ADONIS BENVENUTO BALDASSO

FATORES PROGNOSTICOS E HISTOPATOLOGICOS DO OSTEOSSARCOMA
CANINO E CORRELACAO COM A SOBREVIDA

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria da UFMG
2019



ADONIS BENVENUTO BALDASSO

FATORES PROGNOSTICOS E HISTOPATOLOGICOS DO OSTEOSSARCOMA
CANINO E CORRELACAO COM A SOBREVIDA

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncia Animal da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais, como pré-requisito para obtengdo do
titulo de Mestre em Ciéncia Animal.

Area de concentracio: Medicina e Cirurgia Veterinarias

Orientador: Prof.. Dr. Roberto Baracat de Araujo
Coorientadores: Dr2. Gleidice Eunice Lavalle
Prof. Dr. Felipe Pierezan

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria da UFMG
2019



B175f

Baldasso, Addnis Benvenuto 1989-

Fatores prognosticos e histopatologicos do osteossarcoma canino e correlacgdo com a sobrevida

[manuscrito] / Adbdnis Benvenuto Baldasso. - 2019.

37f.:1l.;29,5 cm.
Orientador: Roberto Baracat de Araujo.
Coorientadores: Gleidice Eunice Lavalle, Felipe Pierezan.

Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de Veterinaria.

1. Céo - Teses. 2. Osso e 0ssos - DeCS. 3. Osteossarcoma. 4. Quimioterapia - Teses. 5. Tumores - Teses. I
Araujo, Roberto Baracat de. II. Lavalle, Gleidice Eunice. IIl. Pierezan, Felipe. IV. Universidade Federal de

Minas Gerais. Escola de Veterinaria. V. Titulo.

CDD: 636.089




DE MINAS GERAIS

_ U F m G UNIVERSIDADE FEDERAL

FOLHA DE APROVACAO

ADONIS BENVENUTO BALDASSO

Dissertacdo submetida @ banca examinadora designada pelo Colegiado do
Programa de Pds-Graduagdo em CIENCIA ANIMAL, como requisito para
obtengdo do grau de MESTRE em CIENCIA ANIMAL, érea de concentracio
MEDICINA E CIRURGIA VETERINARIAS .

Aprovada em 11 de Fevereiro de 2019, pela banca constituida pelos
membros:

(‘2 Wie M Aa )‘1@%
Prof. Roberto Baracat de Araujo
Presidente - Orlentadar

Q%ﬁ“ ‘%E"““' il Lowr Qe pndh
Prof¥. ® Maria de Faria Rezendé)

Escols de Vetennana - UFMG

i

Prof. Rodrigo dos Santos Horta
Universidade Vila Velha - UVY

Uy

é FGleidos Eunice Lavalie
la de Veterindna - UFMG

L wnarsbide Vodoryd de Nimes Cara
Tacla & Veseriabole

Av. Awsten Calm, ed?

Ot Paen! %7 . CTP W00 255
ok [eroanes — Moan Goras
Telwume (01 I 00206 XXM e )

2weratafieg be
Lonnl cplreet ubrg b 4



AGRADECIMENTOS
Sou grato a minha vida e mente saudavel.

Agradeco meus pais Odair e Irani, e minha irma Clara por serem presentes na minha vida e
apoiarem sempre meus planos e investirem na minha formacgdo pessoal e profissional, minha
mae e professora me estimulou sempre a estudar e assim entendi que esse é o0 melhor caminho
pra dignidade e prosperidade.

Agradeco ao apoio técnico, profissional e pessoal que recebi do meu orientador Professor
Roberto Baracat de Araujo.

Agradego a minha tutora, mentora, conselheira e orientadora Gleidice Eunice Lavalle, gracas a
ela pude me aperfergoar como médico veterinario e escolher minha éarea de atuacdo/estudo e
conforto dentro da clinica de pequenos animais. Espelho-me nela pra sempre conseguir
melhorar o que tenho a oferecer aos meus pacientes.

Ao apoio recebido dos colegas e funcionarios do Departamento de Clinica e Cirurgias
Veterinarias e do Hospital Veterinario, tenho muito a agradecer. Em especial: Bia Terenzi, Carla
Tertuliano, Fernanda Camargo e Rubia Cunha.

Agradeco a todos os membros laboratério LPC- ICB, pela colaboragdo fundamental na
realizagdo e interpretacdo dos exames de IHC, em especial ao Professor Geovanni Dantas
Cassali e suas orientandas.

Finalmente e ndo menos importante agradeco a minha namorada Bruna, parceira e entusiasta
dos meus planos, vocé é muito especial pra mim e vamos seguir juntos nas nossas empreitas.
Que o0 amor continue a nos mover em frente.



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

INTRODUCAO

OBJETIVOS

REVISAO DE LITERATURA

ETIOLOGIA E ASPECTOS CLINICOS DO OSTEOSSARCOMA
CANINO

DIAGNOSTICO

GRADUACAO HISTOLOGICA

FATORES PROGNOSTICOS

TRATAMENTO

MATERIAL E METODOS

AMOSTRAS (CARACTERIZACAO DA CASUISTICA)
DADOS CLINICOS

CLASSIFICACAO E GRADUACAO HISTOPATOLOGICA
IMUNO-HISTOQUIMICA

AVALIACAO DE IMUNORREATIVIDADE
AVALIACAO DA SOBREVIDA

ANALISE ESTATISTICA

RESULTADOS E DISCUSSAO

DADOS AMOSTRAIS

EXAME CITOLOGICO

CLASSIFICACAO E GRADUACAO HISTOLOGICA
OPCAO TERAPEUTICA

AVALIACAO IMUNO-HITOQUIMICA
CONCLUSOES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS



LISTA DE FIGURAS

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Histograma apresentando a distribuicdo de cdes com OSA de acordo com a idade
(n=41).

Frequéncia e distribuicdo de 41cées com osteossarcoma de acordo com o porte.

Curva de sobrevida global derivada de Kaplan-Meier para cdes com OSA
classificados de acordo com o peso corporal

Frequéncia e distribuicdo das racas de 43 cdes com osteossarcoma

Frequéncia e distribuicdo da localizacdo topografica das lesdes de 35 cdes com
osteossarcoma.

A - Correlacéo de FA elevada e normal com a sobrevida global, em cées com OSA,
pelo teste de Mann — Whitney B- Correlac@o do nivel sérico de FA com a sobrevida
de 34 cdes com OS, pelo teste de Sperman.

Curva de sobrevida global derivada de Kaplan-Meier para cdes com OSA, tratados
somente com cirurgia, classificados de acordo com o nivel sérico e fosfatase alcalina.

Citologia aspirativa por agulha fina de osteossarcoma canino, coloragdo rapida,
(1000x), presenca de varios osteoblastos apresentando padréo de cromatina grosseiro,
nucléolos multiplos e proeminentes, nicleo arredondado e periférico, nota-se também
a presenca de material amorfo rdseo compativel com ostedide (seta).

Osteossarcoma canino, tipo osteoblastico produtivo. H.E (400 x) — Células
neoplésicas osteoblasticas atipicas, entremeadas por abundante quantidade de matriz
ostedide (seta)

Correlagdo entre indice de ki67 e graduacéo histoldgica de 27 casos de OSA canino,
teste de Spearman

Curva de sobrevida global derivada de Kaplan-Meier para cdes com OSA,
distribuidos conforme a opcdo terapéutica, a mediana correspondeu a 60 dias para 0s
animais tratados apenas cirurgia, e de 333 dias os para aqueles que receberam
quimioterapia adjuvante (P=0,0003) n=36 cées.

Comparacdo da mediana de sobrevida conforme tratamento, em cdes com OSA,
demonstrando correlacdo significativa e positiva, pelo teste de Mann — Whitney (P
<0,01) n= 36 cées.

Micrografia evidenciando imunomarcagdo para Ki-67 em indmeras células
neoplasicas com marcacdo nuclear, caracterizando o elevado indice de proliferagdo
celular (65%) em osteossarcoma osteoblastico produtivo (400x).

Curva de sobrevida global derivada de Kaplan-Meier para ces com OSA,
distribuidos conforme o indice de Ki67.

22

22

22

23

24

24

25

26

26

27

28

28

29

30



LISTA DE TABELAS

Tabela 1

Tabela 2

Classificagdo para determinacgao do grau tumoral utilizando escores histolégicos pré-
determinados para osteossarcoma canino.

Anticorpos utilizados nas reacdes de imuno-histoquimica, com respectivas fontes,
clones, diluicGes e tipos de marcacéo.

