ESCOLA UNIVERSITARIA VASCO DA GAMA

MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA VETERINARIA

Avaliagcdo de Racios Hematoldgicos em Tumores Mamarios Felinos

Francisco Rafael de Almeida Malhao
Coimbra, junho de 2022



ESCOLA UNIVERSITARIA VASCO DA GAMA

MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA VETERINARIA

Avaliagdo de Racios Hematoldgicos em Tumores Mamarios Felinos

Coimbra, junho de 2022

Francisco Rafael de Almeida Malhao

Aluno do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria

Constituicdo do Jari

Presidente do Juri: Prof.2 Doutora Sofia Alexandra
Giestas Cancela Duarte

Arguente: Prof.2 Doutora Ana Cristina Silvestre
Ferreira

Orientador: Prof. Doutor Hugo Corte-Real Vilhena

Orientador Interno
Prof. Doutor Hugo Vilhena
Coorientador Interno
Prof.2 Doutora Liliana Montezinho
Dr. © Gongalo Petrucci
Orientador Externo
Dr.2 Manuela Cardoso

(Clinica Veterinaria de Pereira)



Dissertacao do Estagio Curricular do Ciclo de Estudos Conducente ao Grau de Mestre em Medicina
Veterinaria na EUVG



Agradecimentos

Em primeiro lugar quero agradecer ao meu orientador Professor Doutor Hugo Vilhena e aos meus
Coorientadores Professora Liliana Montezinho e Doutor Gongalo Petrucci, sem 0s quais esta dissertagdo nao
seria possivel. Obrigada pelo apoio e disponibilidade em ajudar.

Um grande obrigado a Clinica Veterinaria de Pereira por me terem recebido tdo bem durante estes meses de
estagio curricular. Ter escolhido este local para estagiar foi uma das minhas melhores escolhas porque

encontrei pessoas fantasticas e com muito para transmitir.

Aos meus amigos de faculdade por termos feito este percurso juntos. Sdo a familia de faculdade desde o

inicio, n&o os trocaria por nada.

A Joana, por todas as conversas e desabafos, pelo companheirismo, amizade e apoio nos momentos

necessarios.

Aos meus pais, por acreditarem nas minhas capacidades e sem 0s quais este sonho ndo se teria tornado

realidade. Obrigado por todos os conselhos, por todo 0 apoio, por todo o suporte.

A toda a minha familia, pelo apoio e por sempre acreditarem que seria possivel.



indice Geral

Yo = To 1=l 4 1=T 01 01 PP iii
INGICE B TADBIAS. ... .ceeeeeee et et et iv
LiSta 08 ADIEVIATUIAS. .. ... e ettt e et aas v
= o 10 T N0 L= I 11 1
S0 o T PO 2
PalAVIAS-CRAVE. . ...t et 2
Y 1] 1 o 3
L= AT (o PP 3
1 o (U= T P 4
= L= = VLS =AY 1= o o o 5
1S =T [0 1 6
[0S 1 LSS o 10
L7 ) o2 11 13- Lo T 13
Referéncias BiblografiCas. ..........oui i e 14

indice de Tabelas

Tabela 1 - Caracterizac@o da populag8o €m eStUAO. ....... «.oeieinii e 6
Tabela 2 - Parametros e racios hematolégicos das gatas com tumores mamarios
=T | T 1 PP 8
Tabela 3 — Alteragdes hematoldgicas em gatas com tumores de mama incluidas no estudo..................... 9
Tabela 4 - Valores da probabilidade de significancia (P) no prognéstico dos diferentes racios hematolégicos
analisados sobre o] intervalo livre de doenca e 0 tempo de

SO VIV BINCIA. .. ..ottt e e s 9



Lista de Abreviaturas

CCS - Contagem de Células Sanguineas

DFI — Intervalo Livre de Doenca (do inglés, Disease Free Interval)

HRR — Réacio hemoglobina-amplitude de Distribui¢é@o dos Eritrdcitos (do inglés hemoglobin-red cell distribution
width ratio)

HVB — Hospital Veterinario de Berna

HVBYV — Hospital Veterinario do Baixo Vouga

HVP — Hospital Veterinario do Porto

HVUC — Hospital Veterinario Universitario de Coimbra

LMR — Récio linfocito-mondécito (do inglés lymphocyte-monocyte ratio)

LRR — Récio linfécito-eritrocitos (do inglés lymphocyte-erythrocyte ratio)

