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RESUMO

O numero crescente de processos oncologicos em caes tem determinado uma
progressiva demanda por métodos diagndsticos mais acurados, objetivando a rapida
e adequada caracterizacdo da doenca, permitindo a selecdo do protocolo terapéutico
mais adequado. Nesse sentido, a imuno-histoquimica apresenta-se como uma
ferramenta potencialmente relevante. Neste estudo s&o relatados aspectos clinico-
patolégicos e imuno-histoquimicos de dois casos de lesdes neoplasicas pouco
frequentes em caes, nos quais 0 emprego de painel imuno-histoquimico foi relevante

em termos diagndésticos e prognésticos.

Palavras-chave: Céaes; Imuno-histoquimica; Oncologia; Patologia veterinaria.



ALVES. Camila Sabaudo. Contribution of immunohistochemistry in the
histogenic characterization and prognosis of nasal chondrosarcoma and gastric
signet ring cells carcinoma in dogs. 2017. 53p. Qualification of Master in
Environmental and Experimental Pathology of University Paulista- UNIP. Sdo Paulo,
2017.

ABSTRACT

The increasing number of oncological processes in dogs has determined a progressive
demand for an accurate diagnostic method, aiming at the rapid and adequate
characterization of the disease, allowing the selection of the most adequate therapeutic
protocol. In this sense, immunohistochemistry presents itself as a potentially relevant
tool. In this study it was reported clinical-pathological and immunohistochemical
aspects of two cases of neoplastic lesions infrequent in dogs, in which the use of

immunohistochemical panel was relevant in terms of diagnosis and prognosis.

Key - words: Dogs; Immunohistochemistry; Oncology; Veterinary pathology.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de neoplasias em animais domésticos tém aumentado a cada ano. O
cancer é a principal causa de morte em cées nos paises desenvolvidos (CRAIG, 2001,
PROSCHOWSKY et al., 2003). No Brasil, as neoplasias sédo consideradas a segunda
maior causa de morte em animais de companhia (BENTUBO et al., 2007) e a primeira
em animais idosos (FIGHERA et al., 2014), fato decorrente do aumento da expectativa
de vida, relacionado ao aumento da prevencéo de doencas infecciosas e parasitérias,
nutricdo, terapéutica e pratica médica (WITHROW & VAIL, 2007). Além disto, os meios
de diagnéstico de neoplasias tém sido aprimorados, recebendo atencao por parte dos
profissionais veterinarios, resultando em um aparente aumento da incidéncia, além da
necessidade de se estabelecer novos critérios de diagnéstico, classificacdo e
estadiamento dos tumores (ROSSETTO et al., 2009).

O grande numero de informacgfes sobre a biologia tumoral de diferentes tipos
neoplasicos em cada espécie, exige um diagnostico mais acurado, abrangendo
caracteristicas celulares e moleculares das neoplasias que vao além da definicdo de
malignidade (RAMOS-VARA et al., 2008).

A publicacéo de um artigo de Coons et al. em 1941, que descreveram uma técnica
de imunofluorescéncia para a deteccao de antigenos celulares nos cortes de tecido,
marcou o inicio da imuno-histoquimica (IHQ). Desde entdo, com a incorporacéo de
uma série de aprimoramentos técnicos, a IHQ tornou-se uma ferramenta valiosa para
pesquisa de doencas infecciosas e neoplasicas (LEONG, et al, 1987). O nome da
técnica provém das raizes "imuno”, em referéncia aos anticorpos utilizados no

procedimento, e "histo", significando tecido.

O conceito fundamental por tras da IHQ baseia-se na utilizagcdo de anticorpos
especificos para identificagcdo de um antigeno “in situ”, em tecido fresco ou cortes
histoldgicos processados rotineiramente (LEONG & WRIGHT, 1987; RAMOS-VARA,
2005). Uma vez que a ligacdo do antigeno-anticorpo ocorre, é detectada uma reacao
histoquimica colorida visivel por microscopia Optica ou fluorocromos com luz
ultravioleta. Embora conceitualmente simples, a metodologia da IHQ tornou-se mais
complexa e objetivos mais rigorosos de sensibilidade e especificidade foram
estabelecidos (RAMOS-VARA, 2011).



A IHQ é influenciada por varios fatores, desde a fase pré-analitica, que
compreende a fixacdo e processamento dos tecidos, passando pela fase analitica,
que se refere da escolha de anticorpos primarios e sistema de visualizacéo, até a fase
pés-analitica que se trata da interpretacdo dos resultados (GOBBI, 2008). A
experiéncia do patologista com o método é fator relevante, pois ele interfere na
escolha dos reagentes e anticorpos a serem usados em cada caso, analisa a
qualidade das reacbes e interpreta os resultados da coloracdo. Além disso, 0
patologista integra os achados morfolégicos com os resultados do estudo imuno-

histoquimico, formulando o diagndstico anatomopatologico final (NONOGAKI, 2007).

Desde a sua introducdo, na década de 70, as publicacBes cientificas com o
emprego da imuno-histoquimica aplicada a oncologia canina aumentaram

significativamente (Grafico 1).
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Grafico 1. Numero de publicagcbes cientificas a partir dos termos
“immunohistochemistry, tumor, dog” rastreadas no Pubmed, entre 1961 e 2016.

Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

Uma série de aplicacdes, vinculadas ao diagnostico, tém sido referidas para as

reacOes imuno-histoquimicas, sendo as principais:

- Diagnostico histogénico de neoplasias indiferenciadas, a partir da pesquisa de
marcadores de linhagens celulares (ALVES & VASSALLO, 1999);



- Subtipagem de neoplasias, possivel a partir da identificacdo de moléculas
especificas, como no caso de linfomas, direcionando o progndstico e a terapéutica
adequadas (BODEY, 2002);

- Busca do sitio primario em tumores metastaticos de origem desconhecida,

particularmente relevante em carcinomas (JAFFER, 2004);

- Caracterizacdo de produtos de secrecdo de células neoplasicas, permitindo
detalhada correlacdo com manifestacdes clinicas (ROSAI, 1996);

- Discriminacdo de natureza “Benigna” versus “Maligna” de algumas proliferagbes
celulares, pois em situacbes especiais, 0 encontro de determinadas moléculas
caracteriza um comportamento biolégico ndo identificAvel em bases puramente
morfolégicas (TAYLOR, 1994);

- Avaliacdo progndstica de neoplasias. Diversas neoplasias tém sua avaliacao
prognéstica complementada pela deteccdo de receptores hormonais, de

oncoproteinas e de fatores ligados a angiogénese e ao ciclo celular WERNER, 2000);

- ldentificagdo de antigenos de agentes infecciosos: nem sempre identificavel a
morfologia, em diversas situacfes, a natureza do agente é esclarecida pela deteccao
IHQ de seus antigenos, aspecto de grande importancia em infeccbes em
imunossuprimidos (FITZGIBBONS, 2000).