19

20



RESUMO

Osteossarcoma € o tumor 6sseo primario mais observado em cies. E uma doenca localmente
agressiva, de rapida evolucdo e apresenta caracteristicas metastaticas. Essa dissertacdo teve
como objetivo a caracterizagdo do osteossarcoma diagnosticados em cdes no Hospital
veterinario da UFMG no periodo de 2013 a 2018, por meio de um levantamento de dados
clinicos, epidemioldgicos, histopatoldgicos e imuno-histoquimicos com caracterizacdo dos
fatores progndsticos e seu impacto na sobrevida de animais tratados e ndo tratados. Foram
estudados 43 casos de osteossarcoma, com diagnoéstico histopatoldgico realizados no setor de
Patologia do HV- UFMG. No presente estudo a idade dos cées variou entre 1 e 15 anos, média
de 7,94+3,43 anos, e a localizacdo mais frequente no esqueleto apendicular em cdes de raca e de
grande porte. Correlacdo positiva foi observada entre o porte fisico e a sobrevida, assim como
houve correlacdo entre o nivel sérico elevado de fosfatase alcalina com uma menor sobrevida
global. Na avaliagdo histopatoldgica o subtipo mais comum foi o osteoblastico, a graduacao
tumoral apresentou correlagdo positiva e marginalmente significativa com o indice de
proliferagdo celular (Ki67). Houve diferenca estatistica significativa na avaliagdo de sobrevida
global de animais tratados somente com cirurgia sendo esses um total de 21 casos com mediana
de 60 dias, em relacdo aos 15 casos onde houve complementacdo com quimioterapia adjuvante,
0s quais apresentaram mediana de 333 dias.

Palavras-chave: cdo, tumor 6sseo, 0sso, quimioterapia, tratamento.
ABSTRACT

Osteosarcoma is the most common primary bone tumor in dogs. It is a locally aggressive,
rapidly evolving disease with metastatic features. This dissertation aimed to characterize the
canine population diagnosed with osteosarcoma at the UFMG Veterinary Hospital from 2013 to
2018, through a survey of clinical, epidemiological, histopathological and
immunohistochemical data in order to characterize prognostic factors and their impact on
survival treated and untreated animals. 43 cases of OSA were studied and histopathologically
diagnosed by the pathology sector of HV-UFMG. In the present study, the age of the dogs
ranged from 1 to 15 years, being the average 7.94 + 3.43 years, and the most frequent location
was in the appendicular skeleton of pure breed and large dogs. There was a correlation between
physical size and overall survival, as well as between the elevated level of serum alkaline
phosphatase and a lower overall survival. In the histopathological evaluation, the most common
subtype was osteoblastic, and the tumor grade showed a positive and marginally significant
correlation with the cell proliferation index (ki67). There was a statistically significant
difference in the evaluation of the overall survival of animals treated with only surgery, with a
total of 21 cases with average 60 days, in contrast with 15 cases where there was
complementation with adjuvant chemotherapy, which presented na average of 455 days.

Key words: dog, osteosarcoma, bone, chemotherapy, treatment.



1. INTRODUCAO

A prevaléncia de neoplasias em cdes tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos, o que
pode estar associado com a maior expectativa de vida dos animais de companhia. Fatores como
melhores cuidados médico-veterinarios, nutricdo balanceada, vacinages, protocolos
terapéuticos especificos e eficazes, contribuem para maior longevidade dos cées (Filho et al.,
2010).

A utilizagdo de modelos animais em estudos comparativos de cancer humano auxilia a elucidar
a complexidade de diversas doencas. Os roedores se destacam como o grupo de animais mais
utilizados experimentalmente, porém o crescente emprego de cdes para tais estudos tem
apresentado éxito em pesquisas de determinados tipos de cancer humano, tais como o
osteossarcoma (OSA) e o cancer de prostata (Rowell et al., 2011; Langdon, 2012).

O OSA espontaneo em cédes e nos humanos € muito semelhante quanto a histopatologia,
genética tumoral, alvos moleculares, comportamento e resposta terapéutica (Fenger et al., 2014).
Estudar cdes com neoplasias espontaneas oferece uma perspectiva valiosa e diferente das
geradas em estudos humanos ou experimentais. A oncologia investigativa e comparativa busca a
identificacdo de genes associados, estudo de fatores de risco ambientais, compreensdo da
biologia tumoral e, possivelmente o mais importante, a avaliacdo e desenvolvimento de novas
terapéuticas contra a doenga neoplasica (Paoloni e Khanna, 2008).

O OSA é definido como a neoplasia 6ssea primaria mais frequente em cées. Geralmente
acomete 0s 0ssos de membros de cdes de porte grande a gigante com idade média de sete anos
(Morello et al., 2011). Apesar do sucesso do tratamento com tumor primario antes de lesdes
metastaticas serem clinicamente detectaveis, o desenvolvimento de metastases pulmonares
continua a ser a causa mais comum de mortalidade em pacientes com OSA (Mayer e Grier,
2006).

Dessa forma, o planejamento clinico deve ser rdpido e contar com o uso correto das
ferramentas diagnosticas, buscando critérios prognoésticos e preditivos com real impacto na
qualidade de vida e sobrevida dos pacientes, aumentando assim as chances de sucesso no
controle da doenga.

2. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi estudar a populagdo canina diagnosticada com osteossarcoma no
periodo de 2013 a 2018, atendida no Hospital Veterinario da UFMG, por meio de um estudo
retrospectivo, com o levantamento de informages clinico epidemiolégicas, caracterizando os
fatores progndsticos correlacionando-os com a sobrevida global de animais tratados e nédo
tratados.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 ETIOLOGIA E ASPECTOS CLINICOS DO OSTEOSSARCOMA
CANINO

O OSA ¢ a neoplasia 6ssea primaria mais comum em cées, localmente invasiva e metastatica,
com metéstases pulmonares microscopicas em mais de 90% dos casos, caracterizando-se como
uma doenca agressiva e de rapida progressdao (O’Brien et al., 1993). Histologicamente, 0 OSA é
composto por células mesenquimais malignas de linhagem de células-tronco ou osteoblastos
que produzem matriz ostedide (Thompson e Dittner, 2017).



O mecanismo patofisiologico de desenvolvimento do OSA ainda ndo esta bem definido, porém
diversas causas sdo identificadas como fatores que contribuem para o seu aparecimento, tais
como radiacBes ionizantes, produtos quimicos, corpos estranhos (implantes metalicos e 6sseos)
e viroses (Hammer et al., 1995; Arthur et al., 2016).

Existem evidéncias de envolvimento genético e fatores hereditarios no desenvolvimento do
OSA em caes. E proposto que os genes Rb e p53 agem como genes de supressdo tumoral e
podem estar superexpressos em alguns casos (Loukopoulos e Robinson, 2007; Ehrhart et al.,
2013).

O OSA representa 80 a 95% das neoplasias 6sseas diagnosticadas em cdes (Spodnick et al.,
1992; Stockhaus et al., 2003). Anatomicamente pode ocorrer em qualquer 0sso, porém € mais
comum na metafise de 0ssos longos de cdes de porte grande a gigante com idade média de sete
anos (Ru et al., 1998; Boerman et al., 2012). Com maior frequéncia as les6es se localizam nos
membros tordcicos do que nos pélvicos, na proporcdo de 2:1 (O’Brien et al., 1993). O terco
distal do radio é o mais acometido, seguida pelo terco proximal do Gmero. Outros locais
comuns sdo os tercos distal do fémur e da tibia e proximal da tibia (Mauldin et al., 1988; Chun;
Straw et al., 1996;De Lorimier, 2003; Selmic et al., 2014).

A ocorréncia de OSA extraesquelético é rara, porém ja foi relatada em baco, figado, glandula
adrenal, intestino, glandula mamédria, ligamento gastrico, meninges, olhos, rins,tecido
subcutaneo, testiculo, vagina e capsula sinovial (Bech-Nielsen et al., 1978;Thamm et al., 2000).

Cées com OSA em ossos apendiculares geralmente apresentam claudicagdo e aumento de
volume localizado. Sinais sisttmicos como febre, anorexia ou perda de peso, sdo incomuns no
estagio agudo da doenga (Boulay et al., 1987). A dor provavelmente esta relacionada com a
ocorréncia de microfraturas induzidas por oste6lise do o0sso cortical com a extensdo do tumor a
partir do canal medular. A claudicacao tende agravar, assim como 0 aumento de volume local e
presenca de sensibilidade dolorosa no sitio primério (Ehrhart et al., 2013). Além disso, os cées
podem apresentar claudicacdo grave associada a fraturas patoldgicas que podem ocorrer durante
progressao da doenca devido a fragilidade 6ssea (Kim et al., 2009; Bhandal e Boston, 2011,
Rubin et al., 2015). Os animais acometidos raramente possuem altera¢des no padrdo respiratério
como a primeira evidéncia de metastase pulmonar, geralmente esses sinais sdo inespecificos.
Mesmo os animais diagnosticados com alteragdes metastaticas nos pulmdées podem permanecer
assintomaticos por longo periodo de tempo (O’Brien et al., 1993).

3.2 DIAGNOSTICO

O diagndstico precoce e estadiamento clinico da doenca é de extrema importancia e deve ser
baseado na historia clinica, exame fisico, interpretacdo de exames citolégicos, de imagens e
histopatoldgicos. A radiologia isoladamente ndo deve ser empregada para fazer o diagndstico
definitivo de uma patologia 6ssea (Ehrhart et al., 2013).

O conhecimento dos sinais clinicos, racas predispostas e idade, contribuem para a orientagdo do
diagnostico. O diagnostico definitivo s6 é possivel agregando-se os dados dos exames
histopatoldgicos, onde h4 a classificagdo e o reconhecimento do tipo tumoral (Stockhaus et al.,
2003).

