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RESUMO

O presente estudo objetivou caracterizar os aspectos anatomopatol6gicos e imuno-histoquimicos dos
tumores das glandulas cutaneas em cdes. A caracterizagdo morfoldgica seguiu a classificacdo atualizada
da Organizacdo Mundial de Salde. Para a caracterizagcdo imuno-histoquimica, utilizaram-se anticorpos
monoclonais primérios anti-citoqueratina 14 (CK14), vimentina, p63, calponina, EGFR e Ki-67. Dos
animais examinados, 66,67% (18/27) eram machos e 33,33% (9/27) fémeas, 21 tinham raca definida e
seis eram sem raca definida (SRD), com idade variando entre sete e 15 anos. Dos tumores caracterizados,
40,74% eram hepatoides (11/27), 29,63% sebaceos (8/27), 25,92% apdcrinos (7/27) e 3,70% meibdmio
(1/27). Os tumores malignos representaram 55,56%, e os benignos 44,44%. Com esses resultados, foi
possivel demonstrar que os tumores das glandulas cutaneas em cées sdo frequentes, sem predile¢do por
raca, sexo e com idade superior ou igual a sete anos. Os anticorpos CK 14, p63, vimentina e EGFR foram
imunoexpressos nas células basais, células de diferenciacdo sebacea dos tumores hepatoides e de
meibdmio e células mioepiteliais. Entretanto, a vimentina e 0 EGFR ndo demonstraram imunomarcacao
para os tumores sebaceos. A calponina foi um bom marcador para as células mioepiteliais. O indice de
Ki-67 foi mais acentuado nos tumores malignos em relacdo aos benignos. No entanto, estudos futuros
utilizando maior nimero de casos se fazem necessarios.

Palavras-chave: cdes, tumores cutaneos, analise, imuno-histoquimica, histopatologia
ABSTRACT

The present study aimed to characterize the anatomopathological and immunohistochemical aspects of
cutaneous glandular tumors in dogs. Tumours were diagnosed according to the WHO criteria for canine
skin neoplasms. For the immunohistochemical characterization, the primary monoclonal antibodies anti-
cytokeratin 14 (CK14), vimentin, p63, calponin, EGFR and Ki-67 were used. Males were 66.67% (18/27)
and females 33.33% (9/27), 21 had a defined race and 6 were mixed breed, with ages varying from 7 to
15 years. The tumors characterized were 40.74% hepatoid (11/27), 29.63% sebaceous (8/27), 25.92%
apocrine (7/27) and 3.70% Meibdmio (1/27). Malignant tumors accounted for 55.56% and benign tumors
44.44%. With these results it was possible to demonstrate that tumors of cutaneous glands in dogs are
frequent, with no predilection for race, sex and with an age > seven years. The CK 14 antibodies, p63,
vimentin, and EGFR were imunoexpressed in the basal cells of the sebaceous cell differentiation and
Meibomian hepatoides tumors and myoepithelial to cells. However, vimentin and EGFR did not
demonstrate immunostaining for sebaceous tumors. Calponin was a good marker for myoepithelial cells.
The Ki-67 index was more pronounced in malignant tumors compared to benign tumors. However, more
studies are needed mainly using a higher number of tumors.
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INTRODUCAO

Entre as dermatopatias que afetam os cées, 0s
tumores cutdneos foram a segunda patologia
mais  diagnosticada, ap0s  apenas da
hipersensibilidade a picada de pulga (Sischo et
al., 1989). O crescente aumento dos casos
oncolégicos em animais de companhia se deve a
elevada sobrevida destes, devido a fatores como
nutricio adequada, protocolos terapéuticos
eficientes, vacinacdo, além de uma maior
dedicacdo dos proprietarios (Withrow e Vail,
2007).

As neoplasias sebdceas ou com diferenciagdo
sebacea sdo comuns no cdo, variando entre 6% e
21% dos tumores cutdneos dessa espécie
(Goldschmidt e Hendrick, 2002). As neoplasias
das glandulas hepatoides (perianais) (sebaceas
modificadas) sdo consideradas as mais comuns
nos canideos (Scott et al., 2001; Gross et al.,
2005), constituindo o terceiro tumor cutaneo
mais diagnosticado nos machos (Withrow e Vail,
2007). No entanto, os tumores benignos séo
hormdnios  (estrogénios e  androgénios)
dependentes (Petterino et al., 2004), e os
carcinomas sdo hormonios independentes (Scott
et al., 2001; Kirpensteijn, 2006). Enquanto as
neoplasias das glandulas de meibdmio (glandulas
sebiceas  modificadas)  apresentam  uma
frequéncia de 10% das neoplasias das glandulas
de origem sebacea, as neoplasias das glandulas
apocrinas correspondem de 0,7% a 2,2% de
todos os tumores de pele de canideos (Gross et
al., 2005).

O diagnéstico histopatol6gico dos tumores das
glandulas cutaneas é realizado com base nas
caracteristicas  morfolégicas das  células
neoplésicas, em que se  relacionam
principalmente suas formas citoplasmaticas e
nucleares, além de arranjos e estroma de
sustentagdo (Goldschmidt e Hendrick, 2002).
Muitas vezes pode ser dificil definir a origem
celular e, consequentemente, o diagndstico
definitivo. Nessa caso, necessita-se da imuno-
histoquimica para determinar a origem celular
dos tumores (Polak e VVan Noorden, 2003).

Estudos imuno-histoquimicos utilizando o
anticorpo  p63 em neoplasias de glandulas
cutdneas de cdes demonstraram sensibilidade e
especificidade para identificagdo das células
basais e mioepiteliais de tumores malignos
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(Saraiva et al., 2008). A citoqueratina 14 (CK14)
e a vimentina apresentaram imunorreatividade
para as células mioepiteliais. A calponina foi
testada em glandulas de origem apdcrina,
mostrando-se  reativa para as  células
mioepiteliais e os miofibroblastos (Saraiva,
2007). Ao avaliar a glandula hepatoide normal,
Alves (1999) demonstrou que as citoqueratinas
de médio e largo espectro apresentaram
reatividade moderada, entretanto a citoqueratina
14 apresentou acentuada reatividade e a
vimentina foi negativa para as neoplasias
hepatoides. O anticorpo Ki-67 revelou ser um
marcador sensivel para verificar a proliferacdo
celular.

