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Resumo

Tumores mamarios malignos tém um numero relativamente alto de linfdcitos T infiltrantes. Atualmente, os linfécitos
B infiltrados em tumores tém sido reconhecidos como um potencial marcador no cancer de mama humano. Este
estudo teve como objetivo relacionar fatores prognésticos de tumores mamarios ao padrao de infiltrado inflamatério
em gatas. Foram analisados protocolos de 38 animais diagnosticados com tumor mamario e obtido dados sobre sexo,
idade e raca. As amostras foram avaliadas quanto a distribuicdo, tipo histoldgico, tamanho, grau histoldgico,
metéstase linfonodal, distribui¢do celular inflamatoria e intensidade da inflamag&o. Para marcacdo imunoistoquimica,
foi utilizado anticorpo monoclonal anti-CD79a. Houve predominio de gatas idosas e sem raga definida. Carcinomas
tubulares, sélidos e cribriformes foram os mais diagnosticados. Tumores de grau Il menores que 2,0 cm foram
frequentes. O infiltrado inflamatdrio total era predominantemente multifocal e de baixa contagem, independentemente
do tipo histolégico, grau e tamanho. Os linfdcitos foram as células mais frequentes e de baixa contagem. A
imunocoloracdo CD79a foi observada na maioria dos neoplasmas, mostrando que linfécitos B e plasmdcitos sdo
componentes integrais do infiltrado inflamatdrio do tumor e de distribuicdo predominantemente difusa. Células
CD79a positivas apresentaram diferencas significativas para distribui¢do (p=0,038), no tamanho (p = 0,045) e invasdo
linfatica (p = 0,039). Este é o primeiro estudo a quantificar as células inflamatérias do microambiente tumoral
mamario de gatas e revela resultados iniciais promissores. As células CD79a positivas constituem uma parcela
significativa da populacgdo linfocitaria do microambiente tumoral e fazem parte da resposta inflamatdria associada ao
tumor em carcinomas mamarios felinos.
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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 Il 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 ndmero 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 pronésticos de los tumores de mama con el patron 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 histolégico, tamafio, grado
histoldgico, metastasis ganglionar, distribucién de células inflamatorias e intensidad de la inflamacidn. Para la tincion
inmunohistoquimica, se utilizé anticuerpo monoclonal anti-CD79a. Hubo un predominio de gatos ancianos y
mestizos. Los carcinomas tubulares, sélidos y cribiformes fueron los més diagnosticados. Fueron frecuentes los
tumores de grado 111 menores de 2,0 cm. El infiltrado inflamatorio total fue predominantemente multifocal y de bajo
recuento, independientemente del tipo histoldgico, grado y tamafio. Los linfocitos fueron las células mas frecuentes y
de menor recuento. Se observo inmunotincidon de CD79a en la mayoria de las neoplasias, o 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
distribucion (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 porcién significativa de la poblacidn 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 inflamatorio; Linfocito; Tumor mamario.

1. Introducéo

As neoplasias mamarias sdo descritas como o terceiro tipo mais frequente de tumor em felinos cujo prognéstico varia
de reservado a ruim, devido sua agressividade (Cassali et al., 2018; Cassali et al., 2020). VVarios parametros sdo considerados
importantes indicadores prognésticos para estes neoplasmas, tais como: idade, tamanho primario do tumor, comprometimento
de linfonodos, nimero de mitoses, extensdo da necrose, margens cirrgicas e tipo de invasdo (Goldschmidt, Pefia & Zappulli,
2017; Zappulli et al., 2015). Além disso, outro fator que pode estar envolvido na progressédo tumoral é a resposta inflamatoria
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 prognostico do infiltrado de linfocitos T em tumores tem sido amplamente
aceito em neoplasmas humanos e caninos, uma vez que cées com alto nivel de infiltrado inflamatério e linfécitos 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 linfécitos em neoplasmas de felinos sdo escassos. Em cées, sabe-se