NLR — Récio neutrdfilo-linfocito (do inglés neutrophil-lymphocyte ratio)

NRR — Racio neutrofilo-eritrécitos (do inglés neutrophil-erythrocyte ratio)

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PLR — Racio plaquetas-linfocito (do inglés platelet-lymphocyte ratio)

RBC — Eritrécitos (do inglés Red Blood Cell)

RDW — Amplitude de Distribui¢céo dos Eritrocitos (do inglés Red Cell Distribution Width)

RPR — Racio Amplitude de distribuicdo dos eritrécitos-plaquetas (do inglés red cell distribution width-platelet
ratio)

TSS — Tempo de Sobrevivéncia Tumoral Especifica (do inglés Tumour-specific Survival)
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Resumo

Os tumores mamarios estdo entre as neoplasias mais frequentes em gatas. Na sua maioria sdo malignos e
apresentam um comportamento biolégico agressivo, tendo a maioria dos animais afetados um curto periodo
de sobrevivéncia apods o diagndstico. A determinacao de fatores de progndstico é importante em oncologia
humana e veterinaria, uma vez que é fundamental na predicdo da evolucédo da doenca e para a determinagao
de decisdes terapéuticas. Na pratica clinica, principalmente em oncologia veterinaria, a existéncia de fatores
de progndstico que sejam facilmente acessiveis, de facil interpretacéo e que apresentem um baixo custo sdo
extremamente importantes. Diferentes alteragGes nos parametros e racios hematolégicos foram descritos
como potenciais fatores de progndstico em varios tumores em medicina humana e veterinaria. No entanto, a
informacé@o disponivel em oncologia felina é escassa. Este estudo teve como objetivo avaliar o valor
prognostico de diferentes racios hematolégicos (racio neutréfilo-linfocito, racio eritrécito-plaquetas, racio
hemoglobina-eritrécito, racio plaqueta-linfécito, racio linfécito-mondcito, racio linfécito-eritrocito e racio
neutrofilo-eritrécito), em carcinomas mamarios felinos. Para este estudo foram selecionadas 66 gatas
apresentadas em cinco centros de atendimento médico-veterinario de Portugal no periodo entre 2015 e 2021
com diagnostico de carcinoma mamario em estadio clinico I, Il e Il (determinado de acordo com a
classificagdo modificada da Organizacdo Mundial de Saude) e que foram submetidas a mastectomia. As
medianas do tempo livre de doencga (DFI) e do tempo de sobrevivéncia tumoral especifica (TSS) da populagéo
em estudo foram de 285 dias e 414 dias, respetivamente. A estatistica univariada mostrou que valores mais
elevados do racio neutrdfilo-eritrécito (NRR) (NRR>0,75) estavam significativamente associados a um menor
tempo de sobrevivéncia dos animais (p=0,001). Os nossos resultados sugerem que o NRR pode ser utilizado
como marcador de prognostico pré-cirlrgico ndo invasivo. No entanto mais estudos sdo necessarios para

comprovar o uso clinico como biomarcador de progndstico de carcinomas mamarios felinos.
Palavras-Chaves

Carcinoma mamario, fatores de progndstico, gata, racios hematolégicos, racio neutréfilo-eritrcito



Abstract

Mammary tumors are among the most frequent neoplasms in cats. Most are malignant and have an aggressive
biological behavior, with most affected animals having a short survival period after diagnosis. The
determination of prognostic factors is important in human and veterinary oncology, as it is fundamental in
predicting the course of the disease and for determining therapeutic decisions. In clinical practice, especially
in veterinary oncology, the existence of prognostic factors that are easily accessible, easy to interpret and have
a low cost are extremely important. Different changes in hematological parameters and ratios have been
described as potential prognostic factors in various tumors in human and veterinary medicine. However, the
information available in feline oncology is scarce. This study aimed to evaluate the prognostic value of different
hematological ratios (neutrophil-lymphocyte ratio, erythrocyte-platelet ratio, hemoglobin-erythrocyte ratio,
platelet-lymphocyte ratio, lymphocyte-monocyte ratio, lymphocyte-erythrocyte ratio and neutrophil-erythrocyte
ratio), in feline mammary carcinomas. For this study, 66 cats presented at five veterinary medical care centers
in Portugal between 2015 and 2021 with a diagnosis of breast carcinoma in clinical stages I, Il and Il
(determined according to the modified classification of the World Health Organization) were selected. ) and
who underwent mastectomy. The median disease-free time (DFI) and tumor-specific survival time (TSS) of the
study population were 285 days and 414 days, respectively. Univariate statistics showed that higher values of
the neutrophil-erythrocyte ratio (NRR) (NRR>0.75) were significantly associated with a shorter animal survival
time (p=0.001). Our results suggest that the NRR can be used as a non-invasive pre-surgical prognostic
marker. However, more studies are needed to prove its clinical use as a prognostic biomarker of feline

mammary carcinomas.