Quando ha suspeita de uma lesdo 6ssea neoplasica primaria, deve-se realizar um diagndstico
diferencial entre: osteomielite bacteriana ou fungica, infarto 6sseo, osteopatia hipertréfica,
hipervitaminose A, reagdes periosteais traumaticas e cistos 6sseos aneurismais (Morello et al.,
2011).
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Radiograficamente, a diminui¢cdo da densidade dssea traduz o processo osteolitico e 0 aumento
da densidade traduz o processo osteoblastico. A perda dos padrdes trabeculares do 0sso é um
dos primeiros sinais radiol6gicos visiveis nos casos de neoplasia dssea maligna (Priolo e Cerase,
1998). Ha um rompimento periosteal e elevacdo no local da lesdo por neoformacdo Gssea
subperiosteal, caracterizando o triangulo de Codman (composto por cortex destruido na area
acometida e proliferacdo do periosteo). Essa neoformagdo significa o progresso da neoplasia
pelo interior do osso (Rana et al., 2009; Boston et al., 2010).

A destruicdo 6ssea € acompanhada por neoformacdo 6ssea desorganizada que pode se expandir
para o interior do 0sso como também invadir os tecidos moles adjacentes, a lise cortical pode
ser grave a ponto de gera descontinuidade cortical e fratura patolégica (Bhandal e Boston,
2011). Embora o OSA ocorra com maior frequéncia na regido metafisaria dos 0ssos longos, este
pode se apresentar em qualquer regido ou em qualquer osso (Ehrhart et al., 2013).

S&0 necessarias pelo menos duas projecOes radiograficas (médio lateral e cranio — caudal) para
uma interpretacdo adequada da imagem do OSA. Devido ao crescimento 0sseo em razdo do
processo tumoral, os tecidos moles adjacentes estardo deslocados, o0 que pode ser percebido nas
radiografias por linhas radiolucentes que sdo determinadas pelas fascias musculares. Em alguns
tipos de tumores malignos ha mineralizacdo destes tecidos (Davis et al., 2002).

Raramente os tumores malignos primérios se infiltram pelo espago articular, porém tumores
altamente destrutivos podem, em algumas ocasifes, se infiltrar, mas dificilmente havera
envolvimento do osso oposto. Um sinal radiografico caracteristico das neoplasias malignas de
alta agressividade, que ndo se enquadra perfeitamente nos sinais radioldgicos descritos, é o
chamado sunburst, caracterizado pela perda estrutural 6ssea completa no local da lesdo e a
percepcdo de uma “explosdo” dssea. Os padrdes de destruigdo Ossea estdo presentes Nas
neoplasias ésseas malignas e fornecem dados da agressividade tumoral (Shimose et al., 2008).

Os pulmdes s&o os principais sitios metastaticos com o avanco da doenca (O’BRIEN et al.,
1993). Podem ser observadas na radiografia como nddulos que possuem opacidade variavel.
Comumente os focos de metastases que sdo menores do que cinco mm de didametro ndo sao
visiveis radiograficamente. A deteccdo radiografica das metastases pulmonares pode ser
maximizada pela obtencgdo das incidéncias laterais esquerda e direita, e incidéncia dorsoventral
do térax. As incidéncias latero laterais direita e esquerda sdo obtidas porque as massas no lobo
pulmonar dependente podem ser mascaradas pela atelectasia por compressdo no pulmao
circunjacente (Leibman et al., 2001)

Embora o exame radiografico seja 0 método mais utilizado para o diagnostico de OSA canino,
também é de extrema valia 0 uso de outros recursos como a cintilografia, tomografia
computadorizada ou ressonancia magnética, que mais detalhadamente avaliam a neoplasia
quanto a sua caracteristica e extensdo (Davis et al., 2002; Nemanic; London e Wisner, 2006;
Eberle et al., 2011).

O exame citopatol6gico de amostras 6sseas baseia-se em achados microscopicos provenientes
de amostra normalmente aspirada por agulha fina ou de imprint de bidpsia. Esta técnica é
considerada pouco invasiva e apresenta outras vantagens como rapidez e acuracia diagnosticas
relativamente elevadas e baixo custo financeiro. Além disso, a coleta pode ser realizada em
ambulatorio, prevenindo a exposi¢do do paciente a riscos inerentes a procedimentos anestésicos
(Kumar et al., 1993).

As células do OSA geralmente sdo circulares ou ovais, possuem bordas citoplasmaticas
distintas, citoplasma azul brilhante granular e exibem nucleos excéntricos com ou sem nucléolos
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(Reinhardt et al., 2005). Em geral, a citologia exibe menor acuracia para o diagnéstico de
neoplasias estromais em relacdo a histopatologia. Entretanto, alguns estudos observaram indices
diagnosticos satisfatdrios por meio da citologia. A citologia por Puncgéo Aspirativa por Agulha
Fina (PAAF) deve ser a primeira opcdo para confirmar o OSA em lesdes onde 0s sinais clinicos,
localizacgdo e radiologia forem sugestivas de neoplasia 6ssea (Berzina et al., 2008; Thompson e
Pool, 2008).

A bidpsia incisional ou excisional é essencial para a confirmacdo da presenca da neoplasia,
identificacdo do tipo histologico e planejamento do tratamento. As amostras de bidpsia para
diagnostico em tumores 6sseos devem ser obtidas do centro da lesdo, da periferia e tecido
adjacente. Multiplos fragmentos de bidpsia aumentam as chances de diagndstico (Berzina et al.,
2008). A biodpsia fechada que utiliza a agulha de Jamshidi é utilizada para obter um minimo de
dois ou preferencialmente trés ndcleos de tecido, tanto do centro da lesdo como da area entre
lesBes acometidas e ndo acometida do osso (Powers et al., 1988; Shimose et al., 2008).

A Dbiodpsia pré-operatdria ndo é essencial se a amputagdo do membro for a Unica opgéo para
lesdes que tenham sofrido fratura ou invadido extensamente os tecidos circundantes, mas uma
amostra da lesdo deve ser avaliada histolégicamente ap6s a amputacdo para se confirmar o
diagnostico (Straw e Withrow, 1996).

Histologicamente, o OSA caracteriza-se por ser uma neoplasia de origem mesenquimal de
células Gsseas que produzem matriz ostedide extracelular, sendo a presenca do tumor ostedide a
base para o diagndstico histologico. O padrdo histoldgico pode variar entre os tumores ou até
mesmo dentro do mesmo tumor. Existem subclassificag@es histologicas e essas sdo baseadas no
tipo e quantidade de matriz ostedide e nas caracteristicas inerentes as células. (Thompson e
Pool, 2008).

Os osteossarcomas podem ser classificados em subtipos histoldgicos baseados na qualidade e
guantidade da matriz extracelular (MEC) produzida pelas células tumorais, sendo eles
osteoblastico produtivo, osteoblastico minimamente produtivo, condrobléasticos, fibroblasticos;
no grau de diferenciacdo (subtipo pouco diferenciado); na presenca abundante de células
gigantes (gigante subtipo celular); e na presenca dominante de vasos sanguineos e lesdes
cisticas (subtipo telangiectésico). Ndo ha correlacdo bem estabelecida no comportamento
bioldgico das diferentes subclassificacdes histolégicas (Thompson e Pool, 2008; Ehrhart et al.,
2013).

3.3 Graduacao Histologica

Diversos estudos propdem graduacao histoldgica para o0 OSA em graus I, Il e 111, baseados em
caracteristicas microscépicas como o pleomorfismo celular, indice mitético, necrose tumoral,
numero de células multinucleadas, invasao vascular, caracteristica e quantidade de matriz dssea
e densidade de células tumorais. Esta graduacdo pode ser fator prognostico para o
comportamento sisttmico da doenca em algumas situagfes (Kirpensteijn et al., 2002;
Loukopoulos e Robinson, 2007).

O resultado da graduacdo pode ser subjetivo e varia em relacdo ao valor prognostico de acordo
com caracteristicas histoldgicas individuais, ndo devendo ser utilizado de maneira isolada
(Schott et al., 2018).
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3.4 FATORES PROGNOSTICOS

Alguns indicadores de progndstico sdo comprovadamente associados a um menor tempo de
sobrevida em cdes com OSA apendicular como a idade jovem (Spodnick et al., 1992;
Loukopoulos; Robinson, 2007), localizagdo no Umero proximal (Kuntz et al., 1998;Schmidt et
al., 2013), grandes tumores (Rosenberger; Pablo e Crawford, 2007), maior peso corporal (Ru et
al., 1998;Hammer et al., 1995) elevada concentracdo sérica da enzima fosfatase alcalina, (
Garzotto et al., 2000; Hillers et al., 2005; Barger et al., 2005), imunorreatividade elevada para a
enzima cicloxigenase 2 (COX-2) (Mullins et al., 2004), alto grau histoldgico (I11) (Kirpensteijn
et al., 2002; Loukopoulos; Robinson, 2007) e presenca de metastases no momento do
diagndstico (Boston et al., 2010).