que os tumores mamarios malignos sdo caracterizados por infiltracdo acentuada de linfdcitos, ndo sendo observados linfdcitos
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no tecido mamario normal e em tumores benignos, o que sugere que linfocitos, principalmente os linfdcitos T, desempenham
um papel importante tanto na progressdo como na supressdo tumoral. Além disso, um ndmero 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 modulacéo da resposta imune
ao cancer e sdo a segunda populacdo de linfocitos infiltrantes de tumor mais abundante (Yuen, Demissie & Pillai, 2016). As
células B no cancer humano podem desempenhar papeis distintos, podendo inibir o desenvolvimento do tumor pela producéao
de anticorpos, ativagdo de células NK, estimular a fagocitose por macréfagos e ainda pela ativacéo 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 linfécitos T, células B e plasmoécitos possam participar da regulacdo 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 distribuicdo de linfdcitos, e realizar a analise imunoistoquimica dos linfocitos B e plasmécitos (CD79a
positivos) no infiltrado inflamatério dos neoplasmas mamarios de felinos e determinar se as caracteristicas desse infiltrado

estavam relacionadas com o comportamento bioldgico dos tumores.

2. Metodologia
2.1 Levantamento de dados

Foi realizado um estudo retrospectivo referente aos tumores mamarios de gatas do Servico de Oncologia 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 informacdes: idade, raca, diagndsticos morfoldgico e histolégico, nimero de tumores,
tamanho e grau histologico e avaliacdo das células inflamatdrias associadas ao tumor (distribui¢do das células inflamatorias,

intensidade do infiltrado inflamatério total e intensidade do infiltrado inflamatério linfocitario).

2.2 Classificagdo 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 nddulos do mesmo tipo histoldgico e
multiplos aqueles que apresentaram neoplasmas de diferentes tipos histoldgicos, podendo ter combinagbes de diferentes
tumores malignos ou combinagdes 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 0s
tipos histoldgicos comuns da glandula mamaria de gatas (Cassali et al., 2020; Goldschmidt et al., 2017).

O grau histologico foi definido de acordo com Elston e Ellis (1991), e se baseia no somatério dos escores de trés
pardmetros: formacdo tubular, pleomorfismo celular e indice mit6tico. O tamanho dos tumores foi definido através da
mensuracdo em centimetros da massa tumoral em trés dimensfes (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
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mais de 3 cm (Cassali et al., 2020).

2.3 Avaliacéo do Infiltrado inflamatério

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

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

Os dados acerca dos parametros de inflamacéo foram obtidos com a avaliacdo 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 inflamatdrias em imagens capturadas em camera digital adaptada a um Microscopio Olympus
CX-21.

2.4 Imunoistoquimica

A imunomarcagdo para CD79a foi realizada para deteccdo de linfécitos B e plasmécitos em cortes desparafinados de
3um em laminas positivadas. Realizou-se 0 bloqueio da peroxidase enddgena em H202 a 3%. A recuperacdo antigénica foi
realizada em micro-ondas em solucdo de TRIS EDTA. Posteriormente os cortes foram tratados com solucdo de leite em pé
desnatado 5% para o bloqueio das ligac@es inespecificas (background). Foi utilizado o anticorpo CD79a monoclonal (CM067A
— BIOCARE®) na diluigéo 1:150 e os cortes foram incubados em cdmara Umida por 12-14 horas (overnight) a 4 © C. Apos a
incubacdo, utilizou-se o sistema de deteccédo 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 1ml
de tampéo e as laminas 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 plasmdcitos detectaveis; Difuso - células B ou plasmdcitos espalhados nos focos de infiltrado inflamatério por todo o
tumor; Agregados - células organizadas em foliculos e/ou agregados densos, baseado nos critérios descritos por Knief et al.
(2016). A presenca de células CD79+ foi também avaliada quanto o padrdo de distribui¢do 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 aleatérios, ndo 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 inclusdo/exclusdo de amostras