Keywords
Cat, hematological ratios, mammary tumours, prognostic factors, neutrophil-erythrocyte ratio



1. Introducéo

Os tumores mamarios estdo entre as neoplasias mais frequentes em gatas, contando com uma incidéncia
de aproximadamente 25 casos por cada 100000 gatas por ano (Egenvall et al., 2010). Cerca de 80% dos
tumores mamarios felinos sdo malignos, sendo que a maioria destes apresenta um comportamento agressivo
e mau prognostico, tendo os animais afetados uma taxa de sobrevivéncia inferior a um ano mesmo apoés
tratamento agressivo (Millanta et al., 2002; Vilhena et al., 2021). Esta taxa de sobrevivéncia depende de varios
fatores clinicos e histopatolégicos, tais como o tamanho do tumor, a presenca de metastases, a invasao
linfovascular, o indice mitético e o grau histolégico, entre outros (Weijer and Hart, 1983, Seixas et al., 2007,
Seixas et al., 2011). Estes fatores de progndéstico ajudam os tutores e os médicos veterinarios a tomar
decisdes relacionadas com opc¢bes de terapias mais agressivas ou fim de vida do animal (Zappulli et al.,
2015).

Atualmente, a avaliacdo do prognéstico de gatas com tumores mamarios felinos baseia-se em pardmetros
clinicos, histopatolégicos e moleculares (Haynes et al., 1981; Seixas et al., 2011; Zappulli et al., 2015), no
entanto, estes sdo limitados e, muitas vezes, falham na avaliagdo de doentes de baixo e alto risco. E
necessario incluir parametros capazes de avaliar o sistema imunitario como a contagem de células
sanguineas (CCS) que € frequentemente realizada na pratica clinica. Esta andlise engloba as medic¢des dos
glébulos brancos, glébulos vermelhos e plaguetas, e indices hematol6gicos associados. A CCS, bem como a
andlise de diversos racios hematoldgicos, tais como o racio neutrdéfilo-linfécito (NLR), o racio plaquetas-
linfécito (PLR), o racio linfécito-monécito (LMR), entre outros, poderdo constituir biomarcadores importantes
no prognéstico de doentes oncolégicos (Takeuchi et al., 2016; Tan et al., 2016; Sun and Zhang, 2018).
Adicionalmente, estas analises apresentam um risco baixo para o animal e um baixo custo associado, pelo

gue poderao ser clinicamente muito Uteis (Sylman et al., 2018).

Em medicina humana, diversas altera¢cdes hematolégicas e diferentes racios hematoldgicos, tais como o
PLR, o LMR e o NLR foram descritos como fatores de progndstico em varios tipos de tumores (Nishijima et
al., 2015; Tan et al., 2016; Sun and Zhang, 2018; Tadmor et al., 2014; Xia et al., 2016; Mu et al., 2018; Chen
et al., 2019), incluindo o racio LMR em tumores de mama (Ni et al., 2014). A informac&o relacionada com o
valor prognéstico das alteragcdes hematolédgicas e os racios hematologicos, em oncologia felina é escassa
(Petrucci et al., 2021; Naito et al., 2021). Recentemente, foi descrito que valores mais elevados de NLR
estavam associados a um aumento do risco de recorréncia tumoral e da morte associada ao tumor em gatas

com carcinomas mamarios (Petrucci et al., 2021; Naito et al., 2021).

Este estudo retrospetivo teve como objetivo avaliar o valor prognéstico de diferentes racios hematolégicos
— NLR, LMR, PLR, racio amplitude de distribuicdo dos eritrécitos-plaqueta (RPR), racio hemoglobina-
amplitude de distribuicdo dos eritrocitos (HRR), racio linfacito-eritrécito (LRR) e racio neutrdéfilo-eritrocito

(NRR) — no carcinoma mamario felino.