A dosagem sérica da enzima fosfatase alcalina quando se apresenta elevada no momento do
diagnostico do tumor ou apos exérese do tumor, pode indicar evidéncia clinica de metastases
(Ehrhart et al., 1998; Hillers et al., 2005;Barger et al., 2005). Em seres humanos com OSA, a
atividade sérica da fosfatase alcalina € reconhecida como fator prognéstico ha mais de 30 anos e
indica a atividade osteoblastica nessas situacfes (Garzotto et al., 2000).

O antigeno nuclear de proliferacdo celular (proliferating cell nuclear antigen, PCNA), expresso
principalmente na fase S do ciclo celular e a proteina Ki-67 (reconhecida principalmente pelo
anticorpo monoclonal MIB-1), expressa em todas as fases, exceto GO, representam os principais
marcadores imuno-histoquimicos utilizados para definicdo da taxa de proliferacdo celular
(Cassali et al., 2011). Geralmente tumores com maiores indices proliferativos apresentam curso
mais agressivo com aumento do risco de metastases, mas melhor resposta a quimioterapia
(Scholzen e Gerdes, 2000). Scotlandi et al. (1995), defendem que no osteossarcoma humano o
alto indice de expressdo de Ki-67 parece estar correlacionado com a agressividade destes
tumores 6sseos, podendo ser utilizado, em associacdo com a avaliagdo histopatoldgica, para
estabelecimento do progndstico ou para determinar a terapia mais adequada.

A cicloxigenase-2 (Cox-2) é uma das enzimas que catalisam a formacdo de prostaglandinas a
partir do 4cido araquiddnico. E relacionada ao crescimento celular e possui um papel importante
na tumorogénese do osteossarcoma e de diferentes neoplasias caninas, humanas e de roedores
(Millanta et al., 2012). Em um estudo realizado por Mullin (2004), a imunorreatividade para a
COX-2 foi identificada em 88% dos tumores 6sseos primarios, porém a marcagdo intratumoral
de COX-2 se mostrou uma varidvel heterogénea. A pontuacéo de imunorreatividade para COX-
2 é um produto de intensidade da marcacao e a percentagem de células positivas para tal, e foi
potencialmente correlacionada com a evolucdo da doenca. Cdes com tumores primarios
demonstrando forte intensidade da expressdo tinham sobrevida significativamente menor em
comparagdo com 0s cdes com tumores expressao negativa, pobre ou moderada para a COX-2.
No entanto, os autores avaliaram um baixo nimero amostral de cdes com forte intensidade de
coloracdo para COX-2. O valor prognostico da COX-2 expressa em OSA merece uma avaliacdo
mais completa
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3.5 TRATAMENTO

O tratamento preconizado para o OSA apendicular é a exérese do tumor primario e posterior
complementacdo terapéutica com quimioterapia adjuvante, sendo a amputacdo realizada de
maneira isolada considerada como paliativa (Mauldin et al., 1988; Sorenmo, 2003; Endicott,
2003;Fenger et al., 2014).

A amputacdo do membro é o tratamento preconizado para cdes com OSA apendicular
apresentando vantagens imediatas, incluindo alivio de dor, melhor mobilidade e
consequentemente melhor qualidade de vida (Chun e De Lorimier, 2003). A cirurgia deve ser
considerada tratamento paliativo, quando realizada isoladamente. Apesar do alivio do
desconforto local, esta modalidade terapéutica ndo resulta em cura (Endicott, 2003).

Apesar de a amputacdo do membro ainda ser o tratamento de escolha para cdes com OSA, um
grande nimero de proprietarios se recusa a autorizar a amputacdo do membro, impossibilitando,
dessa maneira, que o profissional realize uma terapia mais adequada, 0 que, consequentemente,
reduz as chances de proporcionar ao animal melhor qualidade de vida (Ehrhart et al., 2013).

A técnica de cirurgia com preservacdo de membro foi desenvolvida para 0s casos em que o
proprietario ndo permite a amputacdo do membro, ou para animais que além da neoplasia 6ssea,
apresentam alteragBes neuroldgicas ou outras afeccOes ortopédicas que impossibilitem a
realizacdo da amputagdo. Em estudos sobre sua viabilidade préatica, foi concluido que ela
promove de boa a excelente a fun¢do do membro (Larue et al., 1989).

Os cédes com tumores confinados a uma Unica localizacdo, com menos de 50% do 0sso
radiograficamente afetado, sdo candidatos potenciais. Um envolvimento maior que 50% torna a
fixacdo do implante ao 0sso hospedeiro remanescente mais dificil, aumentando a chance de
falha ortopédica (Kuntz et al., 1998).

Os melhores resultados apés a cirurgia tradicional de preservacdo de membro foram limitados
as lesbes metafisarias de radio e ulna. A cirurgia de preservacdo de membro para o Umero
proximal resulta em fungdo ruim principalmente devido & necessidade de artrodese em uma
articulagdo de amplos movimentos e na tibia distal devido a alta taxa de infec¢do por causa da
pequena cobertura de tecidos moles (BERG et al., 1995; Kuntz et al., 1998; Ehrhart et al.,
2013). Tumores 0sseos primarios normalmente ocorrem em regido metafiséria e a articulagdo
vizinha deverd ser submetida a artrodese ap0s a ressec¢do do tumor, que quando localizados na
tibia proximal ou fémur distal representam problemas pela infuncionalidade da articulacdo do
joelho (Straw e Withrow, 1996).

Diferentes técnicas de cirurgia conservadora foram desenvolvidas, como aloenxerto, implante
metalico, auto-enxerto dos tecidos tumorais pasteurizados, osteogénese e transporte de 0sSso
longitudinal, transposi¢do de ulna e representam alternativas a amputagdo ( Straw e Withrow,
1996;Endicott, 2003; Liptak et al., 2006).

A infeccdo representa 0 maior risco apds a cirurgia com preservacdo do membro, por razes
como campo cirdrgico extenso, tempo cirurgico prolongado, emprego de enxertos grandes e
minimo revestimento por tecidos moles, principalmente nos tumores distais dos membros
(Lascelles et al., 2005).

ComplicacBes que podem ocorrer no pés-operatorio incluem: infeccdo, fraturas, falha de fixagédo
e recidiva local (Straw e Withrow, 1996;) Berg e Straw (2004) afirmam que o prognostico para
a sobrevida dos cdes tratados pela cirurgia com preservacdo do membro e quimioterapia é
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similar ao de cdes tratados com amputagdo e quimioterapia, a menos gque ocorra recidiva local.
A excisdo do tecido acometido com margem de seguranca assegura o principal controle local do
OSA, mas o0 ganho de sobrevida permanece baixo.

A presenga de metastase, detectada no momento do diagnostico do OSA, é reconhecida como
um fator de prognostico desfavoravel, sendo o tratamento menos efetivo em aumentar o tempo
de sobrevida nestes casos (Schmidt et al., 2013; Selmic et al., 2014).

A quimioterapia consiste em administrar moléculas citotoxicas que bloqueiam o ciclo celular ou
causam danos irreversiveis ao DNA. As células mais sensiveis aos agentes quimioterapicos sao
as células em divisdo, como células neoplésicas e células com alta taxa de renovag&o.

Os agentes quimioterapicos apresentam uma toxicidade hematoldgica durante 5 a 7 dias
seguidos a sua administracdo, além de toxicidade digestiva. Estas toxicidades ndo sao
especificas, ou seja, cada familia de agentes apresenta uma forma de acdo e toxicidade proprias.
Por isso, um acompanhamento hematoldgico, bioquimico e clinico do animal é necessario
durante a quimioterapia, realizado antes de cada administracdo e uma semana ap0s, momento
em que sua toxicidade é maxima (Morello., 2011) Séo utilizadas as doses mais altas possiveis
sem causar niveis de toxicidade potencialmente fatais, referido como “Dose Maxima Tolerada”
(DMT) (Kerbel e Kamen, 2004).

Um aumento no tempo médio de sobrevida é consistentemente observado nos animais que
foram submetidos a quimioterapia adjulvante se comparada a amputagéo isolada como forma de
abordagem terapeutica (variacdo: 262-413 vs 134-175 dias, respectivamente) (Ehrhart et al.,
2013).

Apesar de numerosos estudos publicados descrevendo a quimioterapia adjuvante para
osteossarcoma apendicular canino com o uso de cisplatina, doxorrubicina e carboplatina
sozinhos ou em associacdo, ndo ha consenso quanto ao protocolo de quimioterapia ideal. A
escolha do protocolo de quimioterapia deve basear-se no beneficio percebido versus risco dos
protocolos disponiveis com consideracdo da eficicia relatada, toxicidade, intensidade do
protocolo para o cdo e proprietario e custo financeiro (Schmidt et al., 2016).

