correlacéo entre
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altas concentracdes de IL-8 com evolucdo tumoral maior que seis meses, ocorréncia de
Obito e menor tempo de sobrevida global nas cadelas com neoplasia mamaria.

De acordo com esses resultados, diversos estudos tém relacionado fatores
inflamatorios e angiogénicos a malignidade tumoral e indicam que a expresséo da IL-8
pode ser utilizada para predizer o prognéstico de pacientes com cancer. Perez et al. % e
Yeon et al. @ demonstraram que pacientes com cancer de mama apresentam altos
niveis de citocinas pro-inflamatérias. Da mesma forma, nossos resultados mostram que
cadelas com neoplasia mamaria apresentam niveis elevados de IL-8 em compara¢do com
cadelas controle. Além disso, de acordo com nossos resultados, Benoy et al.’® e
Kozlowski et al. @ encontraram elevadas concentracdes de IL-8 em pacientes com
cancer de mama em estagio avancado, 0s quais apresentaram menor tempo de sobreviva.

Em concordancia, estudos de Ahmed et al. “°® e Yao et al. ) verificaram altos
niveis de IL-8 em pacientes com cancer de mama e encontraram relacdo com
envolvimento linfonodal, tipo histolégico e presenca de metastase. Além disso, apesar de
ndo encontrar diferenca nos niveis de IL-8 em pacientes com cancer e controle, Derin et
al. © demonstraram que altos niveis dessa protefna relaciona-se com presenca de
metastase nas pacientes com cancer de mama. Bobrovnikova-Marjon et al. ™® e De
Larco et al.’% também relacionaram a IL-8 ao fenétipo metastatico de tumores
mamarios. Mais recentemente, Razmkhah et al.**® encontraram alta expresséo de IL-8 e
de outras citocinas e seus receptores em pacientes com cancer de mama com metastase
em linfonodo em comparagdo com aquelas sem metastase. Ainda, Kamalakar et al. (110
demonstraram que os niveis de IL-8 sdo elevados em pacientes com cancer de mama e
metéstase 0ssea, sugerindo a utilizagéo de terapias anti-1L-8 para prevengdo de metéstase

Ossea em pacientes com cancer de mama.
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Milovanovic et al. ™" avaliaram os niveis de IL-8 em macerado tumoral de
mulheres com cancer de mama e demonstraram que altas concentracdes dessa proteina
relaciona-se com pior prognoéstico. A expressao de IL-8 foi também foi relacionada com
tumores receptor de estrégeno negativo. Da mesma forma, Cho et al. 2 demonstraram
que altos niveis de IL-8 foram associados com menor tempo de sobrevida livre de
recidiva em pacientes com cancer de mama HER-2/neu negativo, indicando associacao
dessa citocina com subtipos especificos de cancer de mama.

A alta expressdo de IL-8 também foi associada com pior prognostico em outros
tipos tumorais como melanoma, cancer gastrico, de ovario e prostata. 4 Além disso,
altos niveis de IL-8 foram encontrados no plasma de cadelas com cistite, dermatite e
cancer gastrico, indicando a utilizacdo dessa citocina no diagnodstico de doencas
inflamatérias em caes. %%

Na oncologia veterinaria, de Andrés et al.,**¥ demonstraram que os niveis de IL-
8 foram maiores no soro e no macerado tumoral de cadelas com tumor de mama
inflamatdrio em relacdo as cadelas com tumores mamarios ndo inflamatorios. Kim et al.
(15 demonstraram que a IL-8 contribui com o desenvolvimento de um microambiente
tumoral permissivo durante a tumorigénese de hemangiosarcoma canino. Tumores com
alta expressdao de IL-8 apresentaram caracteristicas de inflamacdo, ativacdo da
coagulacdo e fibrose. Ainda, em concordancia com nossos resultados, Gelaleti et al. )
demonstraram que altos niveis de IL-8 foram encontrados no soro de cadelas com
neoplasia mamaria e houve uma correlagdo positiva entre concentragfes dessa citocina e
progressao tumoral, metastase no linfonodo, recidiva e o6bito.