2. Materiais e Métodos

Os animais incluidos no estudo foram recrutados através da consulta das bases de dados clinicos de
cinco centros de atendimento médico-veterinarios de Portugal, nomeadamente do OneVetgroup Hospital
Veterinario Universitario de Coimbra (HVUC), do OneVetgroup Hospital Veterinario de Berna (HVB), do
OneVetgroup Hospital Veterinario do Porto (HVP), do OneVetgroup Hospital Veterinario do Baixo Vouga
(HVBV) e do OneVetgroup Policlinica Veterindria de Aveiro, no periodo entre 2015 e 2021. Foram
selecionadas para este estudo gatas com confirmacgéao histopatoldgica de carcinomas mamarios que tenham
sido excisados por mastectomia, as quais foram submetidas a estadiamento clinico completo, incluindo um
hemograma completo pré-cirdrgico. As amostras de sangue total foram recolhidas para um tubo de EDTA e
os parametros hematolégicos foram determinados num analisador hematoldgico por citometria de fluxo
validado para veterinaria (BC 5000 VET, Mindray Corp) (Thongsahuan et al., 2020). Foram excluidos do
estudo animais em que nao foi possivel realizar o acompanhamento clinico, que tinham CCS realizados em
equipamentos hematoldgicos diferentes, que apresentavam doengas concomitantes e que apresentavam
carcinoma mamario em estadio clinico IV. Foram avaliados os registos médicos de 104 gatas com
confirmacéo histopatoldgica de carcinoma mamario. Trinta e oito gatas ndo reuniam as condi¢des de incluséo
e foram excluidas (em 20 animais nao foi possivel realizar o acompanhamento clinico, 16 tinham CCS

realizados em equipamentos hematolégicos diferentes e duas tinham carcinoma mamaria em estadio 1V).

Das fichas médicas foram recolhidas a identificacdo do animal, os dados laboratoriais pré-cirdrgicos, o
tipo de cirurgia realizado, o tratamento adjuvante administrado, as carateristicas clinicas e histopatoldgicas
do tumor como o tipo histolégico (determinado acordo com a classificacdo da OMS) (Misdorp et al., 1977), o
grau histoldgico (determinado de acordo com a classificagdo de Elston e Ellis, 2002), a invaséo linfovascular
e a evolugéo clinica. O estadio TNM foi determinado em todas as gatas de acordo com o sistema de
estadiamento clinico da OMS modificado (McNeil et al., 2009). O protocolo de acompanhamento pés-cirargico
do animal recomendado consistiu num controlo um més apés a cirurgia, seguido de um controlo a cada trés

meses durante dois anos e, por fim, um controlo a cada seis meses durante um ano.

Os desfechos clinicos avaliados neste estudo foram o intervalo livre de doenca (DFI) e o tempo de
sobrevivéncia tumoral especifica (TSS). O DFI foi definido pelo intervalo de tempo entre a mastectomia e a
progressdo tumoral (recorréncia local, regional ou desenvolvimento de metastases a distancia). O TSS foi

definido pelo tempo entre a mastectomia e a morte relacionada com tumor.

As caracteristicas do animal e do tumor foram descritas usando frequéncias para as variaveis qualitativas,
e a média e o desvio padrdo ou a mediana e o intervalo interquartil (IQR) para variaveis quantitativas. A
transformacao logaritmica foi usada para minimizar a distor¢cdo dos dados. A analise de sobrevivéncia foi
realizada para o DFIl e TSS. Os gatos foram censurados se foram perdidos durante 0 acompanhamento, se
estavam vivos no final do estudo ou se ndo apresentaram progresséo da doencga no final do estudo. Os valores
da mediana de cada racio hematolégico analisado foram usados como valores de corte para a analise da

influéncia dos diferentes racios hematolégicos no DFI e TSS. Um valor de P < 0,05 foi considerado para



significancia estatistica. A analise estatistica foi realizada usando o software SPSS Statistics 26 (IMB, Nova

lorque, Estados Unidos da América).

3. Resultados

Na tabela 1 é apresentada a caracterizacdo da populagdo em estudo por raga, idade, estado reprodutivo,
administracdo de progestagénios, nimero de les@es, ulceracdo, tamanho do tumor, invasdo tumoral nos

linfonodos regionais, estadio clinico e tipo de cirurgia (n=66).

Tabela 1 - Caracterizacao da populacdo em estudo (n=66).