O diagnostico das neoplasias de glandulas
cutdneas em cdes é frequente, entretanto sdo
escassos 0s estudos imuno-histoquimicos das
glandulas cutaneas nesses animais. Diante do
exposto, o presente estudo objetivou caracterizar
0s aspectos anatomopatolégicos e imuno-
histoquimicos dos tumores de glandulas cutaneas
em cées.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo, foram utilizadas 27 amostras de
tumores de glandulas cuténeas, oriundas de cées
atendidos em clinicas veterinarias da regido
metropolitana de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil, e
do arquivo do Laboratério de Histologia e
Anatomia Patolégica (LHAP) da Universidade
de Tréas-os-Montes e Alto Douro (UTAD), em
Vila Real, Portugal. As fichas que
acompanhavam as amostras continham, além do
histérico clinico, informagdes sobre raga, sexo e
idade, localizagdo anatbmica e caracteristicas das
lesBes macroscépicas dos caes.

O processamento e as analises das amostras
foram realizados nos laboratérios de Patologia
Veterindria (LPV) do Centro de Ciéncias
Agrérias (CCA) da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), no Laboratério de Patologia
Animal (LPA) do Centro de Salde e de
Tecnologia da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG) e no Laboratério de Histologia e
de  Anatomia  Patoldgica (LHAP) da
Universidade de Trés-os-Montes e Alto Douro
(UTAD).

As amostras utilizadas para o estudo foram
coletadas por biopsias excisionais,
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acondicionadas em solucdo de formalina
tamponada a 10% e, depois, clivadas. Em
seguida, foram processadas rotineiramente,
incluidas em blocos de parafina, cortadas em
espessura de 3um para confeccdo de laminas e
coradas em hematoxilina e  eosina.
Posteriormente, foi feita a analise utilizando-se
microscopio do LHAP Nikon Eclipse E-600,
com camera Nikon DS-12 acoplada, e o software
NSI Elements da Nikon.

A caracterizacdo morfoldgica dos tumores das
glandulas cutineas foi realizada com base na

classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) (Goldschmidt et al., 1998). Para
caracterizacdo imuno-histoquimica, utilizaram-se
seccOes de tecido de 3um de espessura em
laminas silanizadas e incubadas com anticorpos
monoclonais priméarios anticitoqueratina 14
(CK14), vimentina, gene p63 (p63), calponina,
receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) e Ki-67 (Tab. 1), empregando-se o
sistema de deteccdo de polimero Novolink
Novocastra (Leica Biosystems).

Tabela 1. Relacdo dos anticorpos e protocolos utilizados na caracterizagdo imuno-histoquimica das

neoplasias de glandulas cutdneas em cdes

Anticorpo Clone Fabricante Recqura}gao Diluicdo Incubagéo
antigénica
CK 14 LL002 Thermo Scientific Micro-ondas 1:800 Duranzié noite;
Vimentina NCL'\I;éVIM' Novocastra Micro-ondas 1:100 Duranzié noite;
p63 4A4 Neomarkers Micro-ondas 1:150 Duranzié norte;
EGFR 31G7 Zymed Laboratories Pepsina 1:50 Duranzié noite;
ina” i ; . 2 horas;
Calponina CALP DakoCytomation Micro-ondas 1:500 .
ambiente
i i x . 2 horas;
Ki-67 MIB-1 DakoCytomation Panela de pressdo  1:100 .
ambiente

*Foi utilizado apenas nas neoplasias das glandulas apocrinas.

A recuperacdo antigénica dos anticorpos CK14 e
vimentina foi realizada com tampd&o citrato (pH
6,0) em um ciclo de micro-ondas 750w, por sete
minutos. A recuperacdo do p63 foi realizada com
tampdo citrato (pH 6,0) em cinco ciclos de
micro-ondas 750w, por cinco minutos. A
recuperacdo da calponina foi realizada com
tampéo citrato (pH 6,0) em trés ciclos de micro-
ondas 750w, por cinco minutos, com intervalos
de dois minutos. A recuperagdo para 0 EGFR foi
realizada por digestdo enzimatica (0,4% de
pepsina) (Dako, Dinamarca) em solucdo de HCI
0,01N (pH= 2), durante 30 minutos, a 37°C. Para
0 Ki-67, a recuperagdo antigénica foi realizada
em tampédo citrato (pH 6,0), em panela de
pressdo, por dois minutos, em alta presséo.

A epiderme adjacente normal foi utilizada como
controle positivo para a CK14; para a vimentina,
utilizou-se a derme (fibras de colagenos e
endotélio de vasos sanguineos); para o p63, a
epiderme e o foliculo piloso; para 0 EGFR, a
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epiderme; para a calponina, a derme (células
mioepiteliais das glandulas apdcrinas); e para o
Ki-67, a epiderme.

Foram considerados positivos 0s  cortes
(amostras) que apresentaram imunomarcacao
para o0s anticorpos testados. Considerou-se
positiva a imunomarcacgdo citoplasmatica para a
CK14, a vimentina, o EGFR e a calponina,
enquanto no caso do Ki-67 e do p63 a
imunomarcagdo positiva foi nuclear. Para a
quantificacdo da imunorreatividade, utilizou-se a
seguinte classificacdo: leve, moderada e
acentuada, consoante a intensidade da
imunorreatividade observada. Entretanto, a
quantificacdo da imunorreatividade para o Ki-67
foi realizada de acordo com Pena et al. (1998),
em que o indice de proliferacdo foi obtido
contando-se até mil células positivas e negativas
de cada caso, em objetiva de 40x. O indice de
1% a 5% ¢ considerado leve, >5% a 10%
moderado e >10% acentuado.
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O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo
de Etica da Universidade Federal da Paraiba, sob
0 parecer nimero 054/2015.