Para o levantamento de dados epidemioldgicos, morfolégicos e de localizagdo dos neoplasmas, todas as amostras
foram incluidas na andlise. Para a avaliacdo do grau, tamanho, distribuicdo e média de células inflamatdrias e linfocitarias,
foram incluidos todos os neoplasmas diagnosticados como carcinomas tubulares sélidos e cribriformes por serem 0s tumores

mais frequentemente diagnosticados nas gatas. Foram censurados tumores benignos e alterac8es ndo neoplasicas.
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Para a andlise da intensidade do infiltrado inflamatorio, linfocitario e imunoistoquimica, foram incluidas na anlise
apenas 0s neoplasmas de animais com tumores Unicos e multifocais, e os tipos histologicos mais frequentes: carcinomas
tubulares, solidos e cribriformes. Foram censurados os nddulos de gatas com neoplasmas multiplos e os que apresentaram

recidivas de tipos histoldgicos diferentes, devido a variabilidade de tipos histol6gicos no mesmo animal.

2.6 Estatistica

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

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 histologico foi analisada utilizando o teste ndo paramétrico de correlacdo de
Spearman. Para a analise qualitativa dos dados, foram utilizados dois intervalos de intensidade de infiltrado inflamatorio total e
linfocitario baixa contagem (< 800 linfécitos) e alta contagem (> 800 linfécitos).

Foram utilizados métodos ndo paramétricos para descricdo e teste das células CD79a+, dado que o ndmero de
amostras serem menor que 30 e ndo seguirem distribuicdo 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 correlagBes de classificacdo de Spearman foram utilizadas para descrever as associacfes entre o resultado da
imunoistoquimica e os fatores prognoésticos 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 associacdo 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 Discussao

Foram avaliadas 38 gatas, das quais 92,1% (35/38) eram sem raca definida, 5,3% (2/38) eram siameses e um ndo teve
a raca informada. O predominio de gatas sem raca definida reflete a casuistica maior de amostras provenientes de animais sem
raca definida recebidos pelo SOVET-LRD/UFPEL. Felinos da raca siamesa tem maior predisposi¢do ao desenvolvimento de
neoplasmas mamarios (Zappulli et al., 2015; Saif et al., 2016), embora no Brasil a predisposi¢do 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 avaliacdo de amostras de 38 animais, resultaram 77 diagnosticos de neoplasmas mamarios, devido ao fato que
55,3% (21/38) dos animais apresentaram mais de um nédulo. 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 nédulo, 36,8%
(14/38) apresentaram tumores maltiplos e 18,5% (7/38) tumores multifocais. Apenas. 44,7% (17/38) dos animais apresentaram
nodulos unicos. Destes, 97,4% (75/77) eram neoplasmas malignos.

Quanto aos tipos histoldgicos 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 0s tipos histolégicos encontrados podem ser diversificados, o0s

carcinomas tubulares, papilares, sélidos, cribriformes e in situ sdo considerados diagnosticos comuns na glandula mamaria de
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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 solidos (Figura 1). Em relacdo ao grau, 59,1% (39/66) dos tumores
malignos eram grau I11, 31,8% (21/66) grau Il e 7,6% (5/66) grau |, ndo sendo possivel avaliar o grau de apenas um neoplasma.
Neoplasmas mamarios de grau Il e Il sdo frequentes em felinos (Borrego et al., 2009; Zappulli et al., 2015; De Campos et al.,
2016; Seixas, Antunes, Pires, 2018). O grau histologico influencia significativamente o comportamento bioldgico dos tumores
mamarios felinos, principalmente os de grau Il e seu efeito se sobrep6e a outros fatores, como idade, tamanho do tumor e tipo
histologico (Seixas, Palmeira, Pires, Bento & Lopes, 2011). Portanto, fatores progndsticos adicionais sdo necessarios para

diferenciar o seu comportamento biolégico (Viste, Myers, Singh & Simko, 2002).