Parametro Avaliado N (%)
Raca Europeu Comum 62 (93,9%)
Siamés 4 (6,1%)
Idade (anos) Média 11,2
Intervalo (minimo-méaximo) 4-18
Estado reprodutivo N&o castradas 30 (54,5%)
Castradas 36 (45,5%)
Administracdo de progestagénios Sim 18 (27,3%)
Né&o 36 (54,5%)
Desconhecido 12 (18,2%)
Nidmero de tumores mamarios Um tumor 30 (45,4%)
Varios tumores 36 (54,5%)
Ulceragao Sim 9 (13,6%)
N&o 57 (86,4%)
Tamanho do tumor* <2cm 29 (43,9%)
Entre 2e 3cm 16 (24,2%)
>3cm 21 (31,8%)
Invasao tumoral nos linfonodos regionais Sim 32 (48,5%)
N&o 34 (51,5%)
Estadio clinico | 14 (21,2%)

I 10 (15,2%)
Il 42 (63,6%)

Tipo de cirurgia Mastectomia radical unilateral 23 (35,4%)
Mastectomia radical bilateral 8 (12,3%)
Mastectomia regional 34 (52,3%)

Tipo Histolégico do tumor Carcinoma tubulopapilar 36 (54,5%)
Carcinoma sélido 16 (24,2%)
Carcinoma cribiforme 9 (13,6%)
Outros tipos** 5 (7,6%)

Grau Histoldgico | 13 (19,7%)

1 21 (31,8%)
n 32 (48,5%)
Invaséo linfovascular Sim 20 (30,3%)
Né&o 46 (69,7%)

*Em gatas com varios tumores, foi considerado a de maiores dimensdes.
**Qutros tipos de tumores: carcinoma mucinoso n=2, carcinossarcoma n=1, carcinoma micropapilar n=1, carcinoma ductal n=1



Os resultados dos diferentes parametros e racios hematolégicos das gatas incluidas no estudo séo
apresentados na tabela 2. Na tabela 3 estdo apresentadas as frequéncias das alteragcdes hematologicas

observadas nas gatas avaliadas.

A progressao do tumor foi reportada em 39 (60%) gatas. Vinte e seis (66,6%) tiveram recorréncia local.
Ocorreu metastase a distancia em 31 (79,4%) gatas, sendo que 25 (64,1%) desenvolveram metastases
pulmonares, uma (2,5%) desenvolveu metastases na pleura e trés (7,6%) desenvolveram metastases em
multiplos 6rgaos (pulméo, pleura e figado). No final do estudo, 38 (57,6%) gatas tinham falecido devido a
causa relacionadas com o tumor, sete (10,6%) gatas faleceram por causas ndo relacionadas com o tumor e
21 (31,8%) gatas estavam vivas. Os valores medianos para DFI e TSS foram, respetivamente, 285 dias e 414
dias.



Tabela 2 — Pardmetros e racios hematolégicos das gatas com tumores mamarios malignos (n=66).

o Amplitude
Val. Referéncia do o . . o o
Média Mediana (méaximo- Minimo Méaximo
aparelho .
minimo)

RBC (x
10%/uL)

4,60 -10,20 8,38 8,50 8,13 3,39 11,52

RDW (%) 16,0 -23,0 19,18 18,5 12,00 14,70 26,70

NLR - 5,54 3,37 32,01 0,94 32,96

HRR - 6,42 6,58 7,19 2,75 9,94

NRR 1,08 0,75 8,7 0,21 8,92

NEU, neutrdfilos; LIN, linfocitos; MON, mondcitos; RBC, células vermelhas; HGB, hemoglobina; RDW, variacédo de tamanho das
células vermelhas; PLT, plaquetas; NLR; racio neutréfilo-linfocito; RPR, racio RDW- plaquetas; HRR, racio hemoglobina-RDW; PLR,
racio plaguetas-linfécito; LMR, racio linfécito-mondcito; LRR, racio linfocito-RBC; NRR, racio neutrdfilo-RBC

0o



Tabela 3 — Altera¢des hematoldgicas em gatas com tumores de mama incluidas no estudo (n=66).