A cisplatina é um derivado da platina e é empregada no tratamento de OSA apendicular em
caes, reduzindo a incidéncia de doengas pulmonares metastaticas (Straw et al., 1991) A
cisplatina exerce nefro toxicidade, sendo recomendado o controle da funcéo renal, utilizando
protocolos diuréticos apds sua administracdo. Existem varios protocolos de diurese salina, sendo
0 esquema de quatro horas de hidratacdo ainda o mais seguro. Nesse protocolo, solucéo salina é
administrada, ao cdo, por via intravenosa a 25 ml/kg/h por quatro horas. A cisplatina é
administrada na dosagem méaxima de 70 mg/m2 IV por aproximadamente 20 minutos, usando
esquema de infusdo intravenosa lenta, seguido por administracdo de salina por mais uma hora
(Shapiro et al., 1988; Thompson e Fugent, 1992; Chun e De Lorimier, 2003).

A carboplatina ¢ um derivado da platina, porém é menos nefrotdxica que a cisplatina, com
efeitos anti tumorais aparentemente semelhantes. (Frimberger et al., 2016), podendo ser
administrada por via intravenosa, ndo sendo necessaria induzir diurese salina. A dose utilizada é
de 300 mg/mz2 (IV), repetida em intervalos de 21 dias por quatro a seis sessGes desde que ndo
ocorra nenhum sinal grave de supressdo de medula 6ssea (Skorupski et al., 2016).
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Um dos quimioterapicos mais empregados em terapias antineoplasicas na populacdo humana e
animal é a doxorrubicina, um antibiético da familia das antraciclinas que possui reconhecida
eficacia no tratamento de tumores solidos e hematopoiéticos (Butany et al., 2009). A
cardiotoxicidade das antraciclinas parece ser distinta de seus efeitos terapéuticos e tem sido
atribuida a alguns efeitos, incluindo apoptose, alteracdes do metabolismo do ferro, desregulacao
no metabolismo do célcio e disfuncdo mitocondrial (Sawyer et al., 2010). O gatilho comum
desses eventos parece estar ligado ao estresse oxidativo causado pela producdo de espécies
reativas de oxigénio, resultando em inflamacéo, fibrose e necrose miocardica (Geiger et al.,
2010).

Os efeitos adversos da doxorrubicina no sistema cardiovascular incluem agressdao miocardica
levando a disfuncéo ventricular sistélica e consequente insuficiéncia cardiaca. Essa complicacdo
pode culminar em interrupcédo do tratamento quimioterapico e comprometer a cura ou o controle
do cancer (Sawyer et al., 2010).

A doxorrubicina é um agente eficaz de quimioterapia adjuvante para cdes portadores de OSA. A
posologia recomendada é de 30 mg/m? a cada trés semanas para cdes com mais de 10 kg e de
1mg/kg para cdes com menos del0 kg, com uma dose acumulada maxima de 180 a 240 mg/m?
(Mauldin et al., 1993; Berg et al., 1995 ;Chun e De Lorimier, 2003; Skorupski et al., 2016).

Um estudo de coorte retrospectivo foi realizado com 470 cdes tratados com diferentes
protocolos quimioterdpicos, com carboplatina e doxorrubicina, em uso isolado e combinado,
embora a escolha do protocolo ndo tenha resultado em diferencas significativas em ganho de
sobrevida, o protocolo com o uso isolado da carboplatina resultou em uma menor proporgdo
de cdes apresentando efeitos colaterais, 0 que poderia ser vantajoso na manutencao de qualidade
de vida durante o tratamento (Selmic et al., 2014).

A quimioterapia com dose maxima tolerada exige intervalos prolongados entre os ciclos
sucessivos de administracdo, para que o paciente possa se recuperar dos efeitos colaterais, com
destaque para a recuperagcdo da medula éssea, quase todos os quimioterapicos demonstram
potencial antiangiogénico, devido ao fato de que o endotélio associado ao tumor também esta se
dividindo rapidamente. Porém quando os quimioterapicos sdo administrados em DMT, durante
o0 intervalo entre as doses, hd uma recuperacdo da microvasculatura do tumor, de forma a
superar o beneficio antiangiogénico conferido pelos quimioterapicos (Kerbel e Kamen, 2004).

A quimioterapia metrondmica consiste na administracdo frequente, até mesmo diaria, de
quimioteréapicos em doses significativamente abaixo da DMT, sem intervalos prolongados entre
as doses (Kerbel e Kamen, 2004; Thompson e Dittner, 2017).

O advento da quimioterapia metrondmica possibilitou novas formas de administragdo de
agentes citotoxicos. Essa alteragdo na forma de administracdo apresenta uma importante
estabilizacdo do crescimento tumoral, estando relacionadas com a inibicdo da angiogénese e
pela reducdo das células progenitoras endoteliais, responsaveis pela regeneracdo vascular, essa
modalidade ndo substitui o tratamento convencional, mas pode ser utilizada como alternativa no
tratamento paliativo de pacientes com neoplasias metastaticas, tumores inoperaveis ou em casos
de resisténcia ao quimioterapico (Leach et al., 2012; Albertsson; Lennernds; Norrby, 2012).

4. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes e aprovagdo da comissao
de ética no uso de animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG), protocolo
149/2018 (Anexo 1).
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4.1 AMOSTRAS (CARACTERIZACAO DA CASUISTICA)

Foi feito um estudo retrospectivo no qual os arquivos do Hospital Veterinario da UFMG foi
consultado para levantamento dos prontuarios de caes com diagnoéstico histopatologico de OSA
no periodo de 2013 a 2018, totalizando 43 amostras.

Todos os animais foram atendidos no hospital veterinario da UFMG e tratados pelo setor de
cirurgia e de oncologia.

Para a conducdo do experimento ndo se utilizaram animais vivos. Foram utilizados apenas o0s
blocos de parafina disponiveis nos arquivos do setor de Patologia do Hospital Veterinario da
UFMG, contendo fragmentos de osteossarcoma, obtidos através de procedimento de biopsia ou
necropsia.

Para esse estudo foram admitidos os casos registrados e confirmados de osteossarcoma pelos
laudos histopatol6dgicos.

4.2 DADOS CLINICOS

Os prontuarios dos animais foram analisados através de uma busca eletrénica para obtencédo de
dados clinicos. As variaveis clinicas e patoldgicas avaliadas foram: raca, sexo, idade, massa
corporal, membros e 0ssos acometidos, método diagnostico definitivo, graduacdo e classificagdo
histoldgica, opcao terapéutica, atividade sérica de fosfatase alcalina em momento pré-cirdrgico.

As informacdes do tratamento foram obtidas do prontuério, incluindo a data da amputacéo,
presenca de metastases no momento do diagnostico, protocolo de quimioterapia prescrito, a
dose e o(s) agente(s) antineoplasicos administrado(s) e a massa corporal em cada tratamento. A
data da administracéo da ultima dose de quimioterapia, o nimero total de doses recebidas e se 0
protocolo foi ou ndo completado ou terminado prematuramente. Os animais considerados como
tratados receberam pelo menos quatro doses de quimioterapico em dose maxima tolerada. Os
pacientes foram categorizados de acordo com o porte em: pequeno (menor que 10 kg), médio
(11- 20 kg), grande (21 -40 kg) e gigante (maior que 40 kg).

4.3 CLASSIFICACAO E GRADUACAO HISTOPATOLOGICA

As amostras de tecido disponiveis ja haviam sido fixadas em formol, descalcificadas em acido
foérmico, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Posteriormente
foram seccionadas em fragmentos de 4 um de espessura visando confec¢do de novas laminas
para analise histopatoldgica e avalicdo imuno-histoquimica.

As laminas previamente selecionadas foram coradas pela hematoxilina-eosina. Os tumores
foram classificados como OSA quando a matriz ostedide foi produzida pelas células tumorais e
classificados histologicamente por um patologista colaborador segundo o método modificado de
Dahlin e Unni (1977), proposta pela Organizagdo Mundial de saude e sugerido por Thompson e
Pool (2008), em: osteoblasticos produtivos ou pouco produtivos, condroblasticos, fibroblasticos,
telangiectasicos, tipo células gigantes e indiferenciados. Quando havia mais de um subtipo
histolégico no mesmo material o tumor foi classificado de acordo com o padréo histolégico
predominante.

A graduacdo histolégica seguiu o padréo proposto por Kirpensteijn et al. (2002). As variaveis
histolégicas incluiram o pleomorfismo das células tumorais, quantidade de matriz tumoral,
densidade de células tumorais, necrose tumoral, numero estimado de células gigantes
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multinucleadas, estimativa de formacéo de turbilhdes, nimero de mitoses e crescimento tumoral
em vasos sanguineos e linfaticos.

Todas as varidveis foram pontuadas subjetivamente usando um sistema de classificagdo
predeterminado, adaptado de sistemas humanos e veterinarios. A diferenca percentual no
pleomorfismo de células tumorais (PCT) foi avaliada em uma escala de 0 a 4 (0 = todos os
ndcleos idénticos; 1 = menos de 25% PCT; 2 = 25-50% PCT; 3 = 50-75% PCT:;4 = mais de
75% de PCT). A quantidade de matriz tumoral foi avaliada em uma escala de 1 a 3 (1 = mais de
50% de matriz tumoral; 2 = 25 a 50% de matriz tumoral; 3 = menos de 25% de matriz
tumoral). A densidade de células tumorais foi avaliada numa escala de 1 a 4 (1 = menos de 25%
de células tumorais; 2 = 25-50% de células tumorais; 3 = 50-75% de células tumorais; 4 = mais
de 75% de células tumorais). A necrose tumoral foi avaliada em uma escala de 0 a 3 (0 = sem
necrose presente; 1 = menos que 25% de necrose; 2 = 25-50% de necrose; 3 = 50-75% de
necrose; 4 = mais de 75% de necrose) .