RESULTADOS
Dos 27 cdes com nodulos cutaneos, 66,67%

(18/27) eram machos e 33,33% (9/27) fémeas.
Vinte e um eram de raca definida e seis sem raca

com uma média de 9,8 anos. A raca, 0 sexo, a
idade, a localizacdo anatdbmica e o diagnostico
morfoldgico dos cdes com tumores das glandulas
cutaneas estdo distribuidos de acordo com a Tab.
2. As Unicas lesdes macroscopicas observadas
foram nédulos subcutaneos em todos os casos,
sendo quatro deles ulcerados (03, 12, 18 e 21). O
tamanho dos nédulos variou de 0,3 a 5,0cm de
didmetro.

definida (SRD); a idade variou de sete a 15 anos,

Tabela 2. Relacdo de sexo, raca, idade, localizacdo anatémica e diagnéstico morfolégico de cdes com
neoplasias de glandulas cutdneas

N do Distribuicio

caso Sexo Raca Idade anatémica nédulos Diagnéstico morfolégico

01 F Poodle 10 anos Cervical dorsal Adenoma da glandula sebacea
02 M SRD 13 anos Perianal Carcinoma de glandula hepatoide
03 M Poodle 3 anos Flanco direito Carcinoma ducta_l da gla_ndylas apdcrinas com focos de
diferenciacéo escamosa
04 F SRD Perianal Carcinoma de glandula hepatoide
05 F Poodle 7 anos Lombossacra Adenoma da glandula sebacea
06 F Shi Tzu 9 anos Lombar Adenoma da glandula sebacea
Mestico de - . R .
07 M Labrador 10 anos Perianal Carcinoma de glandula hepatoide
08 F Poodle 15 anos Flanco esquerdo Carcinoma de glandulas apécrina
. Carcinoma ductal das glandulas apdcrinas com focos
09 F Poodle 10 anos Dorso do torax de diferenciacio escamosa
10 M Pequinés 8 anos Perianal Adenoma de glandula hepatoide
Husky - R .
11 M Siberiano 10 anos Perianal Adenoma de glandula hepatoide
12 M SRD 10 anos Perineal Adenoma de glandulas hepatoide
13 M Shi Tzu 12 anos Perianal Adenoma da glandula hepatoide
14 M Terrier 10 anos Cervical ventral Carcinoma papilar da glandula apdcrina
15 M Akita 8 anos Base da cauda Adenoma cistico da glandula apécrina
16 M Poodle 14 anos Perianal Adenoma de glandula hepatoide
17 M SRD 11 anos Perianal Epitelioma da glandula hepatoide
18 M Beagle 9 anos Face Epitelioma da glandula sebéacea
19 F Poodle 12 anos Pélpebra Epitelioma da glandula de meibdmio
20 F Y%rel:?ilyrre 15 anos Cervical ventral Epitelioma da glandula sebéacea
21 M SRD 13 anos Cervical ventral Adenoma cistico da glandula apécrina
22 M Perdigueiro 11 anos Base da cauda Adenoma da glandula hepatoide
23 M Spitz Aleméo 5 anos Base da cauda Carcinoma da glandula hepatoide
24 M Cocker Spaniel 9 anos Membro toracico Carcinoma misto de glandula apdcrina
esquerdo
Golden . . R .
25 M - Cervical dorsal Carcinoma de glandulas sebaceas
Retriever
26 F Poodle Face Hiperplasia da glandula sebacea
27 M Serrada Estrela 12 anos Pavilhdo auricular Epitelioma da glandula sebacea

F = fémea; M = macho e SRD = sem raca definida.

Os tumores das glandulas hepatoides foram os mais frequentes, diagnosticados em 40,74% (11/27) dos
cdes acometidos. Nédulos subcutdneos foram as lesGes macroscopicas observadas. Em seguida, com
29,63% (8/27), os tumores das glandulas sebéaceas. As principais lesdes macroscépicas foram nédulos
subcutaneos (100% — 8/8), no entanto dois deles encontravam-se ulcerados (25,00% — 2/8). A neoplasia
da glandula de meibémio foi observada em 3,70% (1/27) dos cdes e clinicamente o animal apresentava
um pequeno nodulo multilobulado na regido palpebral. As neoplasias das glandulas sudoriparas apdcrinas
representaram 25,92% (7/27) dos casos. A macroscopia foi caracterizada por nédulos subcutaneos 100%
(7/7), entretanto dois deles encontravam-se ulcerados 28,58% (2/7).
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Dos tumores das glandulas hepatoides, 54,55% (6/11) eram benignos e 45,45% (5/11), malignos. Entre os
tumores das glandulas sebaceas, 50,00% (4/8) eram benignos e 50,00% (4/8), malignos. O tumor
diagnosticado na glandula de meibdmio era maligno. Os tumores benignos e malignos das glandulas
sudoriparas apécrinas representaram 28,57% (2/7) e 71,43% (5/7), respectivamente (Fig. 1).

