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RESUMEN

Los tumores de mama representan uno de los tumores mas frecuentes en
perros y gatos, no existiendo un tratamiento médico de eleccién en su presentacion
macroscépica o como terapia adyuvante tras la intervencidén quirdrgica. Por otro
lado, y debido a las similitudes tanto clinicas como genéticas de estos tumores con
los tumores mamarios en humanos, los hacen un modelo Unico de oncologia
comparada, permitiendo el desarrollo de nuevas estrategias antitumorales que

permitan mejorar su tratamiento.

En este trabajo se han realizado dos estudios prospectivos con fosfato de
toceranib (Palladia®) como monoterapia en gatas con tumores mamarios o en
combinacién con carprofeno, en perras con carcinoma inflamatorio (CIC). Los
objetivos planteados incluyeron evaluar la eficacia antitumoral y tolerabilidad de los
tratamientos en ambas especies. En el caso de las perras con CIC, también se

incluyé como objetivo la evaluacion de la calidad de vida.

El protocolo de fosfato de toceranib en gatas o en combinacion con
carprofeno en perras con carcinoma inflamatorio fue muy bien tolerado y los efectos

adversos fueron generalmente leves resolviéndose con tratamiento de soporte.

La administracion de fosfato de toceranib en tumores mamarios felinos
demostro eficacia bioldgica, con una tasa de respuesta del 35.2% siguiendo criterios
RECIST y un beneficio clinico en el 64% de los casos. Los resultados del
tratamiento en el caso de los tumores mamarios felinos son comparables con los
descritos tras la utilizacion de quimioterapia tradicional y sugieren que este farmaco
podria ser eficaz en enfermedad residual minima después de un tratamiento

quirdrgico, algo que se deberia evaluar en estudios prospectivos.

El tratamiento con fosfato de toceranib y carprofeno en perras con CIC no
mostrd eficacia biolégica siguiendo criterios RECIST. No obstante, un 64% de los
pacientes presentaron beneficio clinico a los dos meses de iniciar el protocolo
entendiéndose como una mejoria en la calidad de vida y la no progresion de la
enfermedad. La alta tasa de enfermedades estables comparado con otros estudios y
la mejoria de la calidad de vida de las perras, convierte esta combinacion en otra

posibilidad terapéutica a considerar.

Finalmente, en este estudio se evalué de manera subjetiva y a través de un
cuestionario dirigido a los propietarios los cambios en la calidad de vida del paciente
a lo largo del tratamiento con fosfato de toceranib. Algunas de las categorias del

cuestionario de calidad de vida donde los duefios en al menos una de las preguntas



percibieron mejoria y que fueron estadisticamente significativas incluyeron: felicidad,

estado mental, apetito y movilidad general.

Este trabajo en su conjunto describe por primera vez el uso de fosfato de
toceranib como nueva estrategia terapéutica para el tratamiento de tumores

mamarios felinos y carcinomas inflamatorios caninos.

Palabras clave: Fosfato de Toceranib, Palladia, Tumores mamarios felinos,
Carcinoma inflamatorio canino, CIC, Inhibidores tirosin quinasa, ITQ, Oncologia

comparada



SUMMARY

Mammary tumors represent one of the most frequent tumors in dogs and cats,
lacking of a standardized medical treatment in its macroscopic presentation or in the
adjuvant setting after surgery. The clinical and genetic similarities of these tumors
with breast cancer in women make them a unique model of comparative oncology,
allowing the development of new antitumor strategies, which could improve their

treatment.

This project includes two prospective studies with toceranib phosphate
(Palladia®) as monotherapy in cats with mammary tumors, or in combination with
carprofen in bitches with inflammatory mammary carcinoma (IMC). The objectives
were to evaluate the antitumor efficacy and tolerability of the treatments in both
species. In the case of bitches with IMC, quality of life assessment was also included

as an obijective.

The toceranib phosphate protocol in cats or in combination with carprofen in
bitches with inflammatory carcinoma was very well tolerated and adverse effects

were generally mild and resolved with standard supportive care.

The administration of toceranib phosphate in feline mammary tumors
demonstrated biological efficacy, with a response rate of 35.2% following RECIST
criteria and clinical benefit in 64% of the cases. These results are comparable with
traditional chemotherapy response rates and also suggest that this drug may be
effective in the microscopic disease setting after surgical treatment, which should be

assessed in prospective studies.

The combination of toceranib phosphate and carprofen in bitches with IMC did
not show biological efficacy following RECIST criteria. However, 64% of the patients
presented clinical benefit at two months after initiating the protocol, defined as an
improvement in the quality of life and no progression of the disease. The high rate of
stable diseases compared to other studies and the improvement of the quality of life

of the bitches, makes this combination another option to consider in their treatment.

Finally, in this study, subjective changes in quality of life were evaluated
through a questionnaire filled by the owners in each visit. Some of the categories of
the quality of life questionnaire where the owners perceived statistically significant

improvement included: happiness, mental state, appetite and general mobility.



This work as a whole describes for the first time the use of toceranib
phosphate as a new therapeutic strategy for the treatment of feline mammary tumors

and canine inflammatory carcinomas.

Key words: Toceranib phosphate, Palladia, Feline mammary tumors,
Inflammatory mammary carcinoma, IMC, Tyrosine kinase inhibitors, TKI,

Comparative oncology.
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Introduccion

ESTUDIOS CLINICOS EN ONCOLOGIA VETERINARIA Y SU
APORTACION A LA MEDICINA TRASLACIONAL

El caAncer es la primera causa de muerte en perros, siendo responsable de un
27-30% de las muertes, aumentando hasta el 50% en algunas razas como el Golden
Retriever o el Boyero de Berna (Adams et al., 2010; Fleming et al., 2011; O’neill et
al., 2013)

Las similitudes tanto clinicas como genéticas entre perros, gatos y personas
hacen de estos animales que desarrollan tumores de forma espontanea, un modelo
Unico para la investigacion del cancer (Davis et al., 2014; Riccardo et al., 2014;
Alvarez 2014; Rowell et al., 2011 Paoloni et al., 2008). En la actualidad existen
numerosos estudios que demuestran las similitudes de tumores humanos y caninos
en casos como son: los tumores de vejiga (Dhawan et al.,, 2015; Rathore et al.,
2014), el osteosarcoma (Angstadt et al., 2011; Rankin et al., 2011, 2012; Fenger et
al., 2014), los tumores cerebrales (Thomas et al., 2009; Hicks et al., 2015; LeBlanc
et al., 2016, 2016), melanoma (Simpson et al., 2014) o tumores de mama (Queiroga
et al., 2011; Uva et al., 2009) entre otros.

A pesar de los indudables avances en el tratamiento del cancer tanto en
medicina humana como veterinaria, son necesarios nuevos tratamientos en
determinados tipos de cancer que siguen sin terapias realmente efectivas. Gran
parte de la investigacion se ha basado en modelos animales que a pesar de sus
ventajas, presentan también algunas limitaciones, tanto desde el punto de vista
clinico como ético (Vail 2007). Los modelos murinos de tradicionalmente utilizados
para el estudio del cAncer humano, aun siendo los mas frecuentes y a pesar de la su
incuestionable importancia y papel desarrollado a lo largo de la historia poseen
algunas limitaciones. La mas significativa es que en los ratones los tumores no se
desarrollan espontaneamente, como si sucede en los seres humanos, implicando
posibles diferencias en el proceso de la carcinogénesis, ademas de las diferencias
en la tolerabilidad de ciertos farmacos (Rangarajan et al., 2003). Ademas los
modelos en ratones tampoco representan de forma exacta otras caracteristicas
observadas en los pacientes oncolégicos en medicina humana, como son los largos
periodos de latencia, inestabilidad genomica, ademas de la compleja biologia de las
recidivas del cancer y proceso de metastasis, fundamentales en los resultados vy
prondstico en los tumores en medicina humana (Paoloni et al., 2008; LeBlanc et al.,
2016).

11
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Por otra parte, mutaciones frecuentes en tumores humanos, han sido también
descritas en tumores espontaneos caninos. Algunos ejemplos son la mutacion
V600E en BRAF, en carcinoma de prostata, carcinoma urotelial, melanoma, glioma o
tumor de vaina nerviosa periférico de los perros (Mochizuki et al., 2015; Decker et
al.,, 2015) o las mutaciones del proto-oncogen c-kit, presente en perros con
mastocitomas (London et al., 1999) o tumores del estroma gastrointestinal (GIST)
(Irie et al., 2015).

Ademads, los perros y gatos comparten el mismo medio ambiente que los
humanos estando expuestos a los mismos carcindbgenos en muchos casos. Es por
todas estas razones que ya se reconoce a los tumores espontaneos en perros y
gatos como un modelo mas apropiado para los estudios en oncologia y poder
trasladar algunos de los resultados obtenidos a la clinica humana desarrollando
nuevos tratamientos que en muchos casos no se pueden obtener con los modelos
animales convencionales o ensayos clinicos con personas (Khanna et al., 2009),
ofreciendo nuevas posibilidades para estudiar la carcinogénesis y la utilizacién de
nuevos farmacos contra el cancer tanto para uso humano como animal (Paoloni et
al., 2008; LeBlanc et al., 2016).

Por ello el Instituto Nacional del Cancer (NCI) reconocié formalmente el
potencial para avanzar en el estudio del cancer en animales de compafiia mediante
el establecimiento del Programa de Oncologia Comparada (COP) en el afio 2003
(Paoloni et al.,, 2008). Son ya varios los estudios llevados a cabo por estas
instituciones que han facilitado informacion a estudios de medicina humana (Paoloni
et al., 2009, 2010, 2014).

Los estudios traslacionales facilitan la transicion desde la investigacion basica
a la aplicacion clinica. Cuando son realizados en perros con cancer, son Optimos
porque ofrecen un abordaje integral, siendo un paso intermedio entre los modelos
preclinicos convencionales (raton, perros de investigacion y primates) y los ensayos
clinicos con humanos (Figura 1). Actualmente, existen unas necesidades urgentes
en la comunidad cientifica oncoldgica para el desarrollo de nuevos farmacos o
combinaciones de éstos. Sin embargo el desarrollo de nuevos farmacos contra el
cancer es un procedimiento bastante ineficiente, donde sélo aproximadamente el
10% de los nuevos agentes que entran en ensayos clinicos de fase | reciben la
aprobacién del mercado por agencias de medicamentos como la Administracion de
Comida y Farmacos Americana (FDA) (Hay et al., 2014; Stapff 2008; Paoloni et al.,

2008), ademés del largo proceso de desarrollo de un farmaco que puede tardar

12
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hasta 15 afios (Wu et al., 2016). Si se utilizase un enfoque integrado, es probable
gue las preguntas importantes acerca de un nuevo candidato a farmaco se pudieran

responder antes de su introduccién en estudios en humanos (Paoloni et al., 2008).

AR

Preclinical models

» Small animal
» Beagle dog
» Non-human primate
Phase | human Phase Il human Phase IIl human
clinical trials - clinical trials clinical trials
A /
Tumour-bearing dog studies Tumour-bearing dog studies New cancer drug
* Activity « Dose
= Toxicity = Regimen
» Pharmacckinetics » Schedule
= Pharmacodynamics = Biomarkers
» Responding histologies
= Combination therapies

Figura 1. Modelo canino en oncologia comparada y su integracién en las fases tradicionales
de estudios clinicos en medicina humana. La mayoria de los estudios preclinicos que avanzan a
ensayos clinicos en humanos fallan en la fase l/ll. Este fracaso probablemente se deba a la gran
brecha traslacional entre un modelo de xenoinjerto murino y un huésped humano
inmunocompetente. La oncologia comparada proporciona una plataforma ideal para salvar esta
brecha utilizando al perro con cancer para este enfoque integrado pudiendo contestar preguntas
acerca de la toxicidad, eficacia, farmacocinética o farmacodinamia, y dosis de un farmaco (Paoloni
et al., 2008).

Otro de los aspectos positivos del modelo canino es el menor tiempo entre el
desarrollo de la enfermedad y respuesta al tratamiento, ademas de gue los ensayos
clinicos en perros y gatos no estan limitados por los disefios de ensayos de fase I-lll
habituales en medicina humana, pudiéndose ofrecer nuevos farmacos a pacientes
que o bien no hayan recibido el tratamiento estandar o bien porqué no existe
tratamiento estdndar en medicina veterinaria (Paoloni et al., 2008; Khanna et al.,
2009).

Ejemplos de los frutos de la investigacion traslacional han sido el desarrollo

de una vacuna contra el melanoma canino como primer paso para el desarrollo de la
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vacuna para humanos (Bergman et al.,, 2008), o el uso combinado de farmacos
antiangiogénicos (aprobados tanto para personas como para animales) y
radioterapia (Kleibeuker et al., 2015; Jakob et al., 2015; Carlsten et al., 2011). Tal
vez el mejor ejemplo de como las dos disciplinas podrian cooperar en el desarrollo
traslacional de agentes en oncologia humana y veterinaria fue el desarrollo paralelo
del compuesto SU11654 en perros, mas tarde conocido como fosfato de toceranib
(Palladia® Pfizer Inc.) y el SU11248 ahora denominado sunitinib (Sutent® Pfizer

Inc.) en pacientes con cancer humano (Paoloni et al., 2008).

Gracias a este interés y apoyo del NCI y la creacion del programa de
oncologia comparada (COP) uno de los grandes logros en la ultima década ha sido
el desarrollo de grupos/consorcios para llevar a cabo ensayos clinicos multicéntricos
a través del Consorcio de Ensayos Comparativos de Oncologia (COTC) en mas de
20 instituciones académicas veterinarias en Estados Unidos de America. Estos
grupos incluyen entre otros el Consorcio Canino de Genomica y Oncologia
Comparada (CCOGC) en el afio 2006. Estos estudios ya han facilitado informacion
a estudios de medicina humana (Paoloni et al., 2009, 2010, 2014; Leblanc et al.,
2016). Ademas se ha creado un depésito de muestras bioldgicas tumorales de
perros y gatos facilitando el acceso a muestras de gran calidad a los investigadores
veterinarios y de medicina humana que estén interesados en estudiar posibles

dianas terapéuticas o estudios traslacionales (Figura 2).

ECVIM ancology L-MTP-PE evaluated Defined toxicity, activity, PK and tumoral PD
speciality founded in dogs in minimal with tyrosine kinase inhibition in tumcurs
| | residual disease with mutated KIT in dogs
ACVIM (1989-1953) Limb- guided Children’s I
oncology sparing optimized Oncology Group COP and Comparative CCoGC
speciality i canine studies in Oneolegy Trizls Consartium founded
| ACYIM organized | I VCS founded | founded | osteasarcoma | osteosarcoma founded at US NCI

1995 1996 2003 2005 2006
(1967-1974) (1976-1977) Evaluation of Hyperthermia (1996-1949) {2003-2006) DNA Canine genarme
. parvum {thermoradiotheragy) Cytokine and waccine evaluated released

Development of Turnour vaccines
bone marrow adrministered for immunotherapy in technigues correlated chemotherapeutic for use in canine
canine melanoma with clinical efficacy inhalation melanoma with
in a canine model strategies first potential translation
assessed in dogs to hurnan patients
with cancer

trareplantation
regimens in dogs

canine lymphoms

Figura 2. Resumen de la evolucién de la oncologia comparada asi como el desarrollo de los
distintos consorcios. La oncologia comparada nos facilita una oportunidad Unica para avanzar en
el conocimiento y desarrollo de nuevos tratamientos tanto en medicina humana como en veterinaria
(Paoloni et al., 2008).

1.1 Tumores de mama como modelo de oncologia comparada

Los tumores mamarios caninos y felinos llevan afios postuldndose como un

modelo para el estudio del cancer de mama en mujeres, debido a la gran cantidad
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de similitudes entre ellos, incluyendo datos epidemiolégicos y los patrones
histol6gicos de las lesiones neoplasicas (Strandberg et al., 1974; Visan et al., 2016;
Caceres et al., 2016; Burrai et al., 2010; Caliari et al., 2015; Shafiee et al., 2013;
Hassan et al., 2016). Al igual que en mujeres, el cAncer de mama es el cancer mas
comun en perras y gatas no esterilizadas (Sorenmo et al., 2012). Uno de los factores
mas importantes implicados en la etiologia de la enfermedad, tanto en animales
como en humanos, es la influencia hormonal (Queiroga et al., 2011; Sorenmo et al.,
2012; Gery et al., 2010).

Otra de las similitudes encontradas entre los seres humanos y perros es el
componente genético y riesgo hereditario de padecer cancer de mama. BRCAL y
BRCAZ2 son genes supresores tumorales y mutaciones en estos genes conducen a
la acumulacién de dafio en el &cido desoxirribonucleico (ADN) y el aumento de la
posibilidad de desarrollar cancer de mama y ovario en mujeres (Rivera et al., 2011).
Tanto BRCAL1 como BRCAZ2 se han identificado también en el desarrollo de tumores

mamarios en el Springer Spaniel Inglés (Rivera et al., 2009; Rivera et al., 2011).

Los tumores mamarios felinos habitualmente negativos a receptores de
estrdgeno, progesterona y del receptor 2 del factor de crecimiento epidermal
humano-2 (HER2) se han propuesto como un modelo de tumores con un fenotipo
“triple-negativo” en medicina humana. Este termino se suele utilizar para describir un
subtipo de tumor de mama definido por la ausencia de expresiéon de los receptores
de estrégenos y progesterona y la falta de amplificacion del gen de HER2, siendo
uno de los mas agresivos en medicina humana y que en mujeres representan un

15% de todos los tumores de mama (Caliari et al., 2014).

En el caso de los perros también se ha descrito un homdélogo de HER-2 con
un 92% de coincidencia de aminoacidos, denominandose en esta especie como
"Receptor del factor de crecimiento epidérmico de perro 2" (DER-2), con
implicaciones biologicas similares a las del cancer de mama humano. Al igual que
ocurre en medicina humana donde existen anticuerpos anti-HER-2, este antigeno
supone una diana en medicina veterinaria para el desarrollo de nuevas terapias
inmunolégicas que no solo facilitaria el tratamiento en perros, si no que podrian
facilitar informacion de posibles combinaciones o tratamientos multifarmaco a

medicina humana (Fazekas et al., 2016).

Por otro lado, recientemente se ha secuenciado el genoma canino, lo que
proporciona nuevas herramientas para el estudio de la biologia del cancer en esta

especie, asi como la busqueda de nuevos tratamientos (Paoloni et al., 2008;

15



Introduccion

Lindbland et al.,, 2008). Un reciente estudio presentd el primer analisis de los
cambios transcripcionales que ocurren en los tumores mamarios en perras,
incluyendo un analisis comparativo con respecto a los tumores de mama humanos
(Uva et al., 2009). Este andlisis ha revelado una estrecha similitud entre los tumores
humanos y de los perros con respecto a la los cambios en la expresion de genes
relacionados con las vias de establecimiento del tumor. Algunos ejemplos son las
vias de trasduccion de sefales "PI3K/ AKT", "KRAS", "PTEN", "WNT-beta catenin" y
"sefalizacion MAPK", asi como un grupo de genes especificos de células iniciadoras
tumorales humanas (CD44+ CD24-). Dado que la desregulacion de estas vias
celulares estan estrechamente vinculadas a la sensibilidad a los agentes
terapéuticos dirigidos (Bild et al., 2006), estos estudios ponen de relieve el potencial
del perro como un modelo preclinico para probar los agentes terapéuticos dirigidos a
las vias comunmente desreguladas en los tumores mamarios de las dos especies.
Es importante destacar que la estrecha similitud observada entre los tumores en
humana y veterinaria también debe facilitar enormemente el desarrollo de

biomarcadores para evaluar y medir la respuesta de farmacos (Uva et al., 2009).

Por ultimo, la relacién entre factores ambientales y la aparicion de ciertos
tipos de cancer ha sido ampliamente descrita en la especie humana (Hiatt et al.,
2009). El hecho de que el cancer de mama en perros y gatos sea una enfermedad
espontanea y que los perros y gatos estan expuestos a un medio ambiente similares
a los de sus homoélogos humanos, es otra de las caracteristicas que los convierte en
un modelo excelente para el estudio del cancer de mama en mujeres (Queiroga et
al., 2011; Caliari et al., 2014).

GENERALIDADES DE LOS TUMORES MAMARIOS CANINOS Y FELINOS

2.1 Incidencia-Etiologia

Los tumores mamarios son el tipo tumoral mas comdn de la perra no
castrada, constituyendo aproximadamente el 50% de todos los tumores (Sorenmo et
al., 2013). En el caso de las gatas se trata del tercer tumor mas frecuente después

de los tumores como el linfoma y los tumores cutaneos (Merlo et al., 2008).

Los carcinomas inflamatorios caninos (CIC), son un tipo de tumor de mama
poco frecuente en los seres humanos y animales. En las mujeres representan entre

el 1y 5% de todos los tumores malignos de mama (Van Der Auwera et al., 2006) y
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en las perras, la incidencia es en promedio 7,6 % de los tumores mamarios (Pefia et
al., 2003) mientras que en las gatas solo se han descrito casos aislados (Perez-
Alenza et al., 2003; Millanta et al., 2012).

La edad es un factor importante en el desarrollo de estos tumores, donde las
hembras geriatricas de cualquiera de las especies son mas propensas a desarrollar
estos tumores. La edad media de aparicion de las neoplasias mamarias en perras
oscila entre los 10 y 11 afios (Egenval et al.,, 2005; Sorenmo et al., 2012),
considerandose infrecuentes antes de los 2 afios de edad (Gruntzig et al., 2015).
Los tumores de mama afectan principalmente a las gatas de mediana edad o
geriatricas, con un promedio de entre 10 y 12 afos (Morris 2013) y un grado de
malignidad mayor (Morris 2013; Sorenmo et al., 2012). La aparicion de tumores
malignos antes de los 5 afios de edad es poco frecuente salvo que las gatas hayan
sido tratadas con hormonas exégenas (Sorenmo et al., 2009). En el caso de las
gatas también hay que tener en cuenta que las lesiones benignas son mucho mas
frecuentes en animales jévenes, como por ejemplo la fibroadenomatosis mamaria
(Misdorp et al., 1999).

La influencia hormonal es también un factor de riesgo para el desarrollo de
estos tumores, sobretodo la exposicion a las hormonas ovaricas durante los 2
primeros afios de vida (Sorenmo et al., 2009). Las hormonas esteroideas, estradiol y
progesterona, cumplen un papel fundamental en el desarrollo de la glandula
mamaria normal por lo que si se produce un descontrol en la secrecién hormonal se
pierde la homeostasis celular, facilitando en algunos casos la carcinogénesis (Van
Garderen et al., 2002). El tejido glandular mamario normal contiene tanto receptores
de estrégenos como de progesterona, similar a lo observado en muestras de tejidos
displasicos o tumores benignos en perras con un 95-100% de expresion de ambos
receptores. Sin embargo, en los casos de carcinomas no ocurre lo mismo, con solo
un 50% de expresion de receptores de estrdgenos y un 71% de progesterona
(Mainenti et al., 2014).

Dada la importancia de las hormonas como factor predisponente, la
ovariohisterectomia (OHE) disminuye en gran medida el riesgo de tumores
mamarios en ambas especies (Sorenmo et al., 2000; Overley et al., 2005). Es por
eso0 que la incidencia varia mucho entre paises en funcion de las diferentes politicas
de castracién, siendo mucho mas elevada en Espafia en comparacion con otros

paises donde la practica de la OHE en perras jovenes es comun (Borrego 2016).
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Las perras esterilizadas antes de su primer celo tienen un riesgo de padecer
estos tumores de un 0,5%; después del primer estro, el riesgo sube al 8%, y
después de su segundo estro, se eleva al 26% (Sorenmo et al., 2000). Después del
tercer estro la OHE solo proporciona una proteccion modesta. Sin embargo, los
estudios mas recientes muestran un menor riesgo de desarrollar nuevos tumores si
la OHE se realiza al mismo tiempo que la extirpacion de tumores benignos, lo que
sugiere el efecto continuo de las hormonas durante toda la vida del animal
(Kristiansen et al., 2013). La castracion de los pacientes felinos antes del primer
estro proporciona una reduccion del riesgo de padecer tumores del 91%; antes del
segundo estro, una reduccion del riesgo del 86%; y antes del tercer estro, una
reduccion del riesgo del 11%. Después de los 2 afios de edad, no se han descrito

beneficios asociados a una intervencion quirargica (Overley et al., 2005).

El uso de progestdgenos que suprimen el celo promueve cambios
hiperplasicos en la glandula mamaria. Existe controversia con respecto al uso de
estos progestagenos y su relacion con el desarrollo de tumores mamarios. Algunos
autores describen que la administracion prolongada de estos productos no aumenta
la incidencia de neoplasias malignas, aunque si la de benignas (Borrego 2016), sin
embargo, hay estudios que describen la existencia de una relacion entre la
administracion de progestagenos y el desarrollo de tumores tanto benignos como

malignos (Sorenmo et al., 2012).

A pesar de que los tumores mamarios pueden afectar a perros y gatos de
cualquier raza, aquellas que parecen presentar un mayor riesgo incluyen la raza
Siamés en gatos, Caniches, Perros de Aguas, Cocker Inglés, Brittany Spaniels,
Setter inglés, y Pastores Alemanes; Por el contrario, parece que hay algunas razas
gue tienen un menor riesgo en el desarrollo de tumores mamarios como son los
Collie, Shetland Sheepdog y los Pastores de Berna (Sorenmo et al., 2011). Algunos
estudios apuntan que la incidencia de tumores mamarios malignos es mayor en
razas grandes con respecto a las razas pequefias. Asi, el 58% de las razas grandes
tienen tumores mamarios histolégicamente malignos, comparado con el 25% de los
pacientes de razas pequefias, por lo que es el doble de probable que un tumor de
mama sea maligno en una raza grande que en una pequefia (Iltoh et al., 2005).
Todos estos estudios sugieren que el riesgo de tumores mamarios esta asociado a
determinados tipos de razas y que, por tanto, exista un marcado componente

genético (Sorenmo et al., 2012).
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Otro de los factores que podria estar relacionado con un aumento de riesgo
de desarrollar tumores mamarios en perras es la dieta y la conformacion fisica, de
manera que las perras que son delgadas durante el primer afio de vida tienen menor
riesgo de padecer neoplasias mamarias que aquellos que son obesos. Se ha
descrito que el efecto de la obesidad en el posible desarrollo de tumores mamarios
tiene un mayor efecto cuando dicha obesidad o la ingesta de una dieta rica en grasa
0 en carne roja ocurre durante los primeros meses de vida del animal. Sin embargo,
gue el paciente sea obeso cercano al momento de desarrollo de la neoplasia
mamaria parece no tener tanta relevancia. Puede que el efecto de la obesidad sea
similar al efecto de las hormonas sexuales que tienen una mayor influencia durante

el desarrollo mamario (Sorenmo et al., 2011; Lim et al., 2015a, 2015b).

2.2 Patologia 'y comportamiento biol6gico de los tumores mamarios

En los perros cerca del 60% de los tumores mamarios son benignos
(Goldsmicht et al., 2011), siendo los mas frecuentes los fibroadenomas (tumor mixto
benigno). Los tipos mas comunes de tumores malignos en los perros son
carcinomas soélidos, seguidos por adenocarcinomas tubulares, un 7.6% de CIC y
s6lo el 3% son sarcomas (Perez-Alenza et al., 2001). Del 50% que son malignos,

50% recidivaran o metastatizaran (Stratman et al., 2008).

Algunos de los factores pronésticos asociados con una menor supervivencia
en perros con tumores mamarios incluyen el tipo histolégico (tumores poco
diferenciados, sarcoma, y carcinomas inflamatorios (CI) tienen un peor prondéstico),
tamafio del tumor superior a 3 cm, la afectacion de los ganglios linfaticos, la
evidencia histolégica de invasion linfatica o vascular, esterilizacion previa, tasa de
infiltracién de linfocitos en el tumor primario, ulceracion, expresion de receptores
hormonales (estrégenos y progesterona), expresion de la enzima ciclooxigenasa-2
(COX-2), la densidad microvascular, marcadores de proliferacion, comportamiento
clinico (patron de crecimiento, fijacion, ulceracién) y metastasis a distancia (Chang
et al., 2005; Itoh et al., 2005; Pefa et al., 2013; Sleecks et al., 2013).

El 80-90% de tumores mamarios felinos son malignos, y mas frecuentemente
adenocarcinomas (Morris 2013). Son biolégicamente agresivos con una tasa
elevada de metéstasis, sin embargo los tiempos de supervivencia pueden variar
significativamente. El tamafio del tumor, estadio de la enfermedad, grado histolégico
(Seixas et al., 2011), y la extension de la intervencion quirdrgica han demostrado

que influyen en el prondstico (Morris 2013). Los tumores de gran volumen, mayores
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de 3 cm se han asociado con tiempos mas cortos de supervivencia (4-12 meses)
(Macneill et al., 2009; Novosad et al., 2006). El tipo de cirugia realizada, y si esta
reseccion es completa ha demostrado ser prondéstico para el tiempo libre de
enfermedad pero no para el tiempo de supervivencia (Morris 2013).

En el caso en particular del CIC se trata de un tumor biolégicamente agresivo
qgue presenta un curso rapido y fulminante con supervivencias muy cortas. Ademas
se ha descrito un patréon de metastasis diferente al de otros tumores mamarios no
inflamatorios (Clemente et al., 2010). Los Cl solo se han descrito en un escaso
namero de pacientes felinos presentando un mal pronéstico (Perez-Alenza et al.,
2003; Millanta et al., 2012).

2.3 Clasificacion y presentacién clinica de los tumores mamarios

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) proporcioné un sistema de
clasificacion histoloégica que pudiera ser util para alcanzar un pronéstico (Misdorp et
al., 1999). Esta clasificacion ha sido posteriormente modificada por Goldschmidt y
colaboradores en el afio 2011, proponiendo la clasificacion histologica y la
nomenclatura de las neoplasias y de las displasias de la glandula mamaria en la
especie canina (Goldsmith et al., 2011). Las clasificaciones anteriores no incluian los
CIC, al considerar que no se trataba de un subtipo histolégico especifico,
refiriéendose Unicamente a un nombre genérico dado a un carcinoma de mama con
marcada inflamacion (Misdorp et al., 2002). En la nueva clasificacion de Goldsmith y

colaboradores el CIC ya aparece como una entidad especifica.

Con respecto a los gatos, esta especie tiene un sistema de clasificacion
independiente establecido por la OMS. Este sistema también se basa en la
morfologia del tumor mamario y su division en cuatro grupos es similar a la de la
especie canina (Misdorp et al., 1999). Cabe sefialar que en la misma lesién de
mama pueden estar presentes zonas histolégicas tanto benignas como malignas
(Sorenmo et al., 2012).

Las perras tienen 5 pares de mamas, mientras que los gatos tienen 4 pares
de mama, siendo todas ellas susceptibles de desarrollar uno o mas tumores

mamarios malignos o benignos.

En ambas especies, en el examen fisico los animales pueden tener nédulos
tnicos o multiples asociados con el pezén o la propia glandula. En el caso de las

perras las glandulas mamarias caudales son las que se afectan con mayor
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frecuencia (65%-75% ocurren en las mamas 4 y 5), probablemente porque existe
una mayor cantidad de tejido glandular mamario (Sorenmo et al., 2009). Los tumores
felinos ocurren con la misma frecuencia en todas las glandulas (Morris 2013). Las
lesiones benignas tienden a ser pequefias, bien delimitadas, y firmes a la palpacion.
Por el contrario, algunos de los signos clinicos de malignidad que se han descrito
incluyen: crecimiento rapido, margenes mal definidos, fijacion a la piel o a los planos
profundos, ulceracion o inflamacién; sin embargo, cabe destacar que algunos
tumores mamarios malignos pueden aparecer no adheridos y bien delimitados
(Sorenmo et al., 2012).

2.3.1 Particularidades de la presentacion clinica del carcinoma inflamatorio

Este tipo tumoral se presenta con unas caracteristicas clinicas unicas,
generalmente con un aspecto de placa, firme, caliente, eritematoso, y es bastante
doloroso. Algunos de estos criterios hacen que se pueda confundir con procesos
benignos como mastitis o dermatitis (Perez-Alenza et al., 2001, Marconato et al.,
2009). Suele aparecer edema asociado que puede afectar hasta la zona inguinal y
las patas traseras, como consecuencia de que el tumor produce una obstruccién de
los vasos linfaticos. Ademas, los CIC presentan un crecimiento particularmente
rapido, afectando a multiples glandulas mamarias y a la piel que cubre el tejido
mamario. La regién de tejido mamario caudal parece ser la localizacibn mas
frecuente, con hasta un 70% de los casos localizandose en esa regién (Marconato et
al., 2009).