Os osteossarcomas foram classificados como grau Il quando ocorreu o crescimento do tumor
para 0s vasos ou células tumorais dentro dos vasos. O grau de tumor foi determinado de acordo
com um cronograma de classificacdo descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo para determinacdo do grau tumoral utilizando escores histolégicos pré-
determinados para osteossarcoma canino, adaptado de Kirpensteijn et al. (2002).

Sjﬁg?;géo Pleomorfismo Mitoses ,I[\Srar;[giril Celularidade Necrose

[ 0-1(<25%) <10 1(>50%) 1 (<25%) 0-1 (<25%)
I 2 (25-50%) 10-20 2 (25-50%) 2 (25-50%) 2 (25-50%)
1l 3-4 (>50%)  >21 3(<25%)  3-4(>50%)  3.4(>50%)

4.4 IMUNO-HISTOQUIMICA

Secgdes histologicas consecutivas de 4um foram preparadas em laminas com carga positiva * e
as reacOes imuno-histoquimicas foram realizadas no Laboratério de Patologia Comparada
(LPC-ICB) pelo método do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase de acordo com as
instrucbes do fabricante do sistema comercial de deteccdo de anti-rato/anti-coelho®. A
recuperacdo antigénica foi realizada em calor-imido pressurizado® com citrato pH 6,0 *. Os
detalhes relativos aos anticorpos, dilui¢des, procedimentos de recuperagdo de antigeno e tempos
de incubacgdo dos anticorpos utilizados no processo estdo demonstrados na Tab. 2. Todas as
seccOes foram incubadas com 0s respectivos anticorpos primarios especificos durante 16h em

! (ImmunoSlide®)
2 (Novolink Polymer Detection Sistem; Leica Biosistems, Newcastle upon Tyne, Reino Unido)
® (Pascal®)

* (DakoCytomation Target Retrieval Solution)
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camara Umida a 4°C. A imunorreatividade foi visualizada com o cromégeno diaminobenzidina®
e contra-corado com hematoxilina de Mayers.

Seccdes de um carcinoma mamario canino positivo para ki 67 e COX 2, foram utilizadas como
controles positivos.

Tabela 2- Anticorpos utilizados nas rea¢es de imuno-histoquimica, com respectivas
fontes, clones, dilui¢fes e tipos de marcacéo.

Anticorpo Fonte Clone Diluicéo Marcacgao
Ki67 Dako MIB-1 1:50 Nuclear
COX2 Labvision SP21 1:80 Membranar

4.5 AVALIACAO DE IMUNORREATIVIDADE

Para avaliacdo da expressdo de COX-2 foram utilizadas duas avaliacdes distintas. Conforme
preconizado por Lavalle et al., (2009), com o score de distribuicdo definido pela estimativa de
porcentagem de células imunorreativas com marcacdo citoplasméatica em cinco campos de
maior aumento, sendo: 0 a auséncia de celulas coradas, 1 = menos de 10% de células coradas,
2=entre 10 e 30%, 3=entre 31 e 60% e 4= mais de 61% de células coradas. Para a intensidade de
marcacdo foram atribuidos valores de 0 a 3, onde O é auséncia de marcagdo (-), 1 equivale a
marcagdo fraca (+), 2 a marcacdo moderada (++) e 3, a marcagdo forte (+++). Os escores de
distribuicdo e intensidade foram multiplicados para obtencdo do escore total de 0 a 12, onde
escores acima de 5 foram considerados como alto.

Uma segunda avaliacdo para expressdo de COX-2 foi realizada, utilizando — se um método de
pontuacdo baseado na estimativa da porcentagem de células imunorreativas com marcacao
citoplasmatica em combinacdo com uma estimativa da intensidade de marcacao, sendo 0, sem
marcacdo; +1, com marcacdo citoplasmatica difusa fraca (marcacdo em <10% das células
cancerigenas); +2, moderada a forte com marcagdo citoplasmatica granular de 10 a 90% das
células cancerigenas; +3,> 90% das células tumorais marcadas com intensidade forte. As
amostras com pontuacéo de +1 a +3 foram consideradas positivas para expressao dos receptores
COX-2, enquanto amostras com pontuacdo de +2 a +3 foram consideradas como superexpressao
da enzima (Millanta et al., 2012).

O indice de proliferacdo celular (Ki67) foi determinado através da contagem manual do nimero
de nucleos positivos em um total de 500 células neoplasicas em areas de “hot spot”, por meio de
anélise manual de imagens no software Image J°.

4.6 AVALIACAO DA SOBREVIDA

A sobrevida dos animais foi avaliada por meio dos prontuérios e retornos periddicos dos
animais, realizados no Hospital Veterinario da UFMG, registrados em sistema informatizado, e
por contato telefénico com os tutores. Foi considerado o tempo em dias, compreendido entre o
diagndstico e o Obito do animal em decorréncia da doenga. Pacientes que apresentaram

® (DAB Substrate System, Dako, Carpinteria, CA, EUA)

6 (National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA).
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metastases no momento do diagndstico ou vieram a 6bito por outras causas ou que deixaram de
ser acompanhados foram censurados.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados quantitativos obtidos que apresentaram distribuigdo normal foram submetidos &
andlise de variancia a 5% de probabilidade, seguido de teste de médias.

Para relacionar as varidveis localizacdo, idade, sexo, massa corporal, nivel sérico de fosfatase
alcalina, membro acometido, 0sso acometido, raca, graduacdo histopatoldgica, subtipos
histopatolégicos, e os escores de Cox 2 e Ki67 foram analisados individualmente com relagéo a
mortalidade em consequéncia da doenga pelos Testes Qui-quadrado ou método exato de Fisher.

Possiveis correlacGes foram avaliadas pelo Teste de Spearman ou Pearson, sendo consideradas
como significativas as associagdes e concordancias cuja probabilidade de significancia do teste
for p<0,05.

As analises foram realizadas com auxilio do software de estatistica Stata, versdo 14.0

O tempo de sobrevida foi estimado pela curva de Kaplan-Meier. As comparacfes entre 0s
grupos foram realizadas pelo teste log-rank de Cox Mantel. assumiu-se um nivel de
significancia de 5%.Para os pares entre variaveis numéricas e ordinais calculou-se a correlagdo
ndo paramétrica de Spearman. Para os pares entre variaveis categoricas, aplicou-se o teste qui
guadrado de independéncia. Para os pares entre variaveis numéricas e categoricas sera realizado
0 teste ndao paramétrico de Mann-Whitney para dois grupos, quando houver mais de dois
grupos. A aplicacdo destes testes buscou verificar se existem diferencas significativas nos
valores das variaveis numéricas entre os distintos grupos das variaveis categéricas. Gréaficos
ilustrativos foram construidos. Em todos os testes assumiu-se um nivel de significancia de 5%.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir deste levantamento foi possivel obter informacGes sobre as racas, idade, massa
corporal, sexo, 0ssos acometidos, padrdo histologico, nivel sérico de fosfatase alcalina, opgéo
terapéutica, realizacdo de citologia e sobrevida global.

5.1 DADOS AMOSTRAIS

Foram estudados 43 casos de OSA, com diagndstico histopatoldgico pelo setor de Patologia do
HV- UFMG. Desses, 27 amostras estavam emblocados em parafina, disponiveis com material
viavel para o estudo das variaveis histologicas e avaliagdo de imuno-histoquimica. Desse total
oito eram blocos provenientes de animais submetidos a necropsia, ndo sendo efetuado
tratamento cirdrgico e/ou medicamentoso previamente.

A idade foi obtida em 95% (41/43) dos casos e variou entre 1 e 15 anos, sendo a média de
7,94£3,43 anos. Observou-se maior frequéncia entre 7 e 11 anos (Figura 1). Resultado
semelhante foi referido em outros estudos, os quais demonstram maior frequéncia de OSA para
animais nesta faixa etaria (Dahlin; Unni, 1977; Cavalcanti, 2007; Teixeira et al., 2010; Boerman
et al., 2012). A idade avangada, observada no presente estudo, pode ter sido um fator de risco
associado a ocorréncia de OSA, uma vez que na senilidade hd um decréscimo nas taxas
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metabolicas e falhas no sistema de imunovigilancia. De acordo com a literatura, esses fatores
tornam os animais mais predispostos ao surgimento de neoplasias (Weinberg, 1996; Gasparini
et al., 2003).
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Figura 1- Histograma apresentando a distribuigdo de cdes com OSA de acordo com a idade (n=41).

