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producdo de matriz 6ssea (b), células gigantes multinucleadas (c) e area de
necrose tumoral (d). — HE. 200X. Em B, ha produgdo de matriz Ossea
neoplasica (a). — HE. 400X........cccoiiiiiinienieeiesieereee ettt
Osteossarcoma combinado ou misto. Produgdo de matriz 6ssea maligna com
auséncia de predominio celular. Em A, observa-se tecido cartilaginoso
maligno (a), matriz 6ssea maligna (b), vaso sangiiineo (c), trabécula 6ssea
neoplasica circundando um vaso sangiiineo (d) e tecido fibrossarcomatoso
maligno (e¢). — HE. 200X. Em B, nota-se matriz condrdide maligna (a),

células pleomorficas malignas (b) e células malignas fusiformes (c). — HE.

Valor médio encontrado das figuras de mitose em 10 campos diferentes e os
valores médios nos osteossarcomas canino: osteoblastico, condroblastico,
fibroblastico e misto respectivamente, com aumento de 400X (Ocular 10X e
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Valores médios porcentuais da contagem de pontos de NORs em 100 células
nos diferentes padrdes histoldgicos do osteossarcoma canino..........................
Osteossarcoma osteoblastico corado pela técnica de AgNOR, apresentando
pleomorfismo celular moderado a acentuado com nucleos celulares

marcados pela prata com multiplas NORs intra-nucleares (setas). 1.000X ....
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Osteossarcoma condroblastico corado pela técnica de AgNOR, apresentando
nucleos celulares envoltos por matriz condréide com menor quantidade de
NORs intra-nucleares (setas). 1.000X........cccccovvieeiieicieniiiecieeereecree e
Osteossarcoma fibroblastico corado pela técnica de AgNOR, observa-se os
nucleos fusiformes a ovalados com nucleos celulares impregnados pela prata
com multiplas NORs intranucleares. 1.000X...........cccoevververiienienieerienreeienenns
Osteossarcoma combinado (misto) corado pela técnica de AgNOR, observa-
se a esquerda padrao histologico osteoblastico ¢ a direita condroblastico, em
ambos os nucleos celulares apresentaram impregnacdo pela prata com
multiplas NORs intranucleares. 1.000X..........ccccooevevierienienieenieneeneereenieeieens
(A e B) Osteossarcoma osteoblastico. Imunoistoquimica mostra marcagio
positiva com a utilizacdo do anticorpo primario anti-Cox2, DAB. Contra-
coloragdo com hematoxilina. 400X. Este padrao histologico foi o que
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Observa-se presenca de matriz 6ssea entre as células neoplasicas (setas)........
(A e B) Osteossarcoma condroblastico. Imunoistoquimica mostra marcagao
positiva com a utilizacdo do anticorpo primario anti-Cox2, DAB. Contra-
coloragdo com hematoxilina. 400X. Observa-se presenca de matriz
condroide (setas) com citoplasma imunomarcado em muitas células
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(A e B) Osteossarcoma fibroblastico. Imunoistoquimica mostra marcagdo
positiva com a utilizagdo do anticorpo primario anti-Cox2, DAB. Contra-
coloracdo com hematoxilina. 400X. Nota-se presenca de célula gigante
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TMUNOMATCAAAS. .....veteeiieniitieitetete ettt set et be bt et eneeseeeaeeaees
(A e B) Osteossarcoma combinado (misto). Imunoistoquimica mostra
marcagdo positiva com a utilizagdo do anticorpo primario anti-Cox2, DAB.
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moderada a intensa como se observa em B............coocoiiiiiiiiiiine
Osteossarcoma de células gigantes. Imunoistoquimica mostra marcagdo
positiva com a utilizacdo do anticorpo primario anti-Cox2, DAB. Contra-
coloragdo com hematoxilina. 400X. Junto dos osteoblastos neoplasicos,
observam-se células gigantes multinucleadas em diferentes intensidades de
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Osteossarcoma teleangectasico. Imunoistoquimica mostra marcagdo positiva
com a utilizagdo do anticorpo primario anti-Cox2, DAB. Contra-coloragéo
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RESUMO

BERSANO, Paulo Ricardo de Oliveira. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2006. Expressdo imunoistoquimica da cicloxigenase-2 (Cox2) e
guantificacdo das regides organizadoras de nucléolos (NORs) nos diferentes
padrdes histologicos do osteossarcoma canino. Orientadora: Marlene Isabel
Vargas Viloria. Co-orientadores: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo, Ricardo
Junqueira Del Carlo e Claudio César Fonseca.

O proposito deste trabalho foi avaliar a intensidade da cicloxigenase 2 (Cox2), as
Regides Organizadoras de Nucléolos Impregnadas pela Prata (AgNORs) e as figuras de
mitose por campo nos diferentes tipos de osteossarcomas canino, a partir de um estudo
retrospectivo de pouco mais de 10 anos dos casos de osteossarcoma canino que
surgiram na rotina da clinica de pequenos animais da Universidade Federal de Vigosa e
da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais. As 78 ocorréncias
encontradas foram classificadas histologicamente e 6 casos de cada grupo classificados
como osteossarcomas osteoblasticos, condroblasticos, fibroblasticos e combinados
(mistos) foram submetidos as avaliagdes histoquimicas e imunoistoquimicas do estudo.
Os osteossarcomas teleangectasico, de células gigantes e pobremente diferenciados nao
foram avaliados em decorréncia do pequeno numero de casos encontrados. Os
resultados mostraram diferencas estatistica (p<0,05) nas expressdoes da Cox2 e nas
proteinas AgNORs entre os diferentes osteossarcomas, no entanto, esta diferenca ndo
acorreu na contagem das figuras de mitoses. Em todas as avaliagdes, o osteossarcoma
osteoblastico que surgiu com 53% dos casos, foi 0 que apresentou maior nimero de
NORs, de figuras de mitoses por campo e de casos positivos com maior contagem de
células imunomarcadas. Desta forma, pode-se sugerir que o osteossarcoma osteoblastico
apresenta maior agressividade em relagdo aos demais tipos de osteossarcomas avaliados