Todas las perras con Cl suelen presentar los signos clinicos en mas de una glandula
mamaria y en algunos estudios hasta en un 58% de los casos, existe una afectacion
de ambas cadenas mamarias (Pérez-Alenza et al., 2001; Marconato et al., 2009;
Souza et al., 2009). Ademas, aproximadamente el 60% de los animales muestran
signos de edema de extremidad, provocando cojera de la extremidad afectada
(Pérez-Alenza et al., 2001; Marconato et al., 2009). Frecuentemente, se observa en
la exploracion fisica un aumento del tamafio de los nodulos linfaticos regionales
(axilar y/o inguinal) que oscila entre el 27% y 63% de los casos dependiendo del

estudio consultado (Perez-Alenza et al., 2001; Marconato et al., 2009).

En la mayoria de los casos, los pacientes que se presentan con este tipo
tumoral muestran otros signos clinicos como debilidad, anorexia y dolor (Marconato
et al., 2009; Perez-Alenza et al., 2001; Souza et al., 2009).

En perras, los CIC se suelen clasificar en primarios y secundarios siguiendo

la clasificacion de los carcinomas inflamatorios humanos (CIH). El CIC primario es
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aguél que se desarrolla de forma repentina, sin historia previa de tumores mamarios.
Este tipo parece mas agresivo que el secundario, presentando un crecimiento mas
rapido. El CIC secundario es aquél que se desarrolla en un animal que ya padecia
previamente tumores mamarios en esa zona. Este tipo es ligeramente mas comudn
gue el primario, aunque menos agresivo. El CIC secundario puede presentarse en
pacientes donde existia un tumor mamario no sometido a cirugia, a partir del cual,
comienza a desarrollarse un CIC, o en pacientes sometidos a cirugia de un tumor
mamario de un tipo histolégico diferente y donde aparece una recidiva en la misma

zona (Perez-Alenza et al., 2001).

2.4 Diagndéstico de los tumores mamarios

En perras y gatas de edad avanzada, la neoplasia mamaria debe ser la
primera patologia a considerar cuando se observa un nddulo que afecta al tejido
mamario, aunque no se puede descartar que se trate de otro tipo de lesiones
benignas como mastitis, galactostasis, galactorrea o una neoplasia de los tejidos
adyacentes (p.e mastocitoma, lipoma, carcinoma de células escamosas, etc.). En el
proceso diagnéstico inicial es muy importante obtener una historia clinica completa,
una exploracion fisica completa y una exploraciéon detallada de todas las glandulas
mamarias y ganglios regionales, asi como una analitica sanguinea completa
(incluyendo hemograma y bioquimica) y un urianalisis, para asi determinar el estado

general de salud del animal (Borrego 2016).

El examen histopatolégico, normalmente realizado a través de la biopsia por
escision de la masa, se considera el método de eleccion para el diagnostico de los
tumores mamarios. Un paso previo podria ser la realizacion de una puncién con
aguja fina (PAF) de la masa y posterior evaluacion citolégica, y aunque podria
ayudar a distinguir las lesiones benignas de malignas (sensibilidad entre 79-88.6% y
especificidad del 73-100% diferenciando entre ambos) sigue siendo necesaria la
histopatologia, debido a la posible subestimacién del potencial maligno del tumor
(Sontas et al., 2012). La citologia es mas util para descartar otros tipos tumorales
gue se desarrollen en la zona de las mamas, la deteccion de metastasis ganglionar
locorregional, y en aquellos casos donde se sospecha extension dérmica y embolias
neoplasicas dentro de los vasos linfaticos dérmicos (tumores de mama agresivos o
Cl). Las biopsias incisionales son muy Utiles para determinar el tipo de tumor
mamario pero no se utilizan de forma comun ya que no suelen cambiar el tipo de

intervencion quirdrgica a realizar (Borrego 2016).
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En la actualidad, el diagnéstico de CIC se basa en la presencia de sus
caracteristicas clinicas (Susaneck et al., 1983) y estudio histopatoldgico, basandose
en una caracteristica exclusiva de este tipo tumoral, que es la presencia de émbolos
tumorales en los vasos linfaticos de la dermis superficial (Perez-Alenza et al., 2001).
La PAF de la mama o de la piel de zonas representativas de induracion
generalizada, edema o enrojecimiento, suelen ayudar en el diagnéstico. Se
recomienda extremar la precaucion a la hora de tomar biopsias incisionales de estos
pacientes ya que se han descrito anomalias en la coagulacion (Susaneck et al.,
1983; Perez-Alenza et al., 2001; Marconato et al., 2009).

2.5 Estadio clinico de los tumores mamarios

La diseminacién metastasica en los tumores mamarios malignos se produce
a través de los vasos linfaticos a los ganglios linfaticos regionales o por via
hematdgena, siendo los pulmones el sitio mas frecuente de metastasis a distancia
(Sorenmo et al., 2011). Se requiere una evaluacion histopatolégica de los ganglios
linfaticos para diagnosticar definitivamente metastasis/micrometastasis (Matos et al).
Las radiografias toracicas son importantes para evaluar la presencia de enfermedad
metastasica pulmonar o derrame pleural, que aparece frecuentemente en gatas
(Morris 2013). La ecografia es un componente de la estadificacién exhaustiva con el
fin de evaluar la posible extensién locorregional (ganglio inguinal superficial, los
ganglios linfaticos axilares) o linfadenopatia metastdsica intraabdominal,
especialmente en aquellos casos en que los tumores de mama se localizan en las
glandulas mamarias caudales y/o que presenten factores pronésticos negativos
(Borrego 2016). La sospecha ecografica de metastasis debe confirmarse
preferentemente mediante andlisis citolégico de una PAF ecoguiada. Se ha descrito
la realizacion de ecografia de la masa mamaria, sin embargo la correlacion entre los
cambios histopatolégicos y el diagnostico de malignidad varia entre estudios (Nyman
et al., 2006; Feliciano et al., 2012).

2.6 Tratamiento de los tumores mamarios
2.6.1 Cirugia

La cirugia es la base del tratamiento de los tumores mamarios en perros y
gatos. Alguna de las contraindicaciones importantes a la hora de realizar una cirugia

con intento curativo es el diagndstico de metastasis, o los CIC, ya que es
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practicamente imposible eliminar todo el tumor, y la recidiva puede ocurrir a los

pocos dias de la cirugia (Marconato et al., 2009).

En perras con otro tipo de tumores mamarios diferentes al CIC, el objetivo de
la cirugia es extirpar todo el tumor mediante el procedimiento mas simple posible,
considerando el drenaje linfatico normal de las glandulas afectadas. No hay un
criterio Unico acerca de si se debe realizar cirugias conservadoras o radicales
(Stratman et al., 2008). Los defensores de la mastectomia radical argumentan que
reduce el riesgo futuro de aparicién de una nueva neoplasia mediante la disminucién
del volumen de tejido mamario, apoyados por literatura reciente donde aquellas
perras que se sometian a una mastectomia regional un 58% de ellas desarrollan
otro tumor en las mamas restantes de dicha cadena (Stratman et al., 2008). Los
autores que abogan por cirugias mas conservadoras argumentan que la tasa de
tumores mamarios benignos es de mas de un 50% y que realizar cirugias extensas
puede ser innecesario en muchos casos, aumentando también los costes y el tiempo
de recuperacion de los pacientes (Sorenmo et al., 2012). Ademas no existen
estudios que demuestren supervivencias mas prolongadas en pacientes que se
someten a cirugias mas agresivas (Stratman et al.,, 2008). Si las masas estan
presentes en multiples glandulas, pueden ser extirpadas individualmente o en una
mastectomia en cadena, de nuevo la eleccion de la cirugia se realiza sobre la base
de la forma mas facil de eliminar todo el tejido afectado. En resumen, la eleccién del
procedimiento quirdrgico mas adecuado debe de ser individualizada para cada
paciente y estar determinada por el drenaje linfatico del tumor/es, su grado de
infiltracion en los tejidos adyacentes, la probabilidad de lograr un control local de la
enfermedad, asi como la recuperaciéon del paciente (Sorenmo et al 2009., Borrego
2016).

Como se ha descrito anteriormente, la mayoria de tumores mamarios caninos
se pueden curar con la cirugia como Unico tratamiento. En los gatos, debido a las
multiples posibes conexiones vasculares y linfaticas entre glandulas individuales y
entre los lados izquierdo y derecho, se recomienda la realizacion de mastectomias
completas unilaterales o bilaterales, incluyendo la fascia subyacente "en bloque"
(Morris 2013). La extensidn de la cirugia marca una diferencia en los tiempos libres
de enfermedad y recidiva (Novosad et al., 2008). En aquellos casos donde se realice
una mastectomia bilateral se recomienda un minimo de 2 semanas de intervalo
entre cirugias. El ganglio linfatico inguinal debe ser siempre extirpado con la
glandula mamaria, mientras que los ganglios linfaticos axilares sélo se extirpan si

estan aumentados de tamafio (Borrego 2016).
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Hasta la fecha la evidencia cientifica sobre el efecto protector de la OHE
realizada al mismo tiempo que la cirugia de tumores mamarios en el riesgo de
desarrollo de futuros tumores, era demasiado débil para concluir con firmeza si se
debe realizar la intervencién o no. Un reciente estudio randomizado y controlado
demuestra que la realizacién de la OHE en el momento de la extirpacion del tumor
reduce el riesgo de aparicion de tumores mamarios futuros en un 47% en las perras
con tumores mamarios no malignos, si bien no aumenté la supervivencia especifica

relacionada con dichos tumores (Kristiansen et al., 2013).

Ademds, es importante tener en cuenta que la OHE previene futuras
enfermedades de ovario o de Utero (Sorenmo et al., 2000; Kristiansen et al., 2013;
Chang et al., 2005).

2.6.2 Quimioterapia

Aunqgue la quimioterapia forma parte del tratamiento del cancer de mama en
mujeres, y a pesar de lo frecuente de esta enfermedad en perras y gatas, hay muy
poca informacién acerca de la eficacia del tratamiento quimioterdpico en medicina
veterinaria. La mayoria de los tratamientos se consideran en fase experimental,
especialmente en aquellos casos en los que se emplea como tratamiento adyuvante
después de la cirugia (Sorenmo et al., 2012; Borrego 2016). Las perras con tumores
mamarios malignos, y en presencia de factores prondsticos negativos, como por
ejemplo enfermedad avanzada localmente o presencia de metastasis, o con un tipo
histolégico biol6gicamente agresivo, pueden beneficiarse de un tratamiento

adyuvante como la quimioterapia o terapias antiangiogénicas (Borrego 2016).

En perras la quimioterapia ha sido utilizada en la presentacion macroscopica
en monoterapia o protocolos multifarmaco, con resultados modestos y tasas de
respuesta alrededor del 20%, siendo los farmacos mas comunmente utilizados la
doxorubicina, carboplatino, mitoxantrona, 5-fluorouracilo y ciclofosfamida (Sorenmo
et al., 2012; Borrego 2016). La utilizaciébn de taxanos, farmacos ampliamente
utilizados en medicina humana, en tumores mamarios caninos ha vuelto a generar
interés gracias a que recientemente se ha desarrollado una nueva formulacion de
paclitaxel para perros que ha conseguido evitar las reacciones alérgicas tan
comunes que presentaba este farmaco (Khanna et al., 2015). Los estudios en la
presentacibn microscopica adyuvante, después de la cirugia, han sido poco
concluyentes incluyéndose muy pocos pacientes (Simon et al., 2006; Marconato et
al., 2008; Lavalle et al., 2012; Tran et al., 2014).
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En los CIC habitualmente se administran tratamiento paliativos que incluyan
analgesia, antiinflamatorios no esteroideos (AINES), corticosteroides y tratamiento
con antibidticos, siendo escasos los estudios describiendo la utilizacion de la
quimioterapia tradicional citotoxica con prondsticos en general muy pobres
(Marconato et al., 2009; Clemente et al., 2009).

En pacientes felinos a pesar de llevar a cabo la cirugia, son muchos los
pacientes que mueren a causa de la enfermedad. Este hecho, sumado a las
elevadas tasas de metastasis hacen que se recomiende combinar la cirugia con
quimioterapia adyuvante (de Campos et al., 2014). El farmaco mas comunmente
utilizado es la doxorubicina, basandose en tres estudios donde se utilizd en
enfermedad macroscépica combinada en algunos casos con ciclofosfamida,
obteniendo respuestas en el 50% de los tumores inoperables o en estadio IV
(Jeglum et al., 1985; Mauldin et al., 1988; Stolwijk et al., 1989). Mas recientemente
se ha evaluado la eficacia de docetaxel en la presentacion macroscépica de los
tumores mamarios felinos demostrando una eficacia biolégica del 26.6% y un
beneficio clinico del 59% (Escriche et al., 2014). Los estudios llevados a cabo en su
presentacion microscdOpica, habitualmente retrospectivos no han podido determinar
su beneficio clinico sobre las supervivencias obtenidas con solo el tratamiento

quirargico (Novosad et al., 2008; Borrego et al., 2009).

PAPEL DE LA ANGIOGENESIS Y LA INFLAMACION EN LOS TUMORES

3 MAMARIOS

3.1 Prostaglandinas y ciclooxigenasas

El precursor de la prostaglandina, el acido araquidénico, es un acido graso
poliinsaturado que forma parte de fosfolipidos de las membranas de las células. Tras
su liberacién de la membrana, a través de las fosfolipasas A2 o diacilglicerol lipasa,

se produce su oxidacion a través de dos rutas:

* Via de la lipoxigenasa, cuyos productos principales son leucotrienos y
lipoxinas.
» Via de la ciclooxigenasa (COX), cuyos productos principales son

prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos.
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Se han caracterizado dos isoformas: COX-1 y COX-2. La isoforma COX-1 es
constitutiva en todos los tejidos especialmente en rifidn y el tubo gastrointestinal.
Participa en la produccién de prostaglandinas (PG) que intervienen en procesos
fisiolégicos tales como: proteccion del epitelio gastrico, mantenimiento del flujo renal,
la agregacion plaquetaria, la migracion de neutréfilos y también se expresan en el
endotelio vascular (Singh Ranger 2016). La isoforma COX-2 tiene como funcion
mediar en los procesos de inflamacién y en la sefalizacién por prostanoides. Se
expresa tras induccion inflamatoria, aunque es constitutiva en el sistema nervioso
central y rifion. La expresion de la COX-2 es provocada por diversos mediadores
inflamatorios (interferén vy, factor de necrosis tumoral q, interleucina 1, factores de
crecimiento entre otros) en diversas células (monocitos, macréfagos, células
endoteliales) y tejidos (aparato reproductor, sistema nervioso central, estbmago,
riidn, pulmén y ciertos tejidos afectados por procesos neoplasicos) (Singh Ranger
2016).

Tanto COX-1 como COX-2 oxidan el acido araquidénico, dando lugar a la
prostaglandina G2 (PGG2), para posteriormente formar la prostaglandina H2 (PGH2)
(Vane et al., 1998). Finalmente otras enzimas utilizan la PGH2 como sustrato para
sintetizar una variedad de moléculas prostanoides, principalmente prostaglandina E2
(PGEZ2), prostaglandina F2a (PGF2a) y tromboxano (TXA).

3.2 Papel de COX-2 en el cancer

El papel de las enzimas COX en cancer es complejo y, a menudo
multifacético. Numerosos tipos de células inflamatorias y del microambiente tumoral
pueden expresar COX-2 en respuesta a mitégenos, (Jones et al., 2000; Mohammed
et al., 2004). La produccion de PGE2 se asocia a pasos vitales en el proceso de la
carcinogénesis (Harris et al., 2014; Greenhough et al., 2009). La evidencia
acumulada sugiere el papel de la COX-2 en el desarrollo y progresion del tumor
tanto en el cancer humano y canino (Dore et al., 2011). Al igual que en medicina
humana la sobreexpresion de COX-2 se ha descrito en multitud de tumores en
perros como son los tumores mamarios, ademas de los carcinomas de células
transicionales, carcinoma prostatico, carcinoma de células escamosas, tumores
intestinales, tumores nasales, carcinomas renales, carcinomas ovaricos, melanomas

orales, osteosarcomas, y meningiomas (Brunelle et al., 2006; Dore et al., 2011).
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3.2.1 COX-2y su relaciéon con el cancer de mama

Tras el cancer colorectal, los tumores de pecho son el tipo de tumor donde
mas se ha estudiado la influencia de COX-2. Aproximadamente el 40-50% de los
carcinomas invasivos de mama presentan niveles de proteina COX-2 elevados
(Denkert et al., 2003; Soslow et al., 2000) y la expresiéon de COX-2 en tumores
humanos se ha asociado con una disminucién de los tiempos libres de enfermedad
(TLE) (Denkert et al., 2003; O’Connor et al., 2004; Ristimaki et al., 2002). Del mismo
modo varios estudios han demostrado una asociacion entre la expresion de COX-2'y
el desarrollo de metastasis a distancia, angiogénesis, peor prondstico y periodos de
supervivencia mas cortos en los tumores mamarios caninos (Queiroga et al., 2005;
Lavalle et al., 2012).

Similar a los hallazgos en el cancer de mama en humanos, el aumento de la
expresion de COX-2 en perras tiende a asociarse a una malignidad creciente de los
tumores mamarios con un aumento de la expresiéon en los malignos (56%) en
comparacion a los benignos (24%) (Dore et al., 2003). Posteriormente otros estudios
han descrito porcentajes de expresion que varian entre un 42% y hasta un 100% de
los tumores mamarios malignos analizados (Dore et al.,, 2011). Sin embargo la
expresion de COX-2 se ha demostrado que es débil o incluso ausente en el tejido de
la glandula mamaria normal y si lo hace suele ser con una localizacion membranosa
en contraste con la distribucién citoplasmica de COX-2 en las células cancerosas
(Lavalle et al., 2009).

Ademas parece que la expresion de COX-2 pueda estar asociada al tipo
histolégico siendo los tumores tubulopapilares, anaplasicos, carcinomas de células
escamosas, asi como carcinosarcomas los que expresan COX-2 de manera mas
frecuente (Heller et al., 2005; Queiroga et al., 2005, 2007). Las células metastasicas
locoregionales y a distancia de cancer de mama también sobreexpresan COX-2, con
una intensidad de expresion de COX-2 similar 0 mas intensa que el tumor primario
(Dias Pereira et al., 2009; Araujo et al., 2016). Ademas las células neoplasicas que
infiltran el estroma de la glandula mamaria y aquellas que se encuentran en los
émbolos tumorales en vasos linfaticos expresan COX-2 con una mayor intensidad
pudiendo implicar un papel en la migracién celular y la movilidad (Clemente et al.,
2013). La angiogénesis en estos tumores parece que también pudiese estar
modulada por COX-2 ya que se ha demostrado una asociacion entre el Factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y COX-2 en los tumores mamarios

malignos (Dias Pereira et al., 2009; Queiroga et al., 2011; Clemente et al., 2013).
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Recientes estudios demuestran el papel de COX-2 como marcador de células
madre en determinados tumores asi como su funcibn en la capacidad de
autorenovaciéon y mantenimiento de células madre tumorales facilitando la iniciacion

de los tumores mamarios (Huang et al., 2015; Thanan et al., 2012).
3.2.2 COX-2 y la angiogénesis en el carcinoma inflamatorio canino

De forma similar a lo que ocurre en el carcinoma inflamatorio humano (CIH),
COX-2 se encuentra sobreexpresado en los tumores mamarios caninos (Queiroga et
al., 2005; Vermuelen et al., 2010).

Ademas los CIC y los CIH muestran niveles mas altos de otros factores
angiogénicos y linfangiogénicos asi como sus receptores, en comparacion con otros
tumores de mama definiendo su fenotipo invasivo y angiogénico. Tanto el CIC como
el CIH se caracterizan por la gran vascularizaciéon y el aumento de la densidad
microvascular debido a la alta expresion de factores angiogénicos como VEGF. Esta
es una de las similitudes que han propuesto a los CIC como un buen modelo natural

para el estudio de los CIH (Clemente et al., 2013; Robertson et al., 2010).

Varios grupos han descrito una correlacion positiva entre la expresiéon de
COX-2 y VEGF tanto en CIH como en CIC (Queiroga et al., 2011; Kirpratrick et al.,
2002; Raposo et al., 2016). La familia de proteinas VEGF se relaciona tanto con la
angiogénesis mediante el factor VEGF-A como con la linfangiogénesis, mediante el
factor VEGF-D (Van der Auwera et al., 2006). En casos de CIC se ha descrito una
asociacion de COX-2 con VEGF-D y VEGFR-3 (receptor de VEGF-D) pudiendo ser
responsable de la marcada linfangiogénesis de este tipo especifico de neoplasia
mamaria (Clemente et al., 2013). Ademas, la expresion de COX-2 y VEGF se han
asociado al pronéstico en CIC y CIH (Vermuelen et al., 2010; Clemente et al., 2013;
Raposo et al., 2016).

VEGF no solo juega un papel importante en la angiogénesis de los CIC si no
gue se asocia a un peor prondstico en pacientes con CIH y est4 sobreexpresado en
pacientes con CIC comparado con aquellos tumores de mama no Cl. (Raposo et al.,
2016, Millanta et al., 2006; Arias pulido et al., 2012; Camacho et al., 2014) por lo que
se considera una diana en el tratamiento de esta enfermedad tanto en CIC como
CIH.

La caracterizacién de una linea celular de CIC (IPC-366) donde mas del 90%
fueron positivos a COX-2 confirma las caracteristicas angiogénicas de esta

enfermedad. Ademéas se demuestra que COX-2 puede representar un marcador de
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la células endoteliales implicadas en el fendbmeno de mimetismo vascular tan

caracteristico de esta enfermedad (Clemente et al., 2010, 2013).
3.2.3 Uso de inhibidores COX-2 en el tratamiento del cancer

Los estudios clinicos y epidemiolégicos en medicina humana sugieren que el
uso a largo plazo de AINEs, en particular los inhibidores altamente selectivos de
COX-2, estan vinculados a una menor incidencia de varios tipos de neoplasias
epiteliales, como son los carcinomas de colon, mama, gastricos y esofagicos
(Yiannakopoulou et al., 2015; Ranger et al., 2014; Harris et al., 2003). Ademas los
inhibidores de la COX-2 se han utilizado con éxito como parte de protocolos
metrondmicos para el tratamiento de cancer de mama avanzado y gliomas (Perroud
et al.,, 2016; Kerschbaumer et al.,, 2015). Esto los convierte en una estrategia
preventiva y terapeutica para multiples tipos de tumores en personas (Ghosh et al.,
2010).

Estudios epidemiolégicos similares a los realizados en humana y ensayos de
control aleatorios son muy infrecuentes en animales. Sin embargo, diversos estudios
in vitro sugieren que la utilizacién de farmacos inhibidores de COX-2 resultan en una
capacidad antineoplasica en diversas lineas celulares (Knottenbelt et al., 2006) y en
diversos tipos tumorales in vivo como por ejemplo los carcinomas de células
transicionales de vejiga, carcinomas de células escamosas y CIC (Dore et al., 2011,
Mohammed et al., 2002, 2004; Schmidt et al., 2001; Sorenmo et al., 2004).

Los AINEs se asocian con diferentes niveles de inhibicibn de las dos
isoformas de la COX y, por esta razén, pueden inducir efectos adversos en
animales, que incluyen irritacion gastrica, el desarrollo de enteropatia perdedora de
proteinas, dafio renal, y prolongacion del tiempo de sangrado (Lascelles et al.,
2005a y b; Luna et al., 2007; Mansa et al., 2007). Se cree que los AINEs gque estan
aprobados en veterinaria como inhibidores preferenciales y selectivos de la COX-2
podrian estar asociados con un menor numero de eventos adversos (Monteiro-
Steagall et al., 2013). Sin embargo, estos nuevos farmacos, aunque mas seguros

aun pueden producir entre otros efectos secundarios, dafio gastrointestinal.
3.2.4 Uso de inhibidores COX-2 en tumores mamarios caninos

Al igual que en medicina humana donde se han utilizado distintas
aproximaciones experimentales para demostrar la eficacia quimiopreventiva de
AINEs y e inhibores altamente selectivos de COX-2 para reducir el cancer de mama

(Kubatka et al., 2003; Lanza-Jacoby et al., 2003), en medicina veterinaria se han
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realizado tanto estudios in vitro como in vivo para evaluar la eficacia de dichos

tratamientos.

Asi, se han publicado varios estudios demostrando la inhibicion celular de los
carcinomas mamarios caninos in vitro usando AINEs, tanto no selectivos como
preferenciales de COX-2. El uso de piroxicam ha demostrado que inhibe la
proliferacion celular del carcinoma mamario canino in vitro (Knottenbelt et al., 2006)
Otro compuesto inhibidor selectivo de COX-2, NS-398, inhibio la proliferacion de
células de tumor mamario canino asi como la produccion de PGE2 (Brunelle et al.,
2006). Del mismo modo Saito y Colaboradores demostraron que celecoxib induce
apoptosis en otra linea celular de carcinoma mamario canino, asociandose con una
disminucion de los valores de expresion de COX-2 (Saito et al., 2014). Finalmente,
otro estudio evalud el crecimiento de una linea celular mamaria neoplasica canina
(CMT-9) en ratones demostrando que la administracion de piroxicam, pero no
deracoxib, redujo el crecimiento tumoral (Sonzogni-Desautels et al., 2011). Estos
hallazgos apoyan la hipétesis de que los inhibidores de COX-2 puedan ser agentes
terapéuticos Utiles para el tratamiento de tumores mamarios caninos que

sobreexpresen COX-2.

A pesar de los multiples modelos utilizados existe poca informacion publicada
sobre el uso de AINEs para el tratamiento de cancer de mama en los perros. En uno
de los primeros estudios evaluando la eficacia de piroxicam, AINE no selectivo en un
grupo de pacientes con diversos tumores, uno de los tres perros con carcinoma

mamario tratados obtuvo una remision (Knapp et al., 1992).

En los CIC el uso de AINEs es bastante habitual incluyéndose en el manejo
paliativo de la enfermedad y terapia analgésica. Doce perros con Cl tratados con
piroxicam mejoraron su calidad de vida comparado con los que recibieron
doxorubicina (De Souza et al, 2009). Otro estudio evalu6é el tratamiento
quimioterapico versus paliativo en CIC. En el grupo de tratamiento paliativo 9 de 23
perros recibieron piroxicam sin haber respuesta al tratamiento (Clemente et al.,
2009). Otro estudio evalud varios protocolos en 43 casos de CIC donde 18 de 23
casos recibieron solo piroxicam. El tratamiento se tolerd bien, sin embargo no se
describieron respuestas al tratamiento ni a la supervivencia de este grupo
(Marconato et al., 2009).

Los inhibidores COX-2 también se han utilizado en tumores mamarios no ClI.
Uno de los estudios evalu6 de forma retrospectiva la combinacién de

piroxicam/firocoxib con carboplatino con resultados que sugieren un aumento de la
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supervivencia comparado con el grupo de solo cirugia aunque el bajo numero de
casos en cada grupo, y el hecho de que se trate de un estudio retrospectivo hace
dificil extrapolar esos resultados a la poblacion general (Lavalle et al., 2012).
Recientemente un estudio de Arenas y Colaboradores evalué por primera vez de
manera prospectiva en veterinaria el uso de un AINE con mayor especificidad por
COX-2, como es el firocoxib, como agente Unico en comparacion con el uso solo de
qguimioterapia (mitoxantrona) en pacientes con tumores mamarios altamente
malignos. El grupo de firocoxib obtuvo un tiempo de supervivencia y tiempo libre de
enfermedad (TLE) mayores que el grupo control solo con cirugia, aunque de nuevo
se trata de grupos con un nimero de casos demasiado pequefos para extrapolarse

a la poblacién general (Arenas et al., 2016).

Todos estos datos indican que la COX-2 juega un papel importante en la
iniciacion y promocién de tumores de mama y el mantenimiento del fenotipo maligno
de tumores mamarios tanto en mujeres como en perras afectadas por la
enfermedad, estableciendo a COX-2 como una posible diana terapéutica en tumores

mamarios caninos y humanos (Queiroga et al., 2011).

INHIBIDORES TIROSIN QUINASA Y SU UTILIZACION EN EL

4 TRATAMIENTO DE LOS TUMORES MAMARIOS

4.1 Receptores tirosin quinasa

Los receptores de membrana tirosin quinasas (RTQ) juegan un papel crucial
en la transduccion celular, actuando como reguladores de procesos criticos como
son el crecimiento y la diferenciacion celular. Generalmente los RTQ se activan tras
la unién del ligando, permitiendo la oligomerizacién de dos 0 mas dominios. La unién
de los ligandos permite la autofosforilacion de residuos tirosina situados en la cara
interna de la membrana celular comenzando a continuacion la cascada de
transmisién de sefiales al nucleo. Este proceso es activado de forma general por
factores de crecimiento (FC) o estimulos similares (Manning et al., 2002). Cada RTQ
contiene un dominio extracelular que se une al FC, un dominio transmembrana y un
dominio citopldsmico quinasa que regula positiva o negativamente la fosforilizacion
del RTQ (London et al., 2014).
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4.2 Papel de los receptores tirosin quinasa en cancer

La sefalizacion a través de RTQ es critica a la hora de regular diferentes
funciones celulares. La desregulacion de la actividad quinasa es un mecanismo
comun en las células cancerigenas por el que escapan de las limitaciones
fisiolégicas en el crecimiento y la supervivencia. La consecuencia es la sefializacién
persistente que induce la proliferacion incontrolada y la supervivencia de las células.
Por este motivo, son numerosos los estudios realizados acerca de la actividad y
regulacién de los RTQ como posible diana terapéutica para el tratamiento del cancer
(Gschwind et al., 2004; Corless et al., 2011).

Uno de los procesos donde los RTQ juegan un papel importante es a la hora
de regular la angiogénesis, un proceso esencial para el crecimiento continuado de
las células tumorales. Los receptores involucrados en la angiogénesis incluyen el
receptor para el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR), receptor para el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFR), receptor para el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGFR), Tie-1 and Tie-2 (receptores de la angiopoyetina)
(Thurston et al., 2004; London 2009). Los VEGFR se expresan en el endotelio
vascular y su sefalizacion modula la migracién y proliferacion endotelial (London
2009; Thurston et al., 2004). El PDGFR expresado en el estroma y pericitos también
juega un papel clave en la angiogénesis induciendo la sintesis y secrecién de VEGF
(London 2009). Esta activacion paracrina de los VEGFR y PDGFR estromales es
importante ya que estimula la angiogénesis y la activacion de fibroblastos que ayuda

a la progresion tumoral (Bhowmick et al., 2004; Ferrara et al., 2005).

Las disfunciones de los RTQ se han estudiado ampliamente en medicina
humana, habiéndose descrito diferentes mecanismos de expresién o activacion
aberrante que incluyen sobreexpresion, sefalizacion autocrina, mutaciones
genéticas y reordenaciones (Gschwind et al., 2004). En perros, a pesar de no estar
tan descritos estos mecanismos, varios articulos han demostrado la presencia de
mutaciones de la proteina tirosin quinasa Kit que resultan en sefializacién
descontrolada en los mastocitomas (MCT) (Zemke et al., 2001; London et al., 1999;
Ma et al., 1999; Downing et al., 2002). Estas mutaciones ademas se han asociado a
tumores de alto grado, un peor prondstico y a un mayor riesgo de recidiva y
enfermedad metastasica (Zemke et al., 2002; Downing et al., 2002; London et al.,
1999). Al igual que en humanos, también se han descrito mutaciones de la proteina
tirosin quinasa Kit en los perros con tumores del estroma gastrointestinal (Demetri et
al., 2011; Frost et al., 2003).
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En el caso de los gatos, un estudio realizado en lineas celulares de sarcomas
asociados al punto de inyeccién, sugiere que el PDGFR promueve el crecimiento y
supervivencia de estas células (Lawrence et al., 2012). Asi mismo se han descrito
mutaciones en la proteina tirosin quinasa KIT en los pacientes felinos con MCT, por
lo que en ambos casos se considera que pueden ser dianas para la intervencién con
terapias dirigidas con inhibidores tirosin quinasa (ITQ) (Isotani et al., 2006, 2010;
Dank et al., 2002; Bonkovara et al., 2015; Sabattini et al., 2013).