O objetivo deste estudo é demonstrar a relevancia do emprego da imuno-
histoquimica na rotina clinica veterinaria, em particular no diagnostico histogénico e

prognaostico de condi¢des oncoldgicas em caes.
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CAPITULO 1

ASPECTOS CLINICO-PATOLOGICOS E IMUNO-HISTOQUIMICOS DE
CONDROSSARCOMA NASAL EM CAO: RELATO DE CASO

COSTA, MMA!; ALVES, CS?; SALZO, PS?; KLEEB, SR 3; XAVIER, JG%23

RESUMO

Os neoplasmas sino-nasais sao raros em caes, destacando-se os carcinomas. No
presente relato aborda-se a ocorréncia, em cadela de 10 anos de idade, de formacao
nasal, cursando com epistaxe. Procedeu-se o diagndstico a partir de bidpsia local,
evidenciando-se leséo sélida hipercelular, composta por células redondas dispostas
em tapetes, com ocasional organizacao em lojas, associada a discreta deposicdo de
matriz basofilica, sugerindo natureza condrdide. Para confirmagcdo histogénica
empregou-se painel imuno-histoquimico, pesquisando-se a expressao de ceratinas,
vimentina e proteina S-100, identificando-se positividade das duas Ultimas. A
associacdo dos dados morfoldgicos e imuno-histoquimicos permitiu o diagndstico de

condrossarcoma, uma neoplasia maligna incomum em regido nasal de céaes.

Palavras - chave: Caes; Condrossarcoma; Imuno-histoquimica; Oncologia

veterinaria.

1 Universidade Metodista de S&o Paulo
2 Universidade Paulista
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CLINIC PATHOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICALLY ASPECTS OF
NASAL CHONDROSARCOMA IN A DOG: CASE REPORT

ABSTRACT

Sino- nasal neoplasms are rare in dogs, carcinomas being the most frequent ones. At
this report, it is going to be approached the occurrence in a ten-year-old female dog,
of nasal formation, studying with epistaxis. The diagnosis was possible with the result
of a local biopsy, with a hypercelular solid lesion composed by round cells with
occasional store organization on evidence, associated with the discrete basophilic
matrix deposition, suggesting chondroid nature. For histogenic confirmation, an
immunohistochemically panel was used, researching the expression of keratin,
vimentin, and S-100 protein, identifying the last two as positive. The combination of
morphological and immunohistochemically data allowed the diagnosis of

chondrosarcoma, a rare malignancy in dogs' nasal region.

Key - words: Dogs; Chondrosarcoma; Immunohistochemistry; Veterinary oncology.
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ASPECTOS CLINICO-PATOLOGICOS E INMUNOHISTOQUIMICOS DE
CONDROSARCOMA NASAL EN UN PERRO: REPORTE DE UN CASO

RESUMEN

Neoplasias sinunasales son poco frecuentes en los perros, destacando los
carcinomas. En el presente informe se refiere a la aparicion, en la perra de 10 afios
de edad, la formacion nasal, estudiando con epistaxis. El procedimiento fue el
diagndstico de sitio de la biopsia, lo que evidencia un hipercelular lesién sélida que
consiste en células redondas dispuestas sobre alfombras con tiendas organizacion
ocasionales, asociados con la matriz de deposicion basdfilo discreta, lo que sugiere la
naturaleza condroide. Para la confirmacion histogenica se utiliza panel de
inmunohistoquimica, la investigacion de las queratinas de expresion, vimentina y
proteina S-100, la identificacion positiva los dos ultimos. La combinacion de los datos
morfolégicos e inmunohistoquimicos permitié el diagndstico de condrosarcoma, una

neoplasia poco frecuente en la regién nasal de los perros.

Palabras - clave: Perros; Condrosarcoma; Inmunohistoquimica; Oncologia

veterinaria.
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INTRODUCAO

Neoplasias primérias de cavidade nasal sédo consideradas raras na maioria dos
levantamentos de tumores em animais domésticos?®. Uma estimativa relacionada a
ocorréncia de neoplasmas sinonasais em caes estipula a presenca desses processos
em 2,5 individuos a cada grupo de 100.000 animais?l. Partindo de registros de
laboratérios de patologia, a prevaléncia desses tumores gira em torno de 0,8% das
necropsias, correspondendo a 0,8 a 1,0% do total de neoplasmas em céaes!?.

Particularmente os condrossarcomas compreendem cerca de 5 a 10% dos
tumores 6sseos em caes, sendo constituidos por células anaplasicas com proporcées
variadas de deposi¢cdo de matriz condrdide, originando-se em tecido esquelético ou
extra esquelético?®. Enquanto na espécie humana apenas 2% desses processos
esteja sediado em regido de cabeca, em cées a localizacdo mais frequente dessa
neoplasia é a regido nasal e nasofrontal, sendo frequentemente bilateral'®. Refere-se
maior risco de ocorréncia em caes das racas Pastor Alemé&o, Boxer e Golden
Retriever, sendo a idade média de acometimento 8,7 anos!’'° A etiologia do
condrossarcoma geralmente é desconhecida embora possa apresentar como fator de

risco a exostose cartilaginosa multipla3.

Séo tumores de crescimento lento e baixa incidéncia de metastase, presente
em menos de 15% dos casos, concentrando-se, nesses casos, em pulmdes. No
entanto, tendem a um comportamento infiltrativo, com comprometimento de estruturas

6sseas e tecidos moles adjacentes®?3,

Os sinais clinicos como secrecdo nasal, espirros e obstrucdo da cavidade
nasal, sdo associados a natureza desse tumor. O diagnoéstico definitivo requer exame

histoldgico a partir de amostras colhidas do local da lesdo®.

A sobrevida sem tratamento cirlrgico ou quimioterapico varia de 2 a 6 meses
e frequentemente € necesséria a eutanasia, em virtude de distirbios respiratorios,

neurolégicos e anorexial®.