neste trabalho, porém, por falta de informagdes e padronizagcdo nos dados clinicos, nao
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foi possivel associar estes achados com a sobrevida e desenvolvimento tumoral,

correlacionando-os com a agressividade dos diferentes tipos de osteossarcomas canino.
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ABSTRACT

BERSANO, Paulo Ricardo de Oliveira. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
december, 2006. Expression immunohistochemistry of the cyclo-oxygenase 2
(Cox2) and quantification of the nucleolus organizing region (NOR) in different
histological patterns of a canine osteosarcoma. Adviser: Marlene Isabel Vargas
Viloria. Co-advisers: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo, Ricardo Junqueira Del
Carlo and Claudio César Fonseca.

The purpose of this study was to assess the intensity of the cyclo-oxygenase 2
(Cox2), as well as the nucleolus organizing regions impregnated with silver (AgNORs)
and mitosis figures in different canine oteosarcomas. The material used for the analysis
was obtained from a retrospective study of approximately 10 years, of canine
oteosarcomas recorded in the clinics routine at Federal University of Vicosa and at
Federal University of Minas Gerais. The 78 cases of osteosarcomas recorded were
histologically analysed and 6 cases of each group were classified as being osteoblastics,
condroblastics, fibroblastics and combined cases. This material was submitted to both
histochemistry and immunohistochemistry evaluation. Telangiectatic giant cell type and
poorly differentiated osteosarcomas were not evaluated due to the small number of
observed cases. The results presented statistical differences (p<0,05) for the Cox2
expressions and for the AgNORs proteins among the different osteosarcomas, however
no difference was found for the mitosis figures counting. Considering all the
evaluations, the osteoblastic osteosarcoma recorded in 53 % of the cases, presented the
highest number of NORs and mitosis figures by field, and also it showed the highest
number of positive cases with the higher immunomarked cells counting. The results
suggest that the osteoblastic osteosarcoma is more aggressive than the other kinds of
osteosarcoma evaluated in this study, but because of the lack of both information and

standardized clinics data, it is not possible at this point, to connect these findings with
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the over life and tumor development, and not even to correlate the agressivity of the

different kinds of canine osteosarcomas.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ o principal problema mundial de saide e uma das causas mais
importantes de morbidade e de mortalidade em criangas e adultos (ABBAS et al., 2003).
Em pequenos animais, ¢ a principal causa de morte (WITHROW, 2001). Segundo os
dados do INCA' (2005), no Brasil, as neoplasias constituem a segunda causa de morte
em seres humanos, precedida apenas pelas doencas cardiovasculares. As estimativas
para o ano de 2006 apontam que ocorrerdao 472.050 casos novos de cancer. Os tipos
mais incidentes, a excecao de cancer pele ndo melanoma, serdo os de prostata e pulmao
no sexo masculino e de mama e colo do utero no sexo feminino, acompanhando o
mesmo perfil da magnitude observada no mundo. A elevada incidéncia da doenca ¢ o
principal motivo pelo qual a oncologia ¢ um dos ramos mais estudados no mundo
(OLIVEIRA, 2005).

As células cancerosas violam as regras mais basicas de comportamento pelos
quais os organismos multicelulares sdo constituidos e mantidos, explorando todos os
tipos de oportunidades oferecidas a elas (ALBERTS et al., 2004). Neoplasia ¢ o
crescimento anormal de um tumor dentro de um tecido que ndo € responsivo aos
mecanismos de controle normal do organismo, podendo ser benigno ou maligno
(POWERS, 2001).

Um tumor ¢ considerado um cancer apenas se for maligno, isto €, somente se
suas células tiverem adquirido a capacidade de invadir os tecidos adjacentes.
Geralmente a invasividade implica capacidade de desagregacao, penetracao na corrente
sanguinea ou nos vasos linfaticos e formacdo de tumores secundarios, denominados

metastases. Quanto mais um tumor se dispersar, mais dificil sera erradica-lo

"' BRASIL. Ministério da Saude. Instituto Nacional do CAncer. Estimativa 2006: incidéncia de cincer no
Brasil. Rio de Janeiro: INCA. 2005. 39p.



(ALBERTS et al., 2004). Tumores pouco diferenciados ou indiferenciados t€ém um
aspecto primitivo de células indiferenciadas. Em geral, os tumores benignos sao bem
diferenciados. O cancer bem diferenciado evolui da diferenciacdo ou especializagdao de
células indiferenciadas a medida que elas proliferam (COTRAN et al., 2000). Os
canceres sao classificados de acordo com os tecidos e tipos celulares dos quais eles
derivam. Os canceres derivados de células epiteliais, como a pele ou revestimento
epitelial de orgdos ¢ glandulas internas, sdo denominados carcinomas, aqueles
derivados de tecido mesenquimatoso, como o0sso, gordura e cartilagem, sdo
denominados de sarcomas e os linfomas sao de natureza linféide (WEINBERG, 1996;
COTRAN et al., 2000; GOLDSBY, 2000). Os canceres que ndo se enquadram em
nenhuma dessas grandes categorias incluem as varias leucemias, como exemplos temos:
eosinofilica, de mastdcitos e a mieldide dentre outras, que sdo neoplasias malignas
derivadas de células hemocitopoiéticas de origem medular que se mantém em
suspensdo, ¢ os canceres derivados do sistema nervoso (BOGLIOLO et al., 1987;
ALBERTS et al., 2004).