4.3 Inhibidores tirosin quinasa en medicina veterinaria.

La aprobacion de imatinib (Gleevec, Novartis) por la FDA en 2001 para el
tratamiento de pacientes con leucemia mieloide crénica no s6lo supuso un gran
avance en el tratamiento del cancer, sino que también ha permitido futuras
investigaciones en el campo de los ITQ. Desde entonces y hasta julio de 2015, un
total de 28 ITQ han sido aprobados por la Agencia Europea de Medicamentos y la
FDA para el tratamiento de diferentes tipos de cancer humano (principalmente en
cancer de pulmdén de células no pequefias, GIST, carcinoma de células renales,
leucemia mieloide crénica y leucemia linfoblastica aguda). Ademas de los
aprobados, son muchos los ITQ en fase de estudios clinicos y en proceso de
aprobacién por la FDA (Wu et al., 2016). A pesar de que los ITQ se usan de forma
habitual en medicina humana, su aplicacibn en oncologia veterinaria es
relativamente reciente. Aun asi han demostrado una gran eficacia clinica como
monoterapia 0 en combinacién con otros agentes quimioterapicos (Pellin et al.,
2016).

En medicina veterinaria, la primera vez que se establecio la relacion entre
una diana especifica de cancer, su modulacion con una molécula y el beneficio
clinico fue en perros con cancer. Este ensayo clinico fase | exploré la seguridad y la
eficacia de un nuevo ITQ (SU11654) en perros (London et al., 2003). Esta molécula
blogquea varios RTQ expresados en la superficie celular actuando como un inhibidor
competitivo y reversible de la union del adenosin trifosfato (ATP). El perfil inhibitorio
de la molécula incluye los receptores de VEGF2, VEGF3, PDGFa/p, Kit, receptor del
factor estimulante de las colonias 1 (CSF1R), o receptor tirosin quinasa FLT-3. En el
primer estudio en 57 perros y una variedad de histologias tumorales, se detectaron
respuestas objetivas en 16 perros, incluyendo 6 respuestas completas (RC), 10
respuestas parciales (RP) y 15 enfermedades estables (EE). Principalmente

respondieron pacientes con MCT, pero algunas de las histologias que también
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respondieron fueron sarcomas, carcinomas, melanomas y mielomas (London et al.,
2003).

A este estudio le sigui6 el primer estudio de modulacién de su tipo realizado
hasta ese momento tanto en medicina humana como veterinaria en el que se pudo
establecer una asociacion directa entre el nivel sanguineo de un ITQ, el SU11654 y
la inhibicion real de la diana especifica in vivo asi como una respuesta antitumoral.
Un compuesto relacionado con SU11654, el malato de sunitinib (SU11248), farmaco
gue bloquea la actividad de los mismos RTQ se aprobd en el 2006 por la FDA para

el tratamiento del cancer de rifion y GIST en humanos (Faivre et al., 2006).

Hasta la fecha la FDA ha aprobado dos inhibidores de molécula pequeia
para su uso en los pacientes caninos: fosfato de toceranib (Palladia®) aprobado
para el uso en MCT recidivantes, no quirargicos de grado II/lll (London et al., 2009);
y masitinib (Masivet®, Kinavet®; A), aprobado para su uso en MCT no quirdrgicos
de grado II/lll con mutacion de KIT (Hahn et al., 2008).

4.4 Utilizacion del fosfato de toceranib en tumores caninos

La FDA aprobo el uso de la molécula SU11654 comercializandose como
fosfato de toceranib (Palladia®) basandose en un estudio de campo doble ciego
randomizado con 145 casos de MCT no extirpables grado ll-lll y una tasa de
respuesta del 42.8%. La dosis utilizada fue de 3.25 mg/kg/48 h via oral. A pesar de
que el farmaco solo estd comercializado para su uso en MCT con ese tipo de
presentacion, también ha demostrado actividad biolégica frente a otros tumores
como carcinomas, melanomas y mielomas (London et al., 2003, 2012). El
mecanismo de accion del fosfato de toceranib en tumores sélidos no MCT no ha
sido establecido en tu totalidad, pudiéndose deber a inhibicion de la angiogénesis
(via los receptores de las familias VEGF y PDGF), la eficacia antitumoral (via la
inhibicion de los RTQ c-kit y FLT-3) o la combinacién de ambos mecanismos de
accion (London et al., 2012, 2014). Nuevos resultados del grupo de la Dra London y
Colaboradores demuestran que el fosfato de toceranib también inhibe el RTQ RET,
y posiblemente miembros de la familia de receptores de la quinasa Janus (JAK)
(Urie et al., 2012).

En base a los anteriores resultados y a la utilizacién masiva por parte de los
oncélogos veterinarios fuera de las indicaciones del prospecto en otros tumores no
MCT, se realizé un estudio retrospectivo evaluando las respuestas en otros tumores

s6lidos, donde se detectd un beneficio clinico en el 74% de los casos tratados. En
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concreto se observaron respuestas en carcinomas de sacos anales, osteosarcomas
carcinomas tiroideos, carcinomas de cabeza y cuello, y carcinomas nasales. Los
pacientes en donde se demostr6 beneficio clinico el fosfato de toceranib se
administraba a una dosis media de 2.8 mg/kg que en mas de la mitad de los casos
(58.7%) se administraba 3 veces por semana en vez de cada 48 h (London et al.,
2012).

Un reciente estudio ha evaluado 19 casos de tumores de base cardiaca
tratados con fosfato de toceranib donde el 68% tuvieron una mejoria de sintomas
clinicos (menor ascitis, tos y disnea). El tiempo medio hasta la progresion de la
enfermedad fue de 249 dias y la tasa de respuesta incluyendo EE fue de un 52%.
(McQuown et al.,, 2014). Las respuestas observadas en estos tumores muy
probablemente son debidas a la inhibicion de RET, sobreexpresado en tumores de
origen neuroendocrino (Urie et al., 2012). En base a los resultados observados en la
clinica diaria, el uso del fosfato de toceranib es en la actualidad ampliamente
utilizado como una de las primeras opciones en tumores neuroendocrinos (London
et al., 2014; McQuown et al., 2014).

La dosis y efectos adversos del fosfato de toceranib han sido ampliamente
descritos en perros a la dosis de 3.25 mg/kg/48 h del prospecto (London et al., 2003,
2012). Los hallazgos del estudio de London y colaboradores en 2012 descrito
anteriormente, donde los pacientes respondieron a dosis inferiores a las del
prospecto (London et al., 2012) junto con los resultados de un estudio prospectivo
realizado por Feo y colaboradores donde también se observaron respuestas en
pacientes tratados con dosis entre 2.4 a 2.9 mg/kg/48h (Bernabé et al., 2013) hacen
gue la dosis recomendada en estos momentos sea de 2.4-2.9 mg/kg tres veces por
semana (London et al., 2014). Esta dosis se asocia a una exposicion al farmaco
considerada suficiente para inhibir el receptor con concentraciones en plasma a las
6-8 h que oscilaban entre 100 y 120 ng/ml, estando ademas asociada a una menor
tasa de efectos secundarios comparado con la dosis del prospecto de 3.25 mg/kg/48
h, sin detectarse efectos adversos grado 3 o0 4 segun criterios VCOG (Bernabé et al.,
2013; VCOG 2011).

En relacion a los efectos adversos, el perfil de toxicidad del fosfato de
toceranib se conoce bastante bien en perros, siendo muy similares a los efectos
secundarios descritos en medicina humana. Asi, el tratamiento con sunitinib en
humanos suele tolerarse bien en general siendo las reacciones adversas mas

frecuentes (mas del 20% de los pacientes): fatiga, astenia, diarrea, nauseas,
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mucositis/estomatitis, vomitos, dispepsia, dolor abdominal, estrefiimiento,
hipertension, erupcién cutanea, sindrome mano-pie, decoloracion de la piel,
alteracion del gusto, anorexia y sangrado leve. Sus principales toxicidades limitantes
de dosis (TLD) son la mielosupresion y la hipertension arterial sistémica (Faivre et
al., 2006; Valle et al., 2014).

En perros los efectos secundarios mas comudnmente descritos son los
gastrointestinales (anorexia, vomitos, diarrea) y mielosupresion (London et al., 2014;
Bernabé et al.,, 2013). Otros de los efectos secundarios descritos aunque menos
frecuentes incluyen hepatotoxicidad, proteinuria y miopatias, reflejando la gran
variedad de localizaciones en el cuerpo de las dianas de este farmaco (London et
al., 2009). Recientemente un estudio ha demostrado que el tratamiento de fosfato de
toceranib se asocia a aumentos significativos de la presion sanguinea. En concreto
un 37% de los perros tratados experimentaron presiones = 160 mmHg, un rango que
se asocia a un aumento del riesgo de dafio a 6rganos diana y que requiere

tratamiento antihipertensivo (Tjostheim et al., 2016).

En resumen, estos efectos secundarios son habitualmente leves a
moderados Yy autolimitantes, aunque en ocasiones requieren detener la
administracion del farmaco o reducciones de dosis/frecuencia (London et al., 2014)
similar a lo realizado en medicina humana donde a pesar de realizar estas
reducciones de dosis los pacientes a menudo siguen beneficiandose del tratamiento
(valle et al., 2014).

4.4.1 Fosfato de toceranib en tumores de mama

El uso del fosfato de toceranib para el tratamiento de tumores mamarios
caninos no esta bien estudiado y solo se ha descrito dentro del estudio fase | del
farmaco, donde cuatro de los cinco pacientes con tumores mamarios tuvieron
respuestas de mas de 10 semanas (London et al., 2003). Un estudio multicéntrico
mas reciente ha evaluado la respuesta a fosfato de toceranib en tumores mamarios
medibles recidivantes 0 metastasicos en perros. Se incluyeron 38 animales con
1RC, 8RP, 15EE y 14EP. El 21% de perros con tumores mamarios y enfermedad
avanzada tuvieron una respuesta clinica considerable con un intervalo libre de
progresion de 144 dias comparado con 32 dias en aquellos que no respondieron
(Gattino et al., 2014).

4.4.2 Fosfato de toceranib en tratamientos multimodales

Desde los primeros estudios mencionados anteriormente y que llevaron a la

posterior aprobacion del farmaco son varios los estudios y publicaciones recientes
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apoyando el uso del fosfato de toceranib y demostrando su eficacia en otras

patologias y en diferentes protocolos y combinaciones.

v" Combinacidon con antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

La utilizacion de AINEs es necesaria con frecuencia en los pacientes
oncoldgicos para tratar enfermedades concurrentes como la osteoartritis ya que
suelen ser pacientes geriatricos (Mansa et al., 2007). Ademas existe un posible
efecto anticancerigeno de los AINEs a través de la inhibicibn de COX-2, por lo que
se trata de una combinacion que despierta bastante interés (Dore et al., 2011). El
primer AINE estudiado en combinacion con el fosfato de toceranib fue el piroxicam.
Piroxicam es un inhibidor no preferencial COX-1/COX-2, que ha demostrado
actividad antitumoral frente a varios tipos de carcinomas (carcinoma de células
transicionales, de células escamosas y de préstata) (Mohammed et al., 2002;
Schmidt et al., 2001; Sorenmo et al., 2004; Knapp et al., 1992, 1994) y que se utiliza
frecuentemente como parte de protocolos de quimioterapia metrondmica en
combinacién con ciclofosfamida (London et al., 2015; Gardner et al., 2015; Elmslie et
al., 2008). Un estudio fase | en pacientes con tumores no MCT estableci6 la dosis
segura de ambos farmacos en combinacion igual a la dosis estandar de ambos
farmacos utilizados por separado (fosfato de toceranib a 3.25 mg/kg/48 h y
piroxicam a 0.3 mg/kg/24 h) (Chon et al., 2012). A esta dosis no se detectaron
efectos secundarios que requiriesen detener la terapia, aunque no se evalué la

toxicidad a largo plazo (Chon et al., 2012; London et al., 2014).

v" Combinacion con quimioterapia tradicional

Hasta la fecha se han realizado tres estudios fase | combinando fosfato de
toceranib con quimioterapicos tradicionales que incluyen doxorubicina, vinblastina y
lomustina. En el caso de la vinblastina, se probé en pacientes con MCT siendo la
TLD la neutropenia con una dosis maxima tolerada (DMT) de vinblastina de 1.6
mg/m2 cada 2 semanas, mientras que el fosfato de toceranib se administraba a 3.25
mg/kg/48 h. A pesar de que fue necesario casi un 50% de reduccion en la dosis de
vinblastina y que la valoracion de la tasa de respuesta no es el objetivo en un
estudio fase I, esta fue de un 71%, sugiriendo la posibilidad de que exista una
actividad sinergistica al usar esta combinacion (Vail 2007; Robat et al., 2012). En el
caso de la lomustina la DMT fue 50 mg/m2 cada 3 semanas. Se obtuvo una tasa de
respuesta de un 46% en pacientes con MCT, tasa similar a otras monoterapias
utilizadas frente a MCT pero considerablemente superior a las tasas de respuesta de

la lomustina utilizada como agente Unico (Burton et al., 2015). En el caso de la
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doxorubicina se utilizé en pacientes con diversos tipos de tumores generando
respuestas en la mayoria de pacientes y la DMT se situ6 en 25 mg/m2 de
doxorubicina cada 3 semanas junto a fosfato de toceranib a 2.75 mg/kg/48 h (Pellin
et al., 2016).

v' Utilizacion como terapia antiangiogénica/metrondmica

La investigacion del cancer en las ultimas dos décadas ha proporcionado un
mejor entendimiento de las vias moleculares y los mecanismos de las metéstasis y
resistencias a farmacos en el cancer. Se han disefiado tratamientos mucho mas
especificos/dirigidos y una de estas estrategias es lo que se conoce como
guimioterapia metronémica (QM). A diferencia de la quimioterapia convencional, la
QM se caracteriza por la administraciébn continua de farmacos a dosis que son
mucho mas bajas que la de los tratamientos a DMT. Una de las dianas de la QM es
la vascularizacion tumoral (en concreto la angiogénesis) y los linfocitos T
reguladores (Tregs) que ayudan a las células tumorales a evadir el reconocimiento y
destruccion por parte del sistema inmune en muchos tipos de cancer en medicina
humana y veterinaria (Biller 2014; O’Neill et al., 2009; London et al., 2014). Algunos
de los farmacos mas utilizados en veterinaria en tratamientos de QM son el fosfato
de toceranib y la ciclofosfamida en combinacién en muchos casos con AINEs sin

haber sido utilizado hasta la fecha en el CIC o tumores mamarios felinos.

En el estudio publicado por Biller y Colaboradores perros con diversos tipos
de cancer recibieron fosfato de toceranib a dosis de 2.75 mg/kg/48 h durante 2
semanas demostrando un descenso en sangre periférica de los niveles y
porcentajes de Tregs, con un incremento concomitante de las concentraciones en
suero de interferon-y (Biller 2014). La adicion de dosis bajas de ciclofosfamida a las
dos semanas, farmaco que también ha demostrado reducir niveles de Tregs y tener
propiedades antiangiogénicas en perros con cancer, no aumentd este efecto
(Mitchell et al., 2012; Burton et al., 2011). Estos estudios indican que el fosfato de
toceranib podria ser un farmaco 0til en los protocolos metronémicos (Mitchell et al.,
2012) y han promovido nuevos estudios en osteosarcoma y hemangiosarcoma,
tumores con una alta tasa de metastasis y supervivencias cortas a pesar de utilizar
protocolos de quimioterapia tradicional adyuvantes a la cirugia (London et al., 2015;
Gardner et al., 2015).

El primer estudio evalué una terapia de mantenimiento con fosfato de
toceranib después de un tratamiento con doxorubicina en pacientes con

hemangiosarcoma esplénico extirpado quirdrgicamente (London et al., 2015). Los
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resultados indicaron que el uso de fosfato de toceranib después de la doxorubicina
no mejoraba ni el TLE ni la supervivencia en perros con hemangiosarcoma estadio |
o Il comparado con los estudios de tratamientos adyuvantes publicados hasta la
fecha (Gardner et al., 2015). Un segundo estudio evalud la combinacién de fosfato
de toceranib, piroxicam y ciclofosfamida como terapia de mantenimiento en
pacientes con osteosarcoma. La adiciébn de esta combinacién en pacientes que
habian recibido una amputacién y tratamiento con carboplatino, no mejoré la

mediana del TLE o supervivencia al afio (London et al., 2015).

El fosfato de toceranib también ha sido utilizado en pacientes caninos con
linfoma. A pesar de que los protocolos de quimioterapia metronémica han
demostrado actividad clinica en linfoma en humanos (Ruan et al., 2011), un estudio
prospectivo utilizando un protocolo metronémica consistente en fosfato de toceranib,
ciclofosfamida y procarbacina como terapia de rescate en linfoma multicéntrico en
perros no demostré eficacia biolégica. Tres perros (25%) obtuvieron EE con una
mediana hasta la progresién de 28 dias. A pesar de tolerarse bien no se detectaron
RP o RC, siendo los efectos secundarios principalmente gastrointestinales (grado 2

n= 2, grado 3 n=1) y dos neutropenias grado 1 (Borrego et al., 2014).

4.5 Utilizacion del fosfato de toceranib en tumores felinos

Pese a los multiples estudios realizados en pacientes caninos, hasta el afio
2016 no se han publicado los primeros estudios sobre su uso en neoplasias felinas
(Wiles et al., 2016; Holtermann et al., 2016; Olmsted et al., 2016; Harper et al., 2016;
Merrick et al., 2016). Anteriormente solo se disponia de estudios con otros ITQ como
son el masitinib e imatinib (Isotani et al., 2006, 2010; Lawrence et al., 2012; Daly et
al.,, 2011), mientras que el fosfato de toceranib se utilizaba en gatos fuera de la

indicacion del prospecto y a la misma dosis que en perros.

Las dosis medias mas frecuentemente utilizadas en los diferentes estudios
varian entre 2.5-2.78 mg/kg administradas por via oral (Wiles et al., 2016;
Holtermann et al., 2016; Olmsted et al., 2016; Harper et al., 2016; Merrick et al.,
2016).

En cuanto al espectro de accion del farmaco en gatos pocos de estos
estudios han evaluado la eficacia bioldgica, siendo en su mayor parte retrospectivos
y evaluando exclusivamente toxicidad. En uno de los estudios se trataron pacientes
con sarcomas asociados al punto de inyeccion (Holtermann et al., 2016), siendo este

un tipo de tumor donde el PDGF juega un papel clave en su crecimiento y desarrollo,
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al menos in vitro (Lawrence et al., 2012). Ninguno de los pacientes tratados en una
presentacibn macroscopica respondieron segun los criterios de evaluacion de
respuesta en tumores solidos (RECIST) (Nguyen et al., 2015) por lo que no parece
presentar eficacia biolégica en este tipo de tumor (Holtermann et al., 2016). Otros
dos estudios evaluaron de forma retrospectiva su tolerabilidad y eficacia en gatos
con carcinomas de células escamosas. En el unico donde se evalud respuesta al
farmaco se pudo detectar un 56.5% de eficacia biologica total, incluyendo a los
pacientes con EE. El grupo que recibié el fosfato de toceranib presentaba una
supervivencia significativamente mayor (123 dias) que el grupo que solo recibio
tratamiento paliativo (45 dias) (Wiles et al., 2016). Otro de los estudios realizado con
una poblacion muy pequefia, de tan solo 14 casos, detecté un beneficio clinico del

54%, siendo los gatos con MCT los Unicos que respondieron.

Los restantes estudios se centran en evaluar la tolerabilidad del farmaco de
manera retrospectiva sin evaluar respuesta biolégica por lo que no existe

informacién acerca de que tumores son los mas susceptibles de responder.

Estos resultados de los estudios citados demuestran que el farmaco puede
ser utilizado con seguridad en pacientes felinos con efectos secundarios
generalmente leves de grado 1 y 2, siendo similares en su mayoria a los descritos
en perros (Wiles et al., 2016; Holtermann et al., 2016; Olmsted et al., 2016; Harper et
al., 2016; Merrick et al., 2016). Las toxicidades grado 3 y 4 fueron infrecuentes y
facilmente manejables interrumpiendo el farmaco o realizando reducciones de dosis.
La mayoria fueron de tipo gastrointestinal (anorexia, vomitos y diarrea). Algunos
autores refieren una mayor incidencia de hepatotoxicidad en gatos que en perros
(Merrick et al., 2016).

La premisa subyacente que sustenta nuestra hipétesis de trabajo es el papel
clave de la angiogénesis en ambos tipos tumorales y el posible papel inhibidor sobre
los procesos que la regulan en ambos casos por parte del fosfato de toceranib.
Considerando que la inhibiciébn de receptores clave como el PDGFR, VEGFR y
COX-2 (en el caso de los CIC) en el proceso de angiogénesis, tendria tanto efectos
directos sobre el crecimiento de células tumorales, asi como efectos indirectos en el
microambiente tumoral (vascularizacion del tumor) resultando en respuestas
objetivas en la presentacién macroscoépica de estos tumores. Este papel clave de la
angiogénesis ha disparado los estudios clinicos en medicina humana con terapias
dirigidas a la inhibicion de esta via en tumores de mama avanzados con

caracteristicas similares a los tumores mamarios felinos asi como los carcinomas
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inflamatorios en humana (CIH). Dentro de los farmacos utilizados, los ITQ como el
sunitinib, farmaco muy similar al fosfato de toceranib es uno de los que mas
esperanzas ha despertado ya sea como monoterapia 0 en combinacion (Robertson
et al.,, 2010). Es por eso que elegimos evaluar el fosfato de toceranib como
monoterapia 0 en combinacion, en tumores mamarios altamente agresivos tanto en

perros como gatos en su presentacion macroscopica.
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Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es valorar la eficacia y tolerabilidad del
fosfato de toceranib como monoterapia o en combinacion con carprofeno, un farmaco
anti-COX2, en tumores mamarios altamente agresivos como son los carcinomas
mamarios felinos y los carcinomas inflamatorios caninos en su presentacion
macroscopica.

Los objetivos especificos propuestos para este trabajo son:

1. Evaluar prospectivamente la administracion de fosfato de toceranib en gatas

con carcinomas mamarios en su presentacion macroscépica.
a) Evaluar la eficacia antitumoral.
b) Evaluar la tolerabilidad del farmaco.

2. Evaluar prospectivamente la combinacion de fosfato de toceranib vy

carprofeno administrada en perras con carcinomas inflamatorios mamarios.
a) Evaluar la eficacia antitumoral.
b) Evaluar la calidad de vida de los pacientes.

¢) Evaluar la tolerabilidad de la combinacion.
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Material y Métodos

METODOLOGIA UTILIZADA EN EL ESTUDIO DEL FOSFATO DE
TOCERANIB EN TUMORES MAMARIOS FELINOS.

1.1 Disefio del estudio

Se trata de un estudio prospectivo abierto con un solo grupo de tratamiento
conducido a través de casos remitidos al Instituto Veterinario de Oncologia
Comparada (IVOC). Se incluyeron gatas con propietario siempre que se les hubiese
diagnosticado mediante citologia o histopatologia un carcinoma mamario,
presentandose con enfermedad macroscépica medible, primaria o metastasica. Los
pacientes seleccionados para el estudio fueron tratados con fosfato de toceranib
entre Enero 2013 y Junio del 2016. El estudio fue anunciado a los diferentes centros
veterinarios remisores del IVOC de tal manera que los veterinarios tuviesen

informacién sobre los criterios de inclusion y exclusion.

El disefio del estudio se realiz6 siguiendo la directiva 2010/63/UE
recientemente aprobada por la Unién Europea en lo relativo a la experimentacion
con animales vivos (Dir. 2010/63/Euratom del Consejo, de 20 de Octubre de 2010).
Ademas el disefio siguid las directrices establecidas por parte de la Conferencia
Internacional de Armonizacion de la Buena Practica Clinica (BPC) para proteger el
bienestar y los derechos de los participantes en los ensayos clinicos (Dixon et al.,
1998) Estas directrices de BPC definen las normas sobre el disefio y realizacion de
los estudios en medicina humana, recoleccion y andlisis de datos, asi como la
auditoria y la informacién de los ensayos clinicos con el objetivo de proporcionar la
seguridad de que los resultados del estudio sean creibles. Estos conceptos ya se
aplican en la mayoria de ensayos clinicos veterinarios aunque no se encuentren

estandarizados (Page et al., 2016).

1.2 Seleccién de pacientes

El diagndstico se realizé en primer lugar cuando se identificaba una masa en
el tejido mamario seguido de una toma de muestras citolégica o histopatoldgica. En
aguellos casos en los que se realizé un diagndstico histopatolégico el tipo de biopsia
incisional fue siempre con un punch de 3-4 mm de didmetro tomando al menos dos
muestras. En todos los casos se sedd o anestesié al paciente, variando los

protocolos dependiendo del veterinario que realizaba la técnica. En todos los casos
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el defecto originado se suturaba con puntos simples y sutura monofilamento
reabsorbible de grosor 2/0 o 3/0 recomendando a los duefios la colocacion de un
collar isabelino para que no se autolesionasen la zona. Los fragmentos obtenidos
fueron fijados en formol al 10% y enviados al laboratorio para su analisis
histopatologico. Las muestras de tejido se procesaron rutinariamente, generando un
bloque de parafina y se obtuvieron cortes histolégicos de 3 a 5 micras de grosor
para su tincién con hematoxilina y eosina. Los tumores se clasificaron inicialmente
de acuerdo con los subtipos descritos por la OMS para los carcinomas mamarios
felinos (Misdorp et al., 1999). El grado del tumor se evalu6 siguiendo el sistema de
clasificacion histolégica de Elston y Ellis comUnmente utilizado por los
investigadores veterinarios para la clasificacion de tumores felinos (Castagnaro et
al., 1998; Mills et al., 2015). Este sistema representa el estandar a la hora de
evaluar el cancer de mama humano invasivo, evaluando porcentaje de formacién de
tubulos, pleomorfismo nuclear, y el recuento mitético. Sobre la base de la puntuacion
total derivado de este sistema, el grado del tumor se clasific6 en grado 1
correspondiente a un tumor bien diferenciado; grado 2 o0 moderadamente
diferenciado, y grado 3 pobremente diferenciado (Castagnaro et al., 1998; Mills et
al., 2015). El resumen de los criterios utilizados en dicha clasificacién se muestran
en la Tabla 1. En caso de que el laboratorio no describiese el grado se pedia una

revision y que se evaluara y describiera siguiendo esos criterios.

En aquellos casos en que se obtuvo una muestra citolégica para llegar al
diagndstico se realizaban al menos 2-3 PAF en varias zonas de cada lesion en el
caso del tumor primario y en el caso de las muestras de los ganglios se realizaban
tantas PAF como fuesen necesarias hasta obtener una muestra con suficiente
celularidad para poder ser evaluada. En todas las muestras se evaluo la celularidad
asi como la distribucion de la poblacién neoplasica. En los tumores primarios se
determinaron como adenocarcinoma si al menos el 20% de las células epiteliales
tenia mas de 3 criterios nucleares de malignidad descritos en la bibliografia como
anisocariosis, macrocariosis, moldeamiento nuclear o presencia de macronucleolos
(Simon et al. 2009; Alleman et al., 2000; Meinkoth et al., 2002). En el caso de las
metastasis ganglionares la presencia de uno o varios “clusters” con criterios de
malignidad citoplasmaticos o nucleares dentro de la poblacién celular ganglionar

normal se considero suficiente para llegar al diagndstico.

La evaluacion inicial requirié de la realizacién de un examen fisico incluyendo
una medicién del didmetro de la lesion primaria con un pie de rey, una ecografia

abdominal, radiografias toracicas (tres vistas latero-lateral derecha, latero-lateral
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izquierda y ventrodorsal/dorsoventral), hemograma, bioquimica (que incluyese al
menos los valores de alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (FA),
creatinina, urea, glucosa y proteinas totales (PT)) asi como urianalisis (que
incluyese al menos pH, densidad, glucosa, cuerpos cetonicos, nitritos, leucocitos,
bilirrubina, proteinas). Las pruebas en este protocolo de evaluacion inicial se
realizaron durante los 7 dias previos al inicio del tratamiento y al menos el examen
fisico y medicion de la lesiones fueron realizados por el veterinario encargado del
caso aceptando que el resto de pruebas se hubiesen realizado en otros centros
mientras que se dispusiese de los resultados para su interpretacion antes del

comienzo del estudio.

Tabla 1. Sistema de graduacion Elston y Ellis en los carcinomas mamarios felinos
invasivos.

Caracteristica Histopatologicas Valor

Formacién de tabulos

e  Presente en la mayor parte del tumor (>75%) 1
e Presente de forma moderada (10%—75%) 2
e Poco o nada presente (<10%) 3
Pleomorfismo nuclear
e Nucleo pequerio, regular y uniforme 1
e Aumento moderado de tamafio, presencia de 2
vesiculas
e Cromatina vesicular con variaciones muy marcadas 3
en tamafio y forma
Recuento mitético @
e 08 1
e 0O-16 2
. >17 3
Puntos totales Grado Comentario
3-5 I Bien diferenciado
6-7 1] Moderadamente diferenciado
8-9 Il Escasamente diferenciado

*Numero acumulativo de mitosis en 10 campos consecutivos en el area con mas actividad mitética con un
diametro de campo en el microscopio de 0.53 mm (Objetivo 40x). (Modificado de Mills et al., 2015)

La descripcion de las mamas afectadas por los tumores se realizé utilizando
la letra | para la cadena izquierda, letra D para la cadena derecha seguido del
namero de mama afectada, siendo la nimero 1 la mas craneal a nivel axilar y la 4 la
mama mas caudal inguinal. En aquellos casos que los ganglios locoregionales
(inguinal o axilar) se encontrasen aumentados de tamafio, se realizO una PAF
usando una aguja de calibre 23G. Las muestras se extendieron en un portaobjetos y
se tifieron con la tincién Diff Quick (Merck, Darmstadt, Alemania). Se realiz6 un

diagndstico de metastasis cuando se detectaba la presencia de células epiteliales
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formando “clusters” entre las células habituales de un ganglio. Del mismo modo si se
detectaban alteraciones ecogréficas en los ganglios intraabdominales o en otros
organos susceptibles de poder puncionarse, se realizé una PAF y citologia del

mismo modo que en los ganglios periféricos con la diferencia de la ayuda ecoguiada.

Tras la primera consulta y una vez analizado los resultados de las pruebas
solicitadas anteriormente, las gatas eran elegibles para el tratamiento si ademas

cumplian los siguientes criterios de inclusion:

» Preexistencia de sintomas gastrointestinales < grado 2 segun Criterios de
Terminologia Comun Veterinaria del Grupo de Oncologia Cooperativa
(VCOG-CTCAE) (Tabla 2)

» Parametros hematolégicos y bioquimicos adecuados para comenzar la
terapia de manera segura (VCOG-CTCAE < grado 2) (Tabla 2).

= Se admitieron gatas que hubiesen recibido tratamientos quimiterapicos
previos (excluyendo el fosfato de toceranib), corticosteroides o AINESs,
siempre y cuando hubiese un periodo de al menos 2 semanas desde que

interrumpieron los tratamientos hasta la entrada en el estudio.

= En todos aquellos casos que hubiesen recibido tratamientos
quimioterdpicos previos, los tumores tenian que haber progresado o

recidivado antes de comenzar el estudio.

= Después del examen fisico y la valoraciéon clinica del veterinario la
esperanza de vida estimada del paciente sin tratamiento deberia ser

superior a los dos meses.

Antes de la inclusion de los pacientes, los duefios recibieron y firmaron un
consentimiento informado (Anexo 1) explicando los objetivos del estudio. El
consentimiento informado para el duefio se generd siguiendo criterios ya descritos
previamente (Page et al., 2016; Vail 2007; Burton et al., 2014).

Una vez comunicado y explicado claramente a los propietarios el documento
de consentimiento, se les dio el tiempo suficiente para valorar la participacién de su
mascota (Page et al.,, 2016; Vail 2007; Burton et al., 2014). Dicho documento
contenia el objetivo de estudio, los riesgos y beneficios asociados, el disefio del
estudio y las intervenciones requeridas, fuente de financiacion, los incentivos para el
propietario, asi como cualquier posible conflicto de interés del personal participando

en el estudio.
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Tabla 2. Clasificacion de los efectos adversos diagnosticados en los pacientes durante el tratamiento con fosfato de toceranib.