3 ’ i e, £3T. ¢ (L / YR =) o Ll Sl

igura 1. Tumores das glan eas em caes: aspectos gicos e expressdo imuno-histoquimica de CK14,
vimentina e p63. a) Carcinoma da glandula hepatoide, HE 20x. Caso 4. b) Epitelioma da glandula sebacea, HE. 20x.
Caso 20. c¢) Carcinoma da glandula ap6crina com focos de diferenciagdo escamosa, HE 20x. Caso 9. d) Carcinoma
misto da glandula apécrina, HE 10x. Caso 24. e) Epitelioma da glandula sebacea, positivo para CK14. 10x. Caso 27.
f) Adenoma da glandula sebécea, positivo para CK14. Caso 6. g) Carcinoma da glandula hepatoide, positivo para
CK14. 10x. Caso 7. h) Carcinoma papilar da glandula apdcrina, positivo para CK14. 60x. Caso 14. i) Carcinoma de
glandulas apdcrina, positivo para vimentina. 40x. j) Adenoma da glandula sebécea, positivo para vimentina. 20x.
Caso 6. k) Epitelioma da glandula hepatoide, positivo para vimentina. 20x. Caso 22. I) Epitelioma da glandula
sebécea, positivo para vimentina. 40x. Caso 18. m) Hiperplasia da glandula sebacea, positiva para p63. 20x. Caso 26.
n) Carcinoma misto da glandula apocrina, positivo para vimentina. 20x. Caso 24. o) Carcinoma da glandula
hepatoide, positivo para p63. 20x. Caso 23. p) Adenoma cistico da glandula sudoripara apdcrina, positivo para p63.
20x. Caso 15.
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Na histologia, os tumores das glandulas
hepatoides foram adenomas das glandulas
hepatoides, os quais se caracterizaram pela
proliferacio de células hepatoides bem
diferenciadas, exibindo leve pleomorfismo
celular e nuclear. As células continham ndcleos
que variaram de arredondados a ovalados
hipercromaticos e  citoplasma  abundante
eosinofilico, arranjadas em ninhos entremeados
por moderado estroma fibrovascular. Foi
possivel observar raras figuras de mitose por
campo de grande aumento (objetiva de 40x),
epiteliomas das glandulas hepatoides pela
proliferacdo de células basaloides e algumas
células com diferenciacdo hepatoide. As células
basaloides de reserva apresentaram elevada
atividade mitdtica, associada a discreta atipia
nuclear. Os carcinomas das glandulas hepatoides
caracterizaram-se pela auséncia de padréo
lobular, no entanto apresentaram invasao
periférica. As células basaloides exibiram
pleomorfismo nuclear e hipercromatismo. As
células que exibiram diferenciagdo hepatoide
possuiam citoplasma vacuolado descorado ou
fracamente eosinofilico, pleomorfismo nuclear e
nucléolos proeminentes. Figuras de mitose foram
encontradas nas células basaloides de reserva e
nas células diferenciadas.

Os tumores das glandulas sebéceas foram
hiperplasia sebdcea e se caracterizaram por
serem nodulos bem diferenciados com
proliferacdo de células basaloides de reserva e de
células de diferenciacdo sebaceas sem alteracdes
neopléasicas. Os adenomas sebaceos
caracterizaram-se por serem massas
intradérmicas bem dermarcadas. Em alguns
casos, a massa estendeu-se da interface
dermoepidérmica para o subcutaneo, formando
I6bulos discretos de varios tamanhos. Na
periferia desses l6bulos, as células basaloides
encontravam-se variando o arranjo de uma
camada a varias camadas de espessura variavel.
No interior dos tumores, predominou a presenga
de sebdcitos. Os epiteliomas  sebéaceos
apresentaram células de reservas de citoplasmas
escassos € nucleos ovoides hipercromaticos,
constituindo massa neoplésica. Os nucleos das
células neopléasicas diferenciadas eram grandes e
vesiculosos, observando-se até trés nucléolos.
Também foi possivel observar até trés mitoses
por campo de aumento em objetiva de 40x.
Enquanto os carcinomas seb&ceos apresentaram
células em moderado grau de diferenciacdo
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sebacea, formando multiplos I6bulos, compostos
de células tumorais exibindo um grau variavel de
alteragGes citoplasmaticas, as células tumorais
apresentaram pleomorfismo nuclear, associado a
hipercromasia e moderada atividade mitética. As
caracteristicas histolégicas do carcinoma de
meibdmio sdo semelhantes aos carcinomas das
glandulas sebaceas.

Os tumores das glandulas sudoriparas apdcrinas
foram adenomas cisticos, o0s quais foram
caracterizados por apresentarem limen dilatado
com secrecao, proliferacdo de células epiteliais
cuboides com citoplasma eosinofilico granular
abundante e nucléolo localizado basalmente e
podendo exibir secrecdo de decapitacdo. Os
carcinomas das glandulas sudoriparas apdcrinas
foram tumores bem diferenciados, compostos de
células com citoplasma eosinofilico e abundante,
nucleo largo e ovoide com nucléolo proeminente.
Exibiram leve pleomorfismo nuclear e celular e
baixa atividade mitdtica. Os carcinomas mistos
das glandulas sudoriparas apdcrinas foram
caracterizados por apresentarem proliferacdes
malignas de celulas glandulares acompanhadas
de proliferacdo de células mioepiteliais. Também
se observaram alteracBes metaplasicas do
mioepitélio para tecidos dsseo e cartilaginoso. Os
carcinomas papilares eram bem diferenciados,
compostos de células com citoplasma
eosinofilico e abundante, nlcleo grande e ovoide
com nucléolo proeminente, leve pleomorfismo
nuclear e celular e baixa atividade mitotica.
Também foi possivel observar papilares do
epitélio no limen, as quais sdo sustentadas por
estroma fibrovascular, enquanto os carcinomas
ductais com diferenciacdo escamosa foram
caracterizados por possuirem lumens dispostos
em dupla camada de células epiteliais e contendo
secrecdo eosinofilica. As células exibiram
moderado pleomorfismo nuclear, hipercromasia
e leve atividade mitdtica, associado a presenca de
focos de diferenciacdo escamosa.

Os tumores das glandulas hepatoides
representaram 40,74% (11/27) dos tumores
cutdneos em cdes. A positividade e a
imurreatividade a CK14, a vimentina, ao p63, ao
EGRF e ao indice Ki-67 estdo distribuidas na
Tab. 3. No entanto, nos tumores benignos, o
indice de Ki-67 foi leve em 16,67% (1/6),
moderado em 33,33% (2/6) e acentuado em
50,00%  (3/6). Os tumores  malignos
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apresentaram proliferacdo Ki-67 acentuada em
100,0% (5/5) dos casos (Fig. 1 e 2).