O prognostico para esse tumor esta relacionado a localizacdo, o grau de
diferenciacdo e possibilidade de resseccédo, e a sobrevida depende da rapida

obtencéo do diagndstico®.
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O presente relato refere-se a caracterizacdo clinico-patolégica e imuno-
histoquimica de caso de formacdo nasal em cadela de 10 anos de idade,

diagnosticada como condrossarcoma.
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1 MATERIAL E METODOS

Foi atendida uma cadela, SRD, com 10 anos de idade, em servi¢o veterinario
autbnomo, com quadro de epistaxe em narina esquerda, identificando-se, ao exame
clinico, aumento de volume em regido dorsal nasal. O animal foi submetido a exame
radiografico de cranio, solicitando-se hemograma e avaliagdo bioquimica sérica. Foi
receitado Prednisona (1 mg/kg BID) e Amoxicilina (20 mg/kg BID). Ap6s 10 dias, o
animal retornou exibindo progresséo da lesdo em plano nasal, procedendo-se no dia
seguinte, biépsia local (Figura 5), com imersdao da amostra em formol a 10% e

subsequente inclusdo em parafina, avaliacdo histopatoldgica e imuno-histoquimica.

Cortes teciduais de aproximadamente 5mm, foram corados pelo método de
hematoxilina-eosina e processados imuno-histoquimicamente, empregando-se a
metodologia descrita por Hsu et al, 19811 com recuperacéo antigénica pelo calor em
panela de pressdo, contendo solucao tampéao de citrato de sodio a 0,01M, pH 6,5, por
5 minutos em ebulicdo. Seguiu-se o bloqueio da peroxidase; incubacdo com o
anticorpo primario; incubacdo com anticorpo secundario e polimero (DAKO-Envision).
Revelacdo contendo o cromégeno diaminobenzidina. Como anticorpos primarios
foram utilizados os anticorpos monoclonais de camundongo anti-humano para
vimentina (clone vim 3B4), e ceratinas (clone AE1 e AE3), e o anticorpo policlonal de

coelho anti-proteina S-100 (Z0311), todos provenientes da Dako A/S, Dinamarca.
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2 RESULTADOS

O exame radiografico evidenciou aumento de tecidos moles em regido dorsal

ao 0sso nasal, com opacificacéo de cavidade nasal do lado esquerdo.

Histopatologicamente identificou-se tecido hipercelular, caracterizado por
populacdo de células redondas, dispostas solidamente, com eventual organizacao de
lojas. Presenca de anisocariose. Ocasionais figuras de mitose. Frequente
vacuolizacdo citoplasméatica. Destaque para a ocorréncia multifocal de discretos
depdsitos de material fracamente basofilico, consistente com matriz condréide.
Auséncia de delimitacdo do processo (Figura 1). Para a confirmacéo histogénica
procedeu-se marcacao imuno-histoquimica, revelando imunopositividade das células
neoplasicas para vimentina, com importante expressao citoplasmatica difusa (Figura
2 e Figura 3), e imunomarcacao citoplasmatica, de leve a moderada, para a proteina

S-100 (Figura 4). Nao houve positividade as ceratinas.

A associacdo dos achados morfolégicos e imuno-histoquimicos permitiu o
diagnostico de condrossarcoma. Segundo a classificacdo de estadiamento tumoral
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o presente caso classifica-se em T1, NO
e MO.

Com o diagndstico estabelecido foi sugerido tratamento com quimioterapia para
citorreducdo e subsequente cirurgia e radioterapia. ApOs uma sessdo de
quimioterapia, com o emprego de Doxorubicina por via intravenosa (30 mg/m?), a
proprietaria optou por tratamento suporte com antibiético (Amoxicilina 20 mg/kg BID),
antinflamatério (Prednisona 1 mg/kg BID) e analgésicos (Tramadol 4 mg/kg TID e
Dipirona 25 mg/kg TID).
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Figura 1. Fotomicrografia evidencia tecido solido, hipercelular, constituido por células
redondas, exibindo nucleo ovalado central e frequente vacuolizagéo citoplasmética.
H/E, 40x. Fonte: Rous Patologia Animal Ltda, 2016.

Figura 2. Fotomicrografia evidenciando importante imunopositividade citoplasmatica

para a vimentina, difusamente. DAB, 10x. Fonte: Rous Patologia Animal Ltda, 2016.



20

Figura 3. Detalhe da imunomarcacao citoplasmatica para a vimentina nas células
neoplasicas. DAB, 40x. Fonte: Rous Patologia Animal Ltda, 2016.

Figura 4. Fotomicrografia evidencia immunopositividade citoplasmatica de células
neoplasicas para proteina S-100. DAB, 60x. Fonte: Rous Patologia Animal Ltda, 2016.
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Figura 5. Cicatriz cirurgica em area de excisdo tumoral. Fonte: Arquivo pessoal, 2016.
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3 DISCUSSAO

Embora raros, os tumores de cavidade nasal e seios paranasais sdo as
neoplasias primarias mais comuns no trato respiratorio em caes. Predominam
processos malignos, correspondendo, em casuistica envolvendo 239 casos, a 82%
das ocorréncias. Em termos histogénicos predominam 0sS processos epiteliais,
responsaveis por cerca de 2/3 dos tumores intranasais'® sendo o restante sarcomas,
com o predominio dos de natureza condréide?*. Dentre os condrossarcomas de
cranio, 28,8% localizam-se em cavidade nasal'®. Em consonancia com a literatura, no

caso relatado o animal acometido tinha 10 anos de idadel’-1°,

De acordo com Greemfield, 2007, dentre os sinais clinicos mais relevantes esta
a epistaxe intermitente progressiva unilateral, condizente com o histérico do presente

relato.

O animal deve ser submetido a anestesia para exames complementares como
radiografias e tomografias computadorizadas de cavidade nasal e do seio frontal, com
0 propésito de avaliar a extensdo da doenca e determinar a area mais provavel para
a amostragem para exame histopatolégico!?.

O condrossarcoma é composto por areas solidas hipercelulares povoadas por
células cartilaginosas de cavidade nasal, associadas a producdo, em quantidades
variaveis, de matriz cartilaginosa*22. Em tumores pouco diferenciados o procedimento
imuno-histoquimico funciona como uma importante ferramenta diagndstica, no sentido

de identificagcdo histogénica da populacéo proliferativa®.