Figura 1 — Tipos histolégicos de carcinoma mamario de gatas (Hematoxilina-eosina) 40X. A) Carcinoma tubular composto
por proliferacéo epitelial disposta de forma predominantemente tubular. B) Carcinoma sélido constituido por células epiteliais
que formam corddes ou ninhos de células, sem formagao de luz tubular. C) Carcinoma cribriforme composto por proliferagdo
de células epiteliais neoplasicas formando um arranjo semelhante a uma peneira.
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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. N&o foram informados os tamanhos de 10,6% (7/66) dos neoplasmas, pois se tratavam de
fragmentos, sem informacéo 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 é um importante fator progndéstico na espécie
felina (Viste et al., 2002; Zappulli et al., 2015). No entanto, neste estudo, verificamos que a maioria dos tumores T1 eram grau
"l

A distribui¢do do infiltrado inflamatdrio 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 et al., 2016). Apenas 10,7% (7/66)
apresentaram infiltrado inflamatério difuso e 4,5% (3/66) infiltrado inflamatdrio focal. Ndo houve diferencas significativas no
padrdo de distribui¢do entre as categorias tipo histoldgico, grau e tamanho. Nao foi possivel realizar a contagem de células
inflamatdrias 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 linfécitos na quase
totalidade dos neoplasmas onde a média foi de 791 + 659. Plasmdcitos e macrdfagos foram encontrados em nimero reduzido
na maioria dos neoplasmas em relagdo ao numero de linfocitos (Figura 2). Em apenas um caso o infiltrado era
predominantemente histiocitico e neutrofilico. Tem sido relatado que populagdes 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) nédo diferindo ao encontrado nas amostras de felinos.
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Figura 2 — Composicéo do infiltrado inflamatdrio nos carcinomas mamarios felinos.
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Fonte: Autores.

Neste estudo, a média das células inflamatorias totais e linfocitarias dos carcinomas tubulares, sélidos e cribriformes
quanto aos paramentos tipo histolégico, grau e tamanho, invasdo tecidual e linfatica foi avaliado em 33 tumores (Tabela 1).
Gatas com neoplasmas de mais de um tipo histolégico diferente foi censurada, pois alguns dos tumores pertenciam a mesma
mama ou a glandulas mamarias proximas, desta forma, poderia haver interferéncia no nimero e intensidade do infiltrado

inflamatorio.

Tabela 1 — Quantificacdo das células inflamatérias totais e linfocitarias nos carcinomas mamarios de gatas.

Infiltrado total Infiltrado linfocitario
Parametros N
Média DP Média DP
Grau | 4 525,10 339,91 517,85 334,29
Grau
histolgico Grau Il 7 886,86 481,07 860,80 481,45
Grau Il 21 885,30 711,52 850,46 705,05
Carcinoma Tubular 13 649,40 323,09 625,65 324,35
Tipo
hisﬁolégico 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
Invasao Sim 23 874,02 597,41 848,69 598,92
tecidual Nao 9 755,27 739,29 715,2 711,94
Invasdo Sim 13 895,45 847,92 861,48 837,97
linfatica Nao 19 803,11 448,57 776,71 445,97

Fonte: Autores.

Verificamos que a média das células inflamatdrias totais e linfocitérias foi maior nos tumores T1 em relacdo aos
tumores T3, assim como nos Carcinomas solidos em relacdo aos tubulares e nos tumores grau 111 em relacdo ao grau | (Tabela
1). Em um estudo em caninos, foi demostrado que houve uma associagdo entre o nimero de células CD3 + e o grau do tumor,
onde neoplasmas graus Il e 111 apresentaram maior ndmero de células CD3+ do que em outros tumores, além disso, 0s caes

com um alto nivel de infiltrado inflamatorio nos tecidos tumorais apresentaram um tempo de sobrevida menor do que 0s outros
7
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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 inflamatério total e linfocitario menor que 800 células (baixa contagem)
independentemente do tipo tumoral, grau ou tamanho. N&o havia informac8o de grau de um neoplasma, e de tamanho de 4
neoplasmas, por ndo atender aos critérios de classificacdo.