(modificado de Veterinary Comparative Oncology Group)

Material y Métodos

: Grado
Efectos secundarios 1 5 3 4 5
Neutropenia 1500 K/pl a VLIN 1000-1499 K/ul 500-999 K/ul <500 K/pl Muerte
FA VLSN-1.25 x VLSN 1.25-1.5 x VLSN 1.5-2 x VLSN >2 x VLSN -
ALT VLSN-1.25 x VLSN 1.25-1.5 x VLSN 1.5-2 x VLSN >2 x VLSN -
Urea VLSN-1.5 x VLSN 1.5-2 x VLSN 2-3 x VLSN >3 x VLSN -
Creatinina VLSN-1.5 x VLSN 1.5-2 x VLSN 2-3 x VLSN >3 x VLSN -
3-10 episodios en 24 h;
L <5 episodios al dia Muiltiples episodios >48
P . <3 eplsc_@os gn_ 24h durante 48h; Necesidad hy fluidos IV o .
Vomitos intervencion médica no de fluid | dad d L Riesgo de muerte Muerte
indicada e fluidos parenterales necesidad de nutricion
(IVo SC) <48 h; parenteral >48 h
medicacion indicada
Incremento de dqs Incremento de 3-6 Incremento de >6
deposiciones al dia - e - o
L deposiciones al dia; deposiciones al dia;
desde el inicio del o ) . . - '
. . ) medicacién indicada; incontinencia >48 h; .
Diarrea tratamiento; no aumenta fluid | fluid he Riesgo de muerte Muerte
la frecuencia pero uidos parenterales (Vo luidos I_\{ >4_18 D
disminuve la SC) indicadas <48 h; no | hospitalizacion; interfiere
nuye interfiere con ADN con ADN
consistencia
Hipopigmentacién Leve y localizada Marcada o generalizada - - -
Toma de alimentos
alterada (<3 dia) sin >3 dias; asociada con
pérdida de peso pérdida significativa de . .
. o significativa,; peso (>10%) o Riesgo pa.ra la Y'fj,a del
. Necesidad de modificar o animal; Nutricion
Anorexia . : suplementos malnutricion; fluidos 1V, . Muerte
tipo dieta para que coma = : ” parenteral necesaria>5
nutricionales tubo de alimentacién o . s
) . I dias de duracion
orales/estimulantes del alimentacion forzada
apetito pueden estar indicada
indicados

FA = Fosfatasa alcalina; ALT = alanina transaminasa; VLIN = Valor limite inferior normal; VLSN = Valor limite superior normal |V = intravenoso; SC = subcutneo; LSN (limite superior normal ) ADN =

Actividades diarias normales
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Una vez incluidos los pacientes en el estudio, y al comienzo de éste, se
entrego a los propietarios un documento con el protocolo de visitas establecido
durante todo el ensayo clinico (Anexo 2). Todos aquellos pacientes que no

cumpliesen el protocolo de visitas establecido fueron eliminados del estudio.

Una vez concluido el estudio previo, con el consentimiento informado de los
propietarios y establecido el protocolo de visitas, todas las gatas recibieron fosfato
de toceranib (Palladia®, Pfizer Animal Health Inc., New Jersey, USA) a una dosis
entre 2.3 y 3.25 mg/kg administrada por via oral cada 48 h. Se advirti6 a los duefios
de que era necesaria la utilizacion de guantes para la administraciéon del farmaco. En
el caso de que no se pudiese conseguir administrar la dosis dentro del rango
pautado con las formulaciones de fosfato de toceranib disponibles (10 mg, 15 mgy

50 mg) se procedié a reformularlo a la dosis estipulada para cada paciente.

1.3 Recogida de datos

Los datos obtenidos para cada gata incluyeron su resefia, peso (en Kg),
estado reproductivo (incluyendo fechas de realizacion de esterilizacién y
tratamientos hormonales previos si los hubiese habido), la localizacién y el tamafio
del tumor en centimetros, tratamientos y cirugias previas, resultados de
histopatologia y citologia, la tasa de respuesta segun criterios RECIST (Nguyen et
al., 2015), toxicidades segun criterios VCOG-CTCAE (VCOG 2011), reducciones de
la dosis, retrasos en el tratamiento, tipos de tratamientos de rescate asi como la
causa de la muerte. En este ultimo caso, se solicitdé permiso para realizar una
necropsia en el momento de la muerte de la gata y se registré la informacién de la
necropsia. Al finalizar el estudio se procedid a contactar a los duefios y veterinario

remisor via telefénica para determinar dia y causa de la muerte.

1.4 Evaluacién de la respuesta tumoral

A las 2 semanas de iniciar el tratamiento se realiz6 una exploracion fisica y
un hemograma al paciente. Al mes de iniciar el tratamiento se evalué la respuesta al
mismo y su toxicidad repitiendo el protocolo inicial de evaluacién descrito

anteriormente.
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La respuesta al tratamiento se evalud siguiendo los criterios del sistema
RECIST (Nguyen et al., 2015) (Tabla 3). El tratamiento se continué mientras hubiese

una respuesta o la enfermedad no progresara.

Tabla 3. Resumen de los criterios RECIST para evaluar respuesta en tumores
sOlidos (modificado de Nguyen et al., 2015) y que han sido utilizados en este
estudio.

Caracterizacion de la respuesta Definicién

Respuesta Completa (RC) Desaparicion de todas las lesiones diana

Respuesta Parcial (RP) Al menos un 30% de reduccién en la suma de todas las
lesiones diana

Enfermedad Progresiva (EP) Al menos un incremento del 20% en la suma de los

diametros de las lesiones diana usando la suma mas
pequefia tomada durante el estudio como referencia o la
aparicion de nuevas lesiones

Enfermedad Estable (EE) <30% de reduccion (RP) o 20% de incremento (EP) de
tamafio usando la suma més pequefia obtenida durante el
estudio como referencia

Las lesiones diana se midieron usando un pie de rey, valoracién ecogréfica,
radiografica o mediante tomografia axial computarizada (TAC) dependiendo de la
localizacién y accesibilidad. Los criterios para evaluar la respuesta al fosfato de
toceranib se detallan en la Tabla 3. Se defini6 RC como la regresion completa de la
enfermedad; la RP se defini6 como al menos una disminuciéon del 30% en el
didmetro mas largo del tumor. Enfermedad progresiva se defini6 como aumento de

mas del 20% en el diametro mas largo del tumor o la aparicion de nuevas lesiones.

En el caso que el paciente presentara EP en alguna de las evaluaciones de
respuesta se procedié a la suspension del tratamiento facilitAndole al duefio la
posibilidad de comenzar con otras alternativas terapéuticas. En caso contrario, se
continu6é con el mismo protocolo de evaluacién descrito anteriormente y con una

frecuencia mensual.

Se definié beneficio clinico para aquellos pacientes que mantuviesen RC, RP

o EE al menos durante 2 meses.

1.5 Evaluacion de la toxicidad

Para detectar posibles casos de toxicidad asociados al tratamiento con
fosfato de toceranib, se pidié a los propietarios un seguimiento estricto de cualquier

cambio en las actitudes de sus mascotas, asi como que informasen de cualquier
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evento como vomitos, diarrea, u otros signos clinicos que se pudiesen atribuirse a la
administracién del farmaco. Cada evento adverso se clasificé segun el VCOG-
CTCAE (VCOG 2011) para determinar la gravedad del mismo (Tabla 2). EI VCOG-
CTCAE utiliza detalles acerca de la severidad, la duracion y la terapia necesaria
para gestionar los signos relacionados con el evento con el fin de definir el grado
(gravedad) de un evento adverso. En general los eventos adversos grado 1 son
leves y autolimitantes, los grado 2 son moderados y frecuentemente se manejan
administrando de forma ambulatoria medicamentos por via oral, los grado 3 son
graves y con frecuencia requieren de tratamiento hospitalario, los eventos grado 4
son potencialmente mortales, y los de grado 5 resultan en la muerte del paciente
(Tabla 2). Se consideraron toxicidades limitantes de dosis (TLD) aquellas de grado 3
o 4 (hematolbgicas, renales, gastrointestinales), que fuesen refractarias al
tratamiento de soporte recomendado o que durasen mas de 7 dias. En pacientes
con TLD se interrumpié el tratamiento. El resto de animales con toxicidades grado 1

0 2 se manejaron con las terapias de soporte habituales.

Se admitieron reducciones en la dosis de fosfato de toceranib (siempre que
se mantuviesen por encima de 2.3 mg/kg), disminuciébn de frecuencia
(administracion dos dias por semana, o administracion cada 3 dias) asi como
suspensiones temporales (habitualmente 5-7 dias) en el tratamiento, en el caso en

gue aparecieran sintomas de toxicidad y éstos lo requirieran.
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METODOLOGIA UTILIZADA EN EL ESTUDIO DEL FOSFATO DE
2 FOSFATO DE TOCERANIB Y CARPROFENO EN CARCINOMAS
INFLAMATORIOS CANINOS.

2.1 Diseflo del estudio

Se trata de un estudio prospectivo con un solo grupo de tratamiento no ciego
y abierto, conducido a través de pacientes remitidos al Instituto Veterinario de
Oncologia Comparada (IVOC). Se incluyeron perras siempre que se les hubiese
diagnosticado con un carcinoma inflamatorio (Cl) Las pacientes seleccionadas para
el estudio fueron tratadas con fosfato de toceranib y carprofeno entre enero del 2013
y Junio del 2016. El estudio fue anunciado a los diferentes centros remisores del
IVOC de tal manera que los veterinarios tuviesen una idea de los criterios de

inclusion y exclusion.

El disefio del estudio se realiz6 siguiendo la directiva 2010/63/UE
recientemente aprobada por la Unién Europea en lo relativo a la experimentacion
con animales vivos (Dir. 2010/63/Euratom del Consejo, de 20 de Octubre de 2010).
Ademas el disefio también siguidé las directrices establecidas por parte de la
Conferencia Internacional de Armonizacion de la Buena Practica Clinica (BPC) para
proteger el bienestar y los derechos de los participantes en los ensayos clinicos
(Dixon et al., 1998) Estas directrices de BPC definen las normas sobre el disefio y
realizacién de los estudios en medicina humana, recoleccién y analisis de datos, asi
como la auditoria y la informacién de los ensayos clinicos con el objetivo de
proporcionar la seguridad de que los resultados del estudio sean creibles. Estos
conceptos ya se aplican en la mayoria de ensayos clinicos veterinarios aunque no

se encuentren estandarizados (Page et al., 2016).

2.2 Seleccion de pacientes

Se procedié al diagnostico clinico presuntivo de CI al identificar una masa
mamaria asociada a eritema, calor, y edema de la glandula mamaria. Ademas del
diagnédstico presuntivo inicial se realizé un diagndstico histopatolégico durante la
visita inicial, o previamente en el centro remisor del paciente. El tipo de biopsia
incisional necesaria para llegar al diagndstico dependié de la preferencia del
veterinario que realizaba la técnica. En todos los casos se sed6 o anestesié al

paciente, variando los protocolos dependiendo del veterinario que realizaba la
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técnica. Los dos tipos de biopsias incisionales que se realizaron fueron “en cufa”
obteniendo como minimo dos fragmentos de tejido con bisturi, o con un “punch”
comercial de 4-6 mm de diametro tomando al menos dos muestras. En ambos casos
se obtuvo tejido incluyendo piel y el defecto originado se suturdé con puntos simples y
sutura monofilamento no reabsorbible de grosor 2/0 o 3/0 recomendando a los
duefios la colocacion de un collar isabelino para que la perra no se autolesionase la
zona. Los fragmentos obtenidos fueron fijados en formol al 10% y enviados al
laboratorio para su analisis histopatolégico. Las muestras de tejido se procesaron
rutinariamente, generando un bloque de parafina y se obtuvieron cortes histolégicos
de 3 a 5 micras de grosor para su tincibn con hematoxilina y eosina. siendo
necesario detectar émbolos neoplasicos en los vasos linfaticos dérmicos para

confirmar la enfermedad (Clemente et al., 2010).

Las perras con lesiones que se hubiesen desarrollado en las glandulas
mamarias normales fueron clasificados con CIC primario, mientras que las perras
que desarrollaban la enfermedad habiendo tenido previamente tumores mamarios

con un diagndstico diferente al de CIC fueron clasificados como CIC secundario.

La evaluacion inicial requirio de la realizacion de un examen fisico incluyendo
una medicién del didmetro de la lesion primaria con un pie de rey, una ecografia
abdominal, radiografias toracicas (tres vistas latero-lateral derecha, latero lateral
izquierda y ventrodorsal/dorsoventral), hemograma, bioquimica (que incluyese al
menos los valores de ALT, FA, creatinina, urea, glucosa y PT) vy uriandlisis (que
incluyese al menos pH, densidad, glucosas, cuerpos cetonicos, nitritos, leucocitos,
bilirrubina, proteinas totales). Las pruebas en este protocolo de evaluacion inicial se
realizaron durante los 7 dias previo al inicio del tratamiento y al menos el examen
fisico y medicion de la lesiones se realizaron por el veterinario responsable
aceptando que el resto de pruebas se hubiesen realizado en otros centros mientras
gue se dispusiese de los resultados para su interpretacion antes del comienzo del

estudio.

La descripcion de las mamas afectadas por los tumores se realizé utilizando
la letra | para la cadena izquierda, letra D para la cadena derecha seguido del
namero de mama afectada siendo el 1 la mas craneal a nivel axilar y el 5 la mama

mas caudal inguinal.

En aquellos casos en los que los ganglios locoregionales (inguinal o axilar) se
encontraban aumentados de tamafio se realiz6 una puncién de aguja fina (PAF)

usando una aguja de 23G. Las muestras se extendieron en un portaobjetos y se
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tiieron con tincion Diff Quick (Merck, Darmstadt, Alemania). En las muestras se
evalué la celularidad asi como la distribucion de la poblacion neoplésica. La
presencia de uno o varios “clusters” con criterios de malignidad citoplasméticos o
nucleares dentro de la poblacién celular ganglionar normal se consider6 suficiente
para llegar al diagnostico de metastasis. Del mismo modo si se detectaban
alteraciones ecograficas en los ganglios intraabdominales o en otros 6rganos
susceptibles de poder puncionarse, se procedié a la realizacion de una PAF y
citologia del mismo modo que en los ganglios periféricos con la diferencia de la

ayuda ecoguiada.

Tras la primera consulta y una vez analizado los resultados de las pruebas
solicitadas anteriormente, los perros eran elegibles para el tratamiento si ademas

cumplian los siguientes criterios de inclusion:

a. Presencia de lesiones macroscopicas medibles segun criterios RECIST
(Nguyen et al., 2015).

b. Parametros hematolégicos y bioquimicos adecuados para comenzar la
terapia de manera segura (VCOG-CTCAE < grado 2) (Tabla 2).

c. Se admitieron pacientes que hubiesen recibido tratamientos
quimioterapicos previos (excluyendo el fosfato de toceranib) vy
prednisona, siempre y cuando existiese un periodo de al menos 2
semanas desde que interrumpieron los tratamientos hasta la entrada en
el estudio. Se permitid6 el uso previo de AINEs siempre y cuando se
hubiese cesado su administracion una semana antes de entrar en el

estudio.

d. En todos aquellos casos que hubiesen recibido tratamientos
guimioterapicos previos, los tumores tenian que haber progresado o

recidivado antes de comenzar el estudio.

e. Se acept6 el uso de otros farmacos analgésicos como tramadol siempre y
cuando el paciente ya los llevase tomando al menos 5 dias antes de
comenzar el estudio.

f. Los perros con metéstasis locoregionales y metastasis a distancia a otros
organos como bazo, higado y pulmones también se podian incluir en el

estudio.

Antes de la inclusion de los pacientes, los duefios recibieron y firmaron un
consentimiento informado (Anexo 3) explicando los objetivos del estudio, los riesgos

y beneficios asociados, el disefio y las intervenciones requeridas, fuente de
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financiacion, los incentivos para el propietario, asi como cualquier posible conflicto
de interés del personal que participd en el estudio. Dicho consentimiento informado
para el duefio se genero6 siguiendo criterios ya descritos previamente (Page et al.,
2016; Vail 2007; Burton et al., 2014).

Una vez incluidos los pacientes en el estudio, y al comienzo de éste, se
entrego a los propietarios un documento con el protocolo de visitas establecido
durante todo el ensayo clinico (Anexos 4 y 5). Todos aquellos pacientes que no

cumpliesen el protocolo de visitas establecido fueron eliminados del estudio.

Una vez concluido el estudio previo, y con el consentimiento informado de los
propietarios asi como establecido el protocolo de visitas, la dosis pautada a todas

las perras fue:

= Carprofeno (Rimadyl® Pfizer Animal Health Inc., New Jersey, USA) a una
dosis de 4.4 mg/kg via oral una vez al dia con comida. Los comprimidos se
podian partir para obtener la dosis mas cercana a 4.4 mg/kg/dia.

= Fosfato de toceranib (Palladia® Pfizer Animal Health Inc., New Jersey, USA)
a una dosis entre 2.4 y 3.25 mg/kg administrada por via oral 3 veces a la
semana (Lunes, Miércoles y Viernes) siempre con guantes y sin poder partir
los comprimidos. Siempre que la formulacion existente del farmaco
(comprimidos de 10, 15 y 50 mg) lo permitiese la dosis se intentaba optimizar
al rango de 2.4-2.7 mg/kg basandose en los datos preliminares de los que

disponiamos del grupo de Bernabe y colaboradores (Bernabe et al., 2013).

2.3 Recogida de datos

Los datos recogidos para cada perra incluyeron resefa, peso (en Kg), estado
reproductivo (incluyendo fechas de esterilizacion y tratamientos hormonales previos
si los hubiese habido), la localizacién y el tamafio del tumor, tratamientos y cirugias
previas, tipo de presentacion (CIC primario o secundario), resultados de
histopatologia, método de adquisicion de la biopsia y complicaciones asociadas, la
tasa de respuesta RECIST (Nguyen et al., 2015), respuesta de las lesiones no diana
gue no se incluyesen en el sistema RECIST (linfedema, rojez, firmeza y dolor de la
lesion) (Nguyen et al., 2015), la mejoria clinica (en base a los cuestionarios de
calidad de vida rellenados por el propietario (Anexo 6), toxicidades segun criterios
VCOG-CTCAE (Tabla 2) asi como reducciones de la dosis, retrasos del tratamiento,

tratamientos de rescate y causa de muerte. En todos los casos se solicitd permiso
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para realizar una necropsia en el momento de la muerte de la perra y se registro la
informacion de la necropsia. Al finalizar el estudio se procedié a contactar a los

duefios y veterinario remisor via telefonica para determinar dia y causa de la muerte.

2.4 Evaluacién de la respuesta tumoral

Para el estudio de la respuesta tumoral, a los 14 dias de comenzar el
tratamiento se realiz6 un hemograma y examen fisico a los pacientes, junto con la
cumplimentacion del formulario de calidad de vida (Anexo 6). Al mes de comenzar
el tratamiento se repiti6 el protocolo de evaluacion inicial y posteriormente de
manera mensual. El tratamiento se continu6 mientras hubiese una respuesta o

enfermedad estable.

La respuesta se determind a través las mediciones objetivas usando el
didmetro mas largo del tumor medido con un pie de rey de manera mensual segun
criterios RECIST (Tabla 3). Se defini6 RC como la respuesta completa de la
enfermedad; la RP se defini6 como al menos una disminucion del 30% en el
didmetro mas largo del tumor; EE se defini6 como ni RC ni RP mantenido al menos
4 semanas. Enfermedad progresiva se defini6 como aumento de mas del 20% en el
diametro mas largo del tumor o la aparicion de nuevas lesiones (Nguyen et al.,
2015).

Se definié beneficio clinico para aquellos pacientes que mantuviesen RC, RP
o EE al menos 1 mes y ademas los duefios considerasen que su calidad de vida era
mejor que al principio del tratamiento segun la valoracion de la Escala de Evaluacion
Visual (EEV) del Anexo 6. En todos los casos en que se observd progresion de la
enfermedad se les ofrecio terapia de rescate, tal y como se describe en el apartado

de tumores mamarios felinos.

2.5 Evaluacioén de la toxicidad

Junto al protocolo de visitas (Anexos 4 y 5), se entreg6 a los propietarios un
formulario de calidad de vida modificado ligeramente del descrito previamente por
Lynch y colaboradores. (Lynch et al., 2011) (Anexo 6), asi como un diario donde los

duefios pudiesen detallar los posibles efectos secundarios (Anexo 7).

El cuestionario de calidad de vida era autorellenable por parte del duefio. En

caso de dudas, el duefio podia consultar a un auxiliar o veterinario en caso de que
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necesitase ayuda para rellenarlo. El disefio inicial se fijo en las 8 cualidades que
mejor evaluaban la calidad de vida de los pacientes recibiendo tratamiento
oncoldégico en veterinaria. Estas cualidades incluian felicidad, estado mental, dolor,
apetito, higiene, ingesta de agua (hidratacion), movilidad y salud general. Las
preguntas se redactaron con terminologia facilmente entendible por los duefios. El
cuestionario se dividi6 en 8 dominios con 3 preguntas evaluando cada uno de las
cualidades mencionadas con anterioridad valorandose mediante preguntas con
respuestas en una escala de 1 a 5. El 1 representaba en desacuerdo y el 5 muy de
acuerdo. En el caso de evaluacién de la salud general se dividié de nuevo en dos
preguntas comparandola con la visita anterior y con el comienzo del estudio
valordndose también del 1 del 5 siendo 1 peor, 3 igual y 5 mejor. La pregunta final
fue una EEV valorando la calidad de vida (Finch et al., 2011). Esta escala consistio
en una linea continua donde el inicio de la linea correspondia a una calidad de vida
muy pobre y el punto del final una calidad de vida excelente. Conociendo el tamafo
de la linea en cm se asignaba un valor numérico del 1 al 10 segln la marca del

duefio.

Los propietarios completaron un cuestionario en cada visita que describia
signos clinicos del perro en su casa desde la visita anterior. Ademas recogieron
todos estos efectos secundarios gracias a un diario de efectos secundarios (Anexo
7) que se le proporcionaba en cada consulta. Los eventos adversos se clasificaron

utilizando los criterios VCOG-CTACE para los eventos adversos (Tabla 2).

ESTADISTICA

Las variables continuas se expresaron como medias + desviacion estandar y
los variables categoricas como frecuencias y porcentajes. Para expresar los
resultados de ambos estudios prospectivos abiertos y con un solo brazo se utilizaron
estadisticas descriptivas sin un modelo estadistico formal. La metodologia de
Kaplan-Meier se utiliz6 para evaluar la supervivencia mediana libre de progresion
(SLP) y la supervivencia global (Rich et al., 2010). La SLP se defini6 como el tiempo
desde el inicio del tratamiento hasta progresion de la enfermedad siguiendo criterios

RECIST (Nguyen et al., 2015). El tiempo de supervivencia global se calculé como el
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tiempo desde que se incluian en el estudio hasta la muerte por cualquier causa. Los
animales fueron excluidos de ambos analisis si no se determind con exactitud el

tiempo transcurrido hasta la progresion.

En el caso de la evaluacion de la calidad de vida segun la EEV y las
contestaciones en las diferentes categorias del cuestionario de calidad de vida en el
estudio de los perras con CIC se utilizd un analisis t-test pareado sin asumir una
distribucién gaussiana utilizando el test de Wilcoxon para comprobar diferencias en
los valores pareados. Se compararon las medias del grupo de perras al diagnéstico
frente a los 15 dias y 30 dias. En todos los casos se consideré P <0,05 como una

diferencia estadisticamente significativa.

Para el andlisis estadistico se utilizé el software comercial Graphpad Prism
7.0 (San Diego, CA).
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ESTUDIO DEL FOSFATO DE TOCERANIB EN TUMORES MAMARIOS
FELINOS.

A continuacion se presentan los resultados correspondientes al estudio
prospectivo con fosfato de toceranib como monoterapia en gatas con tumores

mamarios evaluando la eficacia antitumoral y la tolerabilidad del farmaco.

1.1 Poblaciéon de estudio

Diecisiete gatas cumplieron los criterios de inclusion descritos en Material y
Métodos y se incluyeron en el estudio. Seis gatas evaluadas para la inclusién del
estudio fueron excluidas debido a que no cumplieron los criterios de inclusion
establecidos, el protocolo del estudio o pruebas requeridas. En cuatro casos solo se
realizaron las pruebas previas y decidieron no comenzar con el farmaco a pesar de
gue cumplian los criterios de inclusién del estudio. Los motivos que facilitaron esos
duefios fueron principalmente que se lo habian pensado mejor durante el tiempo que
habian esperado a los resultados de histopatologia y que no querian administrar
ningln farmaco a sus animales que pudiese afectar su calidad de vida. Uno de los
casos presentaba una insuficiencia renal grave estadio IV segun la clasificacion de
la Sociedad Internacional con Interés Renal (IRIS) (IRIS 2016) excluyéndola del
estudio. En el otro caso tuvimos que excluirla del estudio al contactar con su
veterinario y detectar que no cumplian el requisito de un periodo de al menos 2
semanas desde que interrumpieron los tratamientos quimioterapicos previos antes

de la entrada en el estudio.

Las gatas en este estudio fueron evaluadas desde Enero de 2013 hasta junio
de 2016. La mediana de edad fue de 10.64 afios (rango 8-16 afos). Habian doce
gatas intactas y cinco esterilizadas. De las cinco gatas que habian sido esterilizadas
en cuatro de ellas la esterilizacion se habia realizado después de los 2 afios de edad
y en otro caso el duefio desconocia la fecha. Trece gatas eran de la raza comun
europea, tres siamesas, y uno de raza persa. El peso corporal promedio fue de 3,8
kg (rango de 2.1-6.2 kg). Ninguno de los duefios recordaba que las gatas hubiesen
recibido tratamientos hormonales de ningun tipo. La Tabla 4 resume las principales

caracteristicas de las gatas al inicio del estudio.
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Tabla 4. Resefia de las gatas que participaron en el estudio.

Egad HEET Esterilizada Afios desde Esterilizacion
(afios)  (Kg)

1 8 35 Comin europea No

2 12 4.3 Persa No

3 11 3.3 Comin europea No

4 10 2.6 Comun europea Si 8

5 16 2.1 Comin europea No

6 9 3.1 Siamesa Si 2

7 10 4.2 Comin europea No

8 12 5.5 Comun europea No

9 8 4.7 Comin europea Si Duefio desconocia fecha exacta

10 14 3.5 Comun europea No

11 8 3.8 Siamesa No

12 14 3.9 Comun europea No

13 8 3.3 Comin europea No

14 12 2.6 Comun europea Si 4

15 11 3.2 Siamesa No

16 9 6.2 Comun europea No

17 10 5.2 Comin europea Si 3

Cuatro gatas presentaron una recidiva de una cirugia previa y trece gatas
presentaron tumores “de novo”. Cuatro de los gatas con tumores “de novo”
presentaron el tumor en la cadena contralateral después de una cirugia previa en la
otra cadena y 2 en la misma cadena después de haberse realizado mastectomias
regionales incluyendo solo 1 o 2 mamas. Todas las cirugias fueron realizadas en los
centros veterinarios remitentes de los casos. Dos gatas presentaron 2 tumores en el
diagnostico considerandose el de mayor tamafio en las mediciones RECIST
(Nguyen et al., 2015) para evaluar respuesta. En nueve gatas la localizacion fue en
mamas caudales, mientras que seis gatas presentaron tumores en las mamas

craneales y dos gatas en mamas craneales y caudales.

En el momento del diagnostico, el tamafio medio de los tumores de todas las
gatas teniendo en cuenta el didmetro mas largo fue de 2.95 cm (rango 1.3-5.1 cm).
Cuatro gatas presentaron tumores ulcerados siendo tres de ellos recidivas (Figura
3). De las cuatro gatas donde el tumor estaba ulcerado, dos fueron incluidas en el
estudio mientras estaban recibiendo antibiético y en ambos casos ya llevaban 5y 7
dias con el tratamiento de cefovecina (Convenia®, Zoetis). Las otras dos pacientes
solo estaban recibiendo limpieza y desinfeccién diaria tépica de las lesiones por

parte de sus duefios.
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Figura 3. Imagenes de la apariencia macroscépica de algunos de los tumores mamarios
ulcerados que se presentaron en el estudio. Todos los tumores fueron medidos en su
diametro mas largo en cm siguiendo criterios RECIST.

La Tabla 5 resume las caracteristicas principales referentes al tumor en el

examen fisico de las gatas al inicio del estudio.

Tabla 5. Caracteristicas de los tumores en el examen fisico.

Caso Localizacién  Cirugia previa-localizacion  Presentacion Tegﬁ?o Ulceracién
1 D4 No “de novo” 2.3
2 13 No “de novo” 3.7 Si
3 D2 Si (Mastectomia simple D2) recidiva 4
Si (Mastectomia regional q »
4 14 D3/D4) de novo 1.8
Si (Mastectomia regional - .
5 D1 D1/D2) recidiva 5.1 Si
6 D3 Si (Mastectomia unilateral recidiva 32 Si
completa derecha)
7 D4 No “de novo” 4.1
Si (Mastectomia unilateral q »
g iz completa cadena derecha) DM £
9 11 Si (Nodulectomia 11) recidiva 2.1 Si
10 D3 No “de novo” 2.6
Si (Mastectomia unilateral « »
11 13/11 completa derecha) de novo 15
12 D4 No “de novo” 1.7
13 D4 No “de novo” 2.1
14 14 Si (Maste?tﬁln;)la regional “de novo” 28
15 D1 Si (Mastectomia pnlla_\teral “de novo” 43
completa cadena izquierda)
16 12 No “de novo” 2.7
Si (mastectomia regional p »
17 D1 D3.D4 de novo 29
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El método de diagndstico mas empleado fue una biopsia incisional tipo punch
con sedacion y anestesia local en nueve casos siendo una biopsia en cufia en otros
dos casos, tal y como se describe en materiales y métodos. En todos los casos se
aproximaron los bordes con sutura reabsorbible y ninguna de los gatas present6
complicaciones posteriores a la biopsia en la zona de la herida. En aquellos casos
gue se disponia del analisis histopatolégico seis gatas presentaron un
adenocarcinoma grado Ill mientras que cinco gatas presentaron un adenocarcinoma
grado Il. En uno de los casos diagnosticados mediante citologia se realiz6 un
estudio postmortem confirmando que se trataba de un adenocarcinoma grado Ill. No
todos los informes de histopatologia definieron el subtipo de carcinoma pero en
todos los casos se defini6 el grado. En cuatro casos se describieron como

tubulopapilares (Figura 4) y en otros cuatro casos como adenocarcinomas solidos.

Figura 4. Imagen histopatoldgica de un carcinoma mamario en una de las gatas del
estudio. Estructuras tubulares con delicado estroma de soporte y tapizadas por células
poligonales con escaso citoplasma y nucleo hipercromatico. Hematoxilina y eosina, 20X.

El diagnéstico fue citolégico en las cuatro gatas que se presentaron con
recidivas y en dos de los trece tumores “de novo”, siendo histopatoldgico en el resto
de los casos con tumores “de novo”. En total seis de los diecisiete casos fueron
diagnosticados mediante citologia. Los criterios mas frecuentemente descritos en
estas muestras incluian presencia de células multinucleadas, nucleos

hipercrométicos, pleomérfismo, nucléolos prominentes, anisocitosis, asi como
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figuras mitdticas en algunos casos dentro de un fondo de células inflamatorias
(Figura 5).

Figura 5. Imagen de una citologia de una puncién con aguja fina de una de los tumores
mamarios. El predominio de grupos de células epiteliales glandulares pleomorficas con
criterios nucleares de malignidad (anisocariosis, macrocariosis, macronucléolos) es
indicativo de un carcinoma.

El resumen del tipo de método diagndstico y hallazgos anatomopatolégicos
de las lesiones de los gatas se puede observar en la Tabla 6.