Os tumores das glandulas  sebaceas
representaram 29,63% (8/27) dos casos. A
positividade e a imurreatividade a CK14, a
vimentina, ao p63, ao EGRF e ao indice Ki-67
estdo distribuidas na Tab. 4. O indice Ki-67 foi
leve em 50,00% (2/4), moderado em 25,00%
(1/4) e acentuado em 25,50% (1/4) dos tumores
benignos. No entanto, nos tumores malignos, o
indice de Ki-67 foi acentuado em 100,0% (4/4)
dos casos (Fig. 1 e 2).

O tumor da glandula de meibdmio representou
3,70% (1/27) dos casos. A positividade e a

imurreatividade a CK14, a vimentina, ao p63, ao
EGRF e ao indice Ki-67 estdo distribuidas na
Tab. 5. O Ki-67 foi positivo, apresentando um
indice de Ki-67 acentuado (Fig. 1 e 2).

Os tumores das glandulas sudoriparas apdcrinas
representaram 25,92% (7/27) dos casos. A
positividade e a imurreatividade a CK14, a
vimentina, ao p63, a calponina, a0 EGRF e ao
indice Ki-67 estdo distribuidas na Tab. 6. Os
tumores benignos apresentaram indice de Ki-67
moderado em 50,00% (1/2) e acentuado em
50,00% (1/2). Nos tumores malignos, o indice de
Ki-67 apresentou-se acentuado em 100,0% (4/4)
dos casos (Fig. 1 e 2).

= At ot f o LT o S S8 Qe b N C 7 % P udt ; {
Figura 2. Tumores das glandulas cutaneas em cdes: expressdo imuno-histoquimica de calponina, EGFR e Ki-67. a)
Adenoma quistico da glandula apdcrina, positivo para calponina. 10x. Caso 15. b) Carcinoma papilar da glandula
apécrina, positivo para calponina. 20x. Caso 14. c) Carcinoma ductal da glandula apdcrina com focos de
diferenciagdo escamosa, positivo para calponina. 20x. Caso 3. d) Adenoma cistico da glandula sudoripara ap6crina,
positivo para calponina. 40x. Caso 15. e) Adenoma da glandula hepatoide, positivo para EGFR. 20x. Caso 11. f)
Carcinoma da glandula hepatoide, positivo para EGFR. 40x. Caso 7. g) Carcinoma ductal das glandulas sudoriparas
apécrinas com focos de diferenciacdo escamosa, positivo para EGFR. 20x. Caso 9. h) Hiperplasia da glandula
sebacea, positiva para EGFR. 20x. Caso 26. i) Carcinoma da glandula sebacea, positivo para Ki-67. 40x. Caso 25. j)
Carcinoma papilar da glandula sudoripara apdcrina, positivo para Ki-67. 40x. Caso 14. k) Epitelioma da glandula
sebacea, positivo para Ki-67. 40x. Caso 20. I) Hiperplasia da glandula hepatoide, positiva para Ki-67. 40x. Caso 23.
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Tabela 3. Expressdo dos anticorpos CK14, vimentina, p63, EGRF e indice Ki-67 em tumores das
glandulas hepatoides em cées

N° dos casos” Anticorpos
CK14 Vimentina p63 EGFR Ki-67
CEB CDS CEB CDS CEB CDS CEB CDS (indice)
02 +++ +++ +++ - +++ + +++ +++ +++
04 +++ +++ + - +++ ++ +++ +++ +++
07 +++ +++ +++ - +++ ++ +++ +++ +++
10 +++ +++ ++ ++ +++ ++ +++ +++ +++
11 +++ + +++ - +++ ++ ++ +++ +++
12 +++ +++ +++ - +++ + +++ +++ +++
13 +++ +++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ +++
16 +++ + +++ + +++ ++ +++ +++ ++
17 +++ +++ +++ + +++ + +++ +++ +++
22 +++ +++ +++ + +++ + +++ +++ ++
23 +++ ++ ++ + +++ + + +++ +
Total/positivos 100,0 100,0 100,0 54,54 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
(%/n°) (11/11) (11/11) (11/11) (6/11) (11/11) (11/11)  (11/11)  (11/11)  (111y)
Imunorreatividade (%/n°)
(+++) 100,0 72,72 72,72% L 100,0 L 81,82 90,91 72,72
(112/112) (8/11) (8/11) (112/11) (9/11) (10/11) (8/11)
(11/11)  (8/11)  (8/11) (11/12) (9111)  (10/11)  (8/11)
(++) 9,09 18,18 33,33 L 54,54 9,09 9,09 18,18
(1/11)  (2111)  (2/6) (6/11)  (1/11)  (1/11)  (2/11)
(111)  (2111)  (2/6) (6/11)  (1/11)  (1/11)  (2/11)
*) 18,18 909 66,67 4546 9,09 9,10
(2/11) (1/11)  (4/6) (5/11)  (1/11) (1/11)
(2/11) (1/11)  (4/8) (5/11)  (111) (1/11)

CEB = células epiteliais basais; CDS = células de diferenciacdo sebacea; +++ = acentuada; ++ = moderada; + = leve.

Tabela 4. Expressdo dos anticorpos CK14, vimentina, p63, EGRF e indice Ki-67 em tumores das
glandulas sebaceas em cées

N° dos casos” Anticorpos
CK14 Vimentina p63 EGFR Ki-67
CEB CDS CEB CDS CEB CDS CEB CDS (indice)
01 +++ +++ - -— +++ -— ++ - +
05 +++ +++ - -— - -— - +++ +
06 +++ ++ - -— +++ -— +++ +++ +++
18 +++ + ++ - +++ + +++ +++
20 +++ +++ +++ - +++ + +++ +++ +++
25 +++ ++ +++ - +++ +++ +++ +++ +++
26 +++ +++ -— - ++ - +++ +++ ++
27 +++ +++ +++ -— +++ -— +++ + +++
Total/ 100,0 100,0 50,0 87,50 37,50 87,50 75,00 100,0
Posit.” (%/n°) (8/8) (8/8) (4/8) (7/8) (3/8) (7/8) (6/8) (8/8)
Imunorreatividade (%/n°)
(++4) 100,0 6250 7500 8571 3333 8571 8333 62,50
(1111  (811) (3/4) (6/7) (1/3) (6/7) (5/6) (5/8)
(8/8) (5/8) (314) (6/7) (1/3) (6/7) (5/6) (5/8)
(++) 12,50 25,00 . 14,29 L 14,29 12,50
(1/11) (1/4) (1/7) (1/7) (1/8)
(1/8) (1/4) (1/7) (1/7) (1/8)
*) 25,00 66,67 16,67 25,00
(2/11) (213) (1/6) (2/8)
(2/8) (213) (1/6) (2/8)