Valores Valores
a Valores normais superiores ao inferiores ao
Val. Referéncia
(n) valor de valor de
referéncia (n) referéncia (n)
NEU (x 103/uL) 3,12 -12,58 53 9 4
MON (x 103/uL) 0,07-1,36 50 3 13
LINF (x 103/uL) 0,73 -7,86 62 0 4
RBC (x 10%uL) 4,60 — 10,20 57 8 1
HGB (g/dl) 8,5-15,3 60 3 3
RDW (%) 16 — 23 54 6 6
PLT (x 103/uL) 100 - 518 55 0 11

NEU, neutrdfilos; LIN, linfocitos; MON, mondcitos; RBC, células vermelhas; HGB, hemoglobina; RDW,

variagdo de tamanho das células vermelhas; PLT, plaquetas

A andlise estatistica univariada da potencial influéncia dos diferentes racios hematolégicos no DFl e
TSS estdo apresentados na Tabela 4. O valor de corte utilizado em cada parametro foi a sua respetiva
mediana. O NRR foi o Unico racio hematolégico determinado no momento do diagndstico a apresentar valor
prognéstico significativo em gatas com carcinoma mamarios, indicando que gatas com um valor>0,75 (n=33)
apresentam um periodo de sobrevivéncia mediano de 443 dias (p< 0,001) enquanto que gatas com valores

inferiores (n=33) tem um periodo de sobrevivéncia mediano de 678 dias.

Tabela 4 - Valores de cut-off e da probabilidade de significancia (P) no prognéstico dos diferentes racios

hematoldgicos analisados sobre o intervalo livre de doenca e o tempo de sobrevivéncia (n=66).

Valor de corte DFI TSS
NLR 3,37 0,411 0,194
RPR 0,10 0,821 0,732
HRR 6,58 0,397 0,256
PLR 99,67 0,656 0,986
LMR 12,95 0,982 0,983
LRR 0,22 0,696 0,346
NRR 0,75 0,073 0,001

Nota: Os valores a negrito sao os resultados com significancia (p < 0,05)
DFl, intervalo livre de doencga; TSS, tempo de sobrevivéncia tumoral especifica; NLR; racio neutrdfilo-linfocito; RPR, racio RDW-
plaguetas; HRR, racio hemoglobina-RDW; PLR, racio plaquetas-linfécito; LMR, racio linfécito-mondcito; LRR, racio linfocito-RBC;

NRR. racio neutréfilo-RBC



4. Discussao

No presente estudo, foram analisados diferentes racios hematolégicos no momento do diagndstico de 66
gatas com carcinomas mamarios em estadio clinico I, Il e Ill. Que tenhamos conhecimento, este estudo
descreve pela primeira vez a avaliagédo do valor progndstico de diferentes racios hematoldgicos em gatas com
tumores mamarios malignos, nomeadamente do NLR, LMR, PLR, RPR, HRR, LRR e NRR.

A determinacdo do progndstico € importante em oncologia humana e veterinaria, uma vez que é
fundamental na predicdo da evolucdo da doenca e para a determinacéo de decisdes terapéuticas. Na pratica
clinica, principalmente em oncologia veterinaria, a existéncia de fatores de prognéstico que sejam facilmente
acessiveis, de facil interpretacdo e que apresentem um baixo custo sdo extremamente importantes. As
alteracdes hematoldgicas sé@o frequentemente descritas em oncologia humana e veterindria, e diversos
estudos ja demonstraram que diversas alterac6es hematoldgicas e os racios hematologicos determinados no
momento do diagndstico ou durante o curso da doenga possuem valor clinico prognostico (Nishijima et al.,
2015; Tan et al., 2016; Sun and Zhang, 2018; Tadmor et al., 2014; Xia et al., 2016; Mu et al., 2018; Chen et
al., 2019).

Como ja referido anteriormente, os tumores de mama sdo das neoplasias mais frequentes em gatas, e
destes, a maioria sdo malignos e apresentam um comportamento agressivo (Millanta et al., 2002; Vilhena et
al., 2021). Apesar de na maioria dos casos o tempo de sobrevivéncia apés o diagndstico ser reduzido, mesmo
apos tratamento agressivo, os tempos de sobrevida relatados em gatas com tumores mamarios malignos
variam significativamente de alguns dias a varios anos (Viste et al., 2002; Preziosi et al., 2002). Por esse
motivo, a determinacéo de fatores de progndéstico em gatas com carcinomas mamarios € muito importante
em termos clinicos. Apesar de alguns estudos ja terem demonstrado que as alteracdes hematoldgicas e os
racios hematolégicos apresentam valor prognéstico em gatas com tumores mamarios malignos (Petrucci et
al., 2021; Naito el al., 2021), a informacéo € ainda muito escassa.