Tres gatas presentaron metastasis a distancia, una gata en zona del ganglio
axilar y ganglio esternal, una en el ganglio axilar y una en el ganglio inguinal, todas
diagnosticadas mediante puncion con aguja fina (PAF) y citologia. La gata que
presentd metastasis en la zona del ganglio axilar y ganglio esternal fue
diagnosticada mediante la realizacion de un TAC de la zona de la cavidad toracica.
Las muestras para la realizacién de la citologia se obtuvieron mediante PAF
ecoguiada. Ninguna de las gatas presentd evidencia de metastasis en las
radiografias toracicas. En el caso de las ecografias las Unicas anormalidades que se
detectaron fueron: engrosamiento focal de la capa muscular del intestino delgado en
3 casos y en otro caso un nédulo hipoecoico de 1 cm en bazo. Este nodulo se
investigd mediante PAF ecoguiada sin que se detectasen células con criterios de
malignidad o compatibles con metastasis de un carcinoma. La muestra fue

compatible con la celularidad normal de un bazo.
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Tabla 6. Descripcion del método diagndstico y caracteristicas histopatolégicas de
las gatas incluidas en este estudio.

Caso Toma de muestra diagnoéstico Grado Subtipo histolégico
1 Biopsia tipo “punch” Grado Il Sélido
2 Biopsia en cufa Grado Il Tubulopapilar
3 Citologia
4 Biopsia tipo “punch” Grado Il Solido
5 Citologia
6 Citologia
7 Biopsia tipo “punch” Grado Il Sélido
8 Biopsia tipo “punch” Grado Il
9 Biopsia en cufa Grado Il
10 Biopsia tipo “punch” Grado Il Solido
11 Citologia
12 Citologia ACA Il post mortem
13 Biopsia tipo “punch” Grado Il Tubulopapilar
14 Biopsia tipo “punch” Grado Il
15 Citologia
16 Biopsia tipo “punch” Grado Il Tubulopapilar
17 Biopsia tipo “punch” Grado Il Tubulopapilar

De las diecisiete gatas ninguna presentd patologias concomitantes que les
impidiese ser incluidas en el estudio y estaban clinicamente sanas al diagndéstico.
Dos gatas presentaron estadio 2 de la clasificacion de IRIS basada en la creatinina
(IRIS 2016). Se realizé hemograma a todas las gatas. El hematocrito vario de 24 a
48% (rango de referencia, 32 a 52%). La media fue de 37.2% siendo cuatro los
pacientes que se presentaron con anemia leve (hematocrito 25-35%) (23.5%). El
recuento de glébulos blancos total vari6 de 4,5 a 22,3 X 10*/ul (rango de referencia,
2.87-17.02 X 10%l). En total 4 de 17 casos (23.5%) se presentd con leucocitosis.
Seis gatas presentaban elevacion de los valores de glucosa, otra gata elevacion leve
de la enzima ALT y otra elevacion leve del valor de urea. La Tabla 7 destaca los

hallazgos mas relevantes en el estadiaje inicial de las gatas incluidas en el estudio.
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Tabla 7. Hallazgos clinicos y analiticos mas relevantes obtenidos en las gatas durante
las pruebas de estadiaje.

Ecografia Hemograma Bioquimica Metastasis

Anemia normocitica

Zona de 3cm en yeyuno normocromica no Glucosa 186
1 con engrosamiento focal regenerativa ma/dl No
de la capa muscular moderada 24% 9
Hematocrito

3 Normal Normal Creatinina 1.4 No
mg/dl

Anemia normocitica

5 Normal normocrémica no Glucosa 198 No
regenerativa leve mg/dl
30%

7 Normal Normal Normal No

Creatinina 1.6
mg/d|
Glucosa 174
mg/dl

9 Normal Normal No

11 Normal Normal Normal No

Leucocitosis 23450 ALT 88 U/l Ganglio axilar y

13 Normal K/ul esternal

Nddulo hipoecoico 1 cm

15 en bazo

Normal Normal Ganglio axilar

17 Normal Normal Normal No

Valores normales de referencia: Hematocrito 32-52%. ALT 22-84 U/Il. Urea 17.6-32.8 mg/dl; Contaje glébulos
blancos 2.87-17.02 K/ul; Creatinina 0.8-1.8 mg/dl; Glucosa 71-148mg/d|

1.2 Tratamiento con fosfato de toceranib y efectos adversos

Cuatro gatas habian recibido tratamientos previos al inicio del estudio. En dos
casos doxorubicina a 1mg/kg 1V en bolo de 3-5 minutos cada 3 semanas y en otros
dos casos docetaxel a 2,25 mg/kg en 1 h de infusion IV cada 3 semanas.

En todos los casos el tumor habia progresado a pesar del tratamiento. En los
cuatro casos las gatas habian recibido dos dosis del fa&rmaco en cuestion
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(doxorubicina o docetaxel) separados 3 semanas y en la visita que corresponderia a
la tercera dosis del protocolo se determind la enfermedad progresiva proponiéndoles

la inclusion en este estudio.

La dosis media administrada de fosfato de toceranib fue 2.77 mg/kg (rango:
2.3-3.2 mg/kg) administrado por via oral cada 48 h. En tres gatas se tuvo que
reformular el fosfato de toceranib para el peso del gata ya que con las
presentaciones comerciales no se podia dosificar en el rango de dosis estipulado en
el estudio. La Tabla 8 detalla las dosis utilizadas en cada paciente y si se tuvo que

reformular el farmaco.

Tabla 8. Tratamientos previos en los pacientes y dosis administrada de fosfato de
toceranib.

Dosis de fosfato

Tratamiento medico previo de toceranib Reformulacion
recibida mg/kg
1 Ninguno 2.8
2 Docetaxel 2.25 mg/kg cada 3 23
semanas (dos dosis) :
3 Ninguno 3.0
4 Ninguno 2.6 Si
5 Doxorubicina 1mg/kg IV cada 3 26 Si
semanas (dos dosis) ) :
6 Ninguno 3.2
7 Docetaxel 2.25 mg/kg cada 3 23
semanas (dos dosis) )
8 Ninguno 2.7
9 Ninguno 3.1
10 Ninguno 2.8
11 Ninguno 2.6
12 Ninguno 25
13 Ninguno 3.0
14 Ninguno 2.9 Si
15 Doxorubicina 1 mg/kg IV cada 3 31
semanas (dos dosis) )
16 Ninguno 2.4
17 Ninguno 2.8

Ocho de las diecisiete gatas mostraron algun tipo de toxicidad durante el
tratamiento. Tres gatas presentaron alteraciones hematoldgicas leves (neutropenia
grado 1 VCOG, Los cambios bioquimicos se observaron en dos gatas y en ambas
fueron elevaciones de las enzimas hepaticas de grado 2 segun VCOG en ambos
casos. Una gata presenté vomitos grado 2 segun VCOG y dos gatas anorexia, una
grado 1 y otra grado 3 manejandose esta ultima disminuyendo la frecuencia de la
administracibn a Martes y Sabado. La Tabla 9 resume los efectos secundarios

observados durante el tratamiento con fosfato de toceranib.
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Tabla 9. Efectos secundarios observados en las gatas durante el
tratamiento con fosfato de toceranib segun criterios VCOG .

Grado 1 Grado 2 | Grado 3 | Grado 4 Grado 5
Voémitos 1 - - - -
Elevacion ALT - 2 - - -
Neutropenia 3 - - - -
Anorexia 1 - 1 - -

"Solo el episodio de anorexia grado 3 requirié detener la administracion del farmaco 2 dias y se redujo la
frecuencia de administracién a martes y sabado durante el resto del protocolo.

1.3 Evaluacién de la respuesta

Para analizar la respuesta al tratamiento, se realizaron mensualmente
mediciones objetivas del tumor usando el didmetro méas largo mediante la utilizacion
de un pie de rey segun criterios RECIST (Nguyen et al., 2015) y se definieron los
diferentes tipos de respuesta tal y como se describen en el apartado de Material y

Métodos.

Se detecté una respuesta completa, 5 respuestas parciales, seis gatas con
enfermedad estable y cinco gatas con enfermedad progresiva (Figura 6).

Figura 6. Imagen correspondiente a un tumor mamario de una de las gatas del estudio.
A la izquierda se muestra el tamafio de la lesién antes de comenzar el tratamiento y a la
derecha 1 mes después de comenzar el tratamiento donde se puede apreciar una respuesta
parcial ademas de una mejoria de la ulceracion.

En uno de los casos ademas de las mediciones de la masa primaria también
se pudo evaluar la respuesta de las lesiones metastasicas mediante la realizacion

de un TAC de control a los 30 dias de comenzar la terapia (Figura 7). Esta gata a
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pesar de que la masa redujo un 22% en su diametro mas largo no se pudo incluir en

la clasificacién de respuesta parcial y se determiné como enfermedad estable.

Figura 7. Iméagenes transversales de tomografia computerizada post-contraste en
ventana de tejido blando. En la imagen de la derecha se observa clara reduccion del tamafio
de la linfadenopatia esternal y la masa metastatica axilar izquierda tras el tratamiento con una
reduccion del diametro mas largo de la masa axilar de un 22% considerandose enfermedad
estable segun criterios RECIST.

En la Tabla 10 se muestran los principales resultados de las respuestas al

tratamiento con fosfato de toceranib en gatas.

Tabla 10. Respuesta siguiendo criterios RECIST al mes del tratamiento con fosfato
de toceranib.

CASO Respuesta RECIST

1 Enfermedad Estable

2 Respuesta Parcial

3 Enfermedad Progresiva
4 Enfermedad Estable
5 Respuesta Parcial

6 Enfermedad Progresiva
7 Enfermedad Estable
8 Enfermedad Estable
9 Respuesta Parcial
10 Enfermedad Progresiva
11 Respuesta Completa
12 Enfermedad Estable
13 Respuesta Parcial
14 Enfermedad Estable
15 Respuesta Parcial
16 Enfermedad Progresiva
17 Enfermedad Progresiva

Siguiendo el método de Kaplan-Meier la supervivencia mediana libre de
progresion (SLP) fue de 91 dias, considerdndose como el tiempo desde el inicio del
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tratamiento hasta que se detectd progresion (Figura 8). La mediana de
supervivencia global considerandose como el tiempo desde el inicio del tratamiento
hasta la muerte por cualquier causa fue de 145 dias (Figura 9). No hubo ningan
paciente eliminado del analisis estadistico por perderse el seguimiento o abandono

del estudio por cualquier otra causa.

Supervivencia libre de progresion

100

50+

Porcentaje supervivencia

0 T T T 1
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Dias

Figura 8. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia mediana libre de progresion en
diecisiete gatas con adenocarcinomas de glandula mamaria tratados con fosfato de
toceranib. Los nimeros en el eje vertical representa la proporcion de gatas que sobreviven
libres de progresion. Los dias en el eje horizontal representan el tiempo del inicio del
tratamiento hasta la progresion de la enfermedad. La mediana fue de noventa y un dias.

Mediana de supervivencia

100+

50+

Porcentaje de supervivencia

0 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250

Dias

Figura 9. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global en diecisiete gatas con
adenocarcinomas de glandula mamaria tratados con fosfato de toceranib. Los nimeros
en el eje vertical representa la proporcion de gatos que sobreviven. Los dias en el eje
horizontal representan el tiempo del inicio del tratamiento hasta la muerte. La mediana de
supervivencia fue de 145 dias
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Una de las gatas a pesar de mantener una remision parcial en el tumor primario,
su enfermedad progresé el dia 43 de inicio del tratamiento debido a la presencia de
un derrame pleural maligno. La gata presento distrés respiratorio agudo y al acudir a
nuestro centro se le realizaron dos radiografias toracicas (Figura 10) que

confirmaron la presencia de derrame pleural.

Figura 10. Radiografia lateral (A) y ventrodorsal (B) de la gata con remisidn parcial segun
criterios RECIST en su masa primaria, que progreso a distancia con derrame pleural. Se
aprecia un aumento moderado de liquido pleural en ambos hemitérax lo cual resulta en
retraccion de los I6bulos pulmonares. La silueta cardiaca esta oscurecida por el liquido pleural.
La trdquea esta desplazada dorsalmente y hacia la derecha, y los lébulos pulmonares
craneales estan desplazados caudalmente.

La gata se sedd con butorfanol a 0.3mg/kg/lV y recibié oxigenoterapia
estabilizandola para después drenar el torax. Se realizé una citologia del liquido libre
donde se pudieron apreciar multiples “clusters” de células epiteliales con criterios de
malignidad confirmando derrame pleural maligno y enfermedad metastésica

progresiva (Figura 11).

78



Resultados

Figura 11. Imagenes de citologia correspondientes al examen directo del liquido
pleural del caso de la Figura 10. El animal se presentd con derrame pleural maligno, donde
se pueden apreciar la presencia de numerosos “clusters” de células epiteliales con multiples
criterios de malignidad incluyendo células en forma de “anillo de sello” con desplazamiento
del nicleo a la periferia por vacuolas ocupando el citoplasma.

1.4 Seguimiento y tratamientos posteriores

En todos los casos al determinarse la enfermedad progresiva se les ofrecié
tratamientos alternativos con otros citostaticos e incluso la inclusion en otro estudio
clinico evaluando la actividad de docetaxel como monoterapia (Escriche et al.,
2016). Cuatro gatas después de presentar enfermedad progresiva y salir del estudio
recibieron docetaxel a 2.25 mg/kg por via IV en infusién de una hora cada tres
semanas, mientras que una gata comenzé un protocolo con doxorubicina a 1 mg/kg
por via IV cada tres semanas. En el caso de las gatas con docetaxel solo uno de
ellas respondio a la terapia con una RP mientras que dos gatas consiguieron EE y
una EP. La gata tratada con doxorubicina solo llegé a recibir una dosis realizandose
la eutanasia por decisién de los duefios ante la percepcidén de una reduccién en su

calidad de vida.
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En la Tabla 11 se muestran los tratamientos de rescate asi como los
principales resultados y la causa de la muerte de las gatas que participaron en el

estudio.

Tabla 11. Tratamientos de rescate y causa de la muerte de las gatas del estudio

Caso Tratamiento de rescate Respuesta RECIST Causa muerte
1 Docetaxel (3 dosis) Enfermedad Estable Metéstasis pulmonares
2 Ninguno Derrame pleural maligno
3 Ninguno Metastasis pulmonares
4 Doxorubicina (1 dosis) No evaluada Ulceracion/ progresion local
5 Ninguno Ulceraciones/Infeccién
6 Ninguno Ulceracion tumor/ progresion local
7 Ninguno Derrame pleural maligno
8 Ninguno Ulceracion tumor y calidad de vida
9 Ninguno Ulceracion/ progresion local
10 Ninguno Metéstasis pulmonares
11 Ninguno Metéstasis pulmonares
12 Docetaxel (2 dosis) Enfermedad Progresiva Deterioro calidad de vida
13 Ninguno Deterior calidad de vida
14 Docetaxel (4 dosis) Respuesta Parcial Metéstasis pulmonares
15 Ninguno Deterioro calidad de vida
16 Docetaxel (3 dosis) Enfermedad Estable Metéstasis pulmonares
17 Ninguno Metastasis pulmonares

Ninguna de los gatas fue eliminada del estudio estadistico de supervivencia
mediana global o supervivencia mediana libre de progresion por no poder realizar un
correcto seguimiento. Ninguna de las gatas estaba viva al concluir el estudio a los
tres afios del comienzo del mismo y en todos los casos los gatas fallecieron debido a
la progresion de la enfermedad junto a una percepcion por parte de los duefios de
gue su calidad de vida se habia deteriorado en los dias previos a la realizacion de la
eutanasia. En aquellos casos que dejaron de acudir a nuestro centro para las visitas
sucesivas, se hablé via telefénica con el veterinario responsable del caso para que
nos informase del estado del animal, y mandase el historial completo de las Ultimas
visitas. En todos los casos hubo un seguimiento completo asi como causa de la

muerte de la gata.

En siete casos la causa de la muerte fue la presencia de metéstasis
pulmonares, en dos casos derrame pleural maligno (confirmado citolégicamente en
ambos), en cinco casos la progresion de la masa primaria fue el motivo de la
eutanasia al no poder controlar las infecciones y/o sangrados debidos a la
progresion local de la enfermedad. En la Figura 12 se pueden apreciar ejemplos de

dos gatas con estadio final de la enfermedad con una masa de gran tamario,
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metastasis pulmonares y en otro caso la presencia de derrame pleural. En las otras
tres gatas los duefios percibieron una disminucion en la calidad de vida con apatia y
anorexia siendo las principales razones por la que los duefios decidieron eutanasiar.
En total catorce gatas fueron eutanasiadas y tres fallecieron en casa o antes de
llegar al hospital. Solo se realizé una necropsia en uno de los casos donde la causa
de la eutanasia fue la ulceracién del tumor e infecciones, pudiendo confirmar el
diagnostico histopatologico de adenocarcinoma y el grado, sin detectar presencia de

metastasis a distancia.

Figura 12. Ejemplos de progresién de la enfermedad en dos pacientes causando que los
duefios optasen por la realizacion de la eutanasia (A) En la radiografia lateral se observan
dos masas lobuladas en el tejido mamario. A nivel pulmonar hay multiples nédulos poco definidos
que representan metastasis del adenocarcinoma mamario. (B,C) Efusién pleural bilateral
(flechas): retraccién de los I6bulos pulmonares por acimulo de liquido en espacio pleural. A nivel
pulmonar se observan lesiones alveolares multifocales y nédulos poco definidos que representan
enfermedad metastasica.
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ESTUDIO DEL FOSFATO DE TOCERANIB Y CARPROFENO EN
CARCINOMAS INFLAMATORIOS CANINOS.

A continuacidon se presentan los resultados correspondientes al estudio
prospectivo con la combinacion de fosfato de toceranib y carprofeno en perros
evaluando la eficacia antitumoral, tolerabilidad de la combinacion y calidad de vida

de las perras que participaron en el estudio.

2.1 Poblaciéon del estudio

Quince perras cumplieron los criterios de inclusién del estudio, descritos en
Material y Métodos mientras que tres perras no pudieron incluirse al no presentar
lesiones medibles segun criterios RECIST (Nguyen et al., 2015). En total, de todos
los animales que fueron evaluados como candidatos al estudio en el tiempo de
duracién del estudio 3 del8 (16%) no se pudieron incluir debido a esta causa. Enla
Tabla 12 se resumen las principales caracteristicas de los perras incluidas en el

estudio.

Tabla 12. Resefia de las perras que participaron en el estudio.

Afos desde

Esterilizada Esterilizacion Tipo de ClI
1 9 155 Mestizo No Primario
2 13 23.3 Mestizo No Primario
3 14 22.4 Mestizo Si 10 Primario
4 12 42.6 Mastin Si 11 Primario
5 16 135 Mestizo No Primario
6 11 6.1 Yorkshire Terrier No Primario
7 8 3.3 Yorkshire Terrier Si 7 Primario
8 11 15.5 Mestizo No Primario
9 13 42.7 Mestizo Si 1 Primario
10 12 9.1 Bulldog Francés No Primario
11 8 27.8 Labrador No Secundario
12 14 33.9 Rottweiller Si 5 Primario
13 8 14.2 Cocker Spaniel Si 7 Primario
14 15 28.6 Pastor Aleman Si 5 Secundario
15 10 29.9 Boxer No Secundario

Las perras en este estudio fueron evaluadas desde Enero de 2013 hasta
Junio de 2016. La edad media en el examen inicial fue de 11.6 afios (con un rango

de 8-16 afios). El peso medio fue de 21.8 kg (con un rango de 3.3 a 42.7 kg). Se
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incluyeron en el estudio seis perras de la raza mestiza (40%), dos Yorkshire Terrier
(13%), y una sola perra (6.6%) de las siguientes razas: Bulldog Francés, Labrador,
Rottweiller, Cocker Spaniel, Pastor Aleman, Mastin y Boxer. Siete hembras estaban
esterilizadas (46.6%) en el momento de inclusion y la media de afios desde la
esterilizaciéon fue de 6.5 afios. Doce perras (80%) se presentaron con un carcinoma
inflamatorio canino (CIC) primario y tres (20%) presentaron un CIC secundario
donde se habia realizado una cirugia previa con diagndstico de histopatologia
diferente al de CIC. Dos perras se presentaron con una recidiva de Cl después de
una intervencién previa realizada en otro centro. Ninguna de las perras habia

recibido tratamientos hormonales previos.

El tamafio medio de los tumores al diagndéstico fue de 5.79 cm teniendo en
cuenta el diametro mas largo. Nueve perras (60%) presentaron las lesiones en las
mamas inguinales y seis perras (40%) en las axilares. En nueve perras (60%) los
tumores afectaron al menos a 2 mamas mientras que en seis perras (40%) la
presentacion afecté a una sola mama. Ademés de la presencia de una masa, los
signos clinicos mas frecuentes incluyeron eritema, calor y firmeza de las mamas en
todos los casos (100%). Los siguientes signos clinicos mas frecuentes
considerandose lesiones no diana fueron la presencia de ndédulos cutaneos en un
60% de los casos, linfadenopatia regional (53.4%), linfedema de las extremidades
posteriores (26.6%), y ulceracion de la masa (13.3%). En las Figuras 13, 14y 15 se
pueden observar los signos clinicos mas habituales de las perras que se

presentaron en el estudio.

Figura 13. Iméagenes representativas de las caracteristicas macroscépicas mas
frecuentes observadas en las perras incluidas en este trabajo. En las fotos se pueden
apreciar las caracteristicas macroscépicas mas frecuentes observadas en todos los casos
incluyendo eritema y ndédulos cutaneos.
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Figura 14. Imagen representativa de una masa afectando la ultima mama inguinal
izquierda y la zona inguinal con marcado eritemay afectacion de la piel.

Figura 15. Imagen representativa de uno de los casos con marcado linfedema afectando a
ambas extremidades posteriores siendo mas marcada en la extremidad izquierda.

El resumen de las principales caracteristicas macroscépicas de las lesiones

de los perras se puede observar en la Tabla 13.
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Tabla 13. Caracteristicas de los tumores en el examen fisico

Localizacion lesiones Otras caracteristicas Tamafo (cm)
1 13-14-15 Linfedema. Nédulos piel 5.3
2 13 Ulceracion 5.4
3 D2-D3 Ndédulos piel 6.6
4 D4-D5 Linfedema. Nédulos piel 4.7
5 14-15 5.5
6 D3 Lesiones piel 3.4
7 D1 Ulceracion 23
8 15-D5 Linfedema 6.7
9 D1 Lesiones piel 5.6
10 13-14 Lesiones piel 4.6
11 12-13 8.4
12 D4 9.6
13 12-13 Ndédulos piel 3.4
14 14-15 Linfedema. Nédulos piel 8.7
15 D4 Nddulos piel 6.7

En trece casos se obtuvo el diagnéstico histopatol6gico mediante una biopsia
incisional mientras que en dos de los casos se tratd de una recidiva de un CI
recientemente operado del cual se disponia de un andlisis histopatolégico. En todos
los casos se pudo detectar histopatolégicamente el patrdon tipico de afectacion
dermal ya descrito en los CIC (Pefa et al., 2003; Clemente et al., 2010), tal y como

se observa en la Figura 16.

Figura 16. Muestra de un corte histolégico de piel, tras tincion con Hematoxilinay eosina
(10x). Se observan los vasos linfaticos en la dermis superficial con émbolos intraluminales de
células neoplasicas epiteliales, consistente con el diagndstico de CIC.

86



Resultados

En diez perras se realiz6 una biopsia incisional tipo “punch”, mientras que en
tres fue una biopsia en cufia/elipse, tal y como se describe en Material y Métodos.
En las tres perras que se realizd una biopsia en cufia/elipse se produjeron
complicaciones. En una de las perras se produjo una hemorragia dificil de contener,
requiriendo incluso la hospitalizacion y administracion de hemoderivados que
permitieron dar el alta al paciente al dia siguiente. En los tres casos se produjo una
dehiscencia de la herida. En el caso de las perras en los que se realizo una biopsia
tipo “punch” solo en una (10%) se produjo una infeccién y ulceracién de la zona
biopsiada, resuelta con administracién de antibioterapia y limpieza y desinfeccién
diaria de la herida. El resumen de los tipos de biopsia realizados asi como las

complicaciones asociadas se puede observar en la Tabla 14.

Tabla 14. Descripcion del tipo de biopsia realizada a las perras para el diagnéstico y
complicaciones asociadas.

Caso Tipo biopsia Complicaciones

Biopsia tipo “punch” Infeccion, dehiscencia, ulceracién
Primera cirugia convencional

Biopsia tipo “punch”

Biopsia tipo “punch”

Biopsia tipo “punch”

Biopsia tipo “punch”
Primera cirugia convencional

Biopsia tipo “punch”

Biopsia tipo “punch”

© 00 ~NOO O WN P

10 Biopsia tipo “punch”

11 Biopsia tipo “punch”

12 Biopsia en cufia Dehiscencia/hemorragia-transfusién-hospitalizacion
13 Biopsia en cufia Ulcera dificil de controlar

14 Biopsia en cufia Dehiscencia’/hemorragia

15 Biopsia tipo “punch”

La Tabla 15 destaca los hallazgos analiticos y clinicos mas relevantes en el
estadiaje inicial de las perras incluidas en el estudio. Se realiz6 hemograma a todas
las perras. El hematocrito varié de 29 a 48% (rango de referencia, 37 a 61%). La
media fue de 41.2% siendo cuatro los pacientes que se presentaron con anemia
leve (26.6%). El recuento de glébulos blancos total varié de 5,2 a 32,1 X 10%yl
(rango de referencia: 5 a 16.7 X 10%ul). En total 11 de 15 casos (73.3%) se
presentaron con leucocitosis (rango de referencia: 2.87-17.02 X 10%ul). Cinco
pacientes (33%) se presentaron con aumentos en FA habiendo recibido corticoides
cuatro pacientes. Dos pacientes presentaron aumentos de colesterol y uno un

aumento de la enzima ALT.
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Tras el analisis anatomopatolégico/histolégico se pudo detectar mediante
citologia metéstasis ganglionar locoregional en cuatro casos (26.6%), y en ganglios
abdominales iliacos en otros cuatro casos (26.6%). En todos los casos se pudo
apreciar una poblacion de células epiteliales con mudltiples criterios de malignidad
dentro de la poblacion celular habitual de un ganglio. La Figura 18 contiene
imagenes de citologia de algunas de las perras donde se diagnhostico la presencia
de metéstasis. La otra perra con metéstasis a distancia presentd una lesion 6sea
agresiva en la diéfisis de la tibia al la altura del foramen nutricio que citol6gicamente
se diagnostic6 como carcinoma. En total se detectaron metastasis a distancia en
seis perras (40%). Ninguna de los perras presentd metastasis macroscépicas en
radiografias toracicas. Solo una de las perras presentd ligero aumento del ganglio
esternal donde se realiz6 una sedacion y PAF ecoguiado siendo la citologia
compatible con una ganglio reactivo. La Figura 19 contiene algunos ejemplos de los

hallazgos ecograficos o radiograficos de los casos diagnosticados con metéastasis.

Figura 18. Hallazgos citolégicos en PAF de CIC (A) Imagen de una citologia después de
puncién con aguja fina (PAF) de un ganglio iliaco aumentado de tamafo en la ecografia
abdominal (Figura 19 C). Se puede apreciar un “cluster’de células epiteliales, pleomorfismo,
anisocariosis, elevada celularidad y alta basofilia. (B) Citologia de una puncién de la lesion
Osea agresiva (Figura 19 B) mediante sedacion y puncion con aguja de calibre 18G. Las
células se agrupaban en “clusters” presentando multiples criterios de malignidad incluyendo
anisocitosis, anisocariosis, células binucleadas, presencia de 1 a 2 nucléolos y frecuentes
mitosis consistente con tumor maligno epitelial metastasico.
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Tabla 15. Hallazgos clinicos y analiticos mas relevantes obtenidos en las perras durante las pruebas de estadiaje.

10
11

12
13

14

15

Ecografia

Ganglio iliaco 3 cm diametro
hipoecoico

No6dulo bazo 1.3 cm
hipoecoico/Citologia PAF compatible
con hiperplasia nodular benigna
Normal
Ambos ganglios lliacos 3.4cm
izquierdo y 4 cm el derecho
Masa solitaria higado 4 cm/ citologia
PAF compatible con carcinoma
hepatocelular
Normal
Normal

Ganglio iliaco 2.3 cm heterogéneo

Tumor adrenal izquierdo 2.1 cm/ PAF
no realizado
Normal
Normal

Ganglio iliaco izquierdo heterogéneo
2.4cm

Normal
Normal

Nédulo bazo 1.6 cm/ Citologia
compatible con hematopoyesis
extramedular

Radiografias

toracicas
Ganglio esternal

aumentado.
Citologia ganglio
reactivo
Normal
Normal
Normal

Normal

Normal
Normal

Normal

Normal

Normal
Normal

Normal
Normal

Normal

Normal

Hemograma

Anemia leve no regenerativa
normocitica normocrémica
Hematocrito 31%
Leucocitosis 18.23 K/l

Normal

Normal
Leucocitosis 20.37 K/pl

Leucocitosis 17.1 K/ul

Leucocitosis 17.67 K/ul
Normal
Anemia leve no regenerativa
normocitica normocrémica
Hematocrito 31%

Leucocitosis 21.98 K/pl

Leucocitosis 32.1 K/ul
Leucocitosis 17.6 K/ul
Anemia leve no regenerativa
normocitica normocrémica
Leucocitosis 19.76 K/pl
Leucocitosis 20.01 K/l
Hematocrito 32%
Leucocitosis 18.65 K/pl
Anemia leve no regenerativa
normocitica normocromica
29% Leucocitosis 25.21 K/ul

Bioguimica

Normal

ALT 97 U/l

Normal

Normal

Colesterol 360
mg/dl

Normal
Normal

Normal
Colesterol 345
mg/dl
FA 230 U/l
FA 346 U/l
Normal
FA 560 U/l
FA 670 U/l

FA 168 U/l

Urianalisis

Normal

Normal

Normal

Bacteria 2+

Normal

Normal
Normal

Normal

Biluribina +1

Normal
Normal

Presencia de cristales
de estruvita

Normal

Normal

Normal

Metastasis/Método
diagndstico

Ganglio iliaco/
citologia

Lesion 6sea
metastasica
di&fisis/citologia
No
Ganglio inguinal
iliaco/citologia

No

No

No
Ganglio popliteo
izquierdo/citologia

No

No
No
Ganglio
iliaco/citogia
No
Ganglio
inguinal/citologia
Ganglio
inguinal/citologia

Valores de referencia: Hematocrito 32-52%. ALT 22-84 U/I.. ALP 13-83 U/l
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Figura 19. Diagnostico por imagen en un caso de CIC. A. Imagenes correspondientes a una
perra con Cl secundario con una masa de consistencia firme en la diafisis de la tibia derecha.
Se puede observar el eritema e inflamacion de las mamas inguinales afectadas. B. El estudio
radiolégico de la zona detecté una lesion 6sea agresiva con neoformacioén vy lisis ésea en la
diafisis de la tibia localizacién frecuente de lesiones éseas metastasicas. C. Imagen ecografica
del ganglio iliaco medio derecho donde se puede apreciar un marcado aumento de tamafo y
aspecto heterogéneo con zonas anecoicas en su interior.

2.2 Tratamiento con fosfato de toceranib y efectos adversos

Tal y como se detalla en la Tabla 16 ninguna de las perras habia recibido
tratamiento con quimioterapicos previamente a la inclusion en el estudio. Tres de las
perras habian recibido AINEs (dos firocoxib y uno meloxicam) y hasta seis de las
perras habian recibido algin tipo de corticoides (un caso dexametasona, otro
metilprednisolona y cuatro prednisona). Cinco perras se encontraban recibiendo
tramadol, que se continué en todos en todos los casos durante el resto del

tratamiento sin interrupciones.

La dosis media de fosfato de toceranib utilizada fue de 2.61 mg/kg
administrado por via oral 3 veces a la semana (Lunes, Miércoles y Viernes). La dosis
media de carprofeno utilizada fue de 4.25 mg/kg administrado por via oral una vez al
dia.

Los propietarios completaron un cuestionario en cada visita (Anexo 6) que
describia los signos clinicos presentados por la perra en su casa desde la visita
anterior. Ademas recogian todos estos efectos secundarios gracias a un diario de
efectos secundarios (Anexo 7) que se le proporcion6 en cada consulta. Los eventos
adversos se clasificaron utilizando los criterios VCOG-CTACE para los eventos
adversos (VCOG 2011).
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Tabla 16. Protocolo de administracion del tratamiento a las perras incluidas en este
estudio.