CEB = células epiteliais basais; CDS = células de diferenciacdo sebacea; (+++) = acentuada; (++) = moderada; (+) =
leve.
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Tabela 5. Expressao dos anticorpos CK14, vimentina, p63, EGRF e indice Ki-67 em tumor da glandula de

meibdmio em cées

N° dos Anticorpos
Casos” CK14 Vimentina p63 EGFR Ki-67
CEB CDS CEB CDS CEB CDS CEB CDS (indice)
19 +++ +++ +++ + +++ +++ ++ +++
;—gstil{) 100,0 (1/1) 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
O4/n) ' /1) an @y ) (1/1) (1/1) /1) /1)
Imunorreatividade (%/n°)
(+44) 100,0 1000 1000 100,0 100,0 100,0
(11/11) /1) /1) (/1) (1/1) /1)
(1/1) (1/1) (1/1) (1/1) (1/1) (/1)
100,0
(++) - - - - - o o (1/1) T
(/1)
100,0 100,0
) o - (1/7) (1/1) o
(1/1) (1/1)

CEB = células epiteliais basais; CDS = células de diferenciacdo sebécea; +++ = acentuada; ++ = moderada; + = leve.

Tabela 6. Expressdo dos anticorpos CK14, vimentina, p63, calponina, vimentina, EGRF e indice Ki-67
em tumores das glandulas sudoriparas apdcrinas em cées

N° Anticorpos
c:sooss* CK14 Vimentina Calponina EGFR Ki-67
CM CL CM CL CM CL CM CL CM CL (indice)
03 +++ + +++ --- +++ --- +++ —--- +++ +++ +++
08 +++ - +++ - +++ - +++ -—- +++ +++ -
09 +++ --- +++ + +++ --- +++ —--- + +++ +++
14 +++ -—- +++ --- +++ -—- +++ —--- +++ + +++
15 +++ + +++ --- +++ - +++ - +++ +++
21 +++ ++ +++ --- +++ - +++ - ++ ++ ++
24 +++ + +++ + +++ - +++ - +++ +++
ggstilé 100,0 57,14 100,0 28,57 100,0 L 100 L 100 71,43 87,50
(%/n°) (7/rry  (417) (7/7) (217) (717) (717) (7/7) (5/7) (7/8)
Imunorreatividade (%/n°)
100,00 100,0 100 71,42 60,00 83,33
¢t a7 am T 000 gy T Gy @B (G
(717) (717) (717) (717) (5/7)  (3/5)  (5/6)
(++) 25,00 L L L L L L 14,29 20,00 16,67
(1/4) @7 @ms)y  (ue)
(1/4) T )
) 75,00 1000 14,29 20,00
(3/4) (212) @n  @s)
(3/4) (212) @7 (@5b)

CM = células mioepiteliais; CL = células luminais; (p/n) = positivo/negativo; +++ = acentuada; ++ = moderada; + =
leve; *(indice excluido devido a negatividade na epiderme, o qual funciona como controle positivo interno) e

Ppositivos.
DISCUSSAO

No presente estudo, os tumores de glandulas
cuténeas de origem sebacea foram superiores aos
de origem apdcrina. Resultados semelhantes
foram observados por Saraiva (2007), que
realizaram um estudo retrospectivo coletando
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dados por um periodo de 10 anos. No entanto, o
nimero de amostras no presente estudo foi
menor, ndo sendo diagnosticados casos de
tumores apdcrinos modificados. Néo se verificou
predisposicdo racial, devido ao fato de a maioria
dos cdes ndo ter raca definida e ao reduzido
numero de casos estudados. No entanto, estudos
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citam algumas racas, como Cocker Spaniel
Inglés, Cocker Spaniel, Poodle, Beagle,
Samoieda, Husky Siberiano, Malamute do
Alasca, West Highland White Terrier, Cairn
Terrier, Dachshund, Kerry Blue Terrier,
Schnauzer, Boston Terrier e Shih-Tzu, com
elevado risco para desenvolver esses tumores e
outras  descritas com baixo risco de
desenvolvimento dos mesmos tumores (Thomas
e Fox, 1998; Scott et al., 2001; Goldschmidt e
Hendrick, 2002; Gross et al., 2005).

Clinicamente, 0s tumores apresentavam-se como
lesbes nodulares cutdneas ulceradas e ndo
ulceradas, distribuidas em  véarios  sitios
anatémicos, variando o tamanho de milimetros a
centimetros (Goldschmidt e Hendrick, 2002;
Gross et al., 2005). A distribui¢do anatdbmica dos
tumores no presente estudo foi semelhante a
observada por Saraiva (2007), entretanto ha
autores que relatam que a localizagdo
preferencial desses tumores é as regifes axilar e
inguinal (Goldschmidt e Hendrick, 2002) e os
membros (Gross et al., 2005). Outros estudos,
porém, apontam que eles ocorrem em qualquer
localizagdo (Pulley e Stannard, 1990; Kalaher et
al., 1990 e Simko et al., 2003).