Estudos experimentais tém mostrado que a cicloxigenase-2 (Cox2) esta
relacionada ao desenvolvimento e progressdao de tumores (GASPARINI et al., 2003). A
Cox2 ¢ uma enzima induzida e expressada por células como macréfagos, sinoviocitos,
fibroblastos, osteoblastos, células tumorais e células endoteliais “ativadas” (KOKI et al.,
2002; ARAKI et al., 2003). Estd envolvida na inflamagcdo ¢ em outras condigdes
patologicas como artrite, doenca de Alzheimer’s, isquemia e cancer (MOHAMMED et
al., 2004). Trabalhos recentes sugerem que o papel da Cox2 nas neoplasias inclui a
hiperproliferacao, transformagdo celular, crescimento tumoral, invasido e metastases
(GASPARINI et al., 2003).

O objetivo final do estudo do cancer em modelos animais ¢ a busca de maior
entendimento dos fatores responsaveis pela doenca no homem e a expectativa de que
estes possam ser identificados, eliminados ou controlados. Dados referentes a
ocorréncia de tumores espontineos se originam principalmente das pesquisas
veterindrias de tumores em animais domésticos e também animais criados em
zoologicos e laboratorios. O estudo dos tumores mais freqiientes em animais, pode
fornecer dados epidemioldgicos e indicagdes para melhor compreensdo de sua etiologia,
bem como material para investigagdo bioldgica e terapéutica (MARCHANT, 1987,
CASSALL 2000).

O presente trabalho utilizou se¢des de tecidos provenientes de diversos tipos de

osteossarcoma canino, em animais de diferentes ragas. A partir deste material, foi feito



um estudo retrospectivo dos casos, fazendo-se uma classificagdo e posterior avaliagao
da intensidade expressa da Cox2, usando-se para isto, uma analise imunoistoquimica.
Muitos trabalhos recentes tém se preocupado com esta importante via da
resposta inflamatdria no que se refere a sua presencga e intensidade em diversos tipos de
canceres, porém, pouco se tem publicado com relacdo a expressdo da Cox2 encontrada
no osteossarcoma canino. O intuito desta pesquisa ¢ de procurar oferecer mais uma

ferramenta para o melhor entendimento desta e de outras neoplasias.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar e correlacionar a intensidade da expressao da cicloxigenase 2 (Cox2),
das regides organizadoras de nucléolos (NORs) e o niimero de figuras de mitose nos
diferentes tipos de osteossarcoma canino, podendo relacioné-los com a agressividade

tumoral.

2.2. Objetivo especifico

Fazer um levantamento retrospectivo dos casos de osteossarcoma canino no
Departamento de Veterinaria — UFV e da Escola de Veterinaria — UFMG para:
Contagem de figuras mitoticas,

Contagem das AgNORs, usando o método de impregnagdo pela prata e,

Avaliacao da expressdo da Cox2 usando método imunoistoquimico,



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Cancer

Os primeiros indicios de tratamento em pacientes com cancer, vem do papiro
datado de 1600 aC do egiptologista Edwin Smith acreditando-se, porém, acredita-se que
ele tenha se baseado em documentos ainda mais antigos datados por volta de 3000 aC.
O papiro documenta um procedimento cirurgico no qual, estabeleceu-se como sendo o
método primario de tratar tumores sélidos e tomando as devidas proporgoes, este
procedimento permanece até os dias de hoje (ADAM et al., 2003).

O cancer ¢ a tradugdo latina da palavra grega carcinoma (de karcinos =
crustaceo, caranguejo) (BRASILEIRO, 1998) e neoplasia significa “novo crescimento”,
do grego neos: novo, e plasma: algo formado (HARNDEN & MCGEE, 1992;
OLIVEIRA, 2005) e o que cresceu recentemente ¢ um neoplasma (COTRAN et al.,
2000). O termo cancer foi usado pela primeira vez por Galeno (aproximadamente 138 -
201 dC.) para indicar um tumor maligno de mama no qual as veias superficiais desse
orgdo eram targidas e ramificadas, lembrando as patas de um caranguejo. O termo
generalizou-se e hoje € usado para indicar qualquer neoplasia maligna.

Cancerologia ou oncologia ¢ a parte da medicina que estuda os tumores.
Cancerigeno ou oncogénico ¢ o estimulo ou agente causador de cancer. Os tumores sao
classificados segundo critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) de acordo com os critérios: 1) pelo comportamento clinico (benigno ou
maligno); 2) pelo aspecto microscopico (critério histomorfoldgico); 3) pela origem da
neoplasia (critério histogenético), porém, nem sempre esses elementos sdo usados na
denominagdo da lesdo, sendo comuns alguns eponimos, como tumor de Wilms, linfoma

de Hodgkin, tumor de Burkitt etc.