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 inflamatdrio Infiltrado linfocitario

Parametros <800 >800 P <800 >800 P N
Ti_po o Carcinoma sélido 7(58,3%) 5(41,7%) - 7(58,3%) 5(41,7%) - 12
Histolégico Carcinoma tubular 9 (69,2%) 4(30,8%) 0571  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
ﬁ;i‘glégico Grau Il 12(57,1%) 9(42,9%) - 13(61,9%) 8(38,1%) -2
Grau ll 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
20(62,5%) 12(37,5%) 21(65,6%)  11(34,4%) 32
Tamanho T3:>3cm 5(100,0%) - - 5(100,0%) - - 5
T2:2-3cm 4(80%) 120%) 0,292  4(80%) 120%) 0,292 5
Tli<2cm 10(52,6%)  9(47,4%) 0,052 11(57.9%)  8(42,1%) 0,076 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 inflamacdo histiolinfocitaria e plasmocitica
moderada a grave em 51,4% dos neoplasmas mamaérios, 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 linfocitos
em tumores com alto grau histoldgico, invasdo de vasos linfaticos e necrose (Kim et al., 2013). Sugere-se que em cdes um
maior nimero de linfécitos tumorais possa ser necessario para 0 comportamento maligno (Lopes-Neto et al., 2017).

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

Foram analisados 28 carcinomas mamadrios de felinos quanto a marcacédo de CD79. Houve marcagdo positiva para
CD79a em linfécitos e plasmdcitos em 85,7% dos neoplasmas (Figura 3), ndo havendo marcacdo em apenas 14,3% dos casos

analisados.
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Figura 3 — Fotomicrografia de imunoistoquimica em carcinoma mamario de gata utilizando anticorpo anti-CD79. A)
Marcacdo de linfocitos B no infiltrado inflamatério peritumoral. B) Marcacdo de linfocitos B em &reas de invasdo tumoral.
Notar células epiteliais neoplasias invasivas (*).
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Fonte: Autores.

A maioria dos carcinomas apresentou areas multifocais de infiltrado linfocitario, 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 linfécitos B e plasmécitos sdo componentes integrantes do infiltrado inflamatorio
tumoral. Esses dados sdo semelhantes aos encontrados em um estudo de tumor de mama humano, onde o padrdo predominante
foi o difuso (Mahmoud et al., 2012). Houve um maior nimero de agregados em carcinomas sélidos em relacao aos carcinomas
tubulares e cribriformes, assim como nos neoplasmas de grau Il e I11.

Tabela 3 — Caracteristicas dos carcinomas mamarios quanto a densidade de marcacgéo de CD79%a.

Categorias de linfécitos B + Plasmdcitos

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 sélido - 6 (60%) 4 (40%) 10

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

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

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

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

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

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

Tamanho <2cm 1(6,2%) 10(62,5%) 5(31,3%) 16 0,137
2-3cm - 3(1009%6) - 3
>3cm 2(40%) 3(60%) - 5

Fonte: Autores.

Na anélise univariada, as categorias de imunomarcacéo (ausente, difuso e folicular/agregado) das células CD79a+ e 0s
pardmetros histolégicos avaliados (tipo histoldgico, grau, tamanho, invasao local, invasdo linfovascular e metastase em
linfonodo) revelaram diferenca significativa para invasdo linfatica (P=0,038).