A partir da caracterizacdo morfoldgica da leséo, neste estudo optou-se pelo
emprego de um painel de anticorpos para o rastreamento de populacdes epiteliais,
mesenquimais e, em especial, de condrécitos. A pesquisa epitelial justifica-se pela
elevada incidéncia de carcinomas em territorio nasal de cdes, sendo estes tumores,
em condi¢bes de comprometimento de diferenciacdo, representados por agregados
de células redondas, a semelhanca do observado neste caso. A amostra mostrou
auséncia de imunomarcacdo para ceratinas, favorecendo a exclusdo da hipétese
diagnostica de carcinoma. Em contrapartida, a imunopositividade para vimentina
reforgou a hipotese inicial de lesédo sarcomatosa. Complementando-se o painel com a
expressao de proteina S-100 nas células neoplasicas, que, embora ndo especifica

para condrocitos, em associagdo com as caracteristicas morfologicas lesionais, em
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particular a deposicdo de matriz fracamente basofilica, consistentes com matriz

condroéide, permitiu o diagnéstico conclusivo de condrossarcoma nasal'?.

O tratamento dos condrossarcomas em geral é limitado a ressecc¢ao cirurgica
com margens amplas, devido a sua elevada resisténcia a quimioterapia e a
radioterapia. As opcdes de terapia incluem reducdes de volume cirdrgica, combinada
ou ndo com radioterapia, quimioterapia, implante de iridio, imunoterapia e criocirurgia,
porém o prognostico pobre para lesdes ndo ressecaveis e metastaticas, variando de

3 a 6 meses de vidal3.
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4 CONCLUSAO

As neoplasias de cavidade nasal sdo pouco comuns em caes, em particular as de
natureza mesenquimal. No presente relato foi empregado painel imuno-histoquimico
para a confirmacdo histogénica em tumor nasal, caracterizando-se um
condrossarcoma, evidenciando perfil fenotipico semelhante ao de tumores condroéides

sediados em outras regides.
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CAPITULO 2

ASPECTOS CLINICO-PATOLOGICOS E IMUNO-HISTOQUIMICOS DE
CARCINOMA GASTRICO DE CELULAS EM ANEL DE SINETE EM UM CAO:
RELATO DE CASO E REVISAO DE LITERATURA

ALVES, C. S. 1, COSTA, C. J. S.?, KLEEB, S. R. %, XAVIER, J. G. 1?

1.Curso de pos-graduacdo em Patologia Ambiental e Experimental, Universidade
Paulista.

2.Curso de Medicina Veterinaria da Escola de Ciéncias Médicas e da Saude da
Universidade Metodista de S&o Paulo.

RESUMO

Tumores gastricos sdo raros em caes, sendo aproximadamente 70% dos casos
malignos. Os carcinomas representam menos de 1% das neoplasias malignas nessa
espécie. Dentre os tipos de carcinomas gastricos, o de células em anel de sinete
(GSRCC) é altamente invasivo e de mau progndstico. Relata-se caso de GSRCC em
cadela Ihasa apso, de oito anos, com histoérico de gastrite h4A um ano, com anorexia,
émese e apatia. Ao exame ultrassonografico, identificou-se espessamento de parede
gastrica e nodulacdo proxima ao baco e pancreas. Em bidpsia de estbmago e de
linfonodo observou-se predominio de células redondas, distendidas por mucina com
nucleo periférico, caracterizando um GSRCC, com extensdo nodal. A partir da
imunomarcacdo identificou-se CK7-/CK20+, HER-2-, com 20% das células
neoplasicas em proliferacdo. Optou-se por nao realizar o tratamento quimioterapico e

0 animal teve uma sobrevida de cinco meses.

UNITERMOS: Caes; Carcinoma de células em anel de sinete; Imuno-histoquimica,;

Oncologia veterinaria.
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CLINICAL, PATHOLOGICAL AND IMMUNO-HISTOCHEMICAL ASPECTS OF
GASTRIC SIGNET RING CELL CARCINOMA IN A DOG: CASE REPORT AND
LITERATURE REVIEW.

ALVES, C. S. 1, COSTA, C. J. S.?, KLEEB, S. R. %, XAVIER, J. G. 12

1. Postgraduate course in Environmental and Experimental Pathology, University
Paulista.
2. Veterinary Medicine Course of the School of Medical Sciences and Health of the

University Methodist of S&o Paulo.

ABSTRACT

Gastric tumors are rare in dogs, with nearly 70% of malignant cases. Even carcinomas
are considered rare, taking part of less than 1% of malignancies in these species.
Among gastric carcinomas, the gastric signet ring cell carcinoma (GSRCC) type is
highly invasive with poor prognosis. This study reports an eight-year-old, Lhasa apso
female dog, presenting a GSRCC, with history of gastritis, anorexia, emesis and
apathy of one-year duration. Ultrasound examination revealed thickening of the gastric
wall and a mass formation near the spleen and pancreas. At gastric and lymph node
biopsy there were a majority of round cells, distended by mucin with peripheral nucleus,
thus, characterizing GSRCC, with nodal metastasis. At immunohistochemical analysis
CK7- | CK20 +, HER-2- were identified, with 20% of malignant neoplastic cells in
proliferating. It was decided not to perform the chemotherapeutic and the animal had

a five-month survival.

KEY - WORDS: Dogs; Gastric signet ring cell carcinoma; Immunohistochemistry;

Veterinary oncology.
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ASPECTOS CLINICO-PATOLOGICOS E INMUNO-HISTOQUIMICOS DE
CARCINOMA GASTRICO DE CELULAS EN ANILLO DE SELLO EN UN PERRO:
RELATO DE CASO Y REVISION DE LITERATURA.

ALVES, C. S. 1, COSTA, C. J. S.?, KLEEB, S. R. ?; XAVIER, J. G. 12

1. Curso de postgrado en Patologia Ambiental y Experimental, Universidad Paulista.
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la Universidad Metodista de Sdo Paulo.

RESUMEN

Los tumores gastricos son raros en perros, siendo aproximadamente el 70% de los
casos malignos. Los carcinomas representan menos del 1% de las neoplasias
malignas en esta especie. Entre los tipos de carcinomas géstricos, el de células en
anillo de sello (GSRCC) es altamente invasivo y de mal pronéstico. Se relata caso de
GSRCC en perla Ihasa apso, de ocho afios, con historial de gastritis hace un afio, con
anorexia, émese y apatia. En el examen ultrasonogréfico, se identificO espesamiento
de pared géstrica y nodulacion cercana al bazo y pancreas. En biopsia de estomago
y de ganglio se observé predominio de células redondas, distendidas por mucina con
nacleo periférico, caracterizando un GSRCC, con extensién nodal. A través de la
inmuno-histoquimica se identific6 CK7- / CK20 +, HER-2-, con el 20% de las células
neoplasicas en proliferacion. Se optd por no realizar el tratamiento quimioterapico y el

animal tuvo una sobrevida de cinco meses.

