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RESUMO

Neoplasias mamarias em cdes machos sdo consideradas raras por sua baixa incidéncia. Foi atendido em Fortaleza
um cdo macho, Rottweiller ndo castrado de 9 anos apresentando aumento bem delimitado e firme a palpagdo em
glandula mamaria toracica direita. Apos realizagdo de hemogramas (anemia verdadeira microcitica, hipocromica
e trombocitose), citologia (PAF) sugestiva de mastite ¢ raspado de pele profundo sugestivo de infecgdo fungica
moderada, foi realizado tratamento oral e topico que ndo obteve melhoras levando a retirada cirtirgica do nédulo
(T1:<3cm), a histopatologia revelou se tratar de um carcinoma em tumor misto (CTM) bem delimitado e de
margens livres, na imuno-histoquimica (IHQ) obteve os seguintes resultados: Ki-67 20%; RP >75%; RE 51-75%;
COX-2 de escore 3 (<10% marcac¢ao de intensidade forte); HER-2 escore 2 (>10% marca¢do membrana moderada
e incompleta), configurando um tumor de classificagdo molecular Luminal B HER-2 negativo. As caracteristicas
tumorais (T 1/ CTM/ RP+/ RE+/ COX-2 baixo) indicam comportamento biolégico menos agressivo. Embora sejam
raras, as neoplasias mamarias devem ser sempre um diagndstico diferencial em cdes machos que apresentem
aumento em regido de glandula mamaria, realizando uma investigacdo clinico-patoldgica completa abrangendo
sempre que possivel a IHQ, para aumentar nossa compreensdo do comportamento biologico desses tumores.

Palavras-chave: Neoplasia mamaria, histologia, imuno-histoquimica.

ABSTRACT

Mammary neoplasms in male dogs are considered rare due to their low incidence. A 9-year-old uncastrated
Rottweiler, presenting a well-defined and firm enlargement on palpation in the right thoracic mamary gland, was
treated in Fortaleza. After carrying out blood counts (true microcytic, hypochromic anemia and thrombocytosis),
cytology (PAF) suggestive of mastitis and deep skin scrapings suggestive of moderate fungal infection, oral and
topical treatment was performed, which did not provide any improvement, leading to surgical removal of the
nodule (T1: <3cm), histopathology revealed that it was a well-defined mixed tumor carcinoma (MTC) with firee
margins. Immunohistochemistry (IHC) yielded the following results: Ki-67 20%; RP >75%,; RE 51-75%,; COX-2
score 3 (<10% strong intensity marking); HER-2 score 2 (>10% moderate and incomplete membrane staining),
configuring a Luminal B HER-2 negative molecular classification tumor. The tumor characteristics (T1/ MTC/
RP+/ RE+/ COX-2 low) indicate less aggressive biological behavior. Although mammary neoplasms are rare,
they should always be the differential diagnoses in male dogs that present enlargement in the mamary gland,
carrying out a complete clinicopathological investigation covering IHC whenever possible, to increase our
understanding of the biological behavior of these tumors.

Keywords: Breast neoplasia, histology, immunohistochemistry.

INTRODUCAO

As neoplasias mamarias sdao as proliferagdes celulares mais comuns em cadelas
(PENA et al., 2014; VISAN et al., 2016). Em contraste com este dado, os caes machos
apresentam 1% de chance de desenvolverem tumores mamarios (REZENDE e GAMA, 2018).
Assim os tumores em machos ocorrem geralmente nas glandulas mamarias abdominais caudais
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e inguinais, em adultos a idosos podendo ser unicos ou multiplos (SORENMO et al., 2013). O
aparecimento dessas massas pode também estar atrelado a tumores testiculares que causam
aumento nos niveis de estrogeno e progesterona predispondo o animal as neoplasias mamarias
(ESTRALIOTO e DE CONTI, 2019).

O tratamento mais seguro em casos de neoplasias mamarias ¢ o cirurgico, em exce¢ao
para o carcinoma inflamatorio (ESTRELA-LIMA et al., 2023). A sua avaliagcao prognodstica
necessita de estadiamento clinico e a solicitacdo de exames: hemograma, radiografia toracica
em trés planos e ultrassonografia abdominal. Assim ¢ possivel detectar sindromes
paraneoplésicas, metastases a distancia, avaliacao do linfonodo regional e do tamanho tumoral,
indicando em qual estadiamento clinico o paciente se encontra (CASSALI et al., 2020).