Um estudo avaliando os niveis plasmaticos de diversos fatores angiogénicos em

pacientes com cancer de mama e mulheres controle, demonstrou que os niveis de IL-8 e
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VEGF estavam aumentados nas pacientes com cancer e apresentaram diminuicao sete
dias apds a retirada do tumor. “'® No entanto, nesse estudo, a analise multivariada
demonstrou que ndo houve influéncia simultanea da concentracdo das proteinas HIF-1a,

VEGF e IL-8 sobre o risco de dbito das cadelas com neoplasia mamaria.
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V. CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu concluir que:

Altas concentracdes de HIF-1a, VEGF e IL-8 relacionam-se com parametros

clinico-patologicos de prognostico ruim e pior evolucdo clinica, sugerindo o importante

papel desses fatores na progressdo da doenca;

Tumores mamarios apresentam um aumento da concentracdo de VEGF e
IL-8 em relacdo as amostras mamarias controle;

Altas concentracGes das trés proteinas avaliadas sdo encontradas em
cadelas com neoplasia mamaria com mais de dez anos;

Altas concentracdes de HIF-1a relaciona-se com presenca de metéstase,
VEGF com estadiamento clinico Il e IV e IL-8 com evolugdo maior que
seis meses (Tempo do diagnostico até o momento da cirurgia);

Altas concentraces de HIF-1a, VEGF e IL-8 relacionam-se com 6bito e
menor tempo de sobrevida global em cadelas com neoplasia mamaria,
destacando esses fatores como potenciais marcadores de prognéstico ruim.
Dessa forma, a avaliacdo dos niveis de HIF-1a, VEGF e IL-8 no tecido
tumoral pode auxiliar no estabelecimento do progndstico em pacientes

com cancer de mama.
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VII. APENDICE

Apéndice A: Protocolos de preparo das soluces.

1CTFB  Agua Destilada ---------------===reeeeeeeeeeeeeeeeemmee 73 uL
4x Transcription Factor Binding Assay Buffer ------- 25 pL
Reagente A -------=-s=smmmmmmeem oo 1pL
300 MM de DTT =-smmmmmmmmmmmmm oo 1L

Solucdo de 300 mM de DTT
D)y P — 05g
Agua Destilada --- 12,5 ml

2 Tampao de Lavagem Agua Destilada ---------=----===------- 2L
Wash Buffer 400X -------------------- 5 mL
Polysorbate 20 ------------------------ 1mL

*ABB  Transcription Factor Antibody Binding Buffer ------------------ 3mL
H,0 Destilada ----------=-=====mmmm oo 27 mL

*BSA PBS---------- 12 mL

>PBS Cloreto de S6di0 ----------=mmnnnn=zeme- ---- 16,36 @
Fosfato de Sodio Dibasico -----------=-=--=-=-=----- 2,19
Fosfato de Sodio Monobasico di-hidratado ----- 0,69
Agua Destilada ----------=-====mmmmmmmmmmeeeeeee 2000 mL
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VIIl. ANEXOS

ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Comissio de Etica no Wso de Animais
Faculdade de Medicina de 530 Jo=é do Rio Preto - FAMERP
Autargua Estadual - Lei n° 8809 de 2700004
(Reconhecda pelo Decrato Federal n® 74.179 de 1406/74)

Of. CEUA 19/2014
S30 José do Rio Preto 03 de Outubro de 2014

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de S0 José do Rio
Preto - CEUA/FAMERP declara que o projeto intitulado: “Valor prognéstico das
proteinas HIF-1a, VEGF e IL-8 em macerado tumoral mamdério canino” sob a
responsablidade da Profa. Dra. Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari, é parte do
Protocole FAMERP n® 001-005230/2010 intitulado: “Avaliagio de novos marcadores
prognésticos o preditivos em neoplasia mamiria de cadelas: Avaliacio sérica e
molecular do VEGF e do HIF-1" aprovado por esta comissdc na data 27 de Setembro de
2010,

lima. Sra.
Profa. Dra. Debora A. Pires de Campos Zuccari
Pesquisadora Responsdvel pelo Projeto

0

IT+ Dra. Giéna Elisa Florido Mendes
1* Secretaria da CEUA

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - Vila S8o Pedro. CEP. | S090-000 — Sio José do Rio Preto - $P — Brasil
Tel (17) 3201-5884 - {17) 3200 -5885
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ANEXO B - Modelo do Termo de Consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com os principios éticos estabelecidos na Lei n® 11.794/2008 e na resolucdo n° 714/2002)

Titulo da Pesquisa: “Detecgdo de potenciais marcadores prognosticos ¢ preditivos em
neoplasia mamaria de cadelas”