UNITERMOS: Perros; Carcinoma de células en anillo de sello; Inmuno-histoquimica;

Oncologia veterinaria.
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1 REVISAO DE LITERATURA

O cancer caracteriza-se como um complexo fendmeno biolégico, oriundo de
sucessivas mutacfes genéticas, capaz de vencer o equilibrio dos mecanismos de
defesa e vigilancia celulares e moleculares dos tecidos corporeos, sendo, atualmente,
considerado uma das doencas mais preocupantes para a humanidade!. Somente nos
EUA, mais de 1,66 milhdes de seres humanos e mais de 4,2 milhGes de cées sdo

diagnosticados com cancer, anualmentez.

Em medicina veterinaria, as neoplasias de maior ocorréncia em cées sao as de
pele, glandula mamaria, 6rgdos linfohemopoiéticos, boca, testiculo e ossos3. Tumores
gastricos sao infrequentes em caes, sendo em aproximadamente 70% dos casos
malignos*. Mesmo os carcinomas séo considerados raros, representando menos de
1% das neoplasias malignas dessa espécie®. J& em humanos, estima-se que essa
condi¢cdo neoplasica é a quinta mais prevalente e corresponde a terceira causa de

morte relacionada ao cancer, em todo o mundo, principalmente na Asia Oriental®.

No Brasil, o carcinoma gastrico (CG) aparece como terceiro na incidéncia entre
homens e em quinto em mulheres, além disso, estima-se a ocorréncia de 20.520
novos casos, somente em 2016’. Dados obtidos no Departamento de Informética do
Sistema Unico de Satde mostram que esse tipo de neoplasia maligna foi responsavel,
no Brasil, por 14.182 ébitos no ano de 2013. Frente a esse cenario, € evidente o
desafio que essa doenca representa para a saude humana, sendo que a mesma
condi¢cao no cao potencialmente pode ser abordada como um modelo biolégico em
patologia comparada. Nesse sentido, estudos adicionais sdo fundamentais para a
validacdo dessa abordagem, podendo contribuir para uma melhor compreensao da
condi¢cdo patoldgica e colaborar com o desenvolvimento de abordagens clinicas e
terapéuticas que beneficiam ambas as espécies®®.

Assim como no homem, os CGs caninos possuem etiologia pouco
compreendida'®!l. Além disso, os registros sobre a epidemiologia em cées dificulta o
entendimento etiolégico das neoplasias em geral’?. Mas, conhecimentos acumulados
ao longo dos anos demonstram os riscos que fatores bioldgicos, quimicos e fisicos
presentes no ambiente tém para o desenvolvimento da carcinogénese!3, e no caso do
CG humano ndo é diferente, habitos presentes na sociedade moderna como

tabagismo; consumo de alcool, sal e gordura; obesidade e falta de exercicios fisicos,
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baixo consumo de frutas e verduras; envelhecimento e baixo status econdmico
parecem contribuir como carcindgenos importantes para a iniciacdo dessa

neoplasial#1d.

Um fator biolégico que parece ser determinante para a promocdo do CG
humano € a infeccdo por Helicobacter pylori, capaz de aumentar em até 3 vezes 0
risco de CG, devido aos danos que esse agente provoca na mucosa, estimulando
possiveis mutacGes?®. Ainda, essa infeccdo bacteriana é frequentemente relacionada
a patogenia deste neoplasma, culminando em evolucdo maligna em cerca de 3% dos
infectados?’. Distintamente, cdes raramente apresentam H. pylori no estdmago*®, e
outras espécies de Helicobacter estdo presentes tanto em cédes doentes quanto em
sadios'®?°, Por outro lado, ha relatos de predisposicdo racial, principalmente em
pastores-belgas?!?2, Ainda séo referidos como predispostas as racas staffordshire bull
terrier, collie, chow-chow, hovawart, poodle e boiadeiro de Flandres?®?4. Alguns
fatores foram relatados por favorecerem o desenvolvimento do CG, como 0 uso
prolongado ou contato excessivo com n-nitrosaminas, COMpOSto carcinogénico
utilizado para a indugdo experimental da neoplasia®>227, Ainda, ha evidéncias que

relacionam gastrites atrofica e hipertrofica com o desenvolvimento de CG em
Cae528.29,30,31_

Os CG sao neoplasias que acometem cées de meia idade, por volta de oito
anos*32, embora casos esporadicos com animais jovens ja tenham sido reportados?*.
A semelhanca do observado em humanos, em cédes é mais frequente em machos*519,
Os sinais clinicos em caes geralmente sdo brandos ou inexistentes, em fase inicial,
seguindo-se manifestacdes inespecificas relacionadas ao trato digestorio, como
anorexia, perda de peso, letargia e vOmito, sem alteracbes hematoldgicas e

bioquimicas significativas®.

O tumor primario localiza-se principalmente na curvatura menor do estébmago e
em regido de piloro, podendo acometer as demais areas do tecido gastrico. Ocorre
espessamento da parede e aumento de tecido fibroso, resultando no
comprometimento da distensdo do 6rgdo e acumulo de gas>'°2132, Devido a
apresentacdo primaria inespecifica, o CG dificilmente é diagnosticado nessa fase®,
sendo usualmente caracterizado em estagio avancado, quando metastases ja foram
estabelecidas, tornando o progndstico reservado e limitando a resposta terapéutica3*.

A metastase representa um ponto critico na sobrevida do paciente, sendo responsavel
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por 90% da mortalidade de portadores de cancer. Comumente, pacientes com CG
apresentam metastase, preferencialmente em duodeno, figado, glandulas adrenais,

pancreas, omento, baco e pulmé&o3>39,

O diagnostico para CG se baseia principalmente no historico do paciente, raca,
manifestacbes clinicas, achados imaginolégicos e analise histopatolégica,
fundamental para confirmagdo®2. Exames de imagem, como radiografias,
ultrassonografias (US) e tomografia computadorizada (TC), podem fornecer
informacdes significativas para o caso, embora sinais inespecificos possam ser
obtidos!932:36 A ultrassonografia e a tomografia computadorizadas sdo amplamente
utilizadas, proporcionando informacdes relevantes, como espessura da parede
gastrica, dimensdo de linfonodos e investigacdo de sitios metastaticos®?. Entretanto,
a TC pode ter sua interpretagdo comprometida por artefatos, principalmente a
presenca de gases, e a US é pouco sensivel a deteccéo de ulceracdes®®. Dessa forma,

0 exame de exploracédo recomendado para a verificacdo de CG é a endoscopia®’.