Os tumores mamarios sdo classificados em benignos e malignos, de acordo com suas
caracteristicas histologicas (SILVA, 2007). Concernente & malignidade desses tumores ha uma
divergéncia na literatura, porém segundo Nunes ef al. (2018) a maioria dos casos em machos
foram de neoplasmas malignos. No entanto, o carcinoma em tumor misto ¢ o tipo histologico
mais relatado em tumores mamarios (RICHARDS et al., 2001; SAAD et al., 2017), sendo estes
tumores heterogéneos com areas epiteliais malignas, podendo conter matriz mixoide por agao
das células mioepiteliais estreladas benignas e presenca de matriz condroide madura, ostedide
e até adiposas resultante de células mesenquimais benignas, com areas de invasdo
carcinomatosa penetrando o estroma (FILHO et al., 2010; CASSALI et al., 2023).

A imuno-histoquimica (IHQ) ¢ uma técnica valiosa na avaliagdo de receptores e
proteinas em amostras de tecido, desempenhando um papel crucial como ferramenta preditiva
e prognoéstica no contexto do cancer de mama em caes e gatos. A andlise desses marcadores,
realizada por meio de estudos semiquantitativos ou quantitativos, oferece informacgoes
relevantes para o manejo clinico da doenga (CASSALI ef al., 2023).

Segundo Cassali ef al. (2020) o painel IHQ para neoplasias mamarias ¢ composto por
marcador de proliferagdo celular (Ki-67) que identifica células em fases ativas do ciclo de
replicagdo celular (G1, S, G2 e M) e sua expressdo ¢ um prognostico em diversas neoplasias
(DUTRA et al., 2008). Para o receptor de estrogeno (RE) localizado na membrana nuclear e o
de progesterona (RP), a avaliagdo ¢ importante para carcinomas mamarios (HAMMOND et al.,
2010). Para a ciclo-oxigenase-2 (COX-2), anticorpo expresso em condig¢des fisiologicas em
alguns tecidos e regulado positivamente em condi¢des patoldgicas (neoplasias e inflamacao),
sua avaliagdo € util como alvo terapéutico anti-inflamatérios ndo esteroidal (AINEs), além disso
a COX-2 tem relagdo com o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) no cancer de
mama canino, elevando a importancia de sua avaliagdo na IHQ (LAVALLE et al., 2009).

O receptor de fator de crescimento epidérmico-2 (HER-2) ¢é codificado pelo gene erbB
considerado proto-oncogene, pois tem sua ativagdo na tirosina quinase membrana que aciona a
producdo de fatores de transcri¢do induzindo a duplicagdo do DNA e posterior divisdo celular
(CASSALIl et al., 2023), sua avaliagdo € util para identificar superexpressao da oncoproteina c-
erbB-2 em muitas neoplasias epiteliais (WOLFF et al., 2013). Porém este nao foi adicionado
ao painel de THQ estabelecido pelo consenso e pela falta de estudos mais robustos em tumores
mamarios de caes (CASSALI et al., 2020). H4 uma correlagdo positiva da expressao de HER-
2 com tumores mamarios caninos de comportamento mais agressivo (CASSALI et al., 2023).
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O objetivo deste trabalho foi relatar um caso de carcinoma em tumor misto em
glandula mamaria em um c@o macho da raca Rottweiler, com suas abordagens clinica e
histopatologica, e seu imunofendtipo obtido através de resultados por imuno-histoquimica.

ATENDIMENTO AO PACIENTE

Um c@o macho fértil de 9 anos da raga Rottweiler, foi atendido em clinica veterinaria particular
em Fortaleza/Ceara, com um aumento bem delimitado e firme a palpagdo em glandula mamaria toracica
direita acompanhado por prurido intenso, sendo solicitado hemograma. O eritrograma apresentou uma
anemia microcitica e hipocromica acompanhada de trombocitose, valores mais detalhados na Tab. 01.

Tabela 01: Hemogramas completos realizados em momentos distintos para comparagao.