Assim sendo, o critério mais utilizado ¢ o histomorfolégico, no qual a neoplasia
¢ identificada pelo tecido ou célula que estéd proliferando. Nesse sentido, algumas regras
sdo importantes: 1) o sufixo “oma” ¢ empregado na denomina¢do de qualquer neoplasia,
benigna ou maligna; 2) a palavra “carcinoma” indica tumor maligno que reproduz
epitélio de revestimento; 3) o termo “sarcoma” se refere a uma neoplasia maligna
mesenquimal; 4) a palavra “blastoma” pode ser usada como sindnimo de neoplasia e,
quando empregada como sufixo, indica que o tumor reproduz estruturas com
caracteristicas embrionarias (nefroblastoma, neuroblastoma etc) (BRASILEIRO, 1998).

Os canceres derivam da proliferacdo descontrolada e propagagdo de clones de
células transformadas (ABBAS et al., 2003), cuja proliferagcdo ¢ devido a alta expressao
de fatores de crescimento, comegando a partir do momento em que os receptores da
membrana celular reconhecem seus proprios fatores de crescimento (ADAM et al.,
2003). Se esta proliferacdo estiver fora de controle, ela dard inicio a um tumor, ou
neoplasia, que ¢ uma massa compacta de células anormais continuamente em
crescimento (ALBERTS et al., 2004). Esta massa ¢ predadora do hospedeiro no sentido
de que o crescimento do tecido neoplésico compete com as células e tecidos normais
quanto ao fornecimento de energia e substrato nutricional (COTRAN et al., 2000). O
crescimento de células tumorais malignas ¢ determinado em grande parte pela
capacidade proliferativa dessas células invadirem os tecidos do hospedeiro e formarem
metastase em sitios distantes (ABBAS et al., 2003).

Nao ¢ mais nenhum grande mistério como o cancer se desenvolve
(WEINBERG, 1996). Ele ¢ uma doenca genética, e danos no genoma celular sdo
caracteristicas comuns em praticamente todas as neoplasias (CULLEN et al., 2002).
Elas surgem de uma grande variedade de tecidos e de diversos fatores ambientais que
podem influenciar o seu surgimento, como agentes fisicos (raios ultravioleta, radiacao
ionizante), quimicos (hidrocarbonetos aromaticos policiclicos principalmente os
derivados do tabaco e da queima de combustiveis fosseis, nitrosaminas, aflatoxinas,
dentre outras) e bioldgicos (virus) (COTRAN et al., 2000; CULLEN et al., 2002); e
também as influéncias culturais (alimentacdo, estresse, tabagismo), raciais
(possivelmente genéticos), e principalmente fatores como idade e hereditariedade que
podem culminar em sucessivas mutagoes, contribuindo para o aparecimento de diversas
neoplasias (COTRAN et al., 2000). Acredita-se que os danos genéticos produzidos
pelos carcindgenos ocorrem ao acaso, € muitas mutagdes podem ndo ter nenhuma
conseqiiéncia ou dano. O cancer pode desenvolver, no entanto, a partir de mutagdes nao

letais que ocorrem em pequenos subconjuntos do genoma, talvez em algumas centenas



dos 10 mil genes que se acredita fazer parte do genoma dos mamiferos (CULLEN et al.,
2002). Desta forma, ele ¢ causado em quase todos os casos, sendo em todos, por
mutagdo ou por ativacdo andmala dos genes celulares que controlam o crescimento e as
mitoses. Os genes anormais sdo chamados oncogenes. Cerca de 100 diferentes
oncogenes ja foram identificados (GUYTON, 1997a) e a expectativa € que este numero
venha a aumentar com as analises continuas das neoplasias.

Esses subconjuntos de genes criticos podem subdividir adiante em duas
subclasses, 0os oncogenes ja citados e os genes supressores de tumores, baseados nas
suas fungdes e atributos (CULLEN et al., 2002). A causa basica do desenvolvimento
neoplasico estd relacionada também ao funcionamento inadequado destes genes
reguladores da proliferacdo das células transformadas (COTRAN et al., 2000). Os
principais alvos da alteracdo genética sdo os proto-oncogenes, 0s genes supressores de
tumor e os genes que controlam a morte celular programada ou apoptose (SILVA,
2004).

Em condi¢des normais o crescimento celular ¢ controlado por duas classes de
genes, uma que codifica proteinas indutoras da transmissdo de sinais positivos para
proliferacdo (proto-oncogenes), e outra que participa do controle negativo da
proliferacao (genes supressores) (COTRAN et al.,, 2000). Proto-oncogenes sao
convertidos em oncogenes de duas formas principalmente: alteracdo da expressao
génica ou alteragdo da estrutura do gene (CULLEN et al.,, 2002). Apds alteragdes
mutacionais, 0s proto-oncogenes se tornam ativados atuando como oncogenes,
proporcionando estimulos para o crescimento celular desordenado ao passo que a
inativacao dos genes supressores desempenha papel chave na progressao da maioria dos
canceres humanos (COTRAN et al., 2000).

Os genes supressores de tumor estdo envolvidos no controle de pontos
estratégicos da cadeia de eventos que controla o crescimento e a diferenciacdo celular,
evitando multiplicagdo desordenada (BRASILEIRO FILHO, 1998). Dentre os genes
supressores tumorais, estdo aqueles que regulam a transcri¢cdo nuclear e o ciclo celular
(Rb, p53, BRCA-1, BRCA-2), os genes que regulam a transdugdo de sinais (NF-1, APC)
e os receptores de superficie celular (receptor do TGF-B e caderinas) (DENG &
BRODIE, 2001). A proteina pRb, produto do gene Rb, ¢ uma fosfoproteina nuclear
expressa em todos os tipos celulares, que em sua forma ativa, inibe a progressdo das
células da fase Gl para a fase S do ciclo celular (LOURO, 2000). O gene p53,
denominado guardido do genoma, produz uma proteina que controla a replicagdo do