Segundo a Organizacado Mundial da Saude (2000), os CG séo classificados em
cinco categorias, de acordo com o padrao de histolégico: tubular, papilar, mucinoso,
células em anel de sinete, e indiferenciado. Nos tumores tubulares, as células
distribuem-se em palicada, constituindo tubulos, apresentando variagdes em relagcédo
ao formato e dimensfes luminais. Morfologicamente, essas células podem ser
prismaticas, cubdides ou pavimentosas. As lesBes papilares apresentam boa
diferenciacéo, constituindo projecdes exofiticas revestidas por células prismaticas ou
cubdides. Sao considerados carcinomas mucinosos as neoplasias em que mais de
50% da leséo é formada por acumulo extracelular de mucina. J& no carcinoma gastrico
de células em anel de sinete (GSRCC, do inglés, gastric signet-ring cell carcinoma) o
acumulo de mucina € intracitoplasmatico, determinando um deslocamento nuclear
periférico em mais da metade da lesédo tumoral®. Estudos realizados em pacientes
humanos evidenciam que o GSRCC representa aproximadamente 30% das
neoplasias gastricas malignas®®4%, J4& uma pesquisa realizada no Hospital Veterinario
da Universidade Camplutense de Madrid*!, evidenciou que entre 17 casos de CG
caninos diagnosticados entre 1995 a 2007, o GSRCC representou 47% dos animais
acometidos, seguido por 41,2% de cades com tumores tubulares e 11,8% com

carcinomas indiferenciados. Corroborando esses dados, em investigacdo de
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biomarcadores tumorais para CG, identificou que dos 19 caes presentes no estudo 8

apresentavam CG mucinoso/GSRCC %2,

Levantamentos recentes tém demonstrando a diminuigdo do CG em humanos,
mas evidenciam também o aumento da ocorréncia de GSRCC, principalmente na
Asia, EUA e Europa?®*44, Dados relativos a incidéncia em cdes ainda séo restritos, em
virtude da falta de registros e de limitacdes diagnésticas'?. O GSRCC tem progndstico
pobre, baixa diferenciacédo e alto potencial invasivo**4°, Diferente dos demais CG,
tende a se estender por toda a mucosa gastrica, podendo até mesmo acometer 6rgaos
vizinhos*®. Na espécie humana o GSRCC, possui maior prevaléncia em mulheres
jovens do que em homens*’. A classificacéo fenotipica dos GSRCC precisa ser melhor
elucidada, mas é realizada de acordo com a expressédo de moléculas presentes no
tumor, podem ser: tipo G, expressam exclusivamente um ou mais marcadores
gastricos, sem expressdo de marcadores intestinais; tipo |, apresenta marcadores
intestinais, mas auséncia de marcadores gastricos; tipo GIl, dupla marcacéo,
apresentando marcadores gastricos e intestinais, e tipo UC, os que ndo expressam

marcadores gastricos ou intestinais*¢:48,

Em estudo, foram correlacionados os tipos de GSRCC com o progndstico de
pacientes, evidenciando que o GSRCC do tipo G apresenta melhor comportamento
biolégico, melhor progndstico e maior expressdo de proteinas de adeséo,
configurando baixa invasividade; o do tipo | é relatado pela alta habilidade de invaséao,
pobre progndstico e baixa sobrevida. Ainda, o antigeno de proliferacdo celular, Ki-67,
apresentou elevada expressao nas amostras do tipo | e GI, evidenciando a alta
capacidade proliferativa, confirmando comportamento biolégico agressivo exercido

pelos GSRCC que expressam marcadores intestinais .

O emprego de marcadores tumorais tem contribuido para o avango da
oncologia em diversos aspectos, como ha caracterizacdo histogénica de neoplasias
pobremente diferenciadas, no estabelecimento de seu progndstico e eventualmente
na predicdo®®. As informagdes obtidas fornecem suporte para o melhor discernimento
da biologia tumoral, proporcionando suporte cientifico para a elaboracdo de
metodologias terapéuticas e avancgos tecnolégicos na oncologia. A pesquisa de
componentes do citoesqueleto, de marcadores de proliferagao celular e de produtos
oncogénicos integram abordagens classicas relativas a investigagcdo oncoldgica,

apresentando, respectivamente, finalidades de caracterizacdo histogénica,
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informacé&o prognostica e preditiva. O conhecimento de biomarcadores do GSRCC na

medicina veterinaria € escasso, devido a baixa incidéncia da condicao.

Este trabalho se propde a relatar caso de carcinoma gastrico de células em
anel de sinete em céo, e investigar, com o emprego de método imuno-histoquimico, a
expressdo de alguns marcadores potencialmente relevantes, para o diagndstico,
prognostico e eventual predicdo dessa enfermidade. Os achados obtidos por esse
estudo podem ser de relevancia para avancos na abordagem de pacientes portadores
de GSRCC.
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2 RELATO DE CASO

Uma cadela, Ihasa apso, 8 anos, 5,9 kg, castrada, foi inicialmente atendida em
servico veterinario autbnomo sob queixa inicial de anorexia, hematémese, prostracao
e apatia. Animal com histérico de gastrite severa linfoplasmocitica ha um ano,
realizava tratamento paliativo com Omeprazol (1 mg/ kg SID). Realizado tratamento
suporte na clinica com fluidoterapia intravenosa e néo identificado sucesso, decidiu-

se encaminhar a paciente para internagao intensiva.

Ao exame fisico, o animal estava prostrado em decubito lateral, nivel de
consciéncia reduzido, estado geral grave, hidratado, pelame opaco, mucosas
perlaceas, tempo de preenchimento capilar maior que 3 segundos, linfonodos néo
reativos, dor moderada a palpacédo abdominal em regido epigastrica e mesogastrica,
eupneico (FR= 40 MRM), normocérdico (FC= 80 BPM). Presenca de sopro tipo I/l

em auscultacdo, pulso fraco, normotermia e nistagmo horizontal.