De acordo com a massa corporal, 0s animais foram categorizados segundo com o porte em: 14%
(6/41) pequeno (<10kg), 61% (25/41) grande (21-40kg) e 24,4% (10/41) gigante (>41kg), ndo
sendo observados, neste estudo, animais de médio porte (11-20kg). A distribuicdo de frequéncia
de acordo com o porte é apresentado na figura 2. Tjalma (1966), Ru et al (1998), reforcam a
teoria de que cdes de portes grande e gigante sdo mais acometidos e apresentam maior risco de
desenvolvimento de OSA. Porém, os autores verificaram haver uma forte e consistente
associagdo de osteossarcoma com a alta estatura do que com o peso, sugerindo que o
crescimento rapido pode constituir um fator de risco para surgimento desta neoplasia. . Na
andlise de sobrevida de acordo com o porte dos animais, foi observada diferenca significativa
(P=0.0016) entre os grupos, sendo observada maior tempo de sobrevida em animais de menor
peso. O grupo de aninais de pequeno porte atingiu a mediana aos 150 dias, médio porte,
mediana aos 100 dias. Menor tempo de sobrevida estava associado a cdes de grande porte com
mediana aos 27 dias (Figura 3).

21



PORTE

61.0%

60.0% 1

va

Relat

40.0%

encia

24.4%

20.0%1{ 14.6%

Peqﬁeno Médio Grande Gigénte

Frequ

Figura-2: Frequéncia e distribuicdo de 41cées com osteossarcoma de acordo com o porte.
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Figura 3 — Curva de sobrevida global derivada de Kaplan-Meier para cdes com OSA classificados de
acordo com o peso corporal em: pequeno (<10Kg), mediana aos 150 dias; meédio (21-40Kg), mediana
aos 100 dias e grande (>40Kg) porte, mediana aos 27 dias (P= 0.0016).

De acordo com a distribuicdo racial, 80,95% (34/42) dos pacientes eram de raca e 19 % (8/42)
eram sem raca definida (SRD). Maior frequéncia foi observada em cdes da ragca Rottweiler
(26%; 11/42), seguido de SRD (19%; 8/42) e Golden retriever (14%; 6/42) (Figura 4). Apenas
em um caso ndo havia a informagcdo referente a raca nos prontuarios.
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Figura 4 — Frequéncia e distribuicdo das ragas de 43 cées com osteossarcoma

Segundo Spodnick et al., (1992) a ragca também se constitui um importante fator de risco para
OSA, sendo o0s animais das racas de grande porte ou gigantes, os mais acometidos,
corroborando com os resultados deste estudo onde se observou maior frequéncia de casos de
OSA em cédes Rottweiler e Golden retriever.

Informacdo quanto ao sexo dos animais estava presente em 98% (42/43) dos prontuarios. Foi
verificada uma proporcao de 1:1 quanto & distribuicdo do sexo dos animais, portanto ndo houve
diferenca significativa na frequéncia de osteossarcoma entre os cdes machos e fémeas. De
acordo com a literatura, geralmente os machos sdo mais pesados, de maior porte e crescimento
mais rapido, quando comparados a&s fémeas, apresentando maior risco de desenvolver
osteossarcoma (Ling et al., 1974; Spodnick et al., 1992; Ru et al., 1998;Kirpensteijn et al.,
2002). O fato de ndo haver diferenca de distribuicdo quanto ao sexo, no presente estudo, pode
estar associado ao fato de que na populacdo de estudo a maioria das fémeas eram de ragas
grandes a gigantes e apresentavam peso corporeo elevado, assim como 0s machos.

A localizagcdo anatbmica das lesdes foi analisada em 81% (35/43) dos casos. Em 97,15%
(34/35) dos animais as lesdes ocorreram no esqueleto apendicular e em apenas 2,85% (1/35) no
esqueleto axial. A distribuicdo e frequéncia da localizagdo topogréfica das lesGes estdo
demonstradas na figura 5.
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Figura 5- Frequéncia e distribui¢do da localizagdo topografica das leses de 35 cdes com osteossarcoma.

Em relagdo & distribuicdo anatdbmica das lesGes, verificou-se expressiva frequéncia de
osteossarcoma no esqueleto apendicular. Este achado estd em concordancia com Brodey e Riser,
(1969), os quais observaram que o esqueleto apendicular é trés a quatro vezes mais acometido
que o axial.

A mensuragéo pré-cirargica do nivel sérico de fosfatase alcalina foi avaliada em 79,1% (34/43)
dos casos. Destes 76,5% (26/34) deles estavam dentro dos limites de referéncia (20-156Ul/1) e
23.5% (8/34) apresentaram niveis acima do limite de referéncia.

Na avaliagdo da sobrevida global, de cdes com OSA tratados somente com cirurgia, uma
correlagdo significativa e negativa foi encontrada entre FA e sobrevida (figura 6), sendo
observado menor sobrevida em pacientes com OSA com FA aumentado, mediana aos 27 dias
em relacdo aos casos com niveis normais de FA, cuja mediana foi aos 130 dias (figura 7), dados
semelhantes foram apontados pela literatura como os apontados por Garzotto et al. (2000), que
afirmam que a FA elevada no pré cirlrgico é uma fator prognostico ruim.
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Figura 6 — A - Correlacdo de FA elevada e normal com a sobrevida global, em cées com OSA,
demonstrando correlacéo significativa e negativa, pelo teste de Mann — Whitney (P <0,01) n= 34 cées. B-
Correlagdo do nivel sérico de FA com a sobrevida de 34 cdes com OSA, demonstrando correlagdo
significativa e negativa , pelo teste de Sperman (P=0,019) n = 34 cées.
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Figura 7 — Curva de sobrevida global derivada de Kaplan-Meier para cdes com OSA, tratados somente
com cirurgia, classificados de acordo com o nivel sérico e fosfatase alcalina: FA normal mediana aos 130
dias e FA aumentada mediana aos 27 dias (P=0.0385), n=24 caes.

5.2 EXAME CITOLOGICO

Em 37,2% (16/43) dos casos foram realizadas puncfes aspirativas por agulha fina (PAAF) no
0sso acometido, o qual apresentava aumento de volume e/ou alteragdo radiografica. Em 81,3%
(13/16) dos casos o diagnéstico citologico foi compativel com neoplasia mesenquimal maligna
e/ou sugestivo de osteossarcoma e em 18,75% (3/16) dos casos 0 exame citologico foi
inconclusivo. Os achados demonstram haver uma grande concordancia entre o resultado
citolégico e o diagnoéstico histopatoldgico, corroborando com os achados de Kumar et al.,
(1993) e Teixeira et al.,(2010) que citam a PAAF como meio auxiliar de diagnostico. Dessa
forma, enfatiza-se a importancia da puncdo aspirativa como um auxilio valioso para o
diagnostico clinico em casos com suspeita de OSA.

Nos esfregagos foram encontradas células mesenquimais neoplasicas com varias alteragdes
citopatoldgicas indicativas de osteossarcoma, como: anisocitose, citoplasma basofilico e pouco
vacuolizado, presenca de matriz osteoide, cromatina nuclear grosseira e nucléolos evidentes. Os
osteodides (Figura 7) sdo caracterizados pelo material fibrilar de coloracdo rdsea claro, essas
estruturas nem sempre séo evidentes em aspirados de casos suspeitos de OSA, mas sua presencga
é um forte indicativo de OSA.
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Figura 8- Citologia aspirativa por agulha fina de osteossarcoma canino, coloracdo rapida, (1000x),
presenca de vérios osteoblastos apresentando padrdo de cromatina grosseiro, nucléolos multiplos e
proeminentes, nicleo arredondado e periférico, nota-se também a presenca de material amorfo rgseo
compativel com osteoiede (seta).

5.3 CLASSIFICACAO E GRADUACAO HISTOLOGICA

Os exames histopatologicos revelaram proliferacdo de células neoplésicas mesenquimatosas
formando massas densas infiltrativas, com producdo variavel de ostedide por estas células. As
células apresentaram indice mitdtico, pleomorfismo e anaplasia elevados, caracterizadas por
hipercromatismo e aumento de volume. Em relagdo & quantidade e composi¢do da matriz
tumoral houve variagdo entre os tipos tumorais ou em um mesmo tumor, desde a composicao
tipica ostetide, a fibrosa ou condroide.(figura 8). Na totalidade dos casos foram observadas
areas de hemorragia e necrose. De acordo com as caracteristicas acima e baseados na
classificacdo histologica de Thompson e Pool, (2008), os resultados da analise de 43 casos
foram os seguintes, em ordem decrescente de frequéncia: osteoblasticos (31/43 casos —
72,097%); condroblésticos (4/43casos — 9,3 %); telangiectasico (3/43 casos — 6,9 %) ;
osteossarcoma tipo células gigantes (3/43 casos — 6,9%); fibroblasticos (2/43 casos — 4,6 %). A
maior frequéncia de OSA osteoblastico (79%) encontrado neste trabalho assemelha-se aos
achados por Kirpensteijn et al.,(2002) e Thompson e Pool (2008), (Figura 9).
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Figura 9- Osteossarcoma canino, tipo osteoblastico produtivo. H.E (400 x) — Células neoplasicas
osteoblasticas atipicas, entremeadas por abundante quantidade de matriz ostedide (seta).
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Invasdo vascular e infiltracdo em tecidos adjacentes também foram encontradas nos casos
analisados, reforcando mais uma vez a agressividade desta neoplasia. Achados semelhantes
também foram descritos por Thompson e Dittner (2017).