: Dosis de fosfato de
Tratamiento

Dosis carprofeno

meédico previo Analgesia tocer?rrs]lé)/lig;lblda (ma/kgi24h)
1 Ninguno Tramadol 2.5 4.4
2 AINE (firocoxib) 2.5 4.2
3 Ninguno Tramadol 2.9 4.4
4 AINE (firocoxib) 25 4.1
5 Ninguno Tramadol 2.5 3.7
6 Ninguno 2.4 4.1
7 AINE (meloxicam) 3 4.5
8 Ninguno 2.5 4.2
9 Prednisona 25 4.1
10 Dexametasona Tramadol 2.7 4.1
11 Ninguno Tramadol 2.8 4.4
12 Prednisona 23 4.4
13 Metilprednisolona 2.4 4.4
14 Prednisona 2.3 4.4
15 Prednisona 2.6 4.4

Los efectos secundarios manifestados en los pacientes (Tabla 17) fueron en
general leves y en ningun caso limitantes de dosis. Seis perras se saltaron la
administracién del farmaco en una ocasién cada uno por olvido (dos casos) o
mientras que esperaban contactar con el hospital para consultar si los efectos
secundarios que presentaba su mascota requerian detener la administracién. El
60% de los perras presentaron algun efecto adverso de grado 1/2 sin ningun efecto
adverso de tipo grado 3/4. Las mas frecuentes fueron las toxicidades
gastrointestinales (anorexia, vémitos y diarrea) 80%, hematoldgica (n=1) o cutanea
(n=1) en la forma de hipopigmentacién. No hubo cambios a resefiar en la bioquimica
incluso disminuyendo el valor de la enzima hepética fosfatasa alcalina (FA) a rangos

normales en cuatro de las cinco perras donde inicialmente estaba aumentada.

Tabla 17. Efectos secundarios observados en las perras durante el
tratamiento con fosfato de toceranib segun criterios VCOG

Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4 Grado 5
Vémitos 1 - - - -
Diarreas - 3 = - -
Neutropenia 1 - - - -
Anorexia 2 2 = - -
Hipopigmentacién 1 - - - R
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2.3 Evaluacion de larespuesta

La respuesta se determind a través las mediciones objetivas usando el
didmetro mas largo del tumor medido con un pie de rey de manera mensual seguin

criterios RECIST, tal y como se detalla en el apartado de Material y Métodos.

Catorce perras pudieron ser evaluadas al mes segun criterios RECIST. No se
detectd ninguna respuesta completa o parcial en ninguno de los perras a los 30 dias.
Nueve perras consiguieron mantener enfermedad estable (EE) (64%) al mes del
tratamiento mientras que el resto de perras tuvieron enfermedad progresiva (EP)
(36%). En la Tabla 18 se muestran los principales resultados de la respuesta a la

combinacion.

Tabla 18. Respuesta siguiendo criterios RECIST al mes del tratamiento con fosfato
de toceranib y carprofeno.

Caso Respuesta RECIST

1 Enfermedad estable

2 Enfermedad estable

3 Enfermedad estable
4 Enfermedad estable

5 Fallecida

6 Enfermedad Progresiva
7 Enfermedad Progresiva
8 Enfermedad Progresiva
9 Enfermedad estable
10 Enfermedad estable
11 Enfermedad estable
12 Enfermedad estable
13 Enfermedad estable
14 Enfermedad estable
15 Enfermedad Progresiva

Dentro de las lesiones no diana, como eran el linfedema, rojez, firmeza y
dolor en las lesiones, el clinico responsable del caso consider6 que el linfedema
mejord en 2 de los 4 casos (50%), desapareciendo en las otros dos perras. En lo
referente a los signos de dolor, eritema y firmeza de las lesiones, el clinico describié
mejoria de al menos una variable en 12 perras (80%) a los 15 dias y 10 (66%) a los
30 dias del inicio de tratamiento. En las Figuras 20 y 21 se aprecia la mejoria
subjetiva en uno de los casos donde el eritema habia mejorado asi como la firmeza
de las lesiones, sin que hubiese una respuesta siguiendo criterios RECIST (Nguyen
et al., 2015).
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Figura 20. Presentacion clinica caso CIC. A. Presencia de eritema y nédulos cutaneos en
una perra con CI primario. B. Leve mejoria al mes de tratamiento en el grado de eritema,
inflamacion y firmeza.

Figura 21. Presentacion y respuesta del eritema en un caso de CIC. A. Presencia de
eritema y nédulos cutdneos en una perra con Cl primario. B. Leve mejoria al mes de
tratamiento en el grado de eritema, inflamacion y firmeza.
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La supervivencia mediana libre de progresion (SLP) de la enfermedad segun
el analisis de Kaplan-Meier fue de 76 dias, considerandose como el tiempo desde el
inicio del tratamiento hasta que se detectd progresion (Figura 22). La mediana de
supervivencia global considerandose como el tiempo desde el inicio del tratamiento
hasta la muerte por cualquier causa fue de 90 dias (Figura 23). No hubo ningln
paciente excluido del analisis estadistico por perderse el seguimiento o abandono

del estudio por cualquier causa.
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Figura 22. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global en quince perras con ClI
tratadas con fosfato de toceranib y carprofeno. Los nimeros en el eje vertical representa
la proporcién de perros que sobreviven. Los dias en el eje horizontal representan el tiempo
del inicio del tratamiento hasta la muerte. La mediana de supervivencia fue de noventa dias
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Figura 23. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia mediana libre de progresién en
quince perras con Cl tratados con fosfato de toceranib y carprofeno. Los nimeros en el
eje vertical representa la proporcion de perras que sobreviven. Los dias en el eje horizontal
representan el tiempo del inicio del tratamiento hasta la progresion de la enfermedad. La
mediana fue de setenta y seis dias
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Nueve perras (60%) presentaron los criterios para incluirse en la definicion
de beneficio clinico que incluian una mejoria en la Escala de Evaluacion Visual
(EEV) en el cuestionario de calidad de vida y respuesta completa, respuesta parcial
o0 enfermedad estable segun criterios RECIST (Nguyen et al., 2015) mantenida al

menos un mes.

2.4 Calidad de vida

La calidad de vida se evalué mediante el formulario de calidad de vida
modificando ligeramente al descrito previamente por Lynch et al (“Formulario del

tratamiento del cancer”) (Anexo 6).

Se analizaron los cambios en la calidad de vida evaluando varios parametros
entre el momento de la inclusién al estudio a los quince dias en la primera visita de
revision y a los treinta dias donde se evaluaba respuesta. El primer valor evaluado
fue la medicion segun EEV de la calidad de vida por parte de los duefios al que se le
asignaba un namero del 0 al 10 siendo 1 una calidad de vida muy pobre y 10 una

calidad de vida excelente.

Tal como se puede observar en la Figura 24 se produjo un incremento
significativo de la media de EEV para la calidad de vida entre el momento del
diagnostico (Media de EEV 3.66) y el dia 15 (Media de EEV de 6.38) en el que se
realizaba la primera visita (P=0.0009), asi como entre el dia del diagnéstico y el dia
30 (6.75) (P=0.001), mientras que no hubo diferencias significativas entre el dia 15y
30 (P=0.22). La calidad de vida mejor6 a los 15 y 30 dias significativamente en los

perros comparado con el comienzo de la terapia.

EVOLUCION CALIDAD DE VIDA

Mediana de EEV

Dias de tratamiento

Figura 24. Resultados obtenidos tras la encuesta sobre la evolucion de la calidad de vida
en perras tratadas con fosfato de toceranib. Las anotaciones de los duefios en el formulario
de calidad de vida se transformaron en valores del O al 10, donde O indicaba una calidad de
vida muy pobre y 10 excelente. El asterisco indica diferencias significativas. Tanto a los quince
dias (P=0.0009) como a los treinta dias (P=0.001), comparandolo con el momento del
diagnostico.
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Teniendo en cuenta los pardmetros individuales del cuestionario evaluando
las ocho categorias mas relevantes en la calidad de vida: felicidad, estado mental,
dolor, apetito, higiene, ingesta de agua (hidratacion), y movilidad (Finch et al., 2011)
se observaron mejorias significativas en varias de las preguntas de cada una de
estas categorias comparando el momento del diagnostico con las primeras
revisiones a los quince y treinta dias. Cada categoria se evaluaba mediante
preguntas con respuestas en una escala de 1 a 5 siendo 1 muy desacuerdo y el 5
muy de acuerdo a la afirmacion o pregunta formulada. En el caso de evaluacion de
la salud general se dividia de nuevo en dos preguntas comparandola con la visita
anterior y con el comienzo del estudio valordndose también del 1 del 5 siendo 1

peor, 3 igual y 5 mejor.

Algunas de las categorias donde los duefios en al menos una de las
preguntas percibieron mejoria y que fueron estadisticamente significativas
incluyeron felicidad, estado mental, apetito y movilidad general. En concreto los
duefios notaron y estaban mas de acuerdo en que al mes del tratamiento sus
mascotas querian jugar mas (P=0.049), tenian mejores dias que peores (P=0.0059),
tenian menos dolor (P=0.0020), comian mas su comida habitual (P=0.0082) y
premios (P=0.0115), se movian con més facilidad (P=0.0215) y las notaban mas
activas que nunca (P=0.0039) comparado con el momento del diagnéstico. En el
caso del estado de la salud los duefios describieron que sus mascotas tenian un
mejor estado de salud general a los quince dias (P=0.0001) y treinta dias
(P=0.0005) del diagndstico.

En la Tabla 19 se describen los principales resultados del cuestionario de
vida. Se utilizé el test de Wilcoxon para comprobar diferencias en los valores
pareados. Se compararon las medias del grupo de perras al diagnéstico frente a los
15 dias y 30 dias.
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Tabla 19. Principales resultados del cuestionario de vida y los cambios en los valores
medios de la poblacién en cada categoria entre el momento del diagndstico, a los 15

dias y a los 30 dias.

Antes tratamiento 15 dias 30 dias

FELICIDAD
Mi mascota quiere jugar 3 3.8* (P=0.0039) 4.2* (P=0.049)
Mi mascota responde a mi presencia 4.1 4.8 (P=0.0078) 4.2 (P=0.9)
Mi mascota disfruta de su vida 35 4.4* (P=0.0039) 4.2 (P=0,1250)
ESTADO MENTAL
g"e'or?:ssco‘a tiene mejores dias que 3.0 4.2* (P=0.0010)  4.2* (P=0.0059)
M mascola duerme mas, esta 2.6 1.7 (P=0.0010) 2 (P=0.12)

espierta menos tiempo
Mi mascota parece adormilada o 25 1.6* (P=0.0010) 2.0 (P=0.273)
deprimida, no alerta
DOLOR
Mi mascota tiene dolor 4 2.2* (P=0.0002) 2.2* (P=0.0020)
APETITO
Mi mascota come su cantidad de 27 3.8 (P=0.1675) 4.1* (P=0.0082)
comida habitual
Mi mascota parece que tiene nausea 10 1.4 (P=0.1875) 1.1 (P=0.9)
0 vomita
Mi mascota come premios o snacks 3.2 4.1 (P=0.12) 4.4* (P=0.0115)
TOMA DE AGUA (HIDRATACION
l(\j/ll mascota bebe la misma cantidad 45 4.8 (P=0.06) 4.6 (P=0.9)

e siempre
Mi mascota tiene diarrea 1.2 1.5 (P=0.5) 1.5(P=0.75)
g/ll mascota orina la misma cantidad 48 4.733 (P=0.9) 4.7(P=0.75)

e siempre
MOVILIDAD
Mi mascota se mueve con facilidad 3.2 4* (P=0.0078) 4.1* (P=0.0215)
Mi mascota esta acostada todo el dia 1.8 1.5 (P=0.218) 1.6 (P=0.9)
Mi mascota esta més activa que 21 3.1* (P=0.0020) 3.1* (P=0.0039)
nunca
ESTADO DE SALUD GENERAL
Estado de salud comparado con 23 4.2* (P=0.0001) 4.1 * (P=0.0005)

antes del diagnéstico de cancer

2.5 Seguimiento y tratamientos posteriores

En todos los casos en que se observd progresion de la enfermedad se
ofrecié a los propietarios comenzar una terapia de rescate. En cinco casos eligieron
la administracion de doxorubicina a 30 mg/m2 por via IV lenta en al menos quince
minutos cada tres semanas, mientras que en cuatro casos se decidié no administrar
mas tratamientos citotoxicos y solo continuar y/o mejorar el tratamiento
paliativo/analgésico. En las cinco perras que comenzaron doxorubicina solo en un

caso se administr6 mas de una dosis del farmaco debido a la progresion de la
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enfermedad o un empeoramiento en la calidad de vida de las perras resultando en
eutanasia. Tanto en los casos que se administré terapia de rescate como en los que
solo se mejoré el tratamiento paliativo, se aumento la analgesia y las combinaciones
usadas incluian tramadol 4-8 mg/kg 2-3 veces al dia, AINE a dosis estandar cada 24
h y comprimidos de paracetamol 500 mg/codeina 30mg dosificandose a través del
componente de codeina de los comprimidos (1-2 mg/kg/12 h). En tres casos se

administraron corticoides en combinacién con la terapia analgésica.

El resumen de los tratamientos de rescate y analgésicos realizados, asi

como la posible causa de la muerte de los pacientes tratados con fosfato de

toceranib y carprofeno se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Tratamientos de rescate y causa de la muerte de las perras del estudio.

Tratamiento de rescate

Tratamiento
analgésico

Tramadol+AINE+pa

Causa muerte/motivo

Eutanasia/Disminucién calidad

1 Doxorubicina IV (una sola dosis) racetamol/ codeina de vida
2 Doxorubicina IV (una sola dosis) Tramadol+AINE Eutanasmhl?jlzrcilg;mon el
. Tramadol+AINE+pa  Eutanasia/Disminucion calidad
3 Ninguno p .
racetamol/codeina de vida
. Tramadol+corticoid Eutanasia/Disminucién calidad
4 Ninguno f
e de vida
5 Fallecida Eutanasia/Disminucién calidad
de vida
6 Doxorubicina IV (una sola dosis) Tramadol+AINE Eutana5|a/D(;sen\1/|ir;l;mon elieke
. Tramadol+corticoid Eutanasia/Disminucién calidad
7 Ninguno :
e de vida
8 Doxorubicina IV (una sola dosis) Tramadol+AINE e en casa/Dlgmlnucmn
calidad de vida
. Fallece en casa/Disminucién
9 Ninguno Tramadol+AINE calidad de vida
10 Ni Tramadol+AINE+pa Eutanasia/Metastasis
inguno .
racetamol/codeina pulmonares
11 . Tramadol+AINE+pa Eutanasia/Metastasis
Ninguno p
racetamol/codeina pulmonares
12 Ninguna Tramadol+corticoid Eutanasia/Metéstasis
e pulmonares
13 Doxorubicina I\/ cada 3 semanas Tramadol+AINE Eutanasna/Dlsm[nu0|on calidad
(2 dosis totales) de vida
14 Ninguno Tramadol+AINE EutanaS|aID|sm|_nu0|on calidad
de vida
15 Ninguno Tramadol+AINE Eutana3|a/DC|isen\1/|igl;mon calidad
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En ninguno de los casos se perdi6é el seguimiento del paciente. En aquellos
casos que alguna de las visitas se hubiese realizado en el centro remitente de la
perra, mediante llamada telefénica se recopilaron todos los datos de visitas
sucesivas, incluyendo resultados de analiticas y la razén de la muerte o la
eutanasia. En todos los casos la muerte se debié a enfermedad progresiva y los
sintomas asociados principalmente a nivel local, apatia y anorexia pero ademas tres
casos desarrollaron metastasis pulmonares. En trece perras se llevd procedio a la
eutanasia mientras que dos perras fallecieron en casa después de rechazar la
recomendacion del clinico de realizar la eutanasia humanitaria debido al
empeoramiento de su calidad de vida. Solo se realizd necropsia en uno de los

perras detectando metastasis en ganglios linfaticos y pulmones.
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Tanto los tumores mamarios felinos como los carcinomas inflamatorios
caninos (CIC) son probablemente los tipos de tumores mamarios con peor
prondstico descritos en ambas especies, siendo incurables en el caso de los CIC y
en el caso de los tumores mamarios felinos, solo la intervencion quirdrgica en
estadios tempranos se ha demostrado util a la hora de alargar la supervivencia de
estos pacientes aunque siguen siendo incurables en la mayoria de los casos. Es por
tanto de vital importancia el desarrollo de nuevas estrategias antitumorales que
permitan mejorar su tratamiento (Marconato et al., 2009; Clemente et al., 2009;
Morris 2013).

El trabajo aqui expuesto pretende evaluar el uso del fosfato de toceranib
COmo nueva estrategia terapéutica, para el tratamiento de tumores mamarios en
ambas especies. Asi, los objetivos principales de este trabajo han sido determinar si
la administracion del fosfato de toceranib en el tratamiento de tumores mamarios en
su presentacion macroscopica, en gatos como monoterapia y en perros con Cl en
combinacién con carprofeno, era eficaz y segura en animales donde los tratamientos
previos hubieran fracasado y en aquellos casos en los que los propietarios hubiesen
rechazado el tratamiento estandar. Ambos estudios clinicos se disefiaron
prospectivamente siguiendo los criterios recientemente consensuados para el disefio
de estudios clinicos en medicina veterinaria (Page et al., 2016). Desde el punto de
vista ético, el uso de mascotas en ensayos clinicos estd aceptado y justificado
debido a la similitud clinica y genética con los humanos, la falta de un modelo mas
apropiado para investigar nuevas terapias para medicina humana y la falta de
tratamientos efectivos o estandar para tratar ciertas enfermedades en los perros y
gatos, como ocurre por ejemplo con los tumores cerebrales, carcinoma inflamatorio
y hemangiosarcoma entre otros (Kimmelman et al., 2007; Burton et al., 2014;
Khanna et al., 2006; Waters et al., 2006; Paoloni et al., 2008). El objetivo final de
cualquier estudio clinico es mejorar el estandar de tratamiento pero
desafortunadamente en medicina veterinaria, una proporcibn muy alta de los
tratamientos estandar se basan en estudios retrospectivos. Estos estudios
retrospectivos s6lo deberian usarse para generar preguntas que pudiesen ser
contestadas en ensayos prospectivos y rara vez se deberia modificar el tratamiento
convencional basandose en andlisis retrospectivos (Vail 2007). La falta de
tratamientos de eleccién en la mayoria de tipos de céncer diagnosticados en
medicina veterinaria, implica que se les puede ofrecer participar en ensayos clinicos
COmo una opcion terapéutica para sus mascotas antes de lo que ocurre en medicina

humana (Burton et al., 2014).
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En medicina humana las directrices estandar para la realizacién de los
ensayos clinicos y garantizar el bienestar de los pacientes estan bien establecidas y
ademas se revisan periédicamente (American Society of Clinical Oncology, 2003;
Giuffrida et al., 2104; Page et al., 2016). La Uniébn Europea ha regulado
recientemente mediante su directiva 2010/63/UE lo relativo a la experimentacion con
animales vivos, fomentando el uso de modelos alternativos de estudio o bien
utilizando el menor nimero posible de animales y que eviten la muerte como punto
final (Dir. 2010/63/Euratom del Consejo, de 20 de Octubre de 2010). El uso de
primates no humanos, cuya semejanza genética los hace un modelo excelente para
el estudio de multitud de patologias, se restringe al maximo por motivos éticos (Valil
2007, Burton et al., 2014). Desafortunadamente no se ha desarrollado un consenso
con pautas similares para los ensayos en animales de compafiia. Asi, aunque la
normativa indica que si se usan perros o gatos, éstos deben recibir los cuidados,
alojamiento y trato que respondan a sus caracteristicas y necesidades individuales,
no especifica cuales son (Dir. 2010/63/Euratom del Consejo, de 20 de Octubre de
2010). Debido a este vacio legal recientemente ha tenido lugar una reunion
auspiciada por la American Veterinary Medical Association y los diferentes agentes
involucrados en la realizacion, disefio y seguimiento de estudios clinicos en
oncologia veterinaria para tratar de determinar las Guias de Buena Conducta (GBC)
en estudios realizados con animales de compafia (Page et al., 2016). Uno de los
principales objetivos de la reunion fue la creacion de un consenso en torno a qué
requisitos éticos del consentimiento informado utilizado en los ensayos clinicos en
seres humanos podrian ser relevantes para los propietarios de animales de

compaifia incluidos en los ensayos clinicos veterinarios (Page et al., 2016).

En medicina veterinaria los estudios fase Il o los que tratan de evaluar
actividad/eficacia de un farmaco o combinacién de farmacos, tienden a ser estudios
de un solo grupo en el que todos los pacientes inscritos reciben farmaco activo (es
decir, no hay control de grupos y no se usan placebos). La inclusiéon de un grupo
control sin tratamiento habria sido util para la interpretacién de algunos de los
resultados obtenidos en este trabajo en relacion al tiempo de supervivencia total, asi
como los tiempos se supervivencia libres de progresion. Sin embargo, incluir grupos
donde no se facilita tratamiento alguno a los pacientes afectados de estas

enfermedades tan agresivas se consideraria no ético (Vail 2007).

De manera similar, las perras y gatas que hubiesen recibido protocolos
guimioterapicos previos no se incluyeron en nuestro trabajo como grupo control

debido a que el objetivo del mismo no era comparar los resultados del fosfato de
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toceranib con los de otros protocolos quimioterapicos, mas aln cuando no existe un

tratamiento de eleccion con el cual se pudiesen comparar.

Las terapias dirigidas como son los ITQ, representan un desafio en el disefio
de los estudios clinicos, incluyendo la determinacion de dosis 6ptimas y protocolo de
administracién, siendo necesario un conocimiento del mecanismo de accién de
estos agentes a la hora de disefiar los estudios. En medicina humana el cambio de
los estudios clinicos de agentes citotoxicos tradicionales a las nuevas terapias
dirigidas también ha supuesto un reto importante ya que casi el 40% de los estudios
clinicos en oncologia humana investigan terapias dirigidas (Marconato et al., 2015;
Booth et al., 2003; Vail 2007; Thamm et al., 2015).

En los ensayos clinicos con agentes quimioterapicos tradicionales, la
toxicidad se determina generalmente por el grado de mielosupresion y efectos
secundarios gastrointestinales. Por el contrario, algunas terapias dirigidas no causan
toxicidad significativa. En los estudios tradicionales la eficacia suele estar
relacionada con la dosis: a mayor dosis, mayor posibilidad de toxicidad y
consecuentemente mayor posibilidad de eficacia. Ademas, la evaluaciéon de la
eficacia de los agentes citotoxicos tradicionales suele ser a través de una reduccion
del volumen tumoral (Vail, 2007; Burton et al., 2014), mientras que algunas terapias
dirigidas como los ITQ y en concreto el fosfato de toceranib pueden conferir un
beneficio clinico mediante la estabilizacion de los tumores inhibiendo su crecimiento
y previniendo la formacion de metastasis (Beeram et al., 2002; Marconato et al.,
2015; Thamm et al.,, 2015). Un reciente estudio donde se evaluaba mediante
pruebas avanzadas de imagen la respuesta metabdlica de diversos tumores tratados
con fosfato de toceranib, demostré que algunos tumores a pesar de mantener su
tamanfo e incluso crecer segun criterios RECIST (Nguyen et al., 2015), presentaban
una actividad tumoral metabdlica muy reducida o inexistente sugiriendo que la
reduccion anatomica de los tumores suele tardar mas que la respuesta metabdlica y

muerte celular (Leblanc et al., 2012).

Esa es la principal razén por la que en nuestro estudio se incluy6 el concepto
de beneficio clinico, teniendo en cuenta no solo el efecto antitumoral del farmaco, si
no también los efectos antiangiogénicos que suelen frenar el crecimiento del tumor
incluyendo el mantenimiento de enfermedad estable dentro de la tasa de respuesta
total (Eisenhauer et al., 2000; Wahl et al., 2009; Marconato et al., 2015)..
Normalmente se utiliza un periodo de tiempo clinicamente significativo, por lo

general no menos de 6-8 semanas, con el fin de reflejar no sélo la progresion lenta
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de la enfermedad si no un verdadero efecto de la nueva terapia (Thamm et al., 2015,
Marconato et al., 2015).

Teniendo en cuenta la evolucién de la enfermedad sin tratamiento, se defini
beneficio clinico en aquellos pacientes que eran capaces de mantener durante un
tiempo prolongado, una respuesta completa, una respuesta parcial o una
enfermedad estable segun los criterios tradicionales RECIST (Nguyen et al., 2015).
Se consider6 que la ausencia de progresion tumoral durante un mes en el caso de
los CIC, donde los pacientes no suelen vivir mas de un mes con 0 sin tratamiento
era un tiempo razonable para definir beneficio clinico, mientras que en el caso de los
tumores mamarios felinos con un curso de la enfermedad menos rapido se utilizé un

tiempo de dos meses (Morris 2013, Pérez-Alenza et al., 2001).

Los dos parametros utilizados para evaluar la supervivencia en nuestros
estudios fueron el tiempo de supervivencia global y la supervivencia mediana libre
de progresiéon. El tiempo de supervivencia suele considerarse el parametro de
eleccion para determinar eficacia de nuevos farmacos en medicina humana, sin
embargo, este parametro puede requerir una cantidad excesiva de tiempo para ser
significativo y puede verse afectado por las decisiones de eutanasiar o buscar
terapias alternativas o de rescate en nuestros pacientes (Vail 2007; Burton et al.,
2012; Thamm et al., 2015). Es por eso que en ambos estudios no solo se utiliz6 este
parametro si no también la supervivencia mediana libre de progresion mas util en
estudios clinicos de tumores sélidos donde no conseguimos una cura o donde se
utilizan agentes teledirigidos como los ITQ, en nuestro caso el fosfato de toceranib
(Korn et al., 2013).

En medicina humana tanto los tumores de mama considerados “triple
negativo” similares a los tumores mamarios felinos, como los ClI, la quimioterapia
citotoxica basada en taxanos y antraciclinas suponen el tratamiento estandar en el
tratamiento neoadyuvante, adyuvantes o en enfermedad metastasica, aumentando
la supervivencia aunque no consiga la curacion en la mayoria de los casos (Dawood
et al., 2008; Twelves et al., 2016).

Es por eso que en los ultimos afios el enfoque terapéutico ha cambiado
centrdndose en nuevas terapias, y en particular la inhibicion de VEGF y la
angiogénesis, proceso fundamental en la carcinogénesis y comportamiento bioldgico
agresivo de estos tumores (Ferrara et al., 2005). En medicina humana la adicion en
los ultimos afios de diversas terapias encaminadas a inhibir el VEGF y la

angiogénesis en este tipo de tumores ha proporcionado mejoras en los tiempos
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libres de enfermedad pero raramente aumentos en la supervivencia global de ambas

enfermedades (Vasudev et al., 2014).

Al igual que ocurre en los CIH, que presentan una agresividad superior al
resto de tumores, en medicina veterinaria el tratamiento de los CIC se considera
meramente paliativo, razéon por la que se afiadid como objetivo de este estudio el
valorar la calidad de vida de los pacientes con este tipo de enfermedad con
formularios de calidad de vida algo no descrito hasta la fecha en esta enfermedad en
medicina veterinaria ni habitualmente utilizado en medicina humana para esta
enfermedad (Robertson et al., 2010).

El fosfato toceranib ha demostrado su eficacia en numerosos tumores
caninos (Bavcar et al., 2012), sin embargo hasta hace un afio existia una escasez
de estudios en la literatura veterinaria relativos al uso de este farmaco en gatos,
siendo las dosis utilizadas extrapoladas principalmente de los estudios en perros
(Wiles et al., 2016; Holtermann et al., 2016; Olmsted et al., 2016). Nuestro estudio
representa uno de los pocos estudios prospectivos evaluando el fosfato de toceranib
en pacientes felinos con enfermedad macroscépica. Uno de los tipos tumorales
evaluados en otros estudios es el carcinoma de células escamosas donde se
demostré6 una respuesta biolégica al fosfato del toceranib del 56% (Wiles et al.,
2016). En otros estudios, los Unicos casos que obtuvieron respuestas parciales o
completas al fosfato de toceranib fueron los gatos con mastocitomas (Harper et al.,
2016). Sin embargo en otro tipo tumoral como los sarcomas asociados al punto de

inyeccion no se observd ninguna respuesta (Holtermann et al., 2016).

La edad media de 10.6 afios de las gatas que participaron en nuestro estudio
es similar a la descrita en la literatura existente (Borrego et al., 2009; McNeill et al.,
2009). A pesar del relativamente pequefio nimero de pacientes en el estudio, los
gatos siameses estuvieron sobrerepresentados como ya ha sido descrito con
anterioridad (Sorenmo et al., 2013; Morris 2013). La mayoria de los pacientes
incluidos en el estudio eran gatas intactas o esterilizadas de forma tardia como suele
ser habitual en la literatura veterinaria (Sorenmo et al., 2013; Borrego et al., 2009,
McNeill et al., 2009), lo que sugiere de forma indirecta que la esterilizacion temprana
reduce el riesgo de desarrollar un tumor de mama en gatos como ya se ha descrito
con anterioridad (Overley et al., 2005). Ademas, ninguno de los pacientes habia
recibido tratamientos hormonales previamente, practica que ha caido en desuso en

los dltimos afios debido a la relacion ya descrita entre el uso de estos farmacos con
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un aumento en la aparicion de tumores mamarios malignos (Jacobs et al., 2010;
Keskin et al., 2009).

Las caracteristicas de la presentacion inicial de las gatas en el estudio fueron
similares a las descritas en los estudios con tumores mamarios felinos con
enfermedad macroscdpica (Jeglum et al., 1985; Mauldin et al., 1988; Stolwijk et al.,
1989). Todos los propietarios que aceptaron participar en el estudio habian
rechazado previamente el tratamiento de eleccion (cirugia) por diferentes motivos
gue incluian: miedo a otra recidiva, miedo a la anestesia, 0 la impresiéon de que
administrar terapias teledirigidas como el fosfato de toceranib podia ser una opcion

menos invasiva.

En general las gatas incluidas en el estudio presentaban tumores avanzados.
Cuatro de las gatas habian recibido tratamientos previos con quimioterapia, un 23%
de nuestras gatas presentaban recidivas locales de cirugias previas y algunos casos
se presentaron con enfermedad metastasica. Un 46% de los pacientes con tumores
“de novo” habian sido operados previamente mediante mastectomias unilaterales o
parciales desarrollando tumores en las mamas restantes en la cadena ipsilateral o
contralateral. Es ya conocido que el drenaje linfatico de las mamas en las gatas es
diferente a las perras, pudiendo establecerse conexiones entre todas las mamas de
una misma cadena e incluso cruzando cadenas mamarias (Papadopoulo et al.,
2009). Este tipo de drenaje, junto con la evidencia en la literatura que cirugias mas
extensas prolongan el tiempo libre de enfermedad (Novosad et al., 2006), hace que
se recomiende la reseccion de al menos una cadena mamaria (Morris 2013). Los
seis casos de nuestro estudio que presentaron tumores “de novo” después de una
historia de reseccién de tumores mamarios previa, pueden representar realmente
tumores que no estén relacionados entre si, pero es también muy plausible que se
tratasen de metastasis/diseminacion de los anteriores. Este tipo de casos donde
aparecen tumores en las mamas contralaterales hacen que la recomendacion de
nuestro grupo y muchos otros sigua siendo realizar al menos una mastectomia
unilateral y si es factible una bilateral manteniendo siempre los criterios de cirugia
oncoldgica reseccionando al menos 2 cm en la periferia y un plano de fascia en
profundidad (Morris 2013; Sorenmo et al., 2012).

Algunos autores sugieren una mayor incidencia de tumores en las mamas
caudales (Morris 2013) asi como una tasa alta de pacientes con varios tumores al
diagnostico (Hayes et al., 1985), sin embargo la distribucién de los tumores en

nuestro estudio fue similar entre mamas caudales y craneales con solo 2 pacientes
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presentando multiples tumores al diagnéstico. El tamafio de los tumores en gatas es
un factor prondstico siendo el tamafio medio en nuestro estudio (2.95 cm) superior al
de otros estudios (Borrego et al., 2009; McNeill et al., 2009; Novosad et al., 2006)
con un 41% de los pacientes pasando de los 3 cm, tamafio asociado a un peor
prondstico en diversos estudios (Zapulli et al., 2015; Morris 2013; Viste et al., 2002).
Este hallazgo en nuestra poblacién es probablemente debido a lo avanzado de la
enfermedad en muchos casos y la negativa a realizar una cirugia por parte de los
duefios. La ulceracion también se ha asociado a un peor prondéstico, siendo el
porcentaje de pacientes con ulceracion de nuestro estudio (23%) similar a la

literatura existente (Zapulli et al., 2015).