1° Hemograma (109 dias antes da intervengdo cirurgica)

Referéncia Refer.
- 5 6-8 Leucécitos . 8-16
Hemacias milhdes/ulL* milhdes/uL totais 10,3 mil uL mil uL
Hemoglobina 10,1 g/dL* 14-19 g/DI1 (%) les
Hematdocrito 31,80%* 40-56% Metamielocitos | 0% 0
VCM 63,6 fL* 65-78 Fl Bastonetes 0% 0
HCM 20,2 pg* 21-26 pg Segmentados 81% | 8.343 4112428(;
CHCM 31,70% 31-35% Eosinofilos 2% 206
Proteinas 8g/dL Baséfilos 0 | o0
totais
717.000mm? 200 000 - P o 1.040 -
Plaquetas « 500 000 mm? Linfécitos 17% | 1.751 6.400
Mondcitos 0% 0
Observacoes Discreta hipocromia, moderada anisocariose, leucocitose e plaquetas
¢ morfologicamente normais, plasma lipémico ++/ plasma hemolisado +
2° Hemograma prévio a intervengdo cirurgica
Referéncia Refer.
. 6 6-8 Leucédcitos . 8-16
Hemacias milhdes/ul | milhdes/ul | totais M9 milpl
Hemoglobina 12 g/dL* 14-19 g/DI (%) X;;'
Hematdécrito 35,70%* 40-56% Metamielocitos | 0% 0
VCM 59,2 fL* 65-78 Fl Bastonetes 0% 0
HCM 19,9 ng* 21-26 pg Segmentados 77% | 11473 41‘242(())(;
CHCM 33,60% 31-35% Eosinofilos 7% 1.043
Proteinas 9g/dL Baséfilos 0% 0
totais
532.000 200.000 a NP o 1.040-
Plaquetas o 500.000mm? Linfocitos 15% | 2.235 6.400
Monécitos 1% 149
Observacoes Plasma normal
*Valores alterados
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No primeiro momento suspeitou-se de quadro alérgico dermatolégico em fungdo do prurido
intenso, levando a realizacao de raspado de pele profundo que resultou em um diagnoéstico sugestivo de
infeccao fungica moderada. Diante disto foi prescrito anti-inflamatério esteroidal a base de prednisolona
oral 1mg/kg a cada 24h por 7 dias e pomada a base de dexametasona para aplicar na regido afetada 3
vezes por dia durante 15 dias. Também foi realizado citologia por meio de pungdo por agulha fina,
resultando em quadro inflamatério sugestivo de mastite.

Nao houve melhora clinica apds o tratamento instituido encaminhado para a cirurgia de
exérese, apos novo hemograma pré-ciriirgico que apontou uma persisténcia da anemia microcitica e
hipocrémica acompanhada de discreta trombocitose como pode ser observado na Tab. 01.

Apo6s a intervengdo cirtrgica conduzida uma amostra de fragmento de pele de
3,0x2,8x2,3cm de consisténcia macia, compacta € branco ao corte apresentando nodulo centra
foi enviada para a realizacao de analise histopatoldgica com coloracdo de Hematoxilina-Eosina
(HE) em laboratorio particular da cidade de Fortaleza, Ceard. A microscopia revelou uma
proliferacdo neoplésica encapsulada, ndo invasiva e bem delimitada de células epiteliais
formando arranjo papilar em meio a denso estroma fibroso. As células apresentavam citoplasma
eosinofilico e nucleo redondo a oval de cromatina fina. Havia moderada anisocitose e
anisocariose, areas focais de micro-invasdo carcinomatosa e presenca de matriz cartilaginosa
madura adjacente a proliferagdo, as margens laterais e profunda estavam livres.

O tumor nao apresentava 10 areas de invasao o que impossibilitou a conducao da
graduacao histolégica. Nao foi enviado linfonodo para analise histopatoldgica. As laminas em
HE foram revisadas também no laboratorio de patologia comparada (LPC) especializado em
neoplasias mamarias situado na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) em Belo
Horizonte, concluindo assim se tratar de um carcinoma em tumor misto (Fig. 01).

Figura 01: Fotomicrografias histopatologicas de carcinoma em tumor misto na glandula
mamaria de cao macho.