- “Avaliagdo de novos marcadores prognoésticos e preditivos em neoplasia mamaria de
cadelas: Avaliacao sérica e molecular do VEGF e do HIF-1”

- “Valor progndstico das proteinas HIF-1o, VEGF e IL-8 em macerado tumoral
mamario canino”

Pesquisadores Responsaveis: Profé, Dra. Debora A. P. C. Zuccari — Coordenadora / José
Henrique Musumeci Ferreira— Mestrando / Marina Gobbe Moschetta - Doutoranda

Para obter maior conhecimento dos mecanismos envolvidos no cancer de mama em
cadelas, os pesquisadores estdo desenvolvendo uma pesquisa cientifica que podera
melhorar 0 nosso conhecimento sobre esse tumor e, portanto oferecer novas
possibilidades de tratamento e de melhora na qualidade de vida dos nossos animais de
estimacao.

A. O estudo tem como objetivo avaliar o papel do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), fator induzido por hipdxia (HIF-1) e interleucina 8 (IL-8) em
cadelas em diferentes momentos, a fim de verificar a relacdo entre os valores e
utiliza-los como marcadores de crescimento tumoral e no surgimento de metastases.

B. Sera coletada uma amostra sanguinea do animal (3 mL) no momento da cirurgia e
posteriores coletas serdo feitas: um més apos a cirurgia, seis meses apds a cirurgia e
12 meses apos a cirurgia.

C. Ap6s a cirurgia para retirada do tumor serd cortado parte deste material, um
pedacinho que sera enviado ao laboratério para diagndstico histopatologico. Néo
haverd mudanca na técnica cirdrgica para esta coleta.

Declaro que, apos ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador sobre a
utilizacdo para estudo de amostra sanguinea e um fragmento da lesdo tumoral (fragmento
de 1 cm do tumor) a ser retirado durante o procedimento cirdrgico, ja estipulado no
tratamento, consinto em participar livre e espontaneamente deste estudo e me
comprometo a manter contato com o grupo para as 3 coletas subsequentes em 1 més, 6
meses e 12 meses apos a cirurgia.

Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questdo. E comprometo-me a
conceder a coleta de amostras sanguineas da minha cadela durante os quatro periodos da

pesquisa e ainda, comprometo-me a manter o pesquisador informado no caso de
mudanca de endereco ou telefone.

Nome do(a) proprietario(a):

Nome da cadela:
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Endereco residencial: n°
Bairro: Telefone residencial: Celular:
Data.:........ f....... Lo, L ASSINATUN Q..o

Declaracéo de responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e beneficios deste
estudo. Coloquei-me a disposicdo para perguntas e respondi a todas. Obtive o
consentimento de maneira livie e me coloquei a disposicdo para esclarecimento de
qualquer duvida sobre o estudo pelos enderegos abaixo indicados.

Nome do(a) pesquisador:

Inscrigdo no Conselho Regional: ...

Profa. Dra. Debora A.P.C. Zuccari — Laboratério de Investigacdo Molecular no Cancer — LIMC.
Av. Brigadeiro Faria Lima, n® 5416 FAMERP - Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto
Sao José do Rio Preto, SP - CEP 15090-000

Fone: (17) 3201-5885

e-mail: debora.zuccari@famerp.br



mailto:debora.zuccari@famerp.br
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ANEXO C - Modelo da ficha clinica do animal

FICHA CLINICA

Nome da cadela: Idade:

Histdria Clinica:
() Recidiva
() Metastase

Tempo de evolucéo: Imés( ) até 6 meses () mais de 6 meses ( )
Numero de nodulos: Unico( )  Mdltiplos ( )

Dimens6es do tumor (T): X X (cm)

TO: auséncia do tumor primario evidente ou auséncia de recidiva

T1:<3cm

T2:entre3e5cm

T3:>5cm

Envolvimento de linfonodos regionais:
NO: sem envolvimento evidente

N1: envolvimento unilateral Nla: moveis N1b: fixos
N2: envolvimento bilateral N2a: moveis N2b: fixos
Quanto a confirmacao histoldgica de envolvimento de linfonodos: (-) ou (+)

Metéstase a distancia:

MO: sem metéastases evidentes

M1: metastases a distancia incluindo linfonodos nédo regionais
Mx: impossivel avaliar existéncia de metéstases

Caracteristicas do tumor:
Ulceracdo: sim( ) ndo( )
Vascularizacao: moderada ( ) abundante ( )
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