Al igual que ocurre en tumores de mama en humana donde la citologia es un
método muy fiable para llegar al diagnéstico (77-99%) las PAF son mas fiables en
pacientes felinos que en perros con tumores mamarios ya que la mayoria son
malignos y el grado de concordancia de citologia e histopatologia se ha descrito en
hasta el 100% (Shafiee et al., 2013). Es por lo que se aceptd como método
diagnéstico en seis casos (35%) en este estudio facilitando la inclusion de pacientes
con recidivas donde los duefios no estaban dispuestos a realizar nuevas anestesias
0 intervenciones quirurgicas para obtener el diagnostico. Los criterios citol6gicos
descritos mas frecuentemente en nuestras muestras fueron similares a los ya

reportados en otro estudio (Shafiee et al., 2013).

Las tres gatas (17%) que presentaron metastasis en el momento del
diagnostico fueron ganglionares, diagnosticadas mediante puncion con aguja fina y
citologia. La frecuencia de metastasis ganglionares regionales raramente se ha
evaluado en los estudios publicados hasta la fecha (Sorenmo et al., 2013), con
valores por encima del 25% (Morris 2013; De campos et al., 2015). En aquellas
publicaciones donde si se describe la localizacién, dichas metéastasis afectan
principalmente a ganglios axilares e inguinales aunque el ganglio linfatico esternal
también puede estar afectado en hasta el 30% de los gatos como ocurrié en uno de
los casos de nuestro estudio (5.8%) (Morris 2013). En nuestro estudio solo se
investigaron los ganglios locoregionales si estaban aumentados de tamafio en el
examen fisico, por lo que la tasa de metéstasis puede estar infrarrepresentada
pudiendo ser mayor si se hubiese realizado de rutina en todos los ganglios
palpables. Ademas un reciente estudio determina que hasta en un 22% de
carcinomas la citologia ganglionar puede no detectar metastasis que si resultan

evidentes en los estudios histopatoldgicos (Ku et al., 2015).
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La mayoria de los tumores analizados en nuestro estudio fueron de alto grado
como es de esperar en esta especie y como ha sido descrito en otros estudios (Mills
et al., 2015; Hughes et al., 2012). Existen varios sistemas para graduar los tumores
caninos Yy felinos, la mayoria de los cuales se basan en el sistema de clasificacion
Elston y Ellis (Mills et al., 2015) que incorpora informacion con respecto a la
formacion de tubulos, pleomorfismo nuclear, y las mitosis por cada 10 campos de
inmersion. Dicha metodologia también fue utilizada en nuestro estudio por los
distintos pat6logos que evaluaron las muestras. Aunque la mayoria de los autores
atribuyen un valor prondstico al grado histolégico asi como una asociacion con el
tiempo de supervivencia y tiempo libre de enfermedad (Mills et al., 2015; Seixas et
al., 2011; Millanta et al., 2002, 2006; Castagnaro et al., 1998), es dificil de definir qué

metodologia utiliza cada laboratorio de rutina.

La tasa de respuesta de los pacientes de este estudio siguiendo criterios
RECIST (Nguyen et al., 2015) fue del 35.2% y un beneficio clinico en el 64.7% de
las gatas, lo que apoya nuestra hipétesis de que el fosfato de toceranib tenga un
potencial prometedor en el tratamiento de los tumores mamarios felinos. Los
resultados obtenidos en nuestro estudio son comparables con los descritos tras la
utilizacién de quimioterapia tradicional donde las tasas de respuesta varian entre el
26.6 y el 50% (Jeglum et al., 1985; Mauldin et al 1988; Stolwijk et al 1989; Escriche
et al., 2016). Estos resultados de eficacia biolégica en tumores mamarios son
similares a los obtenidos en otros estudios con el mismo farmaco en tumores
mamarios caninos que presentaban enfermedad avanzada en el mismo escenario
clinico de enfermedad macroscopica (Gattino et al., 2014). Varios de nuestros
pacientes habian recibido tratamientos previos con quimioterapia tradicional
pudiendo alterar la respuesta al farmaco. Hay estudios en humanos donde la
respuesta del farmaco sunitinib es peor en los pacientes que han recibido varios
tratamientos de rescate antes de comenzar con el farmaco (Bachelot et al., 2014).
Por otro lado, el sunitinib, farmaco casi idéntico en su estructura al fosfato de
toceranib, y utilizado como monoterapia en tumores de mama agresivos triple
negativo ha demostrado en varios estudios tasas de respuesta que oscilan entre un
3 y un 55% sin que los metaandlisis hayan observado un aumento de la
supervivencia como monoterapia 0 en combinacion comparado con los tratamientos

quimioterpicos convencionales (Sun et al., 2016; Wang et al., 2014).

Las respuestas individuales observadas en nuestro estudio tras el tratamiento
con fosfato de toceranib podrian deberse a las propiedades antiangiogénicas o a las

antitumorales del farmaco o incluso a una combinaciéon de ambos efectos (London
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2014). Modelos xenoinjertos murinos de tumores de mama humanos parecen
sugerir el efecto proapoptético como principal mecanismo de la muerte celular
inducida por el farmaco (Theze et al.,, 2015) y causante de las respuestas
observadas. Sin embargo el tipo de muerte celular no se evalué en las gatas de
nuestro estudio. El estudio de la modulacion de la diana por este tipo de farmacos
(sunitinib, fosfato de toceranib) no suele realizarse de forma habitual en medicina
humana ni veterinaria, por lo que no es posible concluir cual o cuales han sido los
mecanismos responsables que han producido la respuesta clinica en cada uno de

los pacientes de este estudio.

El fosfato de toceranib inhibe entre otras dianas los receptores VEGF, PDGF
y Kit. Hasta la fecha solo se conocia la expresion de una de estas dianas en tumores
mamarios felinos: VEGF. Otra de las vias por la que se pudo producir el efecto
antitumoral consistiria en la inhibicion de Kit, receptor que se ha descrito su
expresion en tumores mamarios felinos muy recientemente (Daugher et al., 2016).
Aungue no era uno de los objetivos del estudio la determinaciéon de la presencia de
estos receptores 0 los factores de crecimiento mediante el analisis
inmunohistoquimico podria haber ayudado a la hora de determinar su papel en las

respuestas observadas en el estudio.

Curiosamente uno de los pacientes de nuestro estudio, que obtuvo una
respuesta parcial en su tumor primario progresé a distancia desarrollando derrame
pleural maligno. Esta gata era una de las 4 que presentaba ulceracion de su tumor
siendo una de las 3 (75%) que present6 una respuesta parcial del tumor con mejoria
de la ulceracién (Figura 3). Esto sugiere que los pacientes con ulceras tumorales,
como ya se ha descrito en humana con el uso de sunitinib (Sun et al., 2016),
parecen beneficiarse del uso de fosfato de toceranib. Sin embargo, se desconocen

por ahora los mecanismos de accién implicados en dicho proceso.

La progresion de enfermedad metastasica ocurriendo de forma paralela a la
respuesta del tumor primario observada en una de las gatas es algo descrito en
medicina humana con el uso de ITQ donde pueden haber respuestas de tumores
locales sin observarse una reduccion de las lesiones metastasicas y en algunos
casos incluso presentando enfermedad progresiva. Los tumores de mama no son
los Unicos tumores en los que puede ocurrir este fendmeno, habiéndose descrito
varios casos donde las lesiones primarias y metastasicas no responden de manera
igual al sunitinib (Jafri et al., 2009) proponiéndose como posible causa una

distribucion del sunitinib no uniforme en los diferentes 6rganos del cuerpo, algo dificil

111



Discusion

de comprobar en nuestros pacientes debido a que no existen los estudios

farmacologicos/farmacodinamicos con el fosfato de toceranib en esta especie.

Otras de las posibles explicaciones para esta diferencia en la sensibilidad al
farmaco podrian encontrarse en trabajos preclinicos en medicina humana que
sugieren que la inhibicion farmacologica de la angiogénesis y en particular el
sunitinib podria acelerar el crecimiento de las metastasis después de la reseccion
del tumor primario (Welti et al., 2012; Ebos et al., 2014). Las metastasis también
pueden presentar resistencias al sunitinib debido a mecanismos que implican la
formacién de los vasos tumorales, vias de sefializacién angiogénicos, relacién de
tumor con el estroma y otros mecanismos poco conocidos (Vasudev et al., 2014;
Ebos et al., 2014). Ademas, varios estudios han descrito las diferencias en el
fenotipo molecular de metastasis de ganglios linfaticos en comparacién con el
fenotipo del tumor mamario primario (Beha et al., 2012; Brunetti et al., 2013) pero
todavia no se dispone de datos sobre los fenotipos moleculares de metastasis a
distancia y su correlaciéon con el tumor mamario primario y su metastasis linfatica
asociada. En el caso de los tumores primarios y sus ganglios locoregionales
metastasicos un estudid describi6 hasta un 42,9% de discordancia fenotipica
(Brunetti et al., 2013) por lo que no seria de extrafiar que el fenotipo entre el tumor
primario y las lesiones metastasicas lejanas en pulmén/pleura fuesen los
suficientemente diferentes para presentar diferentes tasas de respuesta a farmacos
como los ITQ (Crusz et al.,, 2016). Ademas sabemos que el uso de farmacos
antiangiogénicos puede acelerar la seleccion y sobrecrecimiento de subpoblaciones
tumorales resistentes al tratamiento utilizado activando vias de factores
proangiogénicos alternos que explicase nuestro caso (Vasudev et al., 2014). Es
dificil evaluar cual o cuales de estos factores podria haber afectado en la falta de
respuesta o control de la enfermedad al tratamiento de fosfato de toceranib en la

metastasis pleural en esta gata.

La supervivencia mediana libre de progresién de la enfermedad de 91 dias en
gatas es muy similar al Unico otro estudio publicado donde se evalla este parametro
(Escriche et al., 2016). La mediana de supervivencia global fue de 145 dias
comparable a otros estudios (Jeglum et al., 1985; Mauldin et al., 1988; Stolwijk et al.,
1989, Escriche et al., 2016).

La dosis y frecuencia de administracion del fosfato de toceranib utilizada en el
grupo de gatas se decidieron siguiendo las recomendaciones del prospecto. No hay

estudios en medicina veterinaria que investiguen la farmacocinética y la
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farmacodindmica del fosfato de toceranib administrado en gatos. Una de las
limitaciones es que no se midieron niveles de farmaco en la sangre de las gatas
tratadas en este estudio por lo que no se pudo determinar si se alcanzaron niveles

suficientes en todos los casos para inhibir el receptor.

Aun asi a diferencia de algunos de los otros estudios (Wiles et al., 2016;
Holtermann et al., 2016; Olmsted et al., 2016) solo dos de las gatas fueron tratadas
con 2.3 mg/kg siendo esta una dosis algo inferior a 2.4 mg/kg, dosis minima
administrada en perros para alcanzar los niveles en sangre de farmaco requeridos
para la inhibicion del RTQ (Bernabé et al., 2013), asumiendo que en gatos la
farmacodindmica/famacocinética fuese similar que en perros. Una de las dos gatas
consiguié una respuesta parcial y la otra una enfermedad estable por lo que de
manera indirecta se puede inferir que la dosis utilizada fue la suficiente para inhibir

los receptores en estos dos casos.

En tres casos se tuvo que reformular el farmaco. La reformulacién en el
campo de la oncologia veterinaria es cada vez mas frecuente ya que los agentes de
guimioterapia de uso comln en perros y gatos son fabricados para su uso en
pacientes humanos y con frecuencia estan formulados en tamafios de
capsulas/tabletas que son demasiado grandes para perros y gatos. Los farmacos
citotéxicos no se pueden partir, tanto por razones de seguridad como por la
distribucion desigual de la sustancia activa dentro de la pastilla (Plumbs 2011). En
nuestro caso la presentacion de los comprimidos de fosfato de toceranib
comercializado inicialmente para perros presenta un problema en aquellas gatas de
menos de 3 kg y mas de 6.6 kg donde los comprimidos de 10 y 15 mg no permiten la
dosificacion normalmente administrada de 2.4-3.25 mg/kg. Una preocupacion
ampliamente compartida es que la potencia y la estabilidad de estos farmacos
reformulados no sea la misma que la aprobada por los organismos regulatorios de
cada pais (Robat et al., 2016; Gargiulo et al., 2013, Burton et al., 2016). Ademas
recientes estudios han demostrado que la potencia de capsulas reformuladas de
farmacos ampliamente utilizados en oncologia veterinaria como son la
ciclofosfamida y la lomustina en un porcentaje muy amplio de casos esta fuera del
margen del 10% de variabilidad normalmente utilizado por los organismos
regulatorios internacionales como la FDA (Burton et al., 2016; Robat et al., 2016). A
pesar de que solo se necesitd reformulacién en tres casos desconocemos si la
potencia y estabilidad del farmaco era la adecuada para esas tres gatas aunque
dado que una de ellas obtuvo una respuesta parcial se puede inferir que al menos

en ese caso la potencia era la adecuada.
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El perfil de toxicidad del fosfato de toceranib es relativamente bien conocido
en las perras siendo los efectos adversos que se aprecian con mayor frecuencia los
gastrointestinales (anorexia, vomitos, diarrea) y mielosupresion (Bernabé et al.,
2013; London et al.,, 2009). Recientemente cuatro estudios han evaluado la
tolerabilidad y eficacia del fosfato de toceranib como monoterapia o en combinacion
en gatos con cancer (Wiles et al.,, 2016; Holtermann et al., 2016; Olmsted et al.,
2016). Estos estudios en su mayor parte han evaluado la tolerabilidad en estudios

con disefio retrospectivo.

En nuestros pacientes felinos, el protocolo fue bien tolerado, y no hubo
interrupciones del tratamiento. Esto esta de acuerdo con los articulos recientes en
los que el fosfato de toceranib ha mostrado un buen perfil de seguridad en gatos
(Wiles et al.,, 2016; Holtermann et al., 2016; Olmsted et al., 2016). Los efectos
adversos de nuestro estudio fueron generalmente leves de grado 1y 2, y en un solo
caso grado 3 manejado con una reduccién de la frecuencia de administracién. La
mayoria fueron de tipo gastrointestinal (anorexia, vémitos), hematoldgico
(neutropenia). Dos gatas desarrollaron elevaciones de ALT grado 2, coincidiendo
con los articulos anteriormente mencionados donde parece que existe una mayor
incidencia de hepatotoxicidad en gatos recibiendo fosfato de toceranib que en perros
(Merrick et al., 2016; Wiles et al., 2016; Holtermann et al., 2016; Olmsted et al.,
2016).

La administracién del fosfato de toceranib en pacientes con tumores
mamarios felinos macroscoépicos se toleré bien y ha demostrado eficacia bioldgica.
Sin sustituir al tratamiento de eleccion, que sigue siendo la cirugia, este tratamiento
supone una opciéon mas a discutir con duefios que rechacen esa posibilidad. La
respuesta en el escenario macroscopico sugiere que este farmaco podria ser mas
eficaz en enfermedad residual minima (microscopica) después de un tratamiento
quirargico. A pesar de estos resultados, los estudios con quimioterapia adyuvante
realizados hasta la fecha han obtenido resultados contradictorios a cerca de su
papel prolongando la supervivencia (Borrego et al 2009; McNeill et al., 2009;
Novosad et al., 2006; Cunha et al.,, 2015, De campos et al.,, 2014). Por ello son
necesarios nuevos estudios prospectivos y randomizados para determinar los
beneficios de los tratamientos adyuvantes en el tratamiento de los tumores

mamarios felinos.
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Al igual que en el apartado de tumores mamarios felinos, la edad media de
las perras con CIC incluidas en el estudio fue muy similar a la literatura consultada,
siendo en todos los casos perras geriatricas con una media de edad normalmente
superior a los 10 afios. Asi mismo, diferentes estudios indican que las razas mas
grandes presentan una mayor incidencia de la enfermedad (Pérez-Alenza et al.,
2001; Marconato et al., 2009). El peso medio de las perras de nuestro estudio fue

superior a los 20 kg reafirmando esa aparente mayor incidencia en razas grandes.

Por otro lado, el Unico factor previamente descrito asociado con el prondstico
en perras con Cl es la clasificacién entre CIC primarios y secundarios, donde las
perras que presentan un CIC primario parece que se asocian a un peor prondstico
gue los que presentan un CIC secundario (Pérez-Alenza et al., 2001). La alta tasa
de tumores primarios en nuestro estudio es similar a algunos de los estudios
realizados con anterioridad en veterinaria y medicina humana donde es mas
frecuente el CIC primario comparado con el CIC secundario (Marconato et al., 2009,
Clemente et al., 2009) aunque difiere de otras publicaciones (Pérez-Alenza et al.,
2001; Souza et al., 2009; Pefia et al., 2003) donde el CIC secundario es ligeramente
mas frecuente que el CIC primario. La presentacion de CIC primario no se asocio a
un peor pronéstico en nuestro estudio, siendo las supervivencias de ambos grupos
casi idénticas. Tanto la distribucién entre los dos tipos como la ausencia de
diferencias significativas en las supervivencias pueden ser consecuencia del tamafio
de la muestra en nuestro estudio que es pequefia en comparacién con los estudios

de otros autores (Pérez-Alenza et al., 2001).

Casi la mitad de las perras (46.6%) estaban esterilizadas y ninguna habia
recibido tratamientos hormonales, a diferencia de otros estudios donde las perras no
habian sido esterilizadas y se les habia administrado tratamientos hormonales
(Pérez-alenza et al., 2001, Clemente et al., 2009). Esto muy probablemente se deba
a gque cada vez es mas frecuente la esterilizacion en nuestro pais, reduciéndose el
namero de animales que potencialmente reciben tratamientos hormonales para
inhibir el celo (Pefia et al., 2013). El estudio mas reciente estudiando el CIC
(Marconato et al., 2009) parece corroborar esta tendencia donde mas de un 70% de
las perras estaban esterilizadas. La localizacion y el aspecto macroscépico de la
lesiones fue similar a la descrita anteriormente en otros estudios siendo las mamas
inguinales las mas frecuentemente afectadas y en muchas ocasiones con afectacion
de varias mamas, ademas de la presencia de eritema, calor y firmeza de las mamas,
un hallazgo comun en todos los casos de nuestro estudio (Marconato et al., 2009;

Pérez-Alenza et al., 2001). Otro de los hallazgos frecuentes en este tipo de
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pacientes es la ausencia de masas medibles provocando que la mayor parte de los
estudios no hayan utilizado criterios objetivos para evaluar la respuesta. Aquellos
estudios donde si se han valorado respuestas se han basado en criterios como la
impresién subjetiva del clinico sobre la inflamacion, grado de firmeza, percepcion del
grado de dolor (Souza et al., 2009; Marconato et al., 2009), siendo todas estas
variables, subjetivas y sujetas a multiples sesgos inherentes a no utilizar un sistema
objetivo como pueda ser el sistema RECIST, aceptado tanto en medicina veterinaria
como humana como el estandar para valorar las respuestas en tumores sélidos. Es
por eso que la ausencia de masas medibles segun criterios RECIST (Nguyen et al.,
2015) fue uno de los criterios de exclusién en nuestro estudio y la razén por la que
se tuvo que excluir 3 animales al no tener lesiones medibles. Otros hallazgos
frecuentes en el examen fisico de nuestras perras incluyeron: linfedema de las
extremidades posteriores, presencia de nédulos, linfadenopatia regional vy
ulceraciones, hallazgos ya descritos previamente en otros estudios (Marconato et
al., 2009; Pérez-Alenza et al., 2003; Clemente et al., 2009).

Un reciente estudio describe un patron metastasico diferente en los CIC, con
metastasis mas frecuentes en vejiga y resto de érganos reproductores comparado
con las localizaciones observadas en carcinomas no inflamatorios (Clemente et al.,
2010). A diferencia de este estudio a ninguno de nuestros pacientes se le detecto
una lesion metastasica en las citadas localizaciones, siendo las localizaciones mas
frecuentes los ganglios locoregionales e intrabadominales, resultados similares a lo
descrito en otros estudios (Marconato et al., 2009; Pérez-Alenza et al., 2003). En un
solo caso se detecté una lesion 6sea metastasica en la porcion diafisaria de la tibia
diagnosticada mediante PAF y citologia. Las metastasis 6seas a pesar de no
haberse descrito con frecuencia en los CIC, son relativamente habituales en los

carcinomas inflamatorios humanos (Yang et al., 2008).

En todos los casos donde se realizé la biopsia en cufia/elipse se detectaron
complicaciones mientras que la realizaciéon de la biopsia mediante “punch” sélo
presentd complicaciones en un paciente (8.3%) lo que sugiere que esta ultima
técnica de adquisiciobn de muestras es mas segura en este tipo de pacientes. Esto
coincide que lo observado en el estudios de Clemente y Colaboradores donde no se
describieron complicaciones mayores realizando biopsias tipo “punch” (Clemente et
al., 2009). Una paciente sufri6 una hemorragia grave durante la toma de biopsia
incisional en cufia requiriendo la administraciéon de hemoderivados y hospitalizacion
posterior. Dicha complicacion pudo estar influenciada por alteraciones en la

coagulacion previamente descritas en tumores mamarios siendo mas frecuentes en
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los pacientes con CIC (21%) o metastasis (Stockhous et al., 1999; Marconato et al.,

2009) sin haberse podido determinar el mecanismo subyacente.

En nuestro estudio, al igual que en la mayoria de los trabajos publicados no
se evalu6 de forma rutinaria los perfiles de coagulacion (Pérez-Alenza et al., 2001,
Pefa et al., 2003; Clemente et al., 2009; Souza et al., 2009). A pesar de gque estas
alteraciones de la coagulacién son infrecuentes (Marconato et al.,, 2009), y que
muchas veces el diagnostico de la enfermedad es clinico y no requiere biopsias, el
hecho de que se haya asociado a un peor pronéstico al menos en un estudio en CIC
y casos como el de nuestro estudio con sangrados graves, hacen recomendable
realizar perfiles de coagulacion en aquellos casos que se plantee realizar una

biopsia.

Un alto porcentaje (73%) de casos se presentd con leucocitosis en el
momento del diagnostico inicial , probablemente debido a la inflamacion de la zona,
y que ha sido referido también en un estudio de Clemente y Colaboradores que
describe los hallazgos analiticos antes de comenzar el tratamiento de estos
pacientes (Clemente et al., 2009). Destacar que al mes de iniciar el tratamiento en 5

de 11 casos (45%) la leucocitosis desaparecié volviendo a valores normales.

Respecto al tratamiento, y al igual que en anteriores estudios con
guimioterapia tradicional (Clemente et al., 2009; Marconato et al., 2009), ninguno de
los pacientes respondié al tratamiento con fosfato de toceranib, aunque nuestro
estudio es el Unico que sigue los criterios RECIST para evaluar respuesta de forma
objetiva. Suponiendo que la probabilidad de una remisidon espontanea es menor al
5% y esperando una tasa de respuesta al menos del 25% para que se pueda
considerar la combinacién como eficaz (Simon et al., 1989), con una p=0.05 y una
potencia de 0,8 llegamos a la finalizacion del ensayo después de 15 casos y sin

respuestas.

En la actualidad el criterio de valoracion de respuesta utilizado con mas
frecuencia en medicina humana y veterinaria para los tumores sélidos es el cambio
en el tamafio del tumor evaluados mediante el sistema RECIST. Sin embargo igual
que ocurre en humana, debido a que la mayoria de los pacientes con CIC no tienen
una masa medible sino mas bien un tumor infiltrante difuso, la medicién de la
extension de la enfermedad y el seguimiento con los métodos convencionales es
dificil en esta enfermedad. Ademas en medicina humana se ha sugerido que el
tamafio del tumor no tiene el mismo valor prondstico que en pacientes con

carcinoma de mama no inflamatorio (Robertson et al.,, 2010). Debido estas
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limitaciones del sistema RECIST en este tipo de tumor en particular y en estudios
que incluyen farmacos antiangiogénicos (Vail 2007; Marconato et al., 2015), uno de
los criterios de inclusion del estudio era la posibilidad de medir el tumor siguiendo
estos criterios combinado una evaluacion de la calidad de vida mediante

cuestionarios para asi evaluar la eficacia bioldgica.

A pesar de no obtener respuestas segun criterios RECIST si que se observo
una tasa mas alta de enfermedades estables (64%) comparado con un 5% en el
articulo con mayor numero de pacientes (Marconato et al., 2009). Los estudios
realizados con anterioridad han descrito que los pacientes con esta enfermedad no
suelen vivir mas de 30-60 dias desde que se realiza el diagndstico (Clemente et al.,
2009, Pérez-Alenza et al., 2003; Marconato et al., 2009). La comparacién con
estudios anteriores presenta muchas limitaciones como que presentan diferentes
disefios, el hecho de que se hayan realizado en diferentes paises, diferentes tipos
de tratamientos, la evolucién de las técnicas diagndsticas con el paso de los afios,
algunos no son controlados, etc. Aln asi la tasa de enfermedad estable de un 64%
utilizando criterios objetivos (RECIST) es muy superior a las descritas en los

estudios realizados hasta la fecha.

El tratamiento médico de los perros con cancer diseminado es en gran
medida paliativo y el Cl es un claro ejemplo debido a su agresividad dado que el
principal motivo de eutanasia en pacientes con este tipo de patologia es el deterioro
del animal debidos a la rapida progresion de la enfermedad (dolor, anorexia, apatia)
(Marconato et al., 2009; Clemente et al., 2009; Pérez-Alenza et al., 2003). Otros
estudios describen el uso de tratamientos paliativos incluyendo la administracion de
AINEs, analgésicos o antiinflamatorios esteroideos (Souza et al., 2009; Clemente et
al., 2009; Marconato et al., 2009). El beneficio de la administracion de este tipo de
tratamientos paliativos incluyendo la administracién de AINEs es probablemente
debido a la paliacion de los signos provocados por el tumor, principalmente el dolor.
Pero el efecto beneficioso se cree que no solo reside en este efecto analgésico del
farmaco, si no la inhibicibn de COX-2 como un posible mecanismo antitumoral ya
gue es un componente esencial de la carcinogénesis en los CIC y CIH induciéndose
en respuesta a estimulos inflamatorios (Clemente et al., 2013; Randall et al., 2014).
Ademas los CIC presentan sobreexpresion de esta enzima y los tratamientos que
incluyen farmacos anti-COX2 parecen aumentar la supervivencia (Clemente et al.,
2009, 2013). En otro estudio en siete de siete perras (100%) recibiendo piroxicam,

AINE no selectivo COX-1/COX-2 como unico agente en CIC el veterinario
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responsable describié disminucion de eritema, edema, y dolor, asi como mejoria en

su movilidad y apetito (Souza et al., 2009).

En nuestro estudio se eligié el carprofeno que inhibe selectivamente la
sintesis de prostaglandinas inducida por la COX-2 y no lleva a la alta incidencia de
efectos gastrointestinales y renales que se pueden observar cuando se inhibe la
actividad de la COX-1 (Flory et al., 2005, Mansa et al., 2007).

La toma de decisiones en cuanto al tipo y duracion del tratamiento a menudo
requiere que el clinico y el propietario evallen la calidad de vida del paciente. Esta
evaluacién se basa tipicamente en la inferencia y la suposicién, que puede o no, ser
un fiel reflejo de la condicién del paciente. Es por eso que es importante tener una
herramienta objetiva y precisa para evaluar de forma eficaz la calidad de vida del
animal de compafiia recibiendo tratamientos anticancerigenos (Giuffrida et al.,
2014). Este punto es ademas de especial importancia en el caso de un estudio
clinico donde los perros son tratados con el consentimiento informado de los
duefios, buscando una opcién de tratamiento, e intentando una mejora de la calidad
de vida del animal a la vez que contribuyen a la investigacion (Vail 2007). Es por ello
que el disefio de nuestro ensayo clinico traté de preservar el bienestar del paciente
asi como proporcionar tratamiento de soporte, el alivio del dolor y otros signos

clinicos ademas de valorar la calidad de vida.

Son varios los grupos que han intentado incluir mediciones objetivas de
calidad de vida (Bowles et al., 2010; Crawford et al., 2012; Lynch et al., 2011,
lliopoulo et al.,, 2013; Mellanby et al., 2003) pero no existe ninguna herramienta
integral que evalte la calidad de vida de manera objetiva en un entorno de la
oncologia clinica veterinaria (Giuffrida et al., 2014). En nuestro caso se utilizé el
‘Formulario del tratamiento del céncer” descrito por Lynch y Colaboradores
(Lynch et al., 2011) y que ha sido utilizado en otros estudios clinicos posteriores en
oncologia veterinaria y en particular en combinaciones de fosfato de toceranib con
AINE y otros farmacos de quimioterapia tradicional (Chon et al., 2012; Robat et al.,
2012). El unico estudio que describe mejoria clinica de perras con CIl no utiliz6 un
cuestionario y se baso en la percepcion subjetiva del veterinario clinico responsable

sobre la evolucion de los pacientes (Souza et al., 2009).

De acuerdo con las respuestas a los formularios de calidad de vida se pudo
observar una mejoria en la calidad de vida de los pacientes siguiendo la escala de
evaluacion visual (EEV) del cuestionario. En particular, y sobre la base de la

evaluacion del propietario, las categorias donde hubo una mejoria significativa entre
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el diagnéstico y los 30 dias de tratamiento fueron: felicidad, estado mental, apetito y
movilidad general. Sin embargo, el aumento de la movilidad también puede estar
relacionado con los efectos del carprofeno en la osteoartritis, que se producen con
frecuencia en las razas méas grandes y la poblacién geriatrica canina, en lugar de ser
atribuido a un efecto antitumoral verdadero (Mansa et al., 2007). Siendo esta una
enfermedad incurable y dificil de valorar respuestas segun criterios convencionales
como RECIST, y donde seguimos sin encontrar un tratamiento eficaz, tal vez estos
cuestionarios de calidad de vida puedan facilitar la toma de decisiones en el

tratamiento y evaluacién de pacientes con CIC (llioppoulo et al., 2013).

Al igual que en el estudio de Souza y Colaboradores en nuestras perras el
veterinario evaluando esos criterios subjetivos (dolor, eritema y firmeza de las
lesiones) describié mejoria de al menos una variable en la mayoria de los animales
a los 15 dias (80%) y 30 dias del inicio de tratamiento (66%) (Souza et al., 2009).

Ademas de las respuestas medibles, la paliacion de los sintomas asociados
al tumor es un factor importante en la medicina veterinaria. Uno de los ejemplos es
un estudio con masitinib, el otro ITQ comercializado en medicina veterinaria
(Holtermann et al., 2016) donde algunos pacientes con linfoma epiteliotropico a
pesar de progresar sus tumores segun criterios RECIST, las lesiones cutaneas
(erosiones y costras) asi como el prurito mejoraban. Estos signos clinicos asociados
con las lesiones de la piel son los mas molestos para el paciente y puede incitar a
los propietarios a considerar la eutanasia. Existen otros tumores asociados a
reacciones inflamatorias en perros y gatos como son los carcinomas de cuello y
boca, los adenocarcinomas nasales y el linfoma epiteliotropico canino (London et al.,
2012; Bernabé et al., 2013; Wiles et al., 2016) que también responden a ITQ,
asociandose esas respuestas a la inhibicion de VEGFR, pero aun no se han
dilucidado el mecanismo exacto de accién de los ITQ en neoplasias no influenciadas
por mutaciones en KIT (London et al., 2014). Por lo tanto, puede que los ITQ ejerzan
su efecto a través de mecanismos aun desconocidos que se dirigen a tumores con
componentes inflamatorios, tales como el CIC. En concreto en los CIC podria
deberse a la actividad antiangiogénica y/o el bloqueo de vias VEGFD implicadas en
la linfangiogenesis, via sobreactivada en esta enfermedad (Vermuelen et al., 2010;
Raposo et al.,, 2016; Clemente et al., 2013), mejorando el flujo y edema de las
extremidades algo que observamos en el 100% de los pacientes que se presentaron

con linfedema de las extremidades en nuestro estudio.
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Ademas de los efectos de los farmacos inhibidores de COX-2 reduciendo la
tumorogénesis y la progresion tumoral, recientes estudios in vitro han demostrado
qgue los inhibidores de COX-2 y los farmacos antiangiogénicos como sunitinib
ejercen efectos antiangiogénicos aditivos contra el cancer de mama lo que también
puede haber influido en la mayor tasa de enfermedades estable y mejoria subjetiva

del componente inflamatorio (Ben-Batalla et al., 2015).