Obs.: A = Proliferagdo epitelial em arranjo papilar adjacente a formago de matriz condréide madura (* — HE, 2x
(0,237mm/2x); B = Matriz condroide (*) e projecdes papilares (HE, 10x); C = Area carcinomatosa em papilas com
delicado eixo conjuntivo (HE, 40x); D = Microinvasdo carcinomatosa em estroma (setas — HE, 40x).
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Para a realizagdo da imuno-histoquimica foi utilizado anticorpos padronizados pelo
LPC. Foi preparado cortes de 3um de espessura do tumor primario e montado em laminas de
gelatina proprias para analise de IHQ. O antigeno foi imuno detectado usando o sistema de
anti-camundongo / anti-coelho (Novolink Polymer Detection System, Leica Biosystems,
Newcastle Upon Tyne, Reino Unido) segundo as instrugdes do fabricante. A atividade de
peroxidase endogena foi bloqueada com solucao de peroxido de hidrogénio (H202) a 10% em
alcool metilico.

Os reagentes foram aplicados manualmente e a imunorreatividade foi visualizada pela
incubacdo das laminas com o cromogénio diaminobenzidina (DAB Substrate System, Daki,
Carpinteria, CA, EUA) por 3 minutos. Demais detalhes dos anticorpos, diluicdes,
procedimento de recuperacdo de antigeno e tempos de incubagdo utilizados no processo de
imunocoloragdo sdo mostrados na Tab. 02. Os controles negativos foram realizados utilizando
fosfato de solugdo salina (PBS), omitindo assim o anticorpo primario, ¢ o tecido normal da
glandula mamaria foi usado como controle positivo interno em todos os marcadores.

Tabela 02: Anticorpos, dilui¢cdes, procedimentos de recuperacao de antigenos e tempos de
incubagao.

, METODO DE
ANTIGENO . . TEMPO DE
CLONE DIL. © RECUPERACAO INCUBACAO
ALVO DE ANTIGENO (h)/Temp.
Rato Monoclonal Pronto Calor pressurizado
Ki-67 Anti-humano para uso (125°C/2min) com 14-16h /4 °C
(Mib-1) tampao citrato pH 6,0
Rato Monoclonal Calor pressurizado
Rectepttor de Anti-humano 1:50 (125°C/2min) com 14-16h / 4 °C
proteste- (hPRa2) tampao EDTA pH 9,0
rona (RP)
Rato Monoclonal Pronto Calor pressurizado
Rec«zptor de Anti-humano (1D5) para uso (125°C/2min) com 14-16h /4 °C
estrogeno tampao citrato pH 6,0
(RE)
Rato Monoclonal Calor pressurizado
COX-2 Anti-humano 1:50 (125°C/2min) com 14-16h /4 °C
(SP21) tampao citrato pH 6,0
Coelho Policlonal Calor pressurizado
HER-2 Anti-humano 1:200 (125°C/2min) com 14-16h /4 °C
tampao citrato pH 6,0

Obs.: @ = Diluicio.

Ap6s a realizacdo do painel IHQ para tumor mamario obteve-se o resultado de
neoplasia mamaria positiva para RP (++++) e RE (+++) com indice proliferativo de 20%,
negativo para COX-2 com escore 3 e negativo para HER-2 com escore 2 (Fig. 02).
Configurando assim um carcinoma em tumor misto do tipo Luminal B HER-2 negativo.
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Figura 02: Fotomicrografias de painel imuno-histoquimico para tumor mamario e controle
negativo em cdo macho acometido por carcinoma em tumor misto.