DNA, o ciclo e a proliferagao celular, a manutencdo da estabilidade genética ¢ a



apoptose (ALBERTS et al., 2004). Nas células com DNA alterado, a proteina p53
acumula-se no nucleo e liga-se ao DNA evitando sua replicacdo. Esta pausa no
crescimento celular na fase G1 permite a célula reparar o seu genoma (COTRAN et al.,
2000). As mutagdes somaticas no gene p53 sdo encontradas em aproximadamente 50%
de todos os tumores humanos, tornando este gene de cancer o mais comumente alterado
(JORD et al., 2000). Embora tenha um papel preciso no processo de carcinogenese, o
p53 ainda permanece em grande parte com suas fungdes ndo muito bem conhecidas
(SAGARTZ, 1996). Os genes BRCA-1 e BRCA-2 sdo supressores tumorais, cuja
funcdo ndo estd totalmente elucidada, porém, acredita-se que estejam envolvidos no
controle da transcri¢ao (COTRAN et al., 2000).

A morte celular programada ¢ um fator importante para a carcinogenese.
Todavia, o grande estimulador da apoptose ¢ a mitocondria, que libera o mais potente
catalisador de morte celular, o citocromo-c. A familia Bcl-2 contém elementos pro-
apoptoticos (Bax, Bak, Bid, Bim) e anti apoptoticos (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W), os quais, de
maneira geral, regulam a liberacdo de citocromo-c pelas mitocondrias. O p53 ¢ capaz de
iniciar a apoptose através da indu¢do da expressdo do membro pro-apoptoético Bax, da
familia Bcl-2 (COTRAN et al., 2000; SILVA, 2004). Por sua vez, o Bax induz a
liberacdo de citocromo-c pelas mitocondrias. Abaixo das mitocondrias, atuam as
enzimas caspases, responsaveis finais pela destruicao celular. Inicialmente, as caspases
8 e 9 - ativadas respectivamente pelo receptor de membrana Fas, e pelo citocromo-c -
desencadeiam um efeito domino, que leva a ativagdo de dezenas de outras caspases, que
destroem por completo a estrutura celular.

Existe um ultimo mecanismo de protecdo contra a imortalidade celular,
inicialmente descrito por Hayflick - em cuja homenagem se cunhou o termo "limite de
Hayflick". Ele refere-se ao niimero de divisdes celulares que limita o crescimento de
uma populagdo de células em cultura. A observagdo inicial refere-se ao fato de que
células em cultura, apos algum tempo de repetidas divisdes, entram num estagio
denominado ‘"crise", no qual a morte celular ocorre de forma macica, com
desorganiza¢do da cromatina e fusdo das por¢des terminais dos cromossomos. Porém, é
comum observar-se que, aleatoriamente, uma das células da cultura adquire a habilidade
de continuar se dividindo, superando a "crise" e tornando-se imortal. E interessante
notar que a maioria das células tumorais propagadas em cultura, mostram-se imortais,
sem jamais entrar em "crise", o que sugere ser a imortalizacdo celular um fendmeno

necessario para o estabelecimento do processo oncologico (LOURO, 2000).



Admite-se que os tumores malignos sdo capazes de evadir ou superar os
mecanismos de defesa do hospedeiro de formas diferentes, incluindo a selegdao das
células que ndo expressem antigenos tumorais, producdo de substancias
imunossupressoras ¢ inducdo de tolerancia aos antigenos tumorais (ABBAS et al.,
2003).

Metastases s6 se formam em tumores malignos; contudo, nem todo cancer
origina metastases. Por definicdo, neoplasias benignas ndo originam metastases
(BRASILEIRO, 1998). Esse fendmeno talvez seja o mais complexo € o menos
compreendido de todos. Alguns resultados experimentais indicam que as moléculas de
adesdo intercelular, assim como as proteases intersticiais sao os principais componentes
deste complicado processo (LOURO, 2000). Todavia, as moléculas de adesdo celular
sdo de fundamental importancia em diversos processos fisiologicos celulares como:
proliferacdo, migragdo, diferenciagdo e morte. Qualquer mudanga nestas moléculas
pode resultar como conseqiiéncia na indugdo de apoptose ou contribuir para as
metastases do cancer (THIERY, 2003).

Segundo descrito por Janik et al. (1981), a presenga do tumor primario € capaz
de inibir o crescimento do tumor secundario. Isto se d4 em decorréncia da produgao de
diversos fatores antiangiogénicos sintetizados pela massa do tumor primario. Como
conseqiiéncia, a remocdo do tumor primario resulta frequentemente num rapido
crescimento das metastases (BELO et al., 2004).

O estudo imunoistoquimico da expressdo de constituintes protéicos em tecidos
normais ou neoplasicos ¢ caracterizado pela utilizagdo de anticorpos que reagem com as
estruturas desejadas. Cassali (2000) ressalta a importancia do estudo da expressdao de
marcadores prognosticos e preditivos do cancer de mama em mulheres através de
imunoistoquimica, com o intuito de auxiliar no diagndstico e na pesquisa, definindo
muitas vezes a conduta terapéutica. A imunoistoquimica ¢ comumente utilizada para
auxiliar no diagndstico em neoplasias malignas indiferenciadas e para detectar o sitio
primdrio em neoplasias metastaticas (CASSALI, 2000; AMSTALDEN, 2003;
OLIVEIRA, 2005).