A avaliacdo imuno-histoquimica permitiu a
obtencdo de resultados descritivos dos 27
tumores  estudados, com uma  melhor
caracterizacdo e interpretacdo dos elementos
capazes de favorecer um diagndstico mais
preciso. Todavia, nem sempre esses resultados
sdo especificos ou conclusivos. No presente
estudo, o anticorpo antiqueratina 14 (CK14) foi
positivo em todos os tumores das glandulas
sebéceas e sebaceas modificadas (hepatoides e
meibbmio) com imunomarcacdo das células
epiteliais basais e das células de diferenciacéo
sebacea. Esses resultados assemelham-se aos
descritos na literatura (Walter, 2000; Vos et al.,
1993 e Saraiva, 2007). No entanto, as células de
diferenciacdo sebacea do tumor da glandula de
meibdmio (caso 19) foram acentuadamente mais
imunorreativas. Esse fato provavelmente se deve
a caracteristicas proprias do tumor efou a
modifica¢fes fenotipicas em células basaloides.
Nos tumores das glandulas sudoriparas
apocrinas, o anticorpo CK14 foi positivo em
todos o0s casos estudados, apresentando
positividade para as células mioepiteliais e as
epiteliais luminais (secretoras). Em outros
estudos, entretanto, a imunomarcacéo das células
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luminais (secretoras) nao foi observada, tanto no
homem quanto no cdo e no gato (Espinosa de
Los Monteros et al., 2002; Gama et al., 2003;
Araljo et al., 2006; Faustino e Dias Pereira,
2007). A marcagdo das células luminais
(secretoras) esta associada a modificacGes
fenotipicas de tumores ap6crinos. O mesmo fato
ocorreu em células epiteliais luminais de
carcinomas complexos da mama de gatas (Seixas
et al., 2008).

A vimentina é expressa nas glandulas hepatoides
normais e em outras glandulas sebaceas
modificadas (Vos et al, 1993). Essa
caracteristica foi demonstrada no presente estudo
com a positividade em 100% dos tumores
hepatoides, que, além do estroma, também
apresentaram imunorreatividade nas células
epiteliais basais e nas células de diferenciacao
sebacea. Resultados semelhantes foram descritos
por Alves (1999) e Saraiva (2007). No presente
trabalho, os tumores sebaceos foram positivos
em 50,00% dos casos (nos casos 18, 20, 25 e 27),
apresentando  imunomarcacdo nas  células
epiteliais basais e ndo expressando a vimentina
nas células de diferenciacdo sebacea. No entanto,
a imunomarcacdo se deu apenas nos tumores
malignos. Esse fato é consequéncia da
modificacdo fenotipica epitelial mesenquimal
que ocorre em adenocarcinomas sebaceos, tanto
em animais quanto em seres humanos (Saraiva,
2007; Shinozak et al., 2008).

No presente estudo, o epitelioma da glandula de
meib6mio (caso 19) expressou a vimentina,
mantendo 0 mesmo padrdo e as caracteristicas
descritas por Vos et al. (1993). Os mesmos
resultados ndo foram observados em estudos com
carcinomas de glandulas sebé&ceas modificadas,
adenocarcinomas de meib6mio em cdes (Varga
et al., 2000) e carcinoma sebaceo mamario de
mulher (Yuan et al., 2008).

Todos os tumores apdcrinos demonstraram-se
positivos a vimentina com imunomarcacgdo das
células mioepiteliais em todos os casos, porém
em apenas dois casos (casos 08 e 24) houve
imunomarcagdo das células epiteliais luminais.
Em relagdo & imunomarcacdo das células
mioepiteliais, esses resultados corroboram o0s
descritos em glandulas mamérias de cadelas
(Gértner et al., 1999 e Gama et al., 2003) e em
tumores das glandulas apdcrinas de cées (Ferrer
et al., 1990; Nibe et al., 2005 e Saraiva, 2007).
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Em um estudo com carcinomas complexos da
glandula maméaria de gatas, hd referéncia a
imunomarcagdo em células epiteliais luminais
pela vimentina (Seixas et al., 2008). A marcacéo
das células epiteliais luminais pela vimentina
pode estar associada a transi¢do epitelial-
mesenquimatosa, a histogénese mioepitelial e a
histogénese a partir de células com potencial de
diferenciacdo bilinear (Korsching et al., 2005).
No entanto, ndo ha dados que fundamentem a
origem das células epiteliais positivas para a
vimentina nos adenocarcinomas cutaneos do c&o.

O gene p63 € expresso nas células basais
estaminais de varios drgdos epiteliais,
desempenhando uma fung¢do importante na
manutencdo do compartimento das células
estaminais nesses Orgdos (Barbareschi et al.,
2001). No presente estudo, a expressdo do p63
nos tumores das glandulas sebaceas, hepatoides e
de meibdmio ocorreu em todos 0s casos
estudados, marcando as células epiteliais basais e
as células de diferenciagdo sebécea. Resultados
semelhantes foram observados por Saraiva
(2007) em tumores malignos sebaceos e
hepatoides e em carcinomas sebéceos no homem
(Qureshi et al., 2004).

Nos tumores apdcrinos, a imunoexpressdo do
p63 ocorreu em todos 0s casos, entretanto s6 as
células mioepiteliais foram positivas. Esses
resultados manttm o mesmo padrdo e as
caracteristicas do anticorpo em relagdo as
glandulas apécrinas e as glandulas apdcrinas
modificadas descritas na literatura (Barbareschi
et al., 2001). Resultados semelhantes foram
encontrados em tumores de glandula maméaria de
cadela (Gama et al., 2003), em tumores malignos
de glandulas apdcrinas cutaneas (Saraiva, 2007)
e em tumores apocrinos no homem (Qureshi et
al., 2004; Ivan et al., 2005).

A calponina é uma proteina que interage na
contracdo da musculatura lisa, sendo expressa
nas células mioepiteliais. No presente estudo, a
calponina foi utilizada apenas nos tumores
apocrinos, sendo expressa nas  células
mioepiteliais de todos os casos. No entanto, além
da imunomarcagdo dos tumores apocrinos, a
calponina também foi evidenciada em areas de
diferenciacdo escamosa, em células vasculares
no estroma e em proliferacdes sélidas de células
mioepiteliais. Essas caracteristicas se devem a
capacidade de diferenciacdo epitelial-mioepilial,
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que pode ocorrer em tumores apocrinos malignos
(Gimona et al., 1990). Em outros estudos foram
verificadas as mesmas caracteristicas, em que a
calponina foi expressa em tumores mamarios
complexos e mistos de cadelas e em tumores
malignos de glandulas apGcrinas e ceruminosas
de cées (Espinosa de Los Monteros et al., 2002;
Saraiva et al., 2008).