De acordo com os nossos resultados, 0 NRR mostrou ser um potencial biomarcador do progndstico do
tempo de sobrevivéncia em gatas com carcinoma mamario em estadios clinicos |, Il e lll apos realizacéo de
mastectomia, sendo que gatas com valores de NRR superiores a 0,75 estdo associados a um menor tempo

mediano de sobrevivéncia (443 dias) do que gatas com valores inferiores (678 dias).

Atualmente, é reconhecido que a resposta inflamatdria tem um papel critico na progressao tumoral e que
pode influenciar a sobrevivéncia dos pacientes oncologicos (Coussens and Werb, 2002). Elevadas contagens
de neutrdfilos e plaquetas, baixos linfécitos e, também, elevado NLR, PLR e baixo LMR foram associados a

prognosticos desfavoraveis em varios tumores sélidos em medicina humana (Sun and Zhang, 2018).

Os neutréfilos produzem citoquinas e moléculas efectoras, como o fator de crescimento endotelial
vascular, que estimula a angiogénese tumoral, 0 crescimento da neoplasia e a metastizagdo (Kusumanto et
al., 2003). Os neutrdfilos ativados podem migrar até ao nicho tumoral onde libertam grandes quantidades de

espécies reativas de oxigénio que promovem dano no ADN celular e instabilidade genética, levando ao
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aparecimento de adenomas no microambiente tumoral (Sylman et al., 2018). Também tém um papel anti
tumoral através da citotoxicidade, direta ou mediada por anticorpos, nas células tumorais e da ativacéo de
células do sistema imunitario como as células T e as células dendriticas (Sylman et al., 2018). Os neutrofilos
podem ser ativados por citoquinas derivadas das células tumorais como os fatores de crescimento mieloides,
a IL-10, a IL-6 e o fator de necrose tumoral alfa (Sylman et al., 2018). Estudos recentes, mostraram que um
valor mais elevado de NLR esta associado a um pior prognéstico para carcinoma mamario felino (Petrucci et
al., 2021; Naito et al., 2021). No entanto, no presente estudo, o NLR ndo mostrou potencial como biomarcador
de progndstico do carcinoma mamario felino. De acordo com a nossa opinido, esta diferenca pode ser devida
a dois fatores principais. O facto de termos usado o valor da mediana do NLR das gatas incluidas neste estudo
como o valor de corte; eventualmente a andlise de outros valores de corte poderiam permitir obter resultados
diferentes. Outro fator é o facto de as populacdes em estudo serem diferentes. Apesar de essa andlise ndo
ter sido realizada, é possivel que a avaliagdo de duas populagcbes diferentes, que apresentem tumores em
diferentes estadios clinicos, possa ter influenciado os resultados, e possa justificar as diferengas observadas
entre estudos.

Apesar de o papel dos neutrdfilos na progresséo do tumor estar pouco compreendido, eles desempenham
uma fungéo importante na inflamacéo associada ao tumor, devido ao facto de conseguirem redirecionar a
resposta inflamatéria para uma acdo anti- ou pré-tumoral (Shaul and Fridlender, 2018). Os neutréfilos
associados ao tumor (TAN), podem alterar o seu fen6tipo para um tipo anti-tumoral (N1) ou para um tipo pré-
tumoral (N2) (Mishalian et al., 2017). Varios mecanismos moleculares tém impacto no balanco entre estas
duas fung¢Bes. Os neutrdéfilos séo recrutados em resposta a citoquinas especificas do tumor como a IL-6 e 0
interferdo gama (Shaul and Fridlender, 2018). Estes neutréfilos ativados podem promover o crescimento € a
progressao tumoral convertendo células cancerigenas senescentes em células cancerigenas proliferativas
(Coffelt et al., 2016). Podem ainda inibir a atividade citotéxica das células do sistema imunitario como os
linfécitos T, o que origina uma diminui¢cdo da resposta imunitaria anti-tumoral do doente, e pode agravar o

prognostico (Tsuda et al., 2012).

Os neutrdfilos circulantes sdo uma fonte de TAN e podem aumentar com o desenvolvimento do tumor,
em resposta a citoquinas tumorais como IL8 e o fator de estimulacdo de coldnias de granuldcitos (Coffelt et
al., 2016). O duplo papel presente nos TAN também esté descrito nos neutréfilos circulantes, havendo duas
fracdes: uma de alta densidade (HDN) com capacidade citotoxica e uma de baixa densidade (LDN) que
promove o desenvolvimento tumoral e inibe células imunes (Shaul and Fridlender, 2018). O nosso estudo
levanta a hipétese de que os neutrdfilos circulantes podem estar envolvidos na carcinogénese tumoral nos

carcinomas mamario, no entanto sao necessarios estudos futuros para confirmar esta hipotese.