Obs.: Células neoplasicas. Ki-67 = Marcagao nuclear em 20% delas; RP = Imunomarcagéo difusa e positiva em
>75% delas; RE = Imunomarcag@o nuclear positiva em 51-75% delas; COX-2 = Imunomarcagdo forte com
distribui¢do em <10% delas; HER-2 = Marcag¢do membranar incompleta moderada >10% delas; Controle (-) =
Revela a especificidade dos anticorpos, onde ndo ha nenhuma reagdo cruzada na técnica utilizada (40x).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As neoplasias mamadrias em caes machos tém incidéncia baixa. Estimativas realizadas
apontam que esses animais tém risco de desenvolver tumores em glandula mamaria 62 vezes
menor que as cadelas e quando isso ocorre geralmente ¢ em animais de meia-idade a idosos
(BERTAGNOLLI ef al., 2023). O animal do estudo encaixa-se nesses critérios por sua idade
de 9 anos. Em relacdo ao carater de malignidade dos tumores em cdes machos, existem
divergéncias na literatura, porém um levantamento epidemiologico realizado pelo LPC na
UFMGQ, revela que a maior porcentagem desses tumores refere-se a neoplasias malignas (75%)
(NUNES et al., 2018), corroborando com o nosso caso de carcinoma.
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A raca segundo estudos de varios autores (BERTAGNOLLI et al., 2023) ndo ¢ um
fator predisponente para o aparecimento de neoplasias mamarias em cadelas, acredita-se que
este mesmo raciocinio se estenda aos cdes machos. A variacdo de ragas encontradas em
levantamentos epidemioldgicos modifica-se de acordo com a populagdao da regido estudada
(BERTAGNOLLI et al., 2023).

Com relagdo a suspeita clinica, por mais que no primeiro momento tenha-se suspeitado
de uma patologia dermatologica alérgica, o tratamento prescrito ndo prejudicou o paciente
oncoldgico, pois tratava-se de anti-inflamatorios que aliviaram o prurido e a acdo inflamatoria
no tumor. A inflamagdo segundo alguns estudos, revelou ser um possivel ponto de partida para
o crescimento tumoral, atuando como modulador do sistema imunoldgico estimulando a
proliferacdo celular e favorecendo até mesmo a ocorréncia de metéstase, sendo este um
importante parametro a ser avaliado (HANAHAN e WEINBERG, 2000; LAVALLE et al.,
2009).

Os exames laboratoriais hematoldgicos realizados antes da intervengdo cirurgica,
denotaram marcadamente uma anemia verdadeira microcitica e hipocromica, indicando ser
provocada por deficiéncia de ferro. A anemia ¢ a alteragdo mais frequente nas sindromes
paraneoplésicas, que sdo alteragdes sistémicas ligadas diretamente ou indiretamente ao tumor
mamario nesses animais (CHUN, 2010).

A literatura também enfatiza que no quadro de cancer hd um excesso de interleucina-
6 (IL-6) que estimula a liberacao de hepcidina, isso faz com que a absor¢ao sanguinea do ferro
nos enterocitos seja impedida, desta maneira diminui os indices de ferro circulante. Além disto,
IL-6 também estimula macréfagos e monocitos a produzirem menos hepcidina, causando um
acumulo de ferro nessas células que agem na hemocaterese, levando a uma deficiéncia
funcional de ferro. Outro mecanismo ¢ causado pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF- a),
onde ¢ secretado pelos tumores mamarios inibindo a eritropoetina e agindo nos progenitores
hematopoiéticos (MANGIERI, 2009). Outro mecanismo ¢ causado pelo fator de necrose
tumoral alfa (TNF- a), onde ¢ secretado pelos tumores mamarios inibindo a eritropoetina e
agindo nos progenitores hematopoiéticos (OGILVIE, 2004). Todos esses fatores levam ao
entendimento da anemia ferropriva apresentada no animal deste estudo, porém nao ha como
afirmar que estas sdo decorrentes do tumor primario, uma vez que nao foi realizado um
acompanhamento para descartar outras enfermidades de base.

A trombocitose também foi um resultado significante, sabe-se que esta alteracao tem
sido relatada em pacientes caninos com neoplasias mamadrias e outros tipos de tumores. O papel
da acdo plaquetaria no cancer ja ¢ bem esclarecido na contribuicdo do crescimento e progressao
tumoral, uma vez que elas secretam fatores pré-angiogénicos, estimulando na formagao de
novos vasos sanguineos que por sua vez levam oxigénio e nutrientes para a massa tumoral.
Desta maneira a trombocitose em cdes com neoplasias mamarias foi associada a graus
histolégicos mais avangados, presenca de metastases € consequentemente a diminuicao de
sobrevida desses animais, sendo um potencial fator prognostico. Assim como na anemia, por
ser alteracdes secundarias a diversas patologias, ndo ha como afirmar que foram causadas pelo
tumor do paciente (BERGMAN, 2007).