3.2. Osteossarcoma canino (OSA)

O osteossarcoma (OSA) ou sarcoma osteogénico ¢ a neoplasia dssea primaria

mais freqiientemente diagnosticada em cdes (STRAW et al., 1990; HAMMER et al.,



1995; WOLFESBERGER et al., 2006), e representa um excelente modelo in vivo para o
OSA humano (KIRPENSTEIJN et al., 2002a; MULLINS et al., 2004) ¢ caracterizado
pela proliferacdo de células mesenquimais primitivas malignas, com diferencia¢do
osteoblastica, que produzem ostedide ou osso imaturo, ndo sendo esta matriz dssea de
carater reativo ou metaplasico (STRAW et al., 1990; STRAW et al., 2001). O
osteossarcoma originado do esqueleto, especialmente o de origem central ou medular, ¢
considerado o mais comum e o mais maligno das neoplasias esqueléticas em caes
(LING et al, 1974; GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985; PALMER, 1992;
WITHROW, 2001; THOMPSON & POOL, 2002). E responsavel por mais de 85% das
neoplasias com origem no esqueleto (STRAW et al, 2001) compreendendo
aproximadamente de 2% a 5% de todas as malignidades caninas (HAMMER et al.,
1995), sendo caracterizado pelo comportamento altamente metastitico e localmente
agressivo (KIRPENSTEIJN et al., 2002a).

O OSA ¢ divido em duas formas principais: esquelético e extra-esquelético. O
esquelético ¢ o mais frequentemente observado, tendo uma origem central no canal
medular de ossos longos ocorrendo preferencialmente na regido metafisaria. Entretanto
ele pode se originar na superficie cortical ou no periosteo (STRAW et al., 1990;
PALMER, 1992). Assim sendo, dois tipos de osteossarcoma surgem do periodteo, um
com o mesmo comportamento do OSA de origem central que ¢ chamado de OSA
periosteal, e o outro tipo ¢ o OSA justacortical (paraosteal), que ¢ encontrado em
humanos com um alto grau de diferenciagdo estrutural, cujo crescimento ¢ relativamente
lento, apresentando um melhor prognostico quando comparado com o osteossarcoma de
origem central. Alguns destes tumores ocorrem em animais domésticos € seu
comportamento, em contrapartida ¢ semelhante ao encontrado no osteossarcoma
humano (PALMER, 1992). J4 o OSA extra-esquelético ¢ encontrado em sitios como

glandula mamaria, figado, baco ou intestino (STRAW et al., 1990).

3.2.1. Osteossarcomas esqueléticos

3.2.1.1. Osteossarcomas periosteais

Originam-se da superficie da didfise com maior freqliéncia que na metafise,
sendo neoplasias de diferenciacdo intermediarias (JONES, 2000). O aspecto radiologico
¢ de lesdo relacionada a superficie externa da cortical, com tridangulo de Codman s6lido

e focos de calcificagdo nodular. Histologicamente, mostra formagdo de nddulos de
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cartilagem circundados por células fusiformes com atipias e formagdo de pouca matriz
ostedide e osso tumoral. E, portanto, uma neoplasia com padrao predominantemente

cartilaginoso, cujas metéstases sdo raras (BRASILEIRO FILHO, 2006).

3.2.1.2. Osteossarcomas paraosteais ou justacorticais

Sdo tumores que tém origem na superficie do 0sso, ndo envolvem a cavidade
medular (JONES, 2000), e tém um padrao histologico bem diferenciado com tecido
maligno 6sseo ou cartilaginoso ou ainda fibroso, todos os trés padrdes podendo estar
presentes num unico tumor (GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985). Os OSA
paraosteais ndo apresentam tendéncia para a metastase, mas ha recorréncia local em
seguida a uma remog¢do incompleta (JONES, 2000). S3o menos comuns que 0s
periosteais, ndo sendo considerados tumores por alguns autores. Acomete tanto o
esqueleto axial, principalmente o cranio, quanto o apendicular (WITHROW & DOIGE,
1980), possui uma baixa velocidade de crescimento e ndo invade a regido cortical do
osso, mesmo na fase terminal da doenga (JONGEWARD, 1985, WITHROW &
DOIGE, 1980), isto porque as margens do tumor sdo envolvidas por uma capsula
conjuntiva (WITHROW & DOIGE, 1980). Machos sao acometidos duas vezes mais que
fémeas, sendo que a idade principal de ocorréncia ¢ por volta dos 7 anos, podendo
também acometer animais jovens (GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985).
Radiograficamente pode ser visto uma linha radioluscente entre a regido cortical do osso

e o tumor (WITHROW & DOIGE, 1980).

3.2.2. Osteossarcomas extra-esqueléticos

A freqiliéncia de osteossarcoma ¢ mais elevada em cdes que em outras espécies
animais e ¢ considerada a neoplasia 0ssea mais comum nesta espécie (LING et al.,
1974; THOMPSON & POOL, 2002). Entretanto, os osteossarcomas de origem extra-
esquelética sdo considerados extremamente raros, tanto em cdes quanto nas demais
espécies, incluindo a humana (PATNAIK, 1990; STIMSON, 2000). Sdo tumores
incomuns, que afetam mais frequentemente as visceras de caes (JONES, 2000) e sao
considerados altamente malignos (PATNAIK, 1990).