Em medicina humana, um elevado valor de PLR parece estar associado a um menor intervalo livre de
doenca (Takeuchi et al., 2016) e a um menor tempo de sobrevivéncia em doentes com carcinoma das células
escamosas do esdfago (Sun and Zhang, 2018). Tal resultado é possivel porque as plaquetas favorecem o
extravasamento das células tumorais por libertacdo de metaloproteases e promovem a angiogénese tumoral

e 0 crescimento das metastases através de fatores de crescimento (Bambace and Holmes, 2011). As
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plaguetas também protegem as células tumorais em circulacdo das células T-Kkiller. Os linfécitos induzem

citotoxicidade e inibem a proliferacéo e migracao das células tumorais (Sylman et al., 2018).

A diminuicdo da hemoglobina pode refletir um estado de desnutricdo, pelo que haverd uma menor
tolerancia ao tratamento. Um aumento do RDW esta associado a um pior progndstico no tempo de
sobrevivéncia (Sun et al., 2016) mas o estudo publicado por Seretis et al. (2013) relaciona-o inversamente
com o grau de malignidade. O racio hemoglobina-RDW (HRR) quando diminuido esta associado a um
aumento no estadio do tumor pulmonar das células ndo pequenas em humanos (Chen et al., 2020). O
aumento do racio RDW-plaquetas (RPR) esta relacionado com um progndstico desfavoravel em tumores

mamarios da mulher (Takeuchi et al., 2019).

Uma diminuigdo dos racios linfécito-RBC (LRR) e neutrofilo-RBC (NRR), no momento do diagndstico esta

associada a um maior DFI em mulheres com tumores mamarios (Wang et al., 2019).

Os linfécitos fazem parte da resposta anti-tumoral humoral e celular, o que explica que uma diminuigédo
do numero de linfécitos esteja associada a uma menor taxa de sobrevivéncia em varios tipos de tumores
(Nishijima et al., 2015). Os mondcitos sao recrutados para o local do tumor onde alteram o microambiente
tumoral para promover a progressdo do tumor através da supressdo local do sistema imunitario e da
angiogénese (Pan et al., 2018). Em medicina humana, esta descrito que um aumento do racio LMR esta
associado a um aumento do DFI em tumores mamarios (Ni et al., 2014) enquanto que para o carcinoma das
células escamosas do esofago uma diminui¢éo esti associada a um menor tempo de sobrevivéncia (Sun and
Zhang, 2018).

Sera necessério fazer, num futuro préximo, uma avaliacdo destes dois fatores para avaliar estas

diferencas entre estudos.

Os nossos resultados ndo permitem também corroborar os resultados obtidos noutros estudos que
avaliaram o valor progndéstico dos racios hematolégicos em doentes oncoldgicos (Nishijima et al., 2015; Tan
et al., 2016; Sun and Zhang, 2018; Tadmor et al., 2014; Xia et al., 2016; Mu et al., 2018; Chen et al., 2019),
possivelmente pelas diferencas existentes entre diferentes tumores, por termos utilizado um valor de corte

diferente, pelos restritos critérios de inclusédo ou pelo tamanho da amostra.

Sao necesséarios mais estudos para corroborar os resultados aqui obtidos para o carcinoma mamario
felino e para outros tipos de tumores, para determinar um valor de corte mais preciso e assim conhecer melhor
o valor clinico destes racios hematoldgicos no prognoéstico dos tumores mamarios felinos e de outros tumores
felinos. Serd necessario também conhecer melhor as funcdes das diferentes células avaliadas na
carcinogénese de diferentes tumores, e como € que o0 seu comportamento durante o processo tumoral pode

afetar os racios avaliados.
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5. Conclusao

Este estudo avaliou diferentes racios hematologicos determinados no momento do diagnostico em gatas
com tumores mamarios malignos, com o objetivo de avaliar o seu valor progndstico. Que tenhamos
conhecimento, este é o primeiro estudo a descrever o0 NRR como potencial biomarcador de prognéstico do
TSS em carcinomas mamarios felinos. Este € um parametro que pode ser obtido facilmente, € minimamente
invasivo e de baixo custo. Sao, no entanto, necessarios mais estudos para corroborar os resultados aqui

obtidos e para determinar um valor de corte mais preciso.
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