A média geral das células imunomarcadas nos carcinomas foi de 50+70, estes resultados sdo semelhantes aos

encontrado em cdes. As células B consistem no segundo linfécito infiltrador de tumor mais abundante (Yuen et al., 2016). Os
9
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resultados das médias de contagem de células CD79a quanto aos parametros analisados estéo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Quantificagdo de células CD79a quanto aos parametros histoldgicos analisados nos neoplasmas mamarios malignos

em felinos.
CD79

Pardmetros Média N P#
Carcinoma tubular (a) 39,50+62,88 11 (a-b) = 0,121
Carcinoma sdlido (b) 76,54+92,98 10 (b-c) = 0,770
Carcinoma cribrifirme (c) 28,58+17,10 7 (a-c) = 0,317
Grau | 65,23+68,62 3 (1-11)=0,732
Grau Il 69,36+91,95 7 (-1 =0,314
Grau Il 39,93+61,97 18 (11-11H) = 0,770
Tamanho <2cm (d) 56,68+67,16 16 (d-f) = 0,045*
Tamanho 2-3cm (e) 19,9348,63 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*

Né&o 70,96+84,15 16
Invasdo tecidual Sim 56,41+79,26 20 0,839

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

Néo 10,95+3,74 2

Fonte: Autores.

Houve diferenca 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 comparacéo aos com invasdo (P=0,039). Sugere-se que um
maior nimero de células CD79 pode estar relacionado a um melhor prognostico em gatas, pois os valores maiores de células
CD79 foram maiores em tumores pequenos e sem invasdo linfatica. Sabe-se que a invasdo linfatica e o tamanho séo
importantes fatores prognosticos para neoplasmas mamarios de gatas e cadelas (Cassali et al., 2018, 2020). Ainda, neste estudo
0s neoplasmas T1 tiveram média células CD79 proporcionalmente maior em relagdo a numero de linfdcitos, quando
comparado com os neoplasmas T3.

O microambiente tumoral é um fator chave na determinacdo 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 é infiltrado por células T, macréfagos, fibroblastos e células dendriticas (Tashireva
et al., 2015). As celulas inflamatdrias no microambiente tumoral podem estar envolvidas na promogdo ou na supressdo do
crescimento neoplasico. A interacdo 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 inflamatério no microambiente tumoral
através do remodelamento de tecidos e liberagdo de proteases, citocinas e fatores de crescimento (Salgado et al., 2015;
Carvalho et al., 2016). Na anélise morfoldgica das amostras em coloracéo de rotina, verificou-se neste estudo que a maioria das
células inflamatdrias no microambiente tumoral dos carcinomas mamarios das gatas eram linfdcitos e células CD79a positivas
fazem parte destas células linfocitérias.

Neste estudo a presenca de células B e plasmécitos (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 e contagem de linfdcitos na analise morfoldgica do

infiltrado inflamat6rio tumoral foi maior nos tumores T1. Ainda, verificou-se que nos carcinomas de grau Il a média de
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linfocitos foi maior em relagdo aos carcinomas de grau |, e inversamente, a média de células CD79 foi menor em tumores grau
Il em relacéo aos neoplasmas de grau I, portanto essas células podem estar associadas a tumores de menor malignidade como
ocorre em cées, onde a presenca de linfocitos B e plasmdcitos estava associados a tumores mamarios menos agressivos (de
Souza et al., 2018).

4. Consideragdes Finais

Através do presente estudo concluiu-se que as células linfocitarias representam uma parcela significativa infiltrado
inflamat6rio tumoral, sendo a populacdo celular predominante. Estas células podem ter um potencial fator prognostico nos
carcinomas mamarios de gatas. Este é o primeiro estudo a quantificar as células inflamatdrias do microambiente tumoral em
carcinomas mamarios de gatas, e revela resultados iniciais promissores. As células CD79a positivas compdem uma por¢édo
significativa da populagdo linfocitaria do microambiente tumoral e fazem parte da resposta inflamatoria 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 biolégico tumoral como tamanho e invaséo linfatica. Este estudo fornece dados
preliminares para a caracterizagdo de possiveis marcadores imunoldgicos e progndsticos para carcinomas mamarios de felinos

e como tal pode ser explorada em estudos futuros.
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