O osteossarcoma extra-esquelético ¢ uma neoplasia mesenquimal produtora de
ostedide, sem envolvimento periosteal ou 6sseo. Isto significa que nesses locais ndo ha

nem periosteo nem osso que justifique o aparecimento do tumor. (LARUE, 1986;
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LANGEBANBACH et al.,, 1998). Constitui apenas 12,6% dos casos de OSA
(LANGEBANBACH et al., 1998; STIMSON et al., 2000). Geralmente acomete caes
idosos, ndo apresenta predisposi¢do sexual e se pode dizer que os caes das racas Beagle
e Rottweiler sdo os mais afetados (KIRPENSTEIIN et al., 2002a).

Nos caes, possui predilecdo pela glandula mamaria (CASSALI, 2000)
(principalmente as abdominais caudais e as inguinais) (LANGEBANBACH et al.,
1998), trato gastrintestinal, tecidos subcutineos e figado (PATNAIK, 1990;
LANGEBANBACH et al., 1998; THOMSEN & MYERS, 1999; STIMSON et al.,
2000; KLEINER & SILVA, 2003), mas ha relatos em glandulas salivares e tiredide
(LANGEBANBACH et al., 1998; THOMSEN & MYERS, 1999; STIMSON et al.,
2000; KLEINER & SILVA, 2003), adrenais (PATNAIK, 1990), pulmdo (GARZOTTO
et al., 2000; KLEINER & SILVA, 2003), rim, bexiga, olhos, mesentério (PATNAIK,
1990; LANGEBANBACH et al., 1998; STIMSON et al., 2000; KLEINER & SILVA,
2003), ligamento gastrico, ileo, bago, testiculo e vagina (PATNAIK, 1990), meninges
(RINGENBERG et al., 2000), sacos anais (BARDET et al., 1983), e em menor
propor¢ao em tecidos moles das extremidades (PATNAIK, 1990).

A mineralizagdo de tecidos moles adjacentes a articulagdo sem evidéncia de lise
oOssea periarticular, pode indicar a presenca de um OSA sinovial, embora de rarissima
freqii€ncia, com apenas um relato em cao (THAMM et al., 2000). Sua patogénese pode
ser uma metaplasia de tecido conjuntivo secundéaria a uma irritagdo ou trauma, uma
produgdo proveniente de células mioepiteliais em tecido glandular (LANGEBANBACH
et al., 1998) ou ainda uma infec¢ao por Spirocerca lupi em cdes com OSA esofagico
(BARDET et al., 1983; JONES, 2000). A ossificacao de tecidos moles pode ocorrer em
resposta a irritagdo cronica ou também através da metaplasia do tecido conjuntivo
(BARDET et al., 1983; FOX et al., 1994). Para o diagnéstico definitivo de um OSA
extra-esquelético, em qualquer espécie, primeiramente deve ser realizada uma busca

exaustiva por evidéncias de neoplasias 6sseas primarias (KLEINER & SILVA, 2003).
3.2.3. Incidéncia e fatores de risco associados

Em relacdo a distribuicdo anatdmica em caes, o esqueleto apendicular ¢
acometido 2,3 vezes mais que o esqueleto axial, sendo que os membros tordcicos

acometidos 1,8 vezes mais que os membros pélvicos (JONGEWARD, 1985). Mais de

60% dos casos descritos de OSA espontaneos afetam a metafise, tais como: distal do
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radio, proximal do umero, distal do fémur e distal da tibia, respectivamente
(JONGEWARD, 1985).

O aumento do peso ¢ um fator de risco de grande importincia que estd associado
ao aumento da incidéncia do tumor (GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985; RU et al.,
1998; THOMPSON & POOL, 2002). Foi constatado que a ocorréncia de OSA esta mais
relacionada ao porte do animal do que a raga, e os cdes com peso acima de 36,5kg
possuem 61 a 185 vezes mais risco de desenvolver tumores esqueléticos quando
comparados a cdes que pesam menos de 9kg (JONGEWARD, 1985), tais varidvesis,
peso e porte do animal possuem um efeito mais proeminente no risco de OSA
apendicular quando comparado ao OSA axial (RU et al., 1998).

Acredita-se que a intensa atividade do cdo de grande porte, enquanto filhote,
resulte no aparecimento de microfraturas Osseas durante o rapido periodo de
crescimento de seu esqueleto, o que pode vir a induzir a formacdo do tumor na fase
adulta (GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985). O OSA tende a ocorrer nos 0ssos que
sustentam maior peso corporal e adjacente as placas de fechamento tardio, devido a
maior possibilidade de pequenos e multiplos traumas nestas regidoes (JONGEWARD,
1985; RU et al., 1998; STRAW et al., 2001). Este crescimento 6sseo rapido tem sido
reconhecido como um fator relevante para o desenvolvimento de osteossarcoma em
cdes (GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985) A sensibilizacao das células nesta regiao
pode iniciar a doenca pela indugdo de sinais mitogénicos, aumentando a probabilidade
de desenvolvimento de uma linhagem mutante (STRAW et al., 2001).

O OSA ja foi identificado na maioria das espécies; contudo sdo mais
freqiientemente encontrados em caes (JONES, 2000), especialmente em ragas gigantes
(JONES, 2000; STRAW et al., 2001). Desta forma, Sdo Bernardo, Dinamarqués, Setter
Irlandés, Doberman, Pastor Alemao, Golden Retriever e Boxer, estdo sob maior risco
(STRAW et al., 2001; RU et al., 1998). Caes de pequeno porte sdo raramente afetados,
1sso porque as placas epifisarias se fecham precocemente, quando comparados com caes
de grande porte (DALECK et al., 2002). Estes tumores originam-se mais
freqiientemente na metéafise dos ossos longos, onde ¢ maior a taxa de substitui¢do do
tecido 6sseo; contudo, osteossarcomas podem ocorrer em qualquer local, inclusive nos
sesamoides (JONES, 2000).