Na avaliacdo hematoldgica, observou-se anemia e trombocitose associados a
anisocitose e moderada policromasia. As andlises bioquimicas de uréia, creatinina,
ALT, FA, albumina, proteina total e glicemia ndo apresentaram alteracdes
significativas. Frente ao quadro de dor, foi realizada analgesia por via intravenosa
(Dipirona 25 mg/kg e Tramadol 2 mg/kg) para realizacdo de ultrassonografia
abdominal na paciente, caracterizando-se espessamento da parede gastrica com
perda da estratificacdo de camadas e tecido reativo sugestivo de peritonite. Ainda,
notou-se a presenca de uma estrutura nodular em regido compreendida entre
estbmago, baco e ramo esquerdo do péancreas, sugestivo de neoplasia ou

linfoadenomegalia.

Em decorréncia do quadro de anemia, foi realizado transfusédo de concentrado
de hemacias sem intercorréncias, tornando o animal mais alerta e com parametros
vitais estaveis. Depois de atingida a estabilidade do quadro clinico, a cadela foi
submetida a laparotomia exploratoria sem ocorréncia de irregularidades no
transoperatério. Esse procedimento foi necesséario para realizar a bidpsia da

neoformacéo, localizada em porgéo gastrica e resseccao de linfonodo regional.
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3 MATERIAL E METODOS

As amostras coletadas foram fixadas em formol 10% e submetidas a
processamento histoldgico de rotina, com inclusdo em parafina, corte em micrétomo,
coradas pela hematoxilina-eosina (HE) e montadas em laminas para analise
microscopica. Adicionalmente, procedeu-se a desparafinizacdo de laminas
silanizadas, submetidas a inativacdo da peroxidase enddgena e bloqueio de ligagbes
inespecificas, utilizando solugdo de metanol (150 mL) acrescido de 1,5 de perdxido
de hidrogénio a 3% em incubacdo por 20 minutos e lavagem em agua corrente,
respectivamente. Posteriormente, se realizou a recuperacdo antigénica da amostra
pré-tratada com tampéao citrato 10 mM/ pH 6,0 (21g de acido citrico monohidratado PA
diluido em 1L de agua destilada) em forno microondas por 10 minutos em méaxima
poténcia (800 W) e 20 minutos de repouso dentro da soluca de citrato e em

temperatura ambiente.

Os anticorpos primarios anti- Ki-67, HER-2, CK7 e CK20 (Quadro 1), foram
diluidos em PBS (NaCL 160,0g + Na2HO4 27,31g + NaH2P0O42H20 4,89 + 1L de H20
destilada) e incubados overnight (18 horas) com a amostra em um recipiente fechado,
a 4°C de temperatura. ApGs o periodo de incubacdo, as amostras sofreram trés
lavagens, com intervalos de 5 minutos entre elas, utilizando PBS. A seguir, foi
realizada a incubacdo com anticorpo secundario e complexo estreptavidina-biotina-
peroxidase (LSAB, DAKO) por 40 minutos, nas mesmas condicfes de temperatura
descritas anteriormente. ApoOs a incubacao, seguiu-se com trés lavagens em PBS, e
subsequentemente, aplicou-se o revelador, cromégeno diaminobenzidina (Dako®),
responsavel pela coloracdo acastanhada da reacdo. E por fim, as laminas foram
contra-coradas com Hematoxilina de Harris (Queel®) por 30 segundos, novamente
lavadas em agua corrente, desidratadas em amdnia a 2% e alcool, e montadas com
laminulas e Entellan®. A imunoexpressao de Ki-67 foi quantificada a partir da

observacédo de 500 células neopléasicas.



Quadro 1. Relacao de anticorpos utilizados no estudo

Anticorpo Clone Origem Titulo
CK7 OV-TL 12/30 DAKO 1:100
CK20 Ks20-8 DAKO 1:100
Ki-67 MIB-1 DAKO 1:100

HER-2 Sp3 Spring 1:50

Fonte: Rous Patologia Animal Ltda, 2017.

38
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras gastricas macroscopicamente mostraram-se  solidas,
brancacentas, macias, opacas e homogéneas. Microscopicamente apresentaram
revestimento mucoso continuo por epitélio prismatico simples. Destaque, a partir de
lamina propria, para populacdo de células redondas, apresentando citoplasma
distendido por mucina, com deslocamento periférico nuclear. Estas invadem parede
gastrica, avancando por submucosa e estrato muscular. Presenc¢a de anisocariose e
figuras de mitose atipicas. Eventual multinucleacdo. Frequentes lagos de mucina em
intersticio. Discreto infiltrado leucocitario misto. Auséncia de delimitacdo do processo.
Essas caracteristicas sdo compativeis com o padréo lesional do CG do tipo GSRCC,

segundo a classificacdo da OMS?38,

Em associacdo foi amostrado linfonodo regional, apresentando-se sdélido,
opaco, castanho claro entremeado por areas brancacentas e heterogéneo. Ao
microscépio evidenciou-se a preservacao da cipsula exibindo escassos agregados
linféides periféricos. No entorno e comprometendo por¢des teciduais profundas
extensa populacado de células redondas, distendidas por mucina, com deslocamento
periférico nuclear. Lagos de mucina em intersticio. Necrose multifocal. Auséncia de

delimitag&o do processo, caracterizando lesédo metastética.

Com base no sistema TNM de estadiamento tumoral da Organiza¢do Mundial
de Saude (OMS), o presente caso classifica-se em T3, N1 e M0.0O estadiamento
funciona como uma espécie de anotacdo taquigrafica da evolucdo tumoral,
permitindo a comparacéo entre casos e auxiliando na definicdo da abordagem clinica
mais adequada em tumores malignos, considerando 0s seguintes parametros:
tamanho do tumor, acometimento de linfonodos regionais e presenca de metastases

a distancia®°.

O GSRCC é diagnosticado a partir da observacdo do predominio de células
epiteliais distendidas por mucina, com deslocamento periférico nuclear®. De maneira
geral é compreendido como uma neoplasia maligna de mau progndstico. Uma vez que
sua sintomatologia ndo é patognomonica, se faz necesséria a utilizacdo de recursos
complementares a fim de obter informac6es para diagndstico e o prognostico do caso.

A utilizacdo de recurso de imagens é muito promissora para a investigacao de lesdes
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tumorais, entretanto, o diagndstico s6 € definido com a adicdo da analise

histopatoldgica, como realizado nesse estudo.