Siendo el CIC una enfermedad tan agresiva y que suele producir un deterioro
significativo de la calidad de vida de los pacientes (Clemente et al., 2009, Pérez-
Alenza et al., 2003; Marconato et al., 2009), en nuestro estudio se considerd que
para poder incluirse dentro del termino beneficio clinico los pacientes debian
mantener la EE un mes junto con la percepcion por parte de los duefios reflejada en
los cuestionarios, que la calidad de vida de sus mascotas era mejor que antes de
comenzar el tratamiento. Un 64% de los pacientes cumplieron estos criterios a los

dos meses de tratamiento.

La supervivencia de nuestro estudio fue de 117 dias, bastante superior a los
estudios de Marconato y Colaboradores (35 dias) o Pérez-Alenza y Colaboradores
(25 dias) pero inferior al grupo de Souza y Colaboradores con una supervivencia
libre de progresion de casi 5 meses que es hasta la fecha el estudio con mejores
resultados y donde los pacientes eran tratados solo con piroxicam (Pérez-alenza et
al., 2003; Marconato et al., 2009; Souza et al., 2009). La diferencia en nuestro
estudio comparado con el de Souza y Colaboradores es que seguiamos criterios
RECIST para evaluar respuesta y nos apoyabamos en los cuestionarios de calidad
de vida para definir el beneficio clinico. Ademas, estas diferencias pueden deberse
no solo a los diferentes tratamientos empleados si no al bajo poder de estos
estudios debido al bajo niamero de casos incluidos. Nuestros resultados se han
comparado con la informacién histérica publicada en perros sometidos a
guimioterapia o tratamientos paliativos que son muy poco homogéneos, de disefo
retrospectivo y con escaso nimero de casos, lo que hace dificil poder extrapolar

conclusiones sobre nuestros resultados.

La tasa de efectos secundarios en este estudio fue muy baja y manejable con
tratamiento de soporte. Tal y como estd descrito con tratamientos con fosfato de
toceranib como monoterapia o en combinacién con un AINE, las toxicidades mas
frecuentes que observamos consistieron principalmente en efectos secundarios
gastrointestinales grado 1 y 2, incluyendo vémitos, diarrea y anorexia (Bernabé et

al., 2013; Chon et al., 2012). Al igual que estudios recientes donde las dosis de
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fosfato de toceranib oscilan entre 2.4-2.75 mg, ninguna de las perras tratadas
presentaron efectos adversos grado 3/4 (Bernabé et al., 2013; London et al., 2012).
Aungue la inhibicién de VEGFR no se evalu6 especificamente en este estudio, se ha
demostrado que perros recibiendo toceranib a dosis entre 2.4 y 2.9 presentan un
aumento de VEGF en plasma consistente con una inhibicion de VEGRF2 (Bernabé
et al., 2013) encontrandose todas las perras de nuestro estudio en ese rango de

dosis.

Muy probablemente la dosificacién de tres dias semanales (lunes, miércoles,
viernes) y que el objetivo de la dosificaciéon del fosfato de toceranib estaba entre 2.4-
2.75 mg/kg, una dosis inferior a la del prospecto hayan influenciado en la baja tasa
de efectos secundarios como ya han descrito otros autores (Bernabé et al., 2013;
Chon et al., 2012; London et al., 2014; Gardner et al.,, 2015). A pesar de las
dificultades inherentes en la comparacién de los resultados de diversos estudios, la
dosis de fosfato de toceranib utilizado en el presente estudio (2.56 mg/kg) fue mejor
tolerada en comparacion con la dosis del prospecto, lo que permite una mejor

adherencia al protocolo de tratamiento.

En resumen, y a diferencia de los resultados obtenidos en gatas, el estudio
realizado en perras con Cl y tratadas con fosfato de toceranib y carprofeno no
mostré ninguna eficacia clinica segun criterios RECIST (Nguyen et al., 2015). Sin
embargo, se toler6 muy bien y los efectos adversos fueron generalmente leves y se
resolvieron con tratamiento de soporte. Ademas la calidad de vida de los pacientes

mejord en una mayoria de individuos junto con una mejoria clinica subijetiva.

A diferencia de los ensayos clinicos desarrollados en medicina humana,
conseguir que los duefios de mascotas participen en estos estudios presenta
problemas afiadidos que incluyen multiples visitas al hospital, adherencia de los
duefios al estudio asi como que en muchos casos se desconoce el espectro de
toxicidad del farmaco, por lo que el papel del consentimiento informado es vital (Vall
2007; Burton et al., 2015). En nuestro caso el coste de la administracion del fosfato
de toceranib fue facilitado por el estudio en el caso de los gatos facilitando la
inclusion y adherencia de los pacientes por parte de los duefios. A pesar de los
riesgos y las complicaciones en el reclutamiento inherentes a estos estudios,
nuestro trabajo es un ejemplo del beneficio que pueden aportar a clientes cuyas
mascotas no han respondido al tratamiento convencional o estandar como en el
caso de las gatas, o bien si la mascota tiene un tipo de tumor para el que la

respuesta a la terapia tradicional se considera mala como es el caso de las perras
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con CIl. Varios clientes mencionaron al incluir a su mascota en el estudio que
deseaban ayudar a la ciencia a avanzar con la esperanza de ayudar a otros

animales.

Este trabajo ha pretendido determinar eficacia bioldgica y tolerabilidad del
fosfato de toceranib en tumores mamarios felinos y caninos, con un nimero de
casos reducido. Por este motivo, los resultados obtenidos no nos permiten
extrapolarlos a la poblacion general para lo que necesitariamos un numero superior
de casos. Sin embargo estos resultados si que nos permiten determinar que en
pacientes felinos el fosfato de toceranib presenta actividad antitumoral que deberia
ser investigada en otros estudios prospectivos con un mayor nimero de casos para
determinar si la tasa de respuesta observada en nuestro grupo es extrapolable a la
poblacion general. Ademas las respuestas observadas en un escenario de
enfermedad macroscépica sugiere que pueda ser mas eficaz en enfermedad
microscopica, para lo que serian necesarios estudios utilizando el farmaco de forma

adyuvante a la cirugia.

En el caso del CIC, a pesar de que se observase beneficio clinico en un 64%
de los pacientes, no se observaron respuestas objetivas segun criterios RECIST.
Estos resultados estan en consonancia con el uso de monoterapias dirigidas a
VEGFR en CIH que han resultado en beneficios muy modestos (Dawood et al.,
2008; Twelves et al., 2016).

Uno de los problemas mas frecuentes a la hora de utilizar estos farmacos
teledirigidos en medicina humana y veterinaria es la necesidad de identificar y
validar biomarcadores que puedan predecir la respuesta a dichos farmacos. El
subtipado molecular ha identificado varias caracteristicas especificas de los CIH en
comparacion con el cancer de mama no inflamatorio y ha permitido la identificacion
de nuevas dianas terapéuticas para regular la naturaleza agresiva del CIH. Los CIH
con mayor expresion de genes tumorales de VEGF-A, CD-31 y PDGFR- fueron
mas propensos a beneficiarse del tratamiento con una terapia dirigida a VEGF como
es el bevacizumab combinado con quimioterapia (Yang et al., 2009). Se ha
propuesto que VEGF-A podria ser utilizado para estratificar los pacientes de CIH en

grupos de bajo riesgo y de alto riesgo de muerte y recaidas.

Una de las carencias de nuestro estudio ha sido el no haber evaluado la
expresion de VEGF y utilizar dicho parametro para la estratificacion de los pacientes
tanto en perras como gatas. Esto es algo que se ha propuesto en medicina humana

para determinar la eficacia de este tipo de terapias encaminadas a inhibir VEGF
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para determinar subgrupos de pacientes que se puedan beneficiar de estos
tratamientos, pero revisando la literatura sigue siendo una carencia en la todos los

estudios de CIH consultados (Elgebaly et al., 2016).

A pesar de los efectos sinergisticos observados de la combinacion in vitro de
la quimioterapia tradicional y los ITQ, estas combinaciones no son muy frecuentes
en mujeres con tumores de mama (Wang et al., 2014). Un enfoque aprovechando
ambos modelos de oncologia comparada que nos ofrecen los CIH y tumores
mamarios felinos, que estd estudiando nuestro grupo es la combinacion del fosfato
de toceranib junto con un quimioterapico ampliamente utilizado en tumores de mama
como es la doxorubicina tanto en paciente caninos y felinos. La doxorubicina es uno
de los agentes quimioterapéuticos mas utilizados en medicina veterinaria y ha
mostrado actividad contra una variedad de histologias. Este amplio espectro de
actividad hace que la doxorubicina sea un agente atractivo para mejorar alin mas la
actividad antitumoral del fosfato de toceranib gracias a un efecto sinergistico
observado ya en algunos estudios en medicina veterinaria y humana (Pellin et al.,
2016). Hemos comenzado un estudio en perros usando la dosis tolerada de 25
mg/m2 de doxorubicina en combinacion con el fosfato de toceranib y carprofeno
evaluando su eficacia y tolerabilidad en perras con CIC ademas de un estudio fase |
para la combinacién de doxorubicina y el fosfato de toceranib en gatos con diversos

tipos de neoplasias

El tratamiento del cancer de mama en humana esta basado cada vez mas en
el perfil molecular de los tumores y no solo en la histologia. Hay escasez de datos
de ensayos a gran escala, prospectivos, multicéntricos y aleatorizados debido a la
baja incidencia de cancer de mama inflamatorio y los regimenes quimioterapéuticos
optimos, en combinacién con tratamientos dirigidos, aun no se han definido. Los
ensayos futuros para evaluar agentes especificos son necesarios para mejorar la
supervivencia de los pacientes con esta forma agresiva de cancer de mama. Los
estudios en perras y gatas con estas patologias pueden ayudarnos al desarrollo
traslacional de esta clase de combinaciones novedosas de agentes mediante la
definicion de toxicidad, actividad y relaciones farmacocinéticas y farmacodinamicas
tumorales que serian dificiles de responder en otros modelos preclinicos o en
ensayos clinicos en seres humanos, poniendo de relieve el valor del modelo animal
en enfermedades tan similares como son los tumores de mama en gatas y los CIC

en perras comparados con sus homdélogos en medicina humana.
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En resumen, este trabajo de Tesis Doctoral supone el primer estudio en el
gue se ha descrito el uso del fosfato de toceranib como monoterapia en pacientes
felinos con tumores mamarios o en combinacién con AINES en perros con
carcinoma inflamatorio. Los hallazgos presentados en este trabajo abren nuevas
lineas de investigacion en este tipo de tumores mamarios tan agresivos, con la
esperanza de que sirvan de ayuda para el futuro tratamiento de este tipo de cancer

tanto en medicina humana como veterinaria.
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1.

3.

4.

Conclusiones

Este trabajo en su conjunto describe por primera vez el uso de fosfato de
toceranib como nueva estrategia terapéutica para el tratamiento de tumores
mamarios felinos y carcinomas inflamatorios caninos. El protocolo fue bien
tolerado y los efectos adversos fueron generalmente leves resolviéndose con
tratamiento de soporte.

La administracion de fosfato de toceranib en gatas con tumores mamarios en
su presentacion macroscopica demostré eficacia biolégica con una tasa de
respuesta del 35.2% siguiendo criterios RECIST y un beneficio clinico en el
64% de los casos. Estos resultados son comparables con los descritos tras la
utilizacion de quimioterapia tradicional y sugieren que este farmaco podria ser
eficaz en enfermedad residual minima después de un tratamiento quirtrgico.

A diferencia de en gatas, el tratamiento con fosfato de toceranib en
combinacién con carprofeno en perras no mostré eficacia biolégica siguiendo
criterios RECIST. No obstante, un 64% de los pacientes presentaron beneficio
clinico a los dos meses de iniciar el protocolo entendiéndose como una mejoria
en la calidad de vida y la no progresién de la enfermedad segun criterios
RECIST.

Ademas, en este trabajo se evallGa por primera vez la calidad de vida de perras
con CIC a través de un cuestionario de calidad de vida publicado en veterinaria
para su uso en pacientes con cancer. Algunas de las categorias donde los
duefios en al menos una de las preguntas percibieron mejoria y que fueron
estadisticamente significativas incluyeron: felicidad, estado mental, apetito y

movilidad general.
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Anexos

ANEXO 1

Estudio Prospectivo con Palladia® en tumores mamarios felinos
CONSENTIMIENTO INFORMADO
Entiendo que los veterinarios de este centro estan involucrados en la investigacion del origen y el
tratamiento del cancer en animales de compariia. Los detalles del estudio en tumores mamarios

con Palladia®® han sido explicado en detalle por:

Veterinario N° de colegiado Dia

Como parte de este estudio, entiendo lo siguiente:

1. Para poder participar en este estudio, mi gato debe tener un diagndstico de tumor mamario
confirmado por citologia o histopatologia.

2. Mi gato no ha recibido ningun tratamiento con quimioterapia en las Ultimas dos semanas

3. El objetivo del estudio es valorar respuestas y toxicidades de la administracion de

Palladia®. El Palladia® a pesar de haberse utilizado con anterioridad en gatos y que en general se
tolera muy bien no se ha descrito su perfil de toxicidad en gatos. Palladia® ha demostrado
efectividad anticancerigena en diferentes tipos de tumores. Sin embargo, entiendo que puede que
mi gato no se beneficie de sus efectos y que su tumor no responda.

4. Los farmacos y el disefio del estudio se han realizado de manera que se eviten los efectos
secundarios indeseados. A pesar de ello, entiendo que estos efectos secundarios pueden ocurrir,
tanto de forma leve como grave (incluyendo la muerte).

5. Se han discutido otras alternativas de tratamiento ademas de este estudio, y entiendo los
beneficios relativos de dichas terapias.
6. Mi gato va a recibir Palladia® administrado de forma oral una vez al dia de forma alternante.

Si mi gato desarrolla efectos secundarios se podra reducir la dosis de Palladia® y, dependiendo de
la gravedad de los mismos, se podra suspender el tratamiento durante unos dias o por completo si
son muy graves. Si esto Ultimo ocurriese, el veterinario discutird conmigo las opciones de
tratamiento alternativas de que dispondria en ese momento.

7. La realizacién de pruebas complementarias (analiticas de sangre y orina, radiografias y
ecografias) son una parte fundamental del estudio y se realizaran a los intervalos indicados por el
veterinario a cargo del caso, siguiendo el protocolo del estudio, por lo que me comprometo a
respetar el calendario establecido acudiendo a todas las visitas programadas.

8. No debo administrar a mi gato otros tratamientos (relacionados o no con su cancer) sin
consultar con el veterinario responsable del estudio y recibir su aprobacion.

9. El veterinario considerara la retirada de mi gato del estudio si la enfermedad cancerigena
progresa y/o los efectos secundarios son demasiado severos.

10. Doy permiso para que se publiguen los resultados obtenidos en este estudio y que asi se
beneficie la comunidad cientifica y se pueda avanzar en el estudio y tratamiento del cancer en
animales de compafia. Entiendo que mi gato no sera identificado individualmente en dichos
estudios

11. Puedo y debo discutir este estudio con mi veterinario habitual para recibir su consejo en el
caso de que me haya remitido al centro donde se realiza el estudio

12. Puedo retirar del estudio a mi gato en cualquier momento.

13. El coste del farmaco sera sufragado integramente por el estudio clinico mientras que exista
enfermedad estable o una respuesta, duren el tiempo que duren. El coste de las pruebas
complementarias y manejo de posibles efectos secundarios correra a mi cargo
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Después de mi conversacion acerca del estudio con el veterinario
y leer todos los puntos de este consentimiento, yo
, con DNI n° accedo

voluntariamente a inclur a mi gato (nombre), con numero de identificacion
en este estudio clinico. Acepto la participacion en el estudio y seguiré
las instrucciones del veterinario a cargo en cuanto a tratamiento y seguimiento.

Firma propietario
Fecha

Firma veterinario
Fecha




Anexos

ANEXO 2

Estudio Prospectivo con Palladia® en tumores mamarios felinos.

PROTOCOLO DEL ESTUDIO

Objetivo del estudio

En este estudio pretendemos evaluar cual es la respuesta clinica de los tumores mamarios felinos
fosfato de Toceranib (Palladia®). Se evaluara tanto la respuesta en pacientes con enfermedad
macroscoépica como los posibles efectos secundarios.

Criterios de Inclusién

o Pacientes diagnosticados mediante citologia o histopatologia con un tumor mamario,
presentandose con enfermedad macroscopica, primaria 0 metastética.
o En el caso de pacientes que estén recibiendo farmacos quimioterapicos o prednisona se

requerird un periodo de interrupciéon de administracién de, al menos, 2 semanas.

Criterios de Exclusién

o Preexistencia de anormalidades hematolégicas > grado 2. (clasificacion VCOG-CTCAE)

o Preexistencia de azotemia en el analisis bioquimico (BUN, creatinina) > grado 2.
(clasificacion VCOG-CTCAE)

) Preexistencia de sintomas gastrointestinales > grado 2. (clasificacion VCOG-CTCAE)

o Si la supervivencia estimada debida al tumor no supera los 2 meses

Evaluacion previa al inicio del tratamiento (Protocolo de evaluacion)

. Exploracion fisica

o Medicion y eleccion de las lesiones diana

. Hemograma, bioquimica (al menos BUN, Crea, ALT, ALKP, Glu, PT) y urianalisis (deben
realizarse durante la semana previa a iniciar el tratamiento)

) Radiografias toracicas. Estudio de tres vistas (LLD,LLI,DV/VD) (deben realizarse durante la
semana previa a iniciar el tratamiento)

o Ecografia abdominal

o Consentimiento escrito por parte del duefio

Tratamiento
e Todos los gatos recibirdn Palladia® una dosis entre 2.25-3.25 mg/kg/48 h comenzando en
el dia 0. En caso de que la dosis sea inferior o superior a ese margen se debera consultar
con el investigador principal para definir la dosis y método de administracion.

Evaluacion del tratamiento

e Alas 2 semanas de iniciar el tratamiento se realizara una exploracién fisica, hemograma.

e Al mes de iniciar el tratamiento se evaluara la respuesta al mismo y su toxicidad repitiendo
el protocolo de evaluacion descrito anteriormente

e Larespuesta al tratamiento se evaluara siguiendo los criterios del sistema RECIST

RC (Respuesta completa) = Desaparicion del tumor

RP (Respuesta parcial) = Reduccion del 30% en la suma de los diametros mas
largos de las lesiones diana

¢ EE (Enfermedad estable) = Casos que no se engloban en las categorias de PR o
CR

*
L 2
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& EP (Enfermedad progresiva) = Incremento del 20% en la suma de los diametros
mas largos de las lesiones diana.

Si el paciente manifiesta EP en alguna de las evaluaciones de respuesta se suspendera el
tratamiento. En los demas casos, continuara con el mismo.
En pacientes con toxicidad limitante de dosis se interrumpira al tratamiento. Se consideran
toxicidades limitantes de dosis aquellas de grado Ill o IV (hematolégicas, renales,
gastrointestinales siguiendo la clasificacion VCOG-CTCAE), que son refractarias al
tratamiento de soporte recomendado o que duran mas de 7 dias. El resto de animales con
toxicidades grado | o Il se manejaran con las terapias de soporte habituales.
Se admitiran reducciones en la dosis de Palladia® siempre que se mantengan por encima
de 2.25mg/kg, disminucion de frecuencia (administracion lunes, miércoles, viernes
descansando el fin de semana, o administracion cada 3 dias) asi como suspensiones
temporales (habitualmente 5-7 dias) en el tratamiento, si se producen toxicidades que lo
requieran.
Para aquellos gatos que continden con el tratamiento después del primer mes se repetiran
las revisiones de respuesta mensuales repitiendo el protocolo de evaluacién descrito
anteriormente.

\
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ANEXO 3

Estudio Clinico fase l/ll: Palladia® + Rimadyl®
CARCINOMAS INFLAMATORIOS DE MAMA
CONSENTIMIENTO INFORMADO
Entiendo que los veterinarios de este centro estan involucrados en la investigacién del origen y el
tratamiento del cancer en animales de compafia. Los detalles del estudio en carcinomas

inflamatorios de mama con Palladia® y Rimadyl® han sido explicado en detalle por:

Veterinario N° de colegiado Dia

Como parte de este estudio, entiendo lo siguiente:

1. Para poder participar en este estudio, mi perro debe tener un diagnéstico de carcinoma
inflamatorio de mama confirmado por histopatologia.

2. Mi perro no ha recibido ningun tratamiento con quimioterapia en las ultimas dos semanas

3. El objetivo del estudio es valorar respuestas y toxicidades de la combinacion de Palladia y
Rimadyl®. Ambos farmacos han sido ampliamente estudiados en perros, por lo que se
conocen sus posibles efectos secundarios. Palladia ha demostrado efectividad
anticancerigena en diferentes tipos de tumores y Rimadyl® también ha generado
respuestas en variedad de malignidades. Sin embargo, entiendo que puede que mi perro
no se beneficie de sus efectos y que su tumor no responda.

4. Los farmacos y el disefio del estudio se han realizado de manera que se eviten los efectos
secundarios indeseados. A pesar de ello, entiendo que estos efectos secundarios pueden
ocurrir, tanto de forma leve como grave (incluyendo la muerte).

5. Se han discutido otras alternativas de tratamiento ademas de este estudio, y entiendo los
beneficios relativos de dichas terapias.

6. Mi perro va a recibir Palladia y Rimadyl® administrado de forma oral una vez al dia de
forma alternante. Comenzara con Palladia el primer dia para después tomar Rimadyl® el
segundo dia, Palladia el tercer dia y asi sucesivamente. Si mi perro desarrolla efectos
secundarios se podra reducir la dosis de Palladia y, dependiendo de la gravedad de los
mismos, se podra suspender el tratamiento durante unos dias o por completo si son muy
graves. Si esto Ultimo ocurriese, el veterinario discutirhd conmigo las opciones de tratamiento
alternativas de que dispondria en ese momento.

7. La realizacion de pruebas complementarias (analiticas de sangre y orina, radiografias y
ecografias) son una parte fundamental del estudio y se realizaran a los intervalos indicados
por el veterinario a cargo del caso, siguiendo el protocolo del estudio, por lo que me
comprometo a respetar el calendario establecido acudiendo a todas las Vvisitas
programadas.

8. No debo administrar a mi perro otros tratamientos (relacionados o no con su cancer) sin
consultar con el veterinario responsable del estudio y recibir su aprobacion.

9. El veterinario considerara la retirada de mi perro del estudio si la enfermedad cancerigena
progresa y/o los efectos secundarios son demasiado severos.

10. Doy permiso para que se publiquen los resultados obtenidos en este estudio y que asi se
beneficie la comunidad cientifica y se pueda avanzar en el estudio y tratamiento del cancer
en animales de compafia. Entiendo que mi perro no sera identificado individualmente en
dichos estudios

11. Puedo y debo discutir este estudio con mi veterinario habitual para recibir su consejo en el
caso de que me haya remitido al centro donde se realiza el estudio

12. Puedo retirar del estudio a mi perro en cualquier momento.

VI
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Después de mi conversacion acerca del estudio con el veterinario
y leer todos los puntos de este consentimiento, Yyo

, con DNI n° accedo
voluntariamente a incluir a mi perro (nombre), con ndmero de identificacién
en este estudio clinico. Acepto la participacién en el estudio y seguiré
las instrucciones del veterinario a cargo en cuanto a tratamiento y seguimiento.

Firma propietario
Fecha

Firma veterinario
Fecha

VIII




Anexos

ANEXO 4

Estudio Clinico fase Il: Palladia® + Rimadyl®
CARCINOMAS INFLAMATORIOS DE MAMA

PROTOCOLO

SEMANA FECHA PROCEDIMIENTOS

ESTUDIO (DDMMAA)

Pretratamiento Exploracion fisica [
Medicion lesiones diana [
Hemograma [J Bioquimica [  Uriandlisis[]
Radiografias de térax [
Ecografia de abdomen [
Consentimiento informado [
Formulario de calidad de vida []
Diario efectos secundarios duefio []

Iniciar Palladia® dosis:

tratamiento Rimadyl® dosis:

2 semanas Exploracion fisica [

Hemograma [

Formulario de calidad de vida []

4 semanas Exploracion fisica [

Medicion lesiones diana [

Hemograma [ Bioquimica [  Urianalisis]
Radiografias de térax []

Ecografia de abdomen [

Consentimiento informado [

Formulario de calidad de vida []

8 semanas Exploracion fisica [

Medicion lesiones diana [

Hemograma [ Bioquimica [  Urianalisis]
Radiografias de térax []

Ecografia de abdomen [

Consentimiento informado [

Formulario de calidad de vida []

12 semanas Exploracion fisica [

Medicion lesiones diana [

Hemograma [ Bioquimica [  Urianalisis]
Radiografias de térax [

Ecografia de abdomen [

Consentimiento informado [

Formulario de calidad de vida []

Repeticion del protocolo de evaluacion mensual en adelante
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ANEXO 5

Estudio Clinico fase II: Palladia® + Rimadyl®
CARCINOMAS INFLAMATORIOS DE MAMA

PROTOCOLO DEL ESTUDIO

Objetivo del estudio

En este estudio pretendemos evaluar cual es la respuesta clinica a la combinacion de fosfato de
Toceranib (Palladia) junto a carprofeno (rimadyl) en perras diagnosticadas con carcinomas
inflamatorios de mama. También se pretende evaluar la toxicidad del protocolo en los pacientes
gue reciben esta combinacion, asi como el impacto en su calidad de vida.

Criterios de Inclusion

o Pacientes diagnosticados histopatologicamente de carcinoma inflamatorio de mama,
independientemente de presentarse con enfermedad macroscépica 0 microscépica, con 0 sin
presencia de enfermedad metastatica.

o Debe existir un periodo de interrupcion de administracion de farmacos para aquellos
pacientes que estén siendo tratados con AINESs (incluyendo carprofeno) de, al menos, 3 dias.

) En el caso de pacientes que estén recibiendo farmacos quimioterapicos o prednisona se
requerira un periodo de interrupcién de administracion de, al menos, 2 semanas.

o La utilizacion de otros farmacos analgésicos como puede ser tramadol, sera aceptado
siempre y cuando el paciente lleve al menos 5 dias recibiendo el farmaco.

Criterios de Exclusién

o Preexistencia de anormalidades hematolégicas > grado 2. (clasificacion VCOG-CTCAE)

o Preexistencia de azotemia en el andlisis bioquimico (BUN, creatinina) > grado 2.
(clasificacion VCOG-CTCAE)

o Preexistencia de sintomas gastrointestinales > grado 2. (clasificacion VCOG-CTCAE)

Evaluacion previa al inicio del tratamiento (Protocolo de evaluacion)

. Exploracion fisica

o Medicion y eleccion de las lesiones diana

. Hemograma, bioquimica (al menos BUN, Crea, ALT, ALKP, Glu, PT) y urianalisis (deben
realizarse durante la semana previa a iniciar el tratamiento)

) Radiografias toracicas. Estudio de tres vistas (LLD,LLI,DV/VD) (deben realizarse durante la
semana previa a iniciar el tratamiento)

o Ecografia abdominal

o Formulario de calidad de vida

o Consentimiento escrito por parte del duefio

Tratamiento
e Todos los perros recibiran Palladial] a una dosis entre 2.4-3.25 mg/kg Lunes, miércoles y
viernes, descansando el fin de semana, comenzando en el dia 0.
e El carprofeno se administrard cada 24h a una dosis de 4.4 mg/kg en una sola toma o dos
tomas separadas 12h de 2.2 mg/kg.

Evaluacién del tratamiento
e Los duefios dispondran de un diario donde podran evaluar la toxicidad gastrointestinal del
protocolo.
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e A las 2 semanas de iniciar el tratamiento se realizar4 una exploracion fisica, hemograma y
formulario de calidad de vida. Los resultados se deberan enviar por fax o correo electrénico
al centro de especialidad si se realizan en el veterinario de referencia

e Al mes de iniciar el tratamiento se evaluara la respuesta al mismo y su toxicidad repitiendo
el protocolo de evaluacion descrito anteriormente

e Larespuesta al tratamiento se evaluara siguiendo los criterios del sistema RECIST

& RC (Respuesta completa) = Desaparicion del tumor

¢ RP (Respuesta parcial) = Reduccion del 30% en la suma de los didametros mas
largos de las lesiones diana

¢ EE (Enfermedad estable) = Casos que no se engloban en las categorias de PR o
CR

& EP (Enfermedad progresiva) = Incremento del 20% en la suma de los didmetros
mas largos de las lesiones diana.

e Si el paciente manifiesta EP en alguna de las evaluaciones de respuesta se suspendera el
tratamiento. En los demas casos, continuara con el mismo.

e En pacientes con toxicidad limitante de dosis se interrumpira al tratamiento. Se consideran
toxicidades limitantes de dosis aquellas de grado Ill o IV (hematolégicas, renales,
gastrointestinales siguiendo la clasificacion VCOG-CTCAE), que son refractarias al
tratamiento de soporte recomendado o que duran mas de 7 dias. El resto de animales con
toxicidades grado | o Il se manejaran con las terapias de soporte habituales.

e Se admitiran reducciones en la dosis de Palladia siempre que se mantengan por encima de
2.3mg/kg, asi como suspensiones temporales en el tratamiento si se producen toxicidades
que lo requieran.

e Para aquellos perros que continden con el tratamiento después del primer mes se repetirdn
las revisiones de respuesta mensuales repitiendo el protocolo de evaluacién descrito
anteriormente.

Xl
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ANEXO 6

CUESTIONARIO CALIDAD DE VIDA

FECHA DEL CUESTIONARIO
DUENO

NOMBRE DE LA PERSONA COMPLETANDO EL
CUESTIONARIO

NOMBRE DEL PACIENTE

INSTRUCCIONES: Indique su opinion sobre el estado de salud de su mascota, mediante circulos
en los nimeros de la escala que se encuentra junto a cada pregunta

EJEMPLO: 1 2 3 4 5
Desacuerdo Neutral De acuerdo

Mi mascota quiere jugar 1 2 3 4 5
Mi mascota responde a mi presencia 1 2 3 4 5
Mi mascota disfruta de su vida 1 2 3 4 5

ESTADO MENTAL

Mi mascota tiene mejores dias que peores 1 2 3 4 5
Mi mascota duerme mas, esta despierta menos tiempo 1 2 3 4 5
Mi mascota parece adormilada o deprimida, no alerta 1 2 3 4 5
Mi mascota tiene dolor 1 2 3 4 5
Mi mascota jadea frecuentemente, incluso cuando 1 5 3 5
descansa

Mi mascota tiembla ocasionalmente 1 2 3 4 5
Mi mascota come su cantidad de comida habitual 1 2 3 4 5
Mi mascota parece que tiene nausea o0 vomita 1 2 3 4 5
Mi mascota come premios o snacks 1 2 3 4 5

Mi mascota se limpia a si misma 1 2 3 4 5
Mi mascota huele a orina o tiene irritacion de piel 1 2 3 4 5
El pelo de mi mascota parece graso, o enredado 3 4 5

TOMA DE AGUA (HIDRATACION)

Mi mascota bebe la misma cantidad de siempre
Mi mascota tiene diarrea

Mi mascota orina la misma cantidad de siempre
MOVILIDAD

[
N
w

=
N
w

R
(&)

[
N
w
o1

Mi mascota se mueve con facilidad 1 2 3 4 5
Mi mascota esta acostada todo el dia 1 2 3 4 5
Mi mascota esta mas activa gue nunca 1 2 3 4 5

ESTADO DE SALUD GENERAL

Estado de salud comparado con la Ultima visita 1 2 3 4 5
Peor Igual Mejor
Estado de salud comparado con antes del diagnéstico de 1 2 3 4 5
cancer Peor Igual Mejor
Calidad de vida Mala
Excelente
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Anexos

ANEXO 7

Estudio clinico en Carcinoma Inflamatorio canino Palladia® + Rimadyl®

Nombre del perro:

DIARIO DUENO ADMINISTRACION FARMACO/EFECTOS SECUNDARIOS

Dia del Fecha | Palladia® | Rimadyl® Vémitos Diarrea

estudio (marcar (marcar ¢ Cuantas veces? ¢ Cuantas deposiciones por

el dia) el dia) (<3/dia; 3-5/dia; >5/dia) encima de lo habitual?
(>2/dia; 2-6/dia; >6/dia)
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