Em cdes, esta neoplasia ocorre na faixa etdria que oscila desde alguns meses, até
17 anos. A idade média ¢ de 7,7 anos, e o risco aumenta repentinamente ao redor dos 10
anos (51% dos caes acometidos apresentam a moléstia durante este periodo),

decrescendo subitamente apos esta faixa. O OSA primario de costelas ¢ uma excegao,
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acometendo cdes adultos numa idade mais jovem, entre 4,5 ¢ 5,4 anos (STRAW et al.,
2001). Os animais inteiros, aparentemente apresentam maior risco ao OSA quando
comparados a animais castrados.

Ha relatos de OSA associado a fraturas (STRAW et al., 2001; DALECK et al.,
2002), em especial as que passaram por processos de reparagdo complicados, assim
como fraturas cominutivas que cursam com osteomielite, além de atraso na reparagdo e
a ndo-unido. O OSA pode ser induzido, ainda, pela presenca de implantes metalicos, por
enxerto cortical ou mesmo em fraturas em que ndo foi utilizada nenhuma forma de
fixacdo interna (DALECK et al., 2002, STRAW et al., 2001; JONGEWARD, 1985;
KLEINER & SILVA, 2003). Os sarcomas associados as fraturas ocorrem no local da
mesma ¢ aparecem apds 5 anos ou mais. Sao comuns nas ragas de grande porte, com
idade acima de 7 anos (STEVENSON, 1991). Ocasionalmente pode-se estabelecer de 6
a 9 meses apos a fixagdo de fraturas metafisarias para a como manifestagdo de um OSA
pré-existente (JONGEWARD, 1985).

Os pinos intramedulares sdo mais freqiientemente associados ao
desenvolvimento do tumor que outras formas de fixacdo como placas, parafusos, fios de
cerclagem e fixacdes externas (JONGEWARD, 1985). O ago inoxidavel convencional e
as ligas que contém cobalto podem sensibilizar pacientes, assim como promover
estimulagdo crénica do sistema imune em pacientes previamente sensibilizados, pelo
fato desses metais se unirem as proteinas e formarem imunocomplexos (STEVENSON,
1991). Alguns autores concluem que os implantes metalicos podem ser carcinogénicos
pela simples presenca fisica ou pela corrosdo, causando um distarbio na regulacdo do
crescimento celular, visto que estes metais mostram predilecao pelo DNA das células

(JONGEWARD, 1985; STEVENSON, 1991).

3.2.4. Tumorogénese e comportamento bioldgico

A etiologia ¢ desconhecida para mais da metade das moléstias que afetam os
animais domésticos, por isso, este fato cria dificuldades nas tentativas para classificagao
logica. Além disso, algumas afecgdes Osseas possuem multiplas etiologias, como os
distarbios congénitos, hereditario, e metabdlicos (JOHNSON et al., 1997).

Como o osteossarcoma ndo apresenta etiologia bem elucidada, vérias
associagdes para o desenvolvimento do tumor sdo reconhecidas em caes

(GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985; RU et al., 1998; THOMPSON & POOL, 2002).
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Em cdes, os OSA de origem central sdo considerados os mais malignos do grupo
dos tumores, nao tendo um prognostico muito favoravel nos seus diferentes subtipos
(THOMPSON & POOL, 2002). As metéstases ocorrem por via hematogénica para os
pulmdes em mais de 75% dos casos dos tumores de origem central e geralmente ainda
no inicio da doenca (GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985; PALMER, 1992;
THOMPSON & POOL, 2002). O OSA extra-esquelético primdrio apresenta
comportamento bioldgico agressivo com elevada freqiiéncia metastatica, variando entre
60 a 85% em caes com tempo médio de vida pds-cirtrgico de 26 a 90 dias, o que varia
de acordo com sua localizagdo (THAMM et al., 2000).

Especula-se a importancia viral na etiologia desta neoplasia ja que pode ocorrer
em ninhadas e pode ser induzido experimentalmente pela inje¢cdo de células tumorais
em fetos caninos (OWEN, 1969). Porém, nenhum envolvimento ou presenga retroviral
foi detectada durante o exame de microscopia eletronica em amostras de linhagens
celulares, ou quando estas amostras foram analisadas pela técnica de RT-PCR, com a
finalidade de detectar a presenca de RNA retroviral, embora esta possibilidade de
envolvimento de virus ainda ndo possa ser totalmente excluida (STRAW et al., 2001;
LOUKOPOULOS et al.,, 2004). Agentes quimicos, radiacdo ¢ agentes virais tém

causado experimentalmente osteossarcoma em animais (PRITCHARD et al., 1975).

3.2.4.1. Fatores genético-moleculares

Araki et al. (1991) concluiram, em seu trabalho, que alteragdes no gene
retinoblastoma (Rb) sdo pertinentes para o surgimento de muitos casos de
osteossarcoma em humanos e alguns outros tumores Osseos e de tecido mole.
Evidéncias genéticas adicionais sugerem que uma alteragdo no homozigoto de outro
gene, p53, esteja ligada ao crescimento e desenvolvimento do OSA. Ambos os genes Rb
e p53 tém o proposito de atuar como genes supressores de tumores (STRAW et al.,
2001). Portanto, a tumorogénese do osteossarcoma pode estar envolvida numa pequena
perda da fungdo destes dois genes, e talvez de outros genes. O gene supressor p53
mutante mostrou ser altamente expressado no osteossarcoma canino, com maior
freqiiéncia nos ossos