A partir dos achados histopatologicos optou-se pela realizacdo de
procedimento imuno-histoquimico, com o objetivo de confirmar a histogénese da
condicdo e de obter informacdes prognésticas. A investigacdo de marcadores
tumorais € uma préatica em ascensdo na oncologia veterinéria, aplicavel em condi¢tes
anélogas a esta, mas também como indicadores preditivos, como complemento na
distincdo entre lesdes inflamatdrias e neoplasicas, e entre neoplasias benignas e
malignas. Com frequéncia sdo empregados marcadores usualmente utilizados na
investigacdo desses tumores na espécie humana, que amitude apresentam reatividade

cruzada com tecidos de cées 4251,

A combinacdo CK7/CK20 é usualmente empregada para a distincéo entre sitios
primarios de neoplasias epiteliais, particularmente Gtil na identificacé@o de sitio primario
em carcinomas metastaticos®?. Dentre as citoceratinas, observou-se apenas
imunoexpressdo de CK20 nas células neoplasicas, em paralelo a auséncia de
marcacao para CK7 (Figura 1). Tais achados sao opostos aos identificados, em tumor
analogo, na espécie humana, na qual predomina o perfil CK7+/CK20-51, GURBUZ e
KOSE identificaram que 20% das células tumorais no GSRCC humano apresentam
perfil de imunoexpressdo CK7-/CK20+. Também Espinosa de Los Monteros et al.,
1999, identificaram perfil analogo em 1 dos 2 adenocarcinomas gastricos caninos

avaliados®*.
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Figura 1. Fotomicrografia de corte histolégico de estdbmago, evidenciando expanséo
de populacéo neoplasica, disposta em cordao, apresentando distenséo citoplasmatica
por mucina e deslocamento periférico nuclear. Destaque para a presenca de
imunoexpressdo de CK20, marcada em castanho (LSAB contra-corada com
hematoxilina de Harris, 40x). Fonte: Rous Patologia Animal Ltda, 2017.

Em associacado foi observada importante atividade proliferativa em populacéo
neoplasica, com imunopositividade nuclear para Ki-67 em 20% das células tumorais
(Figura 2). O valor prognostico da expressao de Ki-67 em carcinomas gastricos em
humanos ndo € consensual, identificando-se resultados contraditérios na
literatura®®-%’. No entanto, em geral, os valores detectados em carcinomas gastricos

humanos sdo superiores ao observado neste caso.
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Figura 2. Fotomicrografia de corte histolégico de estdbmago, evidenciando expanséo
de populacéo neoplasica, disposta em cordao, apresentando distenséo citoplasmatica
por mucina e deslocamento periférico nuclear. Destaque para a presenca de
imunoexpressao nuclear de Ki-67, marcada em castanho (LSAB contra-corada com
hematoxilina de Harris, 40x). Fonte: Rous Patologia Animal Ltda, 2017.

A via de sinalizacdo de EGF tem sido estudada em uma série de condi¢cdes
neoplasicas, estando envolvida na carcinogénese de diversos tipos tumorais, como
neoplasias de mama, ovario, glandula salivar, prostata, pulmao e estémago®. O gene
HER-2 codifica para o receptor de fator epidérmico (EGF-R), participando na iniciagéo,
progressdo e metastatizacdo neoplasicas®®. O desenvolvimento do trastuzumab, um
anticorpo monoclonal que se liga diretamente ao dominio extracelular de HER-2,
bloqueando sua atividade, representou uma importante alternativa terapéutica em
tumores que expressam HER-2, tornando a pesquisa de sua expressao uma valiosa
estratégia para a terapéutica. Nao houve deteccdo de HER-2 nos cortes analisados.
No entanto, em estudo prévio, foi caracterizada expressdo de HER-2 na maioria dos
adenocarcinomas gastricos, relacionando-se a pior prognéstico, analogamente ao

observado em humanos*2.

Em conformidade com a referida agressividade do GSRCC, no momento do
diagnéstico foi identificada, em paralelo a lesdo primaria, foco de disseminac¢ao nodal,
agravando o prognaostico do animal. Apesar do diagnéstico da neoplasia maligna, a

tutora do animal optou por ndo realizar o tratamento quimioterapico, sendo apenas
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mantido o protocolo de suporte visando a antagonizacdo dos sinais clinicos
apresentados pelo animal, composto por tratamento via oral com Omeprazol (1 mg/kg
SID), Ranitidina (2 mg/kg BID), Dipirona (25 mg/kg TID), Metronidazol (15 mg/kg BID),
Enrofloxacino (5 mg/kg SID), Prednisona (1 mg/kg BID), Micofenolato (10 mg/kg BID),
Maropitant (2 mg/kg SID) e Ondasetrona (1 mg/kg BID). O tratamento se manteve

durante 5 meses e com a progressao dos sinais clinicos optou-se pela eutanasia.

Uma particularidade a ser ressaltada no caso descrito é o historico de gastrite
cronica, com diagnostico estabelecido ha um ano. A relacdo entre inflamacéo e cancer
ha muito tempo tem povoado a literatura médica, tendo sido aclarados, recentemente,
aspectos moleculares do processo, envolvendo a instabilidade de microssatélites e a
inibicdo de vias de reparo do DNA%, Na espécie humana, foi evidenciada a relagéo
entre infeccdo por Helicobacter pylori e o desenvolvimento de carcinoma gastrico,

evento ndo caracterizado em caes®°.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este relato buscou investigar uma condicdo neoplasica de ocorréncia
infrequente, associada a sinais clinicos inespecificos e importante agressividade
bioldgica, na qual a associacéo de técnicas de diagnostico por imagem, histopatologia
convencional e imuno-histoquimica viabilizam a identificacdo da condicao,
estabelecimento do prognéstico e terapéutica apropriadas. Em paralelo, o
conhecimento acerca da condigdo pode contribuir para a utilizacdo da condicdo em

cdes como um modelo de estudo para a doenca na espécie humana.
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ANEXO A

Aspectos clinico-patologicos e imuno-histoquimicos de condrossarcoma nasal em
cdo: relato de caso. Revista Nosso Clinico, 2016, ano 19, n. 114, p. 34-36.
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ANEXO B

Normas para publicacé@o na revista Clinica Veterinaria, a qual sera submetida o artigo
“Aspectos clinico-patolégicos e imuno-histoquimicos de carcinoma gastrico de células

em anel de sinete em um cio: relato de caso e revisao de literatura”.
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