Na analise de sobrevida global de pacientes tratados somente com cirurgia em relagdo aos
subtipos histoldgicos, ndo foi observado diferenca significativa no tempo de sobrevida entre os
grupos (p=0,257), sendo observado uma mediana: de 45, 34, 60 dias em pacientes com OSA
osteobléastico produtivo, telangectascio, osteoblastico ndo produtivo, respectivamente.

A graduacdo histoldgica foi possivel em 27 casos, sendo observadas as seguintes frequéncias:
grau | (5 casos- 18,5%); grau Il (13 casos — 48,1%) e grau Il (9 casos — 33,4%).

Em relagdo ao grau histolégico de 16 casos tratados somente com cirurgia (Grau 1=3 casos, I1=
8 casos e I11=5 casos), ndo houve diferenca estatistica na avaliacdo de sobrevida global (P=
0.1241). Medianas: grau 1=100 dias, 11=35 dias e I11= 60 dias. A avaliacdo do grau histoldgico é
de dificil concordancia entre patologistas, o que pode justificar o fato de no presente estudo ndo
ter-se encontrado valor prognostico do grau histolégico em OSA canino, através de analise de
sobrevida. Outros estudos como o de Schott et al. (2018) avaliaram o grau histol6gico em OSA
e também ndo encontraram correlagdo com a sobrevida. Foi encontrada uma correlagéo positiva
marginalmente significativa entre graduacdo histologica e o indice proliferativo mesurado pelo
ki 67 (figura 10), corroborando assim com Kirpensteijn et al. (2002) que afirmam relecéo direta
entre a graduag&o e agressividade tumoral.
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Figura 10- Correlagdo entre indice de ki67 e graduacdo histoldgica de 27 casos de OSA canino, havendo
uma correlagdo positiva e marginalmente significativa. Teste de Sperman (P=0,065).

5.4 OPCAO TERAPEUTICA

Tanto a carboplatina quanto a doxorrubicina sdo quimioterapicos aceitos para o tratamento do
osteossarcoma apendicular; o agente quimioterapico especifico e o nimero de doses para o
padrdo de cuidado ndo sdo definidos universalmente. Os cdes considerados como tratados neste
estudo receberam um minimo de quatro doses de carboplatina (300mg/m2) ou doxorrubicina
(30mg/m2) de agente Unico apds a amputacdo com intervalo de 21 dias, no entanto, alguns caes
receberam tratamentos alternados com ambas as drogas. Embora o regime de quimioterapia
tenha variado na populacdo estudada, os protocolos estavam em conformidade com o padréo de
atendimento do setor de oncologia do HV-UFMG.

Houve diferenca estatistica significativa na avaliacdo de sobrevida global de animais tratados
somente com cirurgia perfazendo um total de 21 casos com mediana de 60 dias, em relagdo aos

27



15 casos onde houve complementacdo com quimioterapia adjuvante, 0s quais apresentaram
mediana de 333 dias (P=0,0003) (figura 11). O incremento no tempo de sobrevida foi notado no
presente estudo havendo diferenca estatistica significativa nos pacientes que receberam
guimioterapia adjuvante (figura 12), concordando com dados da literatura apresentados por
Ehrhart et al. (2013). Assim, no presente estudo, o tratamento adjuvante com carboplatina e/ou
carboplatina e doxorrubicina foi importante para intervir na evolucdo da doenca resultado em
maior sobrevida e manutencdo da qualidade de vida dos pacientes com OSA. Reforca-se
portanto, o impacto e a importancia da complementacdo adjuvante ao tratamento cirdrgico nos
casos, sendo a cirurgia um tratamento paliativo sem impacto significativo na sobrevida destes
pacientes.
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Figura 11 — Curva de sobrevida global derivada de Kaplan-Meier para cdes com OSA, distribuidos
conforme a opgao terapéutica, a mediana correspondeu a 60 dias para 0s animais tratados apenas cirurgia,
e de 333 dias os para aqueles que receberam quimioterapia adjuvante (P=0,0003) n=36 cées.
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Figura 12- Comparacdo da mediana de sobrevida conforme tratamento, em cdes com OSA,
demonstrando correlacdo significativa e positiva, pelo teste de Mann — Whitney (P <0,01) n= 36 ces.
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5.5 AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

O método imuno-histoquimico localiza antigenos nos tecidos, porém, correlacionar a
intensidade das reacBes com a presenca do antigeno pode ndo representar o melhor modelo em
estudo, principalmente pelo fato de que mesmo as amostras serem provenientes de um Unico
laboratédrio, foram coletadas em diferentes tempos, meses e até anos, antes de serem processadas
para a analise imuno-histoquimica. No caso do OSA, os fragmentos receberam um tratamento
acido para que ocorresse descalcificagdo, com isso, alguns sitios antigénicos podem ter sofrido
desnaturacdo maior ou menor em decorréncia dos diferentes tempos deste procedimento, o que
justifica alguns casos ndo apresentarem marcacdo e outros apresentarem marcagoes
inespecificas.

A maioria dos casos apresentou baixo escore de marcagdo para Cox 2 em ambos 0s critérios de
avaliagdo realizado nesse estudo, conforme relatado por Mullins et al., (2004), a maioria dos
tumores em cdes tem pouca ou moderada marcacdo, similar ao encontrado em tumores
priméarios em humanos, sendo assim a analise de correlacdo da varidvel cox 2 com as demais,
assim como a correlacdo com a sobrevida foram excluidas do presente trabalho. As éareas de
necrose apresentaram marcacgdes, possivelmente em virtude da degradagdo das membranas
celulares e de outras estruturas que catalisam o &cido araquiddnico em prostaglandinas tornando
a imunomarcacdo possivel. Areas proximas de necrose foram também encontradas
imunomarcagdes positivas por Mullins et al., (2004) em casos de OSA em humanos.

Em 70% (19/27) dos blocos disponiveis para avaliagdo imuno-histoquimica utilizando-se o
ki67, ocorreu imunomarcagédo satisfatoria com média de 24,95+15,22% (Figura 13) Atribui-se
provavelmente a motivos pré analiticos como a descalcificacdo, a auséncia de marcagdo em
alguns casos. O menor valor para indice de proliferacdo celular foi de 5,6% e o maior de
65,10%. Utilizando-se a referencia do ponto de corte do ki67 em 20%, uma correlagdo positiva
foi encontrada com a sobrevida global onde (P= 0.0292), no grupo de ki67<20% a mediana foi

Figura 13- Micrografia evidenciando imunomarcacdo para Ki-67 em inimeras células neoplésicas com
marcacdo nuclear, caracterizando o elevado indice de proliferacdo celular (65%) em osteossarcoma
osteoblastico produtivo (400x).
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Figura 14- Curva de sobrevida global derivada de Kaplan-Meier para cdes com OSA,
distribuidos conforme a indice de Ki67, a mediana correspondeu a 150 dias para os animais com
Ki 67< 20%, e de 37 dias para aqueles com ki 67 >20% (P=0,0292) n=19 cées.

O OSA possuiu um caréater heterogéneo dificultando assim a determinagdo de um ponto de corte
para o indice de proliferacdo celular pelo Ki-67 com boa correlacdo com o comportamento
bioldgico, uma vez que foram verificadas diferencas na proporcao de células tumorais imuno
marcadas, em é&reas de células fenotipicamente distintas. Esta particularidade pode ter
importancia relevante no comportamento bioldgico do osteossarcoma, influenciando no grau de
agressividade ou no resultado da terapia. Estas observacGes estdo em concordancia com as de
Cavalcanti (2007), que sugere que, uma precisa determinacéo do indice de proliferacéo celular
pode ser realizada através da combinacgdo da analise das caracteristicas proliferativas das células
tumorais com métodos de avaliacdo do fendtipo celular. OHTA et al. (2004), sugerem que
sejam colhidas diversas amostras do tumor para garantir bons resultados na analise com Ki-67.

6. CONCLUSOES

A avaliacdo de fatores progndsticos clinicos, andtomos-patoldgicos e imuno-hitoquimicos, séo
relevantes para o clinico veterinario no diagnostico e programacao terapéutica do OSA.

A massa corporal mostrou ser um fator prognéstico, onde cdes mais leves tendem a ter maior
sobrevida.

A fosfatase alcalina alta ¢ um fator prognostico desfavoravel para cdes com osteossarcoma.

O indice de proliferacdo celular expresso pelo ki67 é um fator prognéstico desfavoravel a partir
de um ponto de corte (20%), podendo ser utilizado como uma ferramenta auxiliar no
planejamento terapéutico.

A complementacdo terapéutica com quimioterapia adjuvante aumenta a sobrevida dos pacientes
com OSA em mais de cinco vezes e traz melhores condi¢fes para a manutencdo de uma boa
qualidade de vida.
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Essas valiosas informacdes facilitam as propostas e decisfes em relag¢do ao tratamento e conduta
clinica, evitando eutanasias precipitadas e garantindo a melhoria qualidade da vida e perspectiva
de vida para esses cées.
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