Ndo foi encontrado nenhum trabalho sobre
avaliacdo da expressdo do EGFR em glandulas
cutdneas de animais, por isso considera-se este 0
primeiro trabalho nesse sentido. O EGFR foi
positivo em todos os tumores das glandulas
hepatoides, sebéceas e de  meibdmio,
apresentando imunomarcagdo tanto nos tumores
malignos quanto nos benignos. A distribui¢do da
imunomarcagdo pelo EGFR ocorreu nas células
epiteliais basais e nas células de diferenciacdo
sebacea. Entretanto, em dois casos (01 e 18) de
tumores sebaceos, ndo houve imunomarcagdo
das células de diferenciacdo sebacea. Em estudo
com tumores sebaceos benignos e malignos, a
imunomarcacdo ocorreu tanto nas células
epiteliais basais quanto nas de diferenciacdo
sebécea. No entanto, a imunomarcagdo foi mais
intensa nos tumores malignos em relacdo aos
benignos (Matias e Orentreich, 1983). No
presente estudo, porém, ndo se verificou essa
relacio. Tal fato provavelmente esteja
relacionado a caracteristicas prdprias dos
tumores estudados e ao pequeno nimero de
casos. Os tumores das glandulas apécrinas foram
positivos ao EGFR em todos os casos, ocorrendo
imunomarcagdo das células mioepiteliais e das
células epiteliais luminais (secretoras), no
entanto, em dois casos (21 e 24), foram negativos
para as  células  epiteliais luminais.
Provavelmente  essa  negatividade  esteja
associada a inatividade da tirosina quinase nos
dois casos, consequentemente, faltam receptores
para 0 EGFR desempenhar sua funcéo (Bhargava
et al., 2005). Gama et al. (2009) estudaram a
expressdo do EGFR na glandula maméria de
cadelas (hiperplasia, tumores benignos e
malignos) e encontraram resultados semelhantes
aos do presente estudo.

Os indices proliferativos elevados, obtidos pela
imunoexpressdo do anticorpo anti-Ki-67, estdo
associados ao comportamento biol6égico do
tumor, ao comportamento clinicopatolégico
maligno e a um pior prognostico de varios
tumores nos animais domésticos (Geraldes et al.,
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2000). Na avaliacdo do indice Ki-67, foi possivel
observar que a imunomarcag¢do comportou-se da
mesma forma em todos os grupos de tumorais
estudados. Nos tumores malignos, o indice de
Ki-67 foi acentuado em todos os casos. Nos
tumores benignos, o indice Ki-67 variou de leve,
moderado a acentuado. Outros estudos obtiveram
resultados semelhantes em tumores de glandulas
hepatoides e em epiteliomas sebaceos de cées
(Alves, 1999; Yoon e Park, 2016). Em tumores
mamarios caninos, os indices de proliferacdo
usando a detec¢do imuno-histoquimica do Ki-67
foram mais intensos nos tumores malignos em
relacdo aos benignos (Pefia et al., 1998). No
entanto, em tumores hepatoide caninos, aspectos
como infiltracdo, invasdo e perda da lobulagdo
influenciaram para o indice de Ki-67 elevado
(Alves, 1999). Pefia et al. (1998) observaram que
valores altos do indice de Ki-67 estavam
diretamente relacionados com fatores como
metastases, morte por neoplasia, baixas taxas de
sobrevivéncia livres de doenca e, em geral, com
baixas taxas de sobrevivéncia. Entretanto, no
presente estudo, devido ao nimero reduzido das
amostras, ndo se fez estudo estatistico dos
aspectos clinicos ou morfoldgicos, detendo-se
apenas na caracterizacdo histol6gica e imuno-
histoquimica.

CONCLUSOES

Conclui-se que os tumores das glandulas
cuténeas afetam cdes de qualquer raca e ndo
apresentam predisposi¢do por sexo. Porém, os
cdes com idade igual ou superior a sete anos séo
mais afetados. Entre o0s tipos de tumores
glandulares cuténeos, os mais frequentes foram
os tumores das glandulas hepatoides, seguidos
dos tumores sebaceos, tumores apécrinos e
tumores da glandula de meibdmio. Todos esses
tumores  tiveram  apresentacdo  nodular
subcutanea, com superficie ulcerada ou ndo. O
painel imuno-histoquimico variou entre o0s
diferentes tipos de tumores. O anticorpo anti-
CK14 foi expresso de forma acentuada nas
células basais, células de diferenciacdo sebacea e
células mioepiteliais, porém ndo apresentou
marcagdo exclusiva. A vimentina marca
satisfatoriamente as células basais dos tumores
das glandulas hepatoides e de meib6mio, mas o
mesmo fato ndo ocorre nos tumores sebéaceos.
Nos tumores das glandulas apdcrinas, esse
anticorpo é um marcador sensivel para as células
mioepiteliais. O anticorpo p63 é um marcador
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sensivel e especifico de células basais e de
células mioepiteliais dos tumores de glandulas
cutaneas. A calponina marca as células
mioepiteliais das glandulas apdcrinas. O
anticorpo EGFR ¢é sensivel para as células basais
e de diferenciacdo sebacea dos tumores das
glandulas hepatoides e de meibdmio, mas a
mesma sensibilidade ndo ocorre nos tumores
sebaceos. Nos tumores apdcrinos, esse marcador
¢ sensivel para as células mioepiteliais, no
entanto, nas células epiteliais luminais, ndo foi
observada a mesma sensibilidade. O indice de
marcacdo de Ki-67 foi mais acentuado nos
tumores malignos em todos 0s grupos de tumores
de glandulas cutaneas estudados. Estudos futuros
com maior nimero de casos, correlacionando
dados epidemioldgicos, clinicos, dermatoldgicos,
patolégicos (macroscopia e microscopia) e
imuno-histoquimicos, fazem-se necessarios.
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