Concernente as caracteristicas patoldgicas do tumor, o tamanho tumoral (0 a 3cm) e o
tipo histoldgico (CTM) do presente estudo, mostraram ser fatores progndsticos favoraveis ao
tempo de sobrevida do animal, pois de acordo com Cassali et al. (2023) animais com tumores
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até 3cm e do tipo histologico CTM tem estatisticamente maior sobrevida global quando
comparado com tumores maiores e de tipos histologicos diferentes.

J& os marcadores imuno-histoquimicos revelaram uma neoplasia de classificagdo
molecular do tipo Luminal B HER-2 negativo, pois apresentou imunomarca¢gdo de HER-2
membranar incompleta e moderada em mais de 10% das células, sendo positivo para RP e RE
além de um indice proliferativo de 20%, configurando um tumor de nivel mais acelerado de
proliferagdo celular se comparado com o Luminal A. O HER-2 ¢ um importante marcador, pois
estd atrelado com a regulagdo do crescimento tumoral, a sobrevivéncia do mesmo e a
diferenciagdo, estes receptores de fator de crescimento epidérmico t€m sua ativacdo na
atividade da tirosina quinase, atuando diretamente no controle do ciclo celular, por esta razao
eles sdo tidos como proto-oncogenes capazes de amplificar o gene tumoral levando ao
desenvolvimento de células neopléasicas (CASSALI et al., 2023).

Os marcadores hormonais (RP ¢ RE) quando avaliados em combinagdo, demonstram
melhor o comportamento progndstico do paciente, € no presente trabalho foi visto positividade
em ambos, sendo o receptor de progesterona marcado difusamente (++++) e o receptor de
estrogeno foi positivo em 51 a 75% dos nticleos das células neoplésicas (+++), revelando ser
um carcinoma bem diferenciado e com bom progndstico (CASSALI et al., 2023). Estudos
revelaram que em cadelas 50 a 80% dos carcinomas mamarios expressam RE, e 40% marcam
ambos os receptores (RP e RE) (CIRILLO, 2008; CANADAS et al., 2019).

Ja a COX-2 resultou em escore 3, com intensidade de marcagao forte e de distribuicao
menor que 10%. Segundo Lavalle ef al. (2009) este ¢ um escore baixo e sugestivo de bom
tempo de sobrevida global, pois a menor expressdo da mesma no cancer canino implica
consequentemente, em menor expressao do VEGF, ou seja, o processo de angiogénese tumoral
que ¢ fundamental para disseminagdo metastatica e desenvolvimento neoplasico sera baixo. Em
relacdo a utilizagdo de inibidores da COX-2 combinada a protocolos quimioterdpicos no
tratamento oncologico, ndo ¢ recomendada sua utilizacdo no animal do presente estudo porque
a imunomarcag¢do foi menor que o escore estabelecido para a utilizagdo do mesmo (CASSALI
et al., 2019). Nesse caso o seguimento ¢ o mais recomendado com realizacdo de exames
clinicos, laboratoriais e de imagem para acompanhar possiveis aparecimentos de metéstases
(CASSALl et al., 2019).

Como nao houve envio do linfonodo sentinela para analise histopatologica e IHQ, nao
se pode confirmar que o animal ndo tivesse focos. metastaticos, porém, todos os marcadores do
tumor primario indicaram um comportamento bioldgico menos agressivo. Mas vale ressaltar
que a recomendagdo sempre sera a retirada do linfonodo para melhor estadiamento clinico e
maior acurdcia nas informagdes que sdo imprescindiveis para o estabelecimento do futuro
tratamento e acompanhamento do paciente oncoldgico (CASSALI et al., 2019).

CONSIDERACOES FINAIS

Embora a frequéncia de tumores mamarios seja baixa em caes machos o presente relato
trouxe a importancia da abordagem clinica para um diagndstico diferencial mais assertivo com
a inclusao, por exemplo, de analises histopatolédgicas.

A realizacao da analise de IHQ ora conduzida ¢ sempre recomendada, mesmo tal técnica
ainda ndo seja uma realidade na rotina, pois acarreta em informagdes preciosas para o
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tratamento oncoldgico, otimizando assim melhor compreensdo do comportamento bioldgico
tumoral.
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