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Resumo

BERSELLI, Michele. Avaliagao da Resposta Inflamatéria em Carcinomas
Mamarios de Gatas. 2019. 55f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de Pos-
Graduacdao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2019.

Os tumores mamarios sao o terceiro tipo tumoral mais comum na espécie felina e em
sua maioria sdo carcinomas. Varios parametros sado considerados importantes
indicadores progndsticos para estas neoplasias, para gatas. Sdo considerados bons
parametros  prognosticos o tamanho, grau histoléogico e invasao
linfonodal/linfovascular. Tem sido considerado como potencial fator progndstico a
resposta inflamatdria associada ao tumor. As células inflamatérias no microambiente
tumoral podem estar envolvidas na promog¢ado ou na supressdo do crescimento
neoplasico. Estas células podem incluir linfécitos T, macrofagos, células natural killer,
linfocitos B e plasmacitos. Ainda ndao é conhecido o perfil do infiltrado inflamatério
associado aos carcinomas mamarios de felinos. Portanto, s&do incluidos nesta tese
dois artigos cientificos. Realizou-se um levantamento para determinar a prevaléncia
dos neoplasmas mamarios felinos, quanto aos seus tipos histolégicos e distribui¢ao.
Posteriormente foi realizada uma analise do infiltrado inflamatério em neoplasmas
mamarios de gatas, para determinar a distribuicdo, os tipos celulares, a média de
células inflamatorias e linfocitarias e a intensidade do infiltrado total e linfocitario,
comprando-os com parametros prognoésticos conhecidos. Para a avaliagdo da
distribuicdo do infiltrado inflamatdério, obteve-se os resultados de 66 carcinomas
mamarios, no qual a distribuicdo foi predominantemente multifocal em 84,8% dos
casos. Houve predominio de linfocitos na quase totalidade dos neoplasmas (n= 791 %
659). Foi avaliada a intensidade do infiltrado inflamatério e linfocitario de 33
carcinomas mamarios, onde a intensidade foi predominantemente de baixa contagem
independentemente do tipo histolégico, grau e tamanho. Foi realizada uma analise
imunoistoquimica dos linfocitos B e plasmacitos utilizando o marcador CD79a. Foram
analisados 28 carcinomas mamarios onde obteve-se a média de células
imunomarcadas e estas foram categorizadas de acordo com as caracteristicas do
infiltrado, como ausente, difuso e em forma de agregados. O infiltrado de células
CD79a foi predominantemente difuso, formando poucos agregados nos carcinomas
de modo geral. A média geral das células imunomarcadas foi de 50170 células.
Células CD79a positivas apresentaram diferencas significativas para distribuicao
(p=0,038), no tamanho (p = 0,045) e invasao linfatica (p = 0,039), sugerindo que um
maior numero de células CD79 pode estar relacionado a um melhor prognostico.

Palavras-chave: Tumor mamario; Felinos; Microambiente tumoral; Fator progndstico;
Neoplasia, Imunoistoquimica.



Abstract

BERSELLI, Michele. Evaluation of Inflammatory Response in Feline Mammary
Carcinomas. 2019. 55f. Thesis (Doctor in Sciences) - Programa de Pés-Graduagéao
em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2019.

Mammary tumors are the third most common tumor type in feline species and are
mostly carcinomas. Several parameters are considered important prognostic indicators
for these neoplasms for cats. Good prognostic parameters are considered as size,
histological grade and lymph node / lymphovascular invasion. A potential prognostic
factor has been the tumor-associated inflammatory response. Inflammatory cells in the
tumor microenvironment may be involved in promoting or suppressing neoplastic
growth. These cells may include T lymphocytes, macrophages, natural killer cells, B
lymphocytes and plasmocytes. The profile of the inflammatory infiltrate associated with
feline mammary carcinomas is not yet known. Therefore, two scientific papers are
included in this thesis. A survey was carried out to determine the prevalence of feline
mammary neoplasms, regarding their histological types and distribution.
Subsequently, an analysis of the inflammatory infiltrate in cat mammary neoplasms
was performed to determine the distribution, cell types, mean inflammatory and
lymphocyte cells and intensity, with known prognostic parameters. To evaluate the
distribution of inflammatory infiltrate, we obtained 66 mammary carcinomas, in which
the distribution was predominantly multifocal in 84.8% of the cases. Lymphocytes
predominated in almost all neoplasms (n = 791 = 659). The intensity of the
inflammatory and lymphocyte infiltrate of 33 mammary carcinomas was evaluated,
where the intensity was predominantly low, regardless of histological type, grade and
size. An immunohistochemical analysis of B lymphocytes and plasma cells was
performed using the CD79a marker. Twenty-eight mammary carcinomas were
analyzed for CD79a labeling, where the mean immuno-labeled cells were obtained and
categorized according to the infiltrate characteristics as absent, diffuse and in the form
of aggregates. CD79a cell infiltrate was predominantly diffuse, forming few aggregates
in carcinomas overall. The overall mean of the immunostained cells was 50 £ 70 cells.
Positive CD79a cells showed significant differences in distribution (p = 0.038), in size
(p = 0.045) and lymphatic invasion (p = 0.039), suggesting that a larger number of
CD79 cells may be related to a better prognosis.

Keywords: Mammary tumor; Feline; Tumor microenvironment; Prognostic factor;
Neoplasia; Immunohistochemistry.
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1 Introdugao

Os tumores mamarios s&o o terceiro tipo tumoral mais comum na espécie felina
(ZAPPULLI et al., 2005; CASSALI et al., 2018), representam 17% dos tumores em
gatas (BORREGO et al., 2009; MISDORP, 2002) e 80-96% dos tumores mamarios
sdo malignos, os quais, na maioria sao carcinomas (OVERLEY et al., 2005; SEIXAS
et al., 2008; MISDORP, 2002).

Tumores mamarios em gatas sdo menos diversos do que em cées e, portanto,
menos subtipos sdo encontrados em gatas (MISDORP, 2002). Além disso, varios
nédulos mamarios concomitantes ocorrem com frequéncia (ZAPPULLI et al., 2005).

Sabe-se que os fatores progndsticos dos tumores de mama da mulher, gata e
cadela sado similares (MISDORP, 2002). Varios parametros sdo considerados
importantes indicadores progndsticos para estas neoplasias, tais como idade,
tamanho primario do tumor, comprometimento de linfonodos, numero de mitoses,
extensdo da necrose, margens cirurgicas e tipo de invasdo (SARLI et al., 2003;
WINSTON et al., 2005; GOLDSCHMIDT, PENA & ZAPPULLI, 2017). Para felinos, sdo
considerados bons parametros prognosticos o tamanho, grau histolégico e invasao
linfonodal/linfovascular (ZAPPULLI et al., 2015; SEIXAS et al., 2011; VISTE et al.,
2002).

Outro parametro histoldgico relevante que foi considerado como potencial fator
prognostico € a resposta inflamatéria associada ao tumor (O’NEILL et al., 2009;
CARVALHO et al., 2011). As células inflamatdérias no microambiente tumoral podem
estar envolvidas na promocdo ou na supressao do crescimento neoplasico. A
interagcéo entre células tumorais e outras células presentes no microambiente tumoral
pode ser decisivo para o crescimento e a metastase, que pode ser potencializada pelo
infiltrado inflamatdério no microambiente tumoral através do remodelamento de tecidos
e liberagao de proteases, citocinas e fatores de crescimento (SALGADO et al., 2015;
CARVALHO et al., 2016). Estas células podem incluir linfécitos T auxiliares (Th1 e
Th2), linfécitos T reguladores, linfécitos T citotoxicos, macréfagos (M1 e M2), células
Natural Killer (NK), linfécitos B, entre outros (ESTRELA-LIMA et al., 2010; RAPOSO
et al., 2014; CARVALHO et al., 2016
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O desenvolvimento do cancer de mama humano é caracterizado por um
aumento significativo nos linfécitos no estroma neoplasico. Estes desempenham um
papel essencial na mediagcdo da resposta a quimioterapia e na melhoria dos
resultados clinicos em todos os subtipos de cancer de mama (SALGADO et al. 2015;
CARVALHO et al. 2016; STANTON & DISIS, 2016). Em caes, um numero maior de
linfocitos infiltrativos, principalmente linfécitos T CD4, juntamente com a presenca de
metastases esta relacionado com menores taxas de sobrevivéncia em caes
(MACCHETTI et al. 2006; ESTRELA-LIMA et al. 2010). Por outro lado, um menor
numero de linfécitos infiltrativos, e com predominio de células T CD8 apresentam
melhor progndéstico para tumores mamarios de cadelas, e pode representar um bom
marcador prognostico complementar (ESTRELA-LIMA et al. 2010). Portanto, uma
resposta imune dirigida ao tumor envolvendo células T CD8+ citotoxicas, células T
helper 1 (Th1) e células NK parece proteger contra o desenvolvimento e progressao
tumoral (CARVALHO et al. 2014).

As células B desempenham um papel importante na modulagao da resposta
imune ao cancer e sdo o segundo linfécito infiltrante de tumor mais abundante e
podem agir tanto na promogdo como na supressao do crescimento tumoral em
determinados tipos de tumor em humanos (YUEN et al., 2016). A presenca de células
B infiltradas em tumores de mama humanos tem acao benéfica apresentando uma
resposta contra antigenos de tumor (MAHMOUD et al. 2012). Porém, em cées, um
numero expressivo de células B esta associado a um comportamento tumoral
agressivo em neoplasmas mamarios (KIM et al., 2013).

Além dos linfécitos, os macréfagos também podem desempenhar um
importante papel na progressdo tumoral. Os macréfagos associados a tumores
promovem a inflamacgao, a degradagéo e a remodelagdo da matriz extracelular que
facilitam a angiogénese e promovem a mobilidade das células tumorais (CONDEELIS,
POLLARD, 2006; RAPOSO et al. 2014). Nos estagios iniciais da tumorigénese, os
macrofagos sdo encontrados nos pontos de ruptura da membrana basal durante a
transicdo para malignidade e na frente invasiva de tumores mais avangados
(CONDEELIS, POLLARD, 2006).

Nao ha dados a cerca do papel das células inflamatdrias nos neoplasmas
mamarios de gatas. Considerando esse contexto, buscou-se estabelecer o perfil

morfolégico do infiltrado inflamatorio nos neoplasmas mamarios de gatas, e a
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imunomarcagao de células B e plasmécitos para determinar se estes podem ser

utilizados como marcadores prognésticos em carcinomas mamarios de felinos.



2. Artigos



2. Artigo
2.1 Artigo 1

Caracterizagao anatomopatolégica de tumores mamarios de 70 gatas

Michele Berselli, Clarissa Caetano de Castro, Thomas Normanton Guim & Cristina
Gevehr Fernandes

Submetido a revista Caderno de Pesquisa
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Caracterizacio anatomopatologica de tumores mamarios de 70 gatas

Anatomopathological characterization of mammary tumors in 70 cats

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo descrever as lesdes ndo neoplasicas e neoplasicas
de mamas de gatas, quanto a sua distribuicao e tipos histoldgicos. Foram revisados os resultados
de exames de biopsias e necropsias de gatas com diagnostico clinico de tumor mamario,
encaminhados para o Servigo de Oncologia Veterinaria — UFPEL (SOVET-UFPEL). Os dados
foram categorizados quanto a raga, idade e tipos histologicos. Todos os animais com tumores
mamarios eram fémeas, predominando as gatas sem raga definida e idosas. Foram totalizados
156 diagnosticos em 70 gatas (8 gatas apresentaram somente lesdes ndo neoplasicas e 62
apresentavam lesdoes neoplasicas). Destes, 40 eram alteracdes ndo neoplésicas, 3 tumores
benignos e 113 eram de tumores malignos. Neste estudo as alteragdes ndo neoplasicas mais
frequentes foram a adenose e a ectasia ductal; todos os benignos eram adenomas e os
neoplasmas malignos mais frequentes foram os carcinomas tubulares, solidos e cribriformes.
Quanto a distribuicdo dos neoplasmas mamarios das 62 gatas, 46,8% apresentaram tumores
unicos e 52,2% apresentaram mais de um tumor, sendo que 32,2% eram tumores multiplos e
21% multifocais. Os carcinomas tubulares, carcinomas solidos e cribriformes, foram os mais
frequentes como massas Unicas e multifocais e foram os tumores que apareceram em maior
frequéncia em combinagd@o com outros tumores. As gatas com tumores multiplos tiveram em
sua maioria a combinag¢do de dois tipos histologicos. A remocao e avaliagdo de todos os nodulos
mamarios possibilita determinar os tipos histologicos envolvidos e auxilia o clinico sobre a

melhor conduta terapéutica.

Palavras-chave: Carcinomas; Tumores em felinos; Glandula mamaria; Neoplasmas.
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ABSTRACT: This study aimed to describe feline mammary neoplastic and non-neoplastic
lesions, as for their distribution and histological type. The results of biopsy and necropsy
examinations performed on queens clinically diagnosed with mammary tumors dispatched to
the Veterinary Oncological Service — UFPEL (SOVET-UFPEL) were assessed. Data were
categorized according to the breed, age, and histological type. All animals with mammary
tumors were female, and were predominantly old and of mixed breed queens. One hundred and
fifty-six diagnostics were performed into 70 queens (8 queens had non-neoplastic lesions and
62 had neoplastic lesions). Of these, 40 were non-neoplastic alterations, 3 benign tumors and
113 were malignant tumors. In this study the most frequent non-neoplastic alterations were
adenosis and duct ectasia. All of the benign tumors were adenomas and the most frequent
malignant neoplasms were tubular, solid, and cribriform carcinomas. As for the distribution of
the mammary neoplasms, out of the 62 queens, 46.8% had single tumors and 52.2% had more
than one tumor, wherein 32.2% were multiple tumors and 21% were multifocal. Tubular
carcinomas, solid and cribriform carcinomas were more frequent as single and multifocal
masses and were the tumors that occurred more frequently in combination with other tumors.
Queens with multiple tumors had mostly the combination of two histological types. The
removal and assessment of all mammary nodules enable the determination of the involved

histological types and aid clinicians to take the best therapeutic approaches.

Keywords: Carcinoma; Feline tumors; Mammary gland; Neoplasms.
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1. INTRODUCAO

Os tumores mamarios sd0 muito comuns em caninos e felinos e também em seres
humanos (Cassali et al., 2011; Cunha et al., 2017; Goldschmidt; Pefa; Zappulli, 2017). Existem
muitos estudos sobre tumores de mama em cadelas, enquanto estudos sobre tumores de mama
de gatas tem aumentado, visto as suas similaridades com as neoplasias mamarias de mulheres
(Cassali et al., 2018; Togni et al., 2013; Zappulli et al., 2005). Nas gatas estes neoplasmas sdo
o0 terceiro tipo mais comum, atrds apenas dos tumores hematopoiéticos e cutaneos (Cassali et
al., 2018; Togni et al., 2013; Winston et al., 2005). Representam 14% a 17% do total de tumores
e seu comportamento biologico difere do observado para os caes (Borrego; Cartagena; Engel,

2009; Misdorp, 2002; Togni et al., 2013).

De 80 a 96% dos tumores mamarios felinos sdo malignos no momento do diagndstico,
e amaioria destes sdo carcinomas. O prognostico € ruim e o tempo médio de sobrevida € inferior
a um ano (Cassali et al., 2020, 2018; Goldschmidt; Pefa; Zappulli, 2017; Togni et al., 2013).
Os carcinomas mamarios felinos sdo localmente invasivos para tecidos circundantes (Misdorp,
2002; Seixas et al.,, 2011). Neoplasmas benignos, como os adenomas, também sdo
diagnosticados porém com menor frequéncia e além destes, outras alteragdes ndo neoplasicas
podem ser encontradas como hiperplasias, alteracdo fibroadenomatosa, ectasia ductal e

displasias (De Souza et al., 2018).

Muitas gatas tém uma ou mais massas pequenas dentro das mamas, o envolvimento de
varias glandulas mamarias ¢ frequente, e ndo ha predisposi¢do para o surgimento de neoplasias
em alguma mama especifica, porém as glandulas mamarias abdominais tem sido as mais
acometidas, assim como ocorre nas cadelas (Cassali et al., 2018; Goldschmidt; Pefia; Zappulli,
2017). Massas neoplasicas solitarias podem estar acompanhadas de alteragdes displdsicas nas

mamas ndo envolvidas (Goldschmidt; Pefa; Zappulli, 2017).
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Muitos estudos citam a ocorréncia de varias massas tanto em cadelas como em gatas,

porém nenhum estudo ainda especificou os tipos de tumores mais encontrados de acordo com
a sua distribui¢do e possiveis combinacdes. Esses dados podem ser de especial interesse, visto
a importancia do diagndstico correto e avaliagdo prognostica das pacientes. Desta forma, este
trabalho teve por objetivo determinar a prevaléncia dos neoplasmas mamarios felinos
diagnosticados no Servico de Oncologia Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas
(SOVET/UFPel), de 2010 a 2020, assim, identificar as alteracdes encontradas nas mamas,
relatar a frequéncia dos neoplasmas mamarios benignos e malignos e por fim determinar e
discutir sobre as diferentes combinagdes a fim de estabelecer as relagdes dos neoplasmas

encontrados, auxiliando assim clinicos e patologistas na conduta diagndstica.

2. METODOLOGIA

Foi realizado um levantamento da casuistica de tumores de mama em gatas
encaminhados para diagndstico anatomopatologico para o SOVET/UFPel entre os anos de 2010
e 2020, como biodpsias e necropsias. Foram avaliados todos os protocolos e cada diagndstico foi

considerado resultando entdo num nimero maior de tumores em relagdo ao numero de animais.

Para a realizacao do levantamento, foram considerados os diagnosticos constatados nos
protocolos originais dos arquivos. Os dados das gatas foram categorizados de acordo com sua
raca, idade e diagnostico anatomopatologico. As amostras tumorais foram classificadas

histologicamente conforme preconizado por Goldschmidt et al., 2011 e Cassalli, et al., 2018.

Ap6s a classificacdo histologica, realizou-se a categorizagdo dos tumores quanto a sua
distribuicdo em focais, multifocais e multiplos. A distribui¢do dos neoplasmas benignos e
malignos foi definida como: 1) tumores unicos quando apenas uma massa foi encontrada; 2)

multifocais quando havia mais de um tumor do mesmo tipo histologico ou 3) multiplos quando
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havia mais de uma massa de diferentes tipos histoldgicos. Para esta avaliagdo foram censurados

0s tumores mamarios nao neoplasicos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo avaliado, 70 gatas apresentaram diagnostico de alteragcdes nao
neoplasicas e de neoplasmas mamadrios, resultando em 156 diagndsticos, uma vez que um
numero significativo delas apresentava mais de uma alteragao e/ou tumor. Destes diagndsticos,
116 eram de tumores malignos e benignos ¢ 40 eram alteragdes ndo neoplasicas. Dentre estas,
62 gatas apresentaram neoplasmas malignos ¢ benignos e 8 gatas apresentaram apenas

altera¢des ndo neoplasicas, conforme a tabela 1.

Dos animais analisados, todos eram fémeas com idades que variavam de 6 meses a 21
anos, com mediana de 10 anos. A idade de sete animais nao foi informada. A incidéncia de
tumores de mama em gatas ¢ alta em gatas com idade média de 10 e 11 anos (Cassali et al.,
2018; Misdorp, 2002; Togni et al., 2013). Quanto a raga, 59 eram sem raga definida, 10 eram
siamesas € uma himalaia. Houve um predominio de animais sem raga definida em nosso estudo
correspondendo a 84,3% das gatas. No Brasil ndo ha dados sobre predisposi¢do de raga, pois a
maioria dos animais no Brasil sdo animais sem raga definida (Cassali et al., 2018; Cunha et al.,

2017; Togni et al., 2013).

Quanto a frequéncia dos tumores, houve um predominio de neoplasias malignas
[72,43% (113/156)], porcentagem bem maior em relacdo as neoplasias benignas que
representou apenas 1,9% (3/156) dos diagnosticos. O numero de neoplasmas benignos também
foi menor que as alteragdes ndao neoplasicas que corresponderam 25,64% (40/156) das lesoes.
No levantamento realizado por TOGNI et al. (2013) a frequéncia de tumores benignos também

foi baixa, representando 5,06% dos 217 tumores avaliados, assim como no estudo de SPADER
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(2009) onde dos 55 neoplasmas de gatas estudados, apenas 3 eram adenomas. Os adenomas sao
tumores benignos com arranjo composto por estruturas acinares apresentando uma camada de

células epiteliais e mioepiteliais, circundada por membrana basal (Cassali et al., 2018;

Goldschmidt; Pefia; Zappulli, 2017).

As lesdes ndo neoplasicas da mama sdo de alta prevaléncia, porém ainda pouco
diagnosticadas. Sua ocorréncia demonstra risco para transformagao neoplasica, principalmente
sob influéncia hormonal (Goldschmidt; Pefa; Zappulli, 2017). Neste estudo, 25,64% das lesoes
(40/156) foram de alteragdes ndo neoplasicas, onde a adenose, a ectasia ductal e a alteragao
fibroadenomatosa foram as mais frequentes, semelhante ao estudo realizado por Togni et al.
(2013) onde 22,58% eram alteragdes ndo neoplasicas. Com excecdo da alteragdo
fibroadenomatosa, todas as demais lesdes ndo neoplasicas podem ocorrer como entidades
unicas nas mamas das gatas ou estarem acompanhadas de neoplasmas benignos ou malignos na
mesma mama ou em mamas adjacentes (Goldschmidt; Pefia; Zappulli, 2017). Neste estudo,
67,5% (27/40) das alteracdes ndo neoplésicas estavam acompanhadas de tumores malignos. A
alteragdo fibroadenomatosa mamaria tende a ocorrer em animais jovens, com menos de 3 anos
de idade, sendo uma alteracdo comum em felinos, associada ao ciclo hormonal nas gatas jovens
ou por alteracdes hormonais causadas pelo uso de acetato de megestrol e/ou acetato de
medroxiprogesterona (Goldschmidt; Pefia; Zappulli, 2017; Togni et al., 2013). As demais

alteragdes nao neoplésicas ocorreram em animais de qualquer idade.

Sabe-se que os tumores mamarios nas gatas sdo menos diversificados que das cadelas,
e estes tumores geralmente sdo malignos, de grau elevado e comportamento bioldgico agressivo
(Zappulli et al., 2013), porém os carcinomas ductais e carcinomas papilares intraductais tém
um comportamento menos agressivo em relacdo aos demais tipos histoldgicos malignos

(Goldschmidt; Pefia; Zappulli, 2017), porém neste estudo, foram mais frequentes os carcinomas
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tubulares, solidos e cribriforme, semelhante ao que ¢ citado na literatura (Cassali et al., 2018;

Millanta et al., 2002; Togni et al., 2013).

O carcinoma tubular vem sendo relatado como o mais frequente em cadelas e gatas, e ¢
caracterizado por proliferagdo epitelial disposta de forma predominantemente tubular (Cassali
et al., 2018; Goldschmidt; Pefia; Zappulli, 2017) e considerado um neoplasma maligno invasivo
(Goldschmidt; Pefia; Zappulli, 2017; Togni et al., 2013). O segundo tumor de maior prevaléncia
neste estudo foi o carcinoma sdlido, o qual ¢ constituido por células epiteliais que formam
corddes ou ninhos de células, sem formacdo de luz tubular. Areas de necrose e indice mitdtico
elevado sdo comuns (Cassali et al., 2018; Goldschmidt; Pefa; Zappulli, 2017). O carcinoma
cribriforme, terceiro mais frequente, ¢ caracterizado pela proliferacdo de células epiteliais
neoplasicas formando um arranjo semelhante a uma peneira. A luz tubular ¢ muito escassa
cercada por pontes de células neoplasicas (Cassali et al., 2018; Goldschmidt; Pefia; Zappulli,

2017). Este neoplasma ¢€ altamente invasivo, com progndstico reservado (Misdorp, 2002).

Além disso, gatas e cadelas podem tem um ou vérios tumores nas glandulas mamarias
e podem ocorrer como tumores epiteliais, mesenquimais e/ou mistos (Hellmén et al., 2000). Na
tabela 2 ¢ demonstrada a distribuicdo quantitativa dos tipos histoldgicos dos neoplasmas unicos,

multiplos e multifocais das 62 gatas.

Foram considerados como unicos quando os neoplasmas ocorreram como massas
individuais, multifocais aqueles que apresentaram mais de um nddulo do mesmo tipo
histologico e multiplos os tumores de tipos histologicos distintos. Um estudo considerou os
carcinomas mamarios como Unicos, multiplos (dentro de uma determinada glandula mamaria)
e multicéntricos (afetando mais de uma glandula mamaria) porém nao definiu os tipos
histologicos envolvidos (Dagher et al., 2019). Neste estudo preferiu-se fazer a distingdo dos
animais com mais de um tumor em multiplos e multifocais em vez do termo multicéntrico. E

discutivel se tumores multiplos e multifocais tem origem na disseminacdo linfatica ou
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hematdgena de um unico tumor primario ou se sao tumores primarios simultaneos (Zappulli et

al., 2005).

Neste estudo, 33 dos animais avaliados com neoplasias apresentaram mais de um tumor
mamario maligno e/ou combinac¢do de benigno e maligno, representando 53,4% do total de
animais avaliados. Esse dado ¢ bastante significativo, pois aproximadamente metade dos
animais apresentam mais de um nodulo. Nesse estudo, 53,22% das gatas apresentaram dois ou
mais neoplasmas de um tipo histoldégico combinado ou ndo com outro tipo histoldgico,
apresentando varios nédulos em uma cadeia mamadria. Sabe-se que tumores podem ocorrer

isoladamente em mamas ipsilaterais, na mesma mama ou em cadeias mamarias adjacentes.

Multiplas massas mamadrias envolvendo vdrias glandulas sdo comuns em felinos,
geralmente envolvendo uma unica cadeia mamadria, porém podem ocorrer bilateralmente
(Cassali et al., 2018; Dagher et al., 2019; Morris, 2013). A literatura diverge quanto ao nimero
de massas encontradas nas mamas no momento do diagnostico. Segundo Gameiro et al. (2020),
60% das gatas tém mais de um tumor no momento do diagnostico, porém estes dados diferem
do encontrado em outro estudo, onde 57,7% das gatas foram relatadas como tendo uma tnica

massa (Mills et al., 2015).

Os carcinomas tubulares, carcinomas so6lidos e cribriformes, foram os mais frequentes
como massas unicas e multifocais. Estes neoplasmas também foram os tumores que apareceram
em maior frequéncia em combinacdo com outros tumores (multiplos), como os carcinomas
ductais e os carcinomas papilares intraductais que em compara¢do com 0s tumores mais
frequentes, tém comportamento menos agressivo (Goldschmidt; Pefia; Zappulli, 2017), assim
como estes neoplasmas ocorreram em combinagd0 com os carcinomas in situ, que nao
apresentam invasdao de membrana basal (Cassali et al., 2018; Goldschmidt; Pefia; Zappulli,

2017).



24

Os neoplasmas de diferentes tipos histologicos, de modo geral, apresentam
caracteristicas histologicas, estadiamento patoldgico e comportamento bioldgico distintos entre
si. Os carcinomas tubulopapilares apresentam um melhor tempo de sobrevida em comparagao
aos so6lidos e micropapilares (Seixas et al., 2011). Além do tipo histoldgico, o grau histologico
¢ considerado um importante fator progndstico para tumores mamarios de gatas (Cassali et al.,
2018; Cunha et al., 2017; Mendes et al., 2007; Seixas et al., 2011). A graduacdo pode variar
nos distintos nddulos de uma cadeia mamaria, mesmo que os neoplasmas sejam do mesmo tipo

histologico (Mendes et al., 2007).

Deste modo, todos os nodulos excisados cirurgicamente, sejam eles por mastectomia
parcial, radical ou lumpectomia devem ser avaliados através da histopatologia, uma vez que
neoplasmas malignos de felinos tendem a ser pequenos e de alto grau histolégico e muitas vezes
estdo acompanhados de outras alteragdes mamarias de comportamento bioldgico menos
agressivo como tumores benignos e alteracdes ndo neoplésicas (Cassali et al., 2018;
Goldschmidt; Pefia; Zappulli, 2017; Togni et al., 2013). O envio de toda a peca cirurgica
excisada promove o diagnostico correto de todos os nddulos, quando incluindo as mamas sem
evidéncia macroscopica de tumores, estas também devem ser analisadas, pois as glandulas
podem apresentar alteragdes inflamatorias, hiperplasicas ou displasicas, incluindo
microinvasao neoplasica ndo detectado na macroscopia, que podem definir o comportamento
patologico (Cassali et al., 2018), auxiliando os clinicos na escolha terapéutica adequada e no

estabelecimento de um prognostico mais fidedigno.

4. CONCLUSOES

Tumores multiplos e multifocais foram os mais frequentes neste estudo, onde os tipos

histologicos mais encontrados foram o carcinoma tubular, s6lido e cribriforme. Foi observada
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a associagdo de neoplasmas menos agressivos e alteragdes nao neoplasicas com as formas mais
agressivas, demonstrando a necessidade da avaliacdo de todos os nodulos e todas as mamas,
para que desta forma seja realizado o correto diagnostico para instituicdo da terapéutica

adequada.
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Tabela 1 — Frequéncia das alteracdes neopldsicas e ndo neoplasicas em 70 gatas:
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Diagnostico N° de gatas N° de tumores Frequéncia de
acometidas tumores %
Neoplasmas malignos
Carcinoma tubular 28 41 36,3
Carcinoma solido 23 33 29,2
Carcinoma cribriforme 17 24 21,2
Carcinoma papilar 6 7 6,2
Carcinoma anaplasico 1 1 0,9
Carcinoma de células escamosas 1 1 0,9
Carcinoma ductal in situ 1 1 0,9
Carcinoma in situ 1 1 0,9
Carcinoma lobular in situ 1 2 1,8
Carcinoma complexo 1 1 0,9
Carcinoma rico em lipideos 1 1 0,9
Total 113 100
Neoplasmas benignos
Adenoma 3 3 100
Total - 3 100
Alteracoes nao neoplasicas
Adenose 9 14 35
Alteracao fibroadenomatosa 5 9 22,5
Ectasia ductal 8 11 27.5
Hiperplasia de células colunares 1 5 12,5
Hiperplasia ductal 1 1 2,5
Total 40 100
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Tabela 2. Principais tipos e associacdes de tumores mamarios malignos e benignos

diagnosticados em gatas:

Tumores Mamadrios Multiplos N°de %
animais
Carcinoma so6lido + Carcinoma tubular 8 40%
Carcinoma cribriforme + Carcinoma tubular 3 15%
Carcinoma tubular + Carcinoma papilar 2 10%
Carcinoma cribriforme + Carcinoma lobular in situ 1 5%
Carcinoma so6lido + Carcinoma ductal in situ 1 5%
Carcinoma s6lido + Adenomioepitelioma maligno 1 5%
Carcinoma so6lido + Carcinoma tubular +Adenoma 1 5%
Carcinoma so6lido + Carcinoma cribriforme + Carcinoma papilar 1 5%
Carcinoma so6lido + Carcinoma papilar 1 5%
Carcinoma tubular + Carcinoma in situ 1 5%
Total 20 100%
Tumores mamadarios multifocais
Carcinoma cribriforme 5 38,46%
Carcinoma tubular 5 38.,46%
Carcinoma solido 3 23,08%
Total 13 100%
Tumores mamadarios unicos
Carcinoma tubular 8 27,58%
Carcinoma solido 8 27,58%
Carcinoma cribriforme 6 20,68%
Carcinoma papilar 2 6,89%
Carcinoma anaplasico 1 3,4%
Carcinoma complexo 1 3.4%
Carcinoma de células escamosas 1 3,4%
Carcinoma rico em lipideos 1 3,4%
Adenoma 1 3,4%
Total 29 100%
Total 62
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Resumo

Tumores mamarios malignos t€ém um numero relativamente alto de linfocitos T infiltrantes. Atualmente,
os linfocitos B infiltrados em tumores tém sido reconhecidos como um potencial marcador no cancer de
mama humano. Este estudo teve como objetivo relacionar fatores progndsticos de tumores mamarios ao
padrao de infiltrado inflamatdrio em gatas. Foram analisados protocolos de 38 animais diagnosticados
com tumor mamario e obtido dados sobre sexo, idade e raga. As amostras foram avaliadas quanto a
distribui¢do, tipo histologico, tamanho, grau histoldgico, metastase linfonodal, distribuicdo celular
inflamatoria e intensidade da inflamagdo. Para marcagdo imunoistoquimica, foi utilizado anticorpo
monoclonal anti-CD79a. Houve predominio de gatas idosas e sem raga definida. Carcinomas tubulares,
solidos e cribriformes foram os mais diagnosticados. Tumores de grau III menores que 2,0 cm foram
frequentes. O infiltrado inflamatorio total era predominantemente multifocal e de baixa contagem,
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independentemente do tipo histoldgico, grau e tamanho. Os linfocitos foram as células mais frequentes e
de baixa contagem. A imunocoloragdo CD79a foi observada na maioria dos neoplasmas, mostrando que
linfécitos B e plasmocitos sdo componentes integrais do infiltrado inflamatoério do tumor e de distribuigado
predominantemente difusa. Células CD79a positivas apresentaram diferengas significativas para
distribuicéo (p=0,038), no tamanho (p = 0,045) e invasdo linfatica (p = 0,039). Este € o primeiro estudo a
quantificar as células inflamatorias do microambiente tumoral mamario de gatas e revela resultados
iniciais promissores. As células CD79a positivas constituem uma parcela significativa da populagdo
linfocitaria do microambiente tumoral e fazem parte da resposta inflamatdria associada ao tumor em
carcinomas mamarios felinos.

Palavras-chave: Felino; Infiltrado inflamatorio; Linfocito; Tumor mamario.

Abstract

Malignant mammary tumors have a relatively high number of infiltrating T lymphocytes. Currently, B
lymphocytes infiltrated in tumors have been recognized as a potential marker in human breast cancer. The
aim of this study was to relate prognostic factors of mammary tumors to the pattern of inflammatory
infiltrate in cats. Protocols of 38 animals diagnosed with mammary tumor were analyzed and data on sex,
age and race were obtained. The samples were evaluated for distribution, histological type, size,
histological grade, lymph node metastasis, inflammatory cell distribution and intensity of inflammation.
For immunohistochemical staining, anti-CD79a monoclonal antibody was used. There was a
predominance of elderly and mixed breed cats. Tubular, solid and cribriform carcinomas were the most
diagnosed. Grade III tumors smaller than 2.0 cm were frequent. The total inflammatory infiltrate was
predominantly multifocal and of low count, regardless of the histological type, degree and size.
Lymphocytes were the most frequent and low-count cells. CD79a immunostaining was observed in most
neoplasms, showing that B lymphocytes and plasma cells are integral components of the inflammatory
infiltrate of the tumor and of predominantly diffuse distribution. Positive CD79a cells showed significant
differences in distribution (p = 0.038), in size (p = 0.045) and lymphatic invasion (p = 0.039). This is the
first study to quantify inflammatory cells in the mammary tumor microenvironment of cats and reveals
promising initial results. CD79a positive cells constitute a significant portion of the lymphocyte
population in the tumor microenvironment and are part of the tumor-associated inflammatory response in
feline breast carcinomas.

Keywords: Feline; Inflammatory infiltrate; Lymphocyte; Mammary tumor.

Resumen

Los tumores de mama malignos tienen un niimero relativamente alto de linfocitos T infiltrantes.
Actualmente, los linfocitos B infiltrados en tumores se han reconocido como un marcador potencial en el
cancer de mama humano. Este estudio tuvo como objetivo relacionar los factores prondsticos de los
tumores de mama con el patrén de infiltrado inflamatorio en gatos. Se analizaron protocolos de 38
animales diagnosticados con tumor de mama y se obtuvieron datos sobre sexo, edad y raza. Las muestras
se evaluaron en cuanto a distribucion, tipo histologico, tamafio, grado histologico, metastasis ganglionar,
distribucion de células inflamatorias e intensidad de la inflamaciéon. Para la tincidn inmunohistoquimica,
se utilizo anticuerpo monoclonal anti-CD79a. Hubo un predominio de gatos ancianos y mestizos. Los
carcinomas tubulares, s6lidos y cribiformes fueron los mas diagnosticados. Fueron frecuentes los tumores
de grado III menores de 2,0 cm. El infiltrado inflamatorio total fue predominantemente multifocal y de
bajo recuento, independientemente del tipo histologico, grado y tamaiio. Los linfocitos fueron las células
mas frecuentes y de menor recuento. Se observo inmunotincion de CD79a en la mayoria de las neoplasias,
lo que demuestra que los linfocitos B y las células plasmaticas son componentes integrales del infiltrado
inflamatorio del tumor y de distribucion predominantemente difusa. Las células CD79a positivas
mostraron diferencias significativas en la distribuciéon (p = 0.038), en tamafio (p = 0.045) e invasion
linfatica (p = 0.039). Este es el primer estudio que cuantifica las células inflamatorias en el microambiente
del tumor mamario de los gatos y revela resultados iniciales prometedores. Las células CD79a positivas
constituyen una porcion significativa de la poblacion de linfocitos en el microambiente tumoral y son
parte de la respuesta inflamatoria asociada al tumor en los carcinomas de mama felinos.

Palabras clave: Felino; Infiltrado inflamatério; Linfocito; Tumor mamario.
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1. Introducio

As neoplasias mamarias sdo descritas como o terceiro tipo mais frequente de tumor em felinos cujo
progndstico varia de reservado a ruim, devido sua agressividade (Cassali et al., 2018; Cassali et al., 2020). Varios
parametros sdo considerados importantes indicadores progndsticos para estes neoplasmas, tais como: idade,
tamanho primario do tumor, comprometimento de linfonodos, nimero de mitoses, extensdo da necrose, margens
cirargicas e tipo de invasdo (Goldschmidt, Pefia & Zappulli, 2017; Zappulli et al., 2015). Além disso, outro fator
que pode estar envolvido na progressdo tumoral é a resposta inflamatéria associada ao tumor (Carvalho et al.,
2011; Franzoni et al., 2019; O’Neill et al., 2009).

Os tumores mamarios malignos sdo frequentemente associados a um numero relativamente alto de
linfocitos infiltrantes (Carvalho et al., 2016). O significado prognéstico do infiltrado de linfécitos T em tumores
tem sido amplamente aceito em neoplasmas humanos e caninos, uma vez que cdes com alto nivel de infiltrado
inflamatorio e linfocitos T nos tecidos tumorais apresentaram menor tempo de sobrevivéncia (Carvalho et al.,
2016; Franzoni et al., 2019; Lopes-Neto et al., 2017; Wouters & Nelson, 2018). Dados a respeito do infiltrado de
linfocitos em neoplasmas de felinos sdo escassos. Em cées, sabe-se que os tumores mamarios malignos sdo
caracterizados por infiltracdo acentuada de linfocitos, ndo sendo observados linfocitos no tecido mamario normal
e em tumores benignos, o que sugere que linfocitos, principalmente os linfécitos T, desempenham um papel
importante tanto na progressao como na supressao tumoral. Além disso, um numero expressivo de células B esta
associado a um comportamento tumoral agressivo em cées e os linfocitos B se infiltraram mais profundamente no
tecido do que as células T (Kim,Yu, Yhee, Im & Sur, 2010; Kim, Chon, Im, Kim, & Sur, 2013; Lopes-Neto et al.,
2017; Souza et al., 2018).

Atualmente os linfécitos B infiltrantes em tumores tém sido reconhecidos como um potencial marcador
em cancer de mama humano (Shen,Wang & Ren, 2018). As células B desempenham um papel importante na
modulagdo da resposta imune ao cancer ¢ sdo a segunda populagdo de linfécitos infiltrantes de tumor mais
abundante (Yuen, Demissie & Pillai, 2016). As células B no cdncer humano podem desempenhar papeis distintos,
podendo inibir o desenvolvimento do tumor pela produgdo de anticorpos, ativagdo de células NK, estimular a
fagocitose por macrofagos e ainda pela ativagdo de células CD4+ e CD8+, podendo representar uma resposta de
anticorpos contra antigenos nos tumores da mama em humanos ou ao contrario, podem promover o
desenvolvimento tumoral suprimindo as respostas das células T citotoxicas (Mahmoud et al., 2012; Yuen et al.,
2016).

Em gatos, é provavel que linfocitos T, células B e plasmocitos possam participar da regulagdo negativa
do crescimento tumoral em carcinomas de células escamosas (Pérez, Day, Martin, Gonzalez & Mozos, 1999).
Dados a respeito do papel dos linfocitos em tumores mamarios de felinos ndo sdo conhecidos, portanto, o objetivo
deste trabalho foi analisar e descrever o perfil de distribuigdo de linfocitos, e realizar a analise imunoistoquimica
dos linfocitos B e plasmocitos (CD79a positivos) no infiltrado inflamatdrio dos neoplasmas mamarios de felinos
e determinar se as caracteristicas desse infiltrado estavam relacionadas com o comportamento biologico dos

tumores.

2. Metodologia

2.1. Levantamento de dados

Foi realizado um estudo retrospectivo referente aos tumores mamarios de gatas do Servigo de Oncologia
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Veterinaria/ de Pelotas (SOVET/ UFPEL) desde 2014, do qual resultaram em dados de 38 gatas totalizando 77
casos de neoplasmas mamarios. Foram tabuladas as seguintes informagdes: idade, raga, diagnosticos morfologico
e histolégico, nimero de tumores, tamanho e grau histologico e avaliagdo das células inflamatorias associadas ao
tumor (distribui¢do das células inflamatorias, intensidade do infiltrado inflamatorio total e intensidade do infiltrado

inflamatorio linfocitario).

2.2. Classificacdo das amostras tumorais

Foi realizado incialmente o levantamento dos neoplasmas mamarios. Os tumores foram classificados
como Unicos, multiplos e multifocais. Foram considerados multifocais aqueles que apresentaram noédulos do
mesmo tipo histologico e multiplos aqueles que apresentaram neoplasmas de diferentes tipos histologicos, podendo
ter combinagdes de diferentes tumores malignos ou combinac¢des de benignos e malignos.

As amostras foram classificadas histologicamente conforme preconizado pela literatura (Cassali et al.,
2020; Goldschmidt et al., 2017). Foram incluidas no estudo amostras classificadas como carcinomas mamarios,
considerando-se os tipos histolégicos comuns da glandula mamaria de gatas (Cassali et al., 2020; Goldschmidt et
al., 2017).

O grau histologico foi definido de acordo com Elston & Ellis (1991), e se baseia no somatorio dos escores
de trés parametros: formacao tubular, pleomorfismo celular e indice mitético. O tamanho dos tumores foi definido
através da mensuragdo em centimetros da massa tumoral em trés dimensdes (Comprimento x Largura x Altura),
sendo considerado para avaliacdo o maior valor. Os neoplasmas foram classificados através dos valores de
tamanho para tumores mamarios em felinos onde T1 ¢ atribuido a neoplasmas de 0 a <2 cm, T2 corresponde a

tumores medindo 2 a 3 cm e T3 corresponde a tumores com mais de 3 cm (Cassali et al., 2020).

2.3. Avaliac¢ao do Infiltrado inflamatorio

A avaliagdo das células inflamatérias associadas ao tumor nos carcinomas mamarios foi realizada levando
em consideragdo trés parametros distintos: distribuicdo das células inflamatorias, intensidade do infiltrado
inflamatorio total e intensidade do infiltrado inflamatério linfocitario. A distribui¢do do infiltrado inflamatério
total nos carcinomas mais frequentes (tubular, sélido e cribriforme), foi classificada nas areas periféricas e
intratumorais em: i) focal: presenca de 1-3 focos inflamatorios; ii) multifocal: presenca de mais de trés focos
inflamatorios e iii) difusa: presenca de células inflamatdrias uniformemente distribuidas na seccdo de tumor
(Estrela-Lima et al., 2010; Lopes-Neto et al., 2017).

A intensidade do infiltrado inflamatério total e a intensidade linfocitaria foi analisado nos carcinomas
tubulares, cribriformes e sélidos de gatas com tumores tinicos e multifocais. Estes foram categorizados em dois
subgrupos cada um: baixa contagem (<800 linfocitos) e alta contagem (>800 linfécitos), com base na analise do
infiltrado inflamatorio (Estrela-Lima et al., 2010; Lopes-Neto et al., 2017).

Os dados acerca dos pardmetros de inflamagdo foram obtidos com a avaliagdo de cinco campos mais
representativos (“hot spots”) em cortes histologicos de 4um coradas pelo Hematoxilina Eosina (HE) em aumento
de 400x. Para tal, foi realizada a contagem das células inflamatorias em imagens capturadas em camera digital

adaptada a um Microscopio Olympus CX-21.
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2.4. Imunoistoquimica

A imunomarcacdo para CD79a foi realizada para detecgdo de linfocitos B e plasmocitos em cortes
desparafinados de 3um em laminas positivadas. Realizou-se o bloqueio da peroxidase endogena em H202 a 3%.
A recuperacdo antigénica foi realizada em micro-ondas em solu¢do de TRIS EDTA. Posteriormente os cortes
foram tratados com solugéo de leite em pd desnatado 5% para o bloqueio das ligagdes inespecificas (background).
Foi utilizado o anticorpo CD79a monoclonal (CM067A — BIOCARE®) na dilui¢do 1:150 e os cortes foram
incubados em cémara imida por 12-14 horas (overnight) a 4 ° C. Apos a incubacdo, utilizou-se o sistema de
deteccdo por peroxidase (HRP) utilizando o kit Mouse-on-Canine (Promark - BIOCARE®), por 60 minutos.
Posteriormente, a cor foi revelada com tetrahidrocloreto de 3,3'-diaminobenzidina (DAB) a 0,05% com Iml de
tampdo e as ldminas foram contra-coradas com hematoxilina. O anticorpo primario foi substituido por PBS nos
controles negativos e controles positivos consistiram de se¢des de linfonodos.

As amostras foram avaliadas semiquantitativamente, sendo o infiltrado categorizado como: Ausente - sem
células B ou plasmocitos detectaveis; Difuso - células B ou plasmocitos espalhados nos focos de infiltrado
inflamatorio por todo o tumor; Agregados - células organizadas em foliculos e/ou agregados densos, baseado nos
critérios descritos por Knief et al. (2016). A presencga de células CD79a+ foi também avaliada quanto o padréo de
distribuigdo no estroma tumoral em focal, multifocal e difuso. Além disso, as amostras marcadas por
imunoistoquimica foram avaliadas quantitativamente, através da contagem sequencial em 10 campos aleatorios,
nao adjacentes, em objetiva de 400x, obtendo-se uma média da contagem de células CD79a+,conforme

metodologia adaptada de Estrela-Lima (2010) e Knief et al., (2016).

2.5. Critérios de inclusiao/exclusao de amostras

Para o levantamento de dados epidemioldgicos, morfologicos e de localizagdo dos neoplasmas, todas as
amostras foram incluidas na andalise. Para a avaliagdo do grau, tamanho, distribuicdo e média de células
inflamatorias e linfocitarias, foram incluidos todos os neoplasmas diagnosticados como carcinomas tubulares
solidos e cribriformes por serem os tumores mais frequentemente diagnosticados nas gatas. Foram censurados
tumores benignos e alteragdes ndo neoplasicas.

Para a analise da intensidade do infiltrado inflamatério, linfocitario e imunoistoquimica, foram incluidas
na analise apenas os neoplasmas de animais com tumores unicos ¢ multifocais, e os tipos histologicos mais
frequentes: carcinomas tubulares, solidos e cribriformes. Foram censurados os nodulos de gatas com neoplasmas
multiplos e os que apresentaram recidivas de tipos histologicos diferentes, devido a variabilidade de tipos

histologicos no mesmo animal.

2.6. Estatistica

A categorizagdo dos neoplasmas mamarios quanto a raga, idade, comportamento bioldgico, tipo
histolégico, grau, tamanho, distribuicao e intensidade do infiltrado inflamatorio total e infiltrado linfocitario foram
expressas como porcentagem. Para a andlise quantitativa dos dados, o teste de Kolmogorov-Smirnov foi
inicialmente utilizado para verificar a normalidade da distribuicao.

O infiltrado inflamatorio total e linfocitario foi expresso como média + desvio padrdo. A correlagdo entre
o infiltrado inflamatério e o grau de tumor, tamanho e tipo histoloégico foi analisada utilizando o teste ndo

paramétrico de correlagdo de Spearman. Para a analise qualitativa dos dados, foram utilizados dois intervalos de



36

intensidade de infiltrado inflamatorio total e linfocitario baixa contagem (< 800 linfécitos) e alta contagem (> 800
linfocitos).

Foram utilizados métodos ndo paramétricos para descrigao e teste das células CD79a+, dado que o niimero
de amostras serem menor que 30 ¢ ndo seguirem distribui¢ao normal. Os dados numéricos quanto ao infiltrado das
células CD79a+ foram descritos como médiatdesvio padrdo. Os escores das células CD79a positivas foram
expressos como porcentagem. As correlagdes de classificacdo de Spearman foram utilizadas para descrever as
associagoes entre o resultado da imunoistoquimica e os fatores progndsticos analisados. As diferencas entre os
grupos foram avaliadas pelo teste U de Mann-Whitney (quando dois grupos foram comparados) ou Kruskal-Wallis
(mais de dois grupos).

O teste de qui-quadrado de Pearson foi utilizado para avaliar a associag@o entre as variaveis categoricas.
A significancia estatistica foi considerada quando P <0,05 e as analises foram realizadas no software IBM

SPSS22°®.

3. Resultados e Discussiao

Foram avaliadas 38 gatas, das quais 92,1% (35/38) eram sem raga definida, 5,3% (2/38) eram siameses ¢
um ndo teve a raga informada. O predominio de gatas sem raga definida reflete a casuistica maior de amostras
provenientes de animais sem raga definida recebidos pelo SOVET-LRD/UFPEL. Felinos da raca siamesa tem
maior predisposi¢ao ao desenvolvimento de neoplasmas mamarios (Zappulli et al., 2015; Saif et al., 2016), embora
no Brasil a predisposicdo racial ndo tenha sido ainda observada (Cunha et al., 2017; Cassali et al., 2018). A idade
variou de 6 a 21 anos, com idade média de 11,8 anos para o aparecimento de neoplasmas mamarios. Esses tumores
sdo mais frequentes em animais idosos (Togni, Masuda, Kommers, Fighera & Irigoyen, 2013; Cassali et al., 2018).

Da avaliag@o de amostras de 38 animais, resultaram 77 diagnésticos de neoplasmas mamarios, devido ao
fato que 55,3% (21/38) dos animais apresentaram mais de um noédulo. Este dado difere do encontrado por Borrego,
Cartagena & Engel (2009) onde 87% dos neoplasmas encontrados em 23 gatas eram solitarios. Dos animais com
mais de um noédulo, 36,8% (14/38) apresentaram tumores multiplos e 18,5% (7/38) tumores multifocais. Apenas.
44,7% (17/38) dos animais apresentaram nodulos tinicos. Destes, 97,4% (75/77) eram neoplasmas malignos.

Quanto aos tipos histologicos malignos os mais frequentes foram os carcinomas tubulares (37,3%
[28/75]), os carcinomas solidos (32% [24/75]), os carcinomas cribriformes (22,7% [17/75]), e os carcinomas
papilares (4% [3/75]). O carcinoma lobular, o carcinoma de células escamosas e o adenomioepitelioma maligno
foram os menos frequentes e representaram 1,3% (1/75) dos casos cada um. Sabe-se que os tipos histoldgicos
encontrados podem ser diversificados, os carcinomas tubulares, papilares, solidos, cribriformes e in situ sdo
considerados diagnosticos comuns na glandula mamaria de gatas (Campos et al., 2016; Cassali et al., 2018).

Para a avaliagdo do grau, tamanho e distribuicdo do infiltrado inflamatorio, foram analisados 66
neoplasmas com diagnostico de carcinomas tubulares, cribriformes e sélidos (Figura 1). Em relagdo ao grau, 59,1%
(39/66) dos tumores malignos eram grau 11, 31,8% (21/66) grau Il e 7,6% (5/66) grau I, ndo sendo possivel avaliar
o grau de apenas um neoplasma. Neoplasmas mamarios de grau II e I1I sdo frequentes em felinos (Borrego et al.,
2009; Zappulli et al., 2015; De Campos et al., 2016; Seixas, Antunes, Pires, 2018). O grau histoldgico influencia
significativamente o comportamento bioldgico dos tumores mamadrios felinos, principalmente os de grau III e seu
efeito se sobrepde a outros fatores, como idade, tamanho do tumor e tipo histologico (Seixas, Palmeira, Pires,

Bento & Lopes, 2011). Portanto, fatores prognoésticos adicionais sdo necessarios para diferenciar o seu
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comportamento biologico (Viste, Myers, Singh & Simko, 2002).

Figura 1 — Tipos histologicos de carcinoma mamario de gatas (Hematoxilina-eosina) 40X. A) Carcinoma tubular
composto por proliferacdo epitelial disposta de forma predominantemente tubular. B) Carcinoma soélido
constituido por células epiteliais que formam corddes ou ninhos de células, sem formacdo de luz tubular. C)

Carcinoma cribriforme composto por proliferacdo de células epiteliais neoplasicas formando um arranjo

semelhante a uma peneira.

Fonte: autores.

Quanto o tamanho dos neoplasmas malignos, 51,5% (34/66) eram de tamanho T1; 16,7% (11/66) de
tamanho T2 e 21,2% (14/66) de tamanho T3. Néo foram informados os tamanhos de 10,6% (7/66) dos neoplasmas,
pois se tratavam de fragmentos, sem informagdo do tamanho total. Neste estudo, a frequéncia de tumores de
tamanho menor que 2 cm foi elevada, fato que poderia estar relacionado a um melhor prognéstico, ja que o tamanho
¢ um importante fator prognoéstico na espécie felina (Viste et al., 2002; Zappulli et al., 2015). No entanto, neste
estudo, verificamos que a maioria dos tumores T1 eram grau III.

A distribuicdo do infiltrado inflamatorio total nos neoplasmas foi predominantemente multifocal em
84,8% (56/66) dos casos, tanto nas regides peritumorais como intra-tumorais, ndo diferindo com o encontrado na
literatura em humanos e caninos (Macchetti et al., 2006; Estrela-Lima et al., 2010; Salgado et al., 2015; Carvalho
etal., 2016). Apenas 10,7% (7/66) apresentaram infiltrado inflamatorio difuso e 4,5% (3/66) infiltrado inflamatorio
focal. Ndo houve diferengas significativas no padrdo de distribui¢do entre as categorias tipo histologico, grau e
tamanho. Nao foi possivel realizar a contagem de células inflamatorias em trés neoplasmas por ndo atenderem os
critérios de contagem.

A média de células inflamatorias totais nos 66 neoplasmas foi de 835 + 654, com predominio de linfocitos
na quase totalidade dos neoplasmas onde a média foi de 791 + 659. Plasmocitos e macrofagos foram encontrados
em nimero reduzido na maioria dos neoplasmas em relagdo ao namero de linfocitos (Figura 2). Em apenas um
caso o infiltrado era predominantemente histiocitico e neutrofilico. Tem sido relatado que populacdes heterogéneas
das células do sistema imune frequentemente se infiltram nos tumores mamarios, cujos linfocitos sdo as principais
células em neoplasmas mamarios de caninos (Lopes-Neto et al., 2017; de Souza et al., 2018) ndo diferindo ao

encontrado nas amostras de felinos.



Figura 2 — Composicéo do infiltrado inflamatoério nos carcinomas mamarios felinos.
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Neste estudo, a média das células inflamatorias totais e linfocitarias dos carcinomas tubulares, solidos e

cribriformes quanto aos paramentos tipo histologico, grau e tamanho, invasao tecidual e linfatica foi avaliado em

33 tumores (Tabela 1). Gatas com neoplasmas de mais de um tipo histologico diferente foi censurada, pois alguns

dos tumores pertenciam a mesma mama ou a glandulas mamarias proximas, desta forma, poderia haver

interferéncia no numero ¢ intensidade do infiltrado inflamatorio.

Tabela 1 — Quantificagdo das células inflamatoérias totais e linfocitarias nos carcinomas mamarios de gatas.

Infiltrado total Infiltrado linfocitario
Parametros N
Média DP Média DP
Grau I 4 525,10 339,91 517,85 334,29
Grau Grau II 7 886,86 481,07 860,80 481,45
histologico
Grau II1 21 885,30 711,52 850,46 705,05
Carcinoma Tubular 13 649,40 323,09 625,65 324,35
Tipo
his%olégico Carcinoma cribriforme 8 895,75 470,34 855,85 466,40
Carcinoma Soélido 12 986,88 896,54 958,62 885,89
T1 (<2cm) 19 901,59 694,40 876,51 695,05
Tamanho T2 (2-3cm) 5 647,80 411,85 606,92 415,04
T3 (>3 cm) 5 488,60 101,57 473,92 93,16
Invasido Sim 23 874,02 597,41 848,69 598,92
tecidual Nio 9 755,27 739,29 7152 711,94
Invasido Sim 13 895,45 847,92 861,48 837,97
linfatica Nio 19 803,11 448,57 776,71 445,97

Fonte: Autores.

Verificamos que a média das células inflamatdrias totais e linfocitarias foi maior nos tumores T1 em

relacdo aos tumores T3, assim como nos Carcinomas sé6lidos em relacdo aos tubulares e nos tumores grau III em

relacdo ao grau I (Tabela 1). Em um estudo em caninos, foi demostrado que houve uma associagdo entre o numero



39

de células CD3 + e o grau do tumor, onde neoplasmas graus II e III apresentaram maior niumero de células CD3+
do que em outros tumores, além disso, os cdes com um alto nivel de infiltrado inflamatério nos tecidos tumorais
apresentaram um tempo de sobrevida menor do que os outros cées (Franzoni et al., 2019).

Quanto a intensidade do infiltrado inflamatério dos 33 neoplasmas analisados (Tabela 2), verificamos que
a maioria dos neoplasmas apresentaram infiltrado inflamatorio total e linfocitario menor que 800 células (baixa
contagem) independentemente do tipo tumoral, grau ou tamanho. Nao havia informag¢ao de grau de um neoplasma,
e de tamanho de 4 neoplasmas, por ndo atender aos critérios de classificacao.

Neste estudo, 66,7% dos carcinomas mamarios das gatas apresentou infiltrado linfocitario de baixa
contagem, este dado se difere do encontrado em um estudo em cadelas, onde o infiltrado linfocitario intenso (>=800)

predominou nos carcinomas mamarios de cadelas (Lopes-Neto et al., 2017).

Tabela 2 — Avaliagdo da intensidade do infiltrado total e linfocitario dos carcinomas mamarios de gatas.

Infiltrado inflamatério Infiltrado linfocitario
Parametros <800 >800 P <800 >800 P N
po Carcinoma solido 7(58,3%) 5(41,7%) - 7(58,3%) 5(41,7%) - 12
Histologico Carci tubul . .
arcinoma tubular 9 (69,2%) 4 (30,8%) 0,571 10(76,9%) 3(23,1%) 0,319 13
Carcinoma cribriforme 5 (62,5%) 3(37,5%) 0,852 5(62,5%) 3(37,5%) 0,852 8
21(63,6%)  12(36,4%) 22(66,7%) 11(33,3%) 33
Grau III 12(57,1% 9(42,9% - 13(61,9% 8(38,1% - 21
histologico (57,1%) (42,9%) (61,9%) (38,1%)
Grau II 4(57,1%) 3(42,9%) 1,0 4(57,1%) 3(42,9%) 0823 7
Grau [ 4(100%) - 0,102 4(100%) - 0,134 4
20(62,5%) 12(37,5%) 21(65,6%) 11(34,4%) 32
Tamanho T3:>3 cm 5(100,0%) - - 5(100,0%) - -
T2:2-3cm 4(80%) 120%) 0292 4(80%) 120%) 0292
Tl:<2cm 10(52,6%)  9(474%) 0052  11(57,9%)  8(42,1%) 0076 19
19(65,5%)  10(34,5%) 20 (69%) 9(31%) 29

Fonte: Autores.

Um estudo conduzido por Dagher et al., (2019) em gatas demonstrou inflamagdo histiolinfocitaria e
plasmocitica moderada a grave em 51,4% dos neoplasmas mamarios, além disso, embora a avalia¢do tenha sido
qualitativa, Dagher et al., (2019) demonstrou uma piora na sobrevida nas gatas com infiltrado moderado a grave.
Em caninos o infiltrado linfocitario intenso foi associado a maior agressividade em carcinomas mamarios, uma
vez que se observou maior infiltrado de linfécitos em tumores com alto grau histologico, invasdo de vasos
linfaticos e necrose (Kim et al., 2013). Sugere-se que em caes um maior numero de linfocitos tumorais possa ser
necessario para o comportamento maligno (Lopes-Neto et al., 2017).

Um estudo conduzido em felinos relacionou a presenca de infiltrado inflamatoério cronico a uma piora no
progndstico, pois o infiltrado inflamatoério cronico foi associado a necrose em carcinomas mamarios (Weijer &
Hart, 1983). Porém, estudos adicionais que relacionam o infiltrado inflamatdrio e linfocitario com fatores
prognosticos em felinos ndo sdo conhecidos.

Foram analisados 28 carcinomas mamarios de felinos quanto a marcagdo de CD79a. Houve marcagio
positiva para CD79a em linfocitos e plasmocitos em 85,7% dos neoplasmas (Figura 3), ndo havendo marcagdo em

apenas 14,3% dos casos analisados.
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Figura 3 — Fotomicrografia de imunoistoquimica em carcinoma mamario de gata utilizando anticorpo anti-CD79a.
A) Marcagao de linfocitos B no infiltrado inflamatdrio peritumoral. B) Marcac@o de linfocitos B em areas de

invasdo tumoral. Notar células epiteliais neoplasias invasivas (*).
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Fonte: Autores.

A maioria dos carcinomas apresentou areas multifocais de infiltrado linfocitério, e as células CD79a+
eram encontradas distribuidas de forma difusa nos focos de infiltrado linfocitario, independentemente do tipo
tumoral e grau histolégico (Tabela 3), demostrando que os linfocitos B e plasmdcitos sdo componentes integrantes
do infiltrado inflamatodrio tumoral. Esses dados sdo semelhantes aos encontrados em um estudo de tumor de mama
humano, onde o padréo predominante foi o difuso (Mahmoud et al., 2012). Houve um maior nimero de agregados
em carcinomas so6lidos em relagdo aos carcinomas tubulares e cribriformes, assim como nos neoplasmas de grau

II e III.

Tabela 3 — Caracteristicas dos carcinomas mamarios quanto a densidade de marcagido de CD79a.

Categorias de linfocitos B + Plasmocitos

Caracteristicas Ausente Difuso Agregado N P

Carcinoma tubular 3(27,3%) 7 (63,6%) 1(9,1%) 11 0,251

Carcinoma cribriforme 1(14,3%) 5 (71,4%) 1(14,3%) 7

Carcinoma solido - 6 (60%) 4 (40%) 10

Grau I - 3(100%) - 3 0,414

Grau II 1(14,4%) 3(42,8%) 3(42,8%) 7

Grau I 3(16,7%) 12(66,6%) 3(16,7%) 18

Invaséo linfatica Sim 3 (25%) 9 (75%) - 12 0,038*
Nao 1 (6,2%) 9 (56,3%) 6(37,5%) 16

Invasdo tecidual Sim 2(10%) 14 (70%) 4(20%) 20 0,516
Nao 2(25%) 4(50%) 2(25%) 8

Metéstase linfonodo Sim - 4(57,1%) 3(42,9%) 7 0,257
Nao - 2(100%) - 2

Tamanho <2cm 1(6,2%) 10(62,5%) 5(31,3%) 16 0,137
2-3cm - 3(100%) - 3
>3cm 2(40%) 3(60%) - 5

Fonte: Autores.

Na analise univariada, as categorias de imunomarcagao (ausente, difuso e folicular/agregado) das células
CD79a+ e os parametros histologicos avaliados (tipo histologico, grau, tamanho, invasdo local, invasdo

linfovascular e metastase em linfonodo) revelaram diferencga significativa para invasdo linfatica (P=0,038).
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A média geral das células imunomarcadas nos carcinomas foi de 50+70, estes resultados sdo semelhantes
aos encontrado em cées. As células B consistem no segundo linfocito infiltrador de tumor mais abundante (Yuen
et al., 2016). Os resultados das médias de contagem de células CD79a quanto aos pardmetros analisados estéo

apresentadas na tabela 4.

Tabela 4 — Quantificacdo de células CD79a quanto aos parametros histologicos analisados nos neoplasmas

mamarios malignos em felinos.

CD79a

Parametros Média N P#
Carcinoma tubular (a) 39,50+62,88 11 (a-b)=0,121
Carcinoma so6lido (b) 76,54+92,98 10 (b-c)=0,770
Carcinoma cribrifirme (c) 28,58+17,10 7 (a-¢)=0,317
Grau I 65,23+68,62 3 (I-1I1) = 0,732
Grau II 69,36+91,95 7 (I-11) = 0,314
Grau III 39,93+61,97 18 (II-111) = 0,770
Tamanho <2cm (d) 56,68+67,16 16 (d-f) =0,045*
Tamanho 2-3cm (e) 19,93+8,63 3 (d-e)=0,5
Tamanho >3cm (f) 12,5£17,15 5 (e-f) = 0,29
Invasdo linfatica Sim 22,05+26,88 12 0,039*

Nao 70,96+84,15 16
Invasdo tecidual Sim 56,41+£79,26 20 0,839

Nao 33,97+34,54 8
Metastase linfonodo Sim 59,16+91,05 7 0,079

Nao 10,95+3,74 2

Fonte: Autores.

Houve diferenga significativa quanto ao tamanho tumoral, onde o nimero de células CD79a+ foi
significativamente maior em carcinomas menores que 2cm quando comparado aos tumores maiores que 3cm
(P=0,045) e houve correlagdo significativa entre tamanho e média de células CD79a positivas (P=0,045). As
médias de células CD79a+ foi significativamente maior nos neoplasmas sem invasao linfatica em comparagdo aos
com invasdo (P=0,039). Sugere-se que um maior niimero de células CD79 pode estar relacionado a um melhor
prognostico em gatas, pois os valores maiores de células CD79 foram maiores em tumores pequenos € sem invasao
linfatica. Sabe-se que a invasdo linfatica e o tamanho s@o importantes fatores prognosticos para neoplasmas
mamarios de gatas e cadelas (Cassali et al., 2018, 2020). Ainda, neste estudo os neoplasmas T1 tiveram média
células CD79 proporcionalmente maior em relagdo a nimero de linfécitos, quando comparado com os neoplasmas
T3.

O microambiente tumoral é um fator chave na determinagdo das propriedades do potencial invasivo e
metastatico do tumor e parece também ser heterogéneo (Tashireva et al., 2015; Lopes-Neto et al., 2017). Em
humanos, o microambiente tumoral na maioria dos neoplasmas sélidos ¢ infiltrado por células T, macréfagos,
fibroblastos e células dendriticas (Tashireva et al., 2015). As células inflamatorias no microambiente tumoral
podem estar envolvidas na promog¢do ou na supressdo do crescimento neoplasico. A interagdo entre células
tumorais e outras células presentes no microambiente tumoral pode ser decisivo para o crescimento e a metastase.
Isso pode ser potencializado pelo infiltrado inflamatdrio no microambiente tumoral através do remodelamento de
tecidos e liberacdo de proteases, citocinas e fatores de crescimento (Salgado et al., 2015; Carvalho et al., 2016).
Na analise morfologica das amostras em coloragdo de rotina, verificou-se neste estudo que a maioria das células

inflamatorias no microambiente tumoral dos carcinomas mamarios das gatas eram linfocitos e células CD79a
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positivas fazem parte destas células linfocitarias.

Neste estudo a presenca de células B e plasmocitos (CD79a positivas) nos tumores sem invasdo linfatica
pode corresponder a um possivel efeito protetor, ou ainda, estas células podem estar presentes em maior nimero
na fase inicial do desenvolvimento tumoral, uma vez que a média de células CD79 positivas ¢ contagem de
linfécitos na analise morfologica do infiltrado inflamatoério tumoral foi maior nos tumores T1. Ainda, verificou-se
que nos carcinomas de grau Il a média de linfocitos foi maior em relacdo aos carcinomas de grau I, e inversamente,
a média de células CD79 foi menor em tumores grau III em relagdo aos neoplasmas de grau I, portanto essas
células podem estar associadas a tumores de menor malignidade como ocorre em caes, onde a presenca de

linfocitos B e plasmocitos estava associados a tumores mamarios menos agressivos (de Souza et al., 2018).

4. Consideracoes Finais

Através do presente estudo concluiu-se que as células linfocitarias representam uma parcela significativa
infiltrado inflamatorio tumoral, sendo a populagdo celular predominante. Estas células podem ter um potencial
fator prognostico nos carcinomas mamarios de gatas. Este € o primeiro estudo a quantificar as células inflamatorias
do microambiente tumoral em carcinomas mamarios de gatas, e revela resultados iniciais promissores. As células
CD79a positivas compdem uma porgdo significativa da populacdo linfocitaria do microambiente tumoral e fazem
parte da resposta inflamatdria associada ao tumor nos carcinomas mamarios felinos. Estas células foram
encontradas de forma difusa de modo geral em todos os neoplasmas, e podem estar relacionados ao comportamento
bioldgico tumoral como tamanho e invasdo linfatica. Este estudo fornece dados preliminares para a caracterizagao
de possiveis marcadores imunoldgicos e progndsticos para carcinomas mamarios de felinos e como tal pode ser

explorada em estudos futuros.
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3 Consideragoes Finais

Os neoplasmas mamarios de felinos ainda representam um desafio para o
diagnostico devido ao seu comportamento agressivo, e novos parametros
prognosticos precisam ser estudados para estas neoplasias. Neste contexto, buscou-
se realizar o levantamento das gatas acometidas por neoplasmas mamarios quanto a
sua distribuicdo e morfologia e analisar o perfil do infiltrado inflamatério nos
carcinomas mamarios de felinos.

Pode-se tragcar o perfil do infiltrado inflamatério dos carcinomas mamarios,
verificamos que todos os neoplasmas estudados apresentaram infiltrado inflamatério,
em sua maioria distribuidos de forma multifocal nas regides peritumorais. Os linfocitos
constituiram a populagéo predominante, e pode ser um potencial fator progndstico nos
carcinomas mamarios de gatas. Em caes e humanos, um maior numero de linfécitos
esta relacionado a um maior tempo de sobrevida.

A analise imunohistoquimica demonstrou que as células CD79a positivas séo
a segunda populagdo mais frequente nos neoplasmas felinos. Estas células se
distribuiam de modo difuso na maioria dos neoplasmas, formando poucos agregados.
Além disso, foram encontrados em maior nimero nos neoplasmas menores que
2,0cm e sem invasao linfatica. Portanto, as células Cd79a podem estar relacionadas

a critérios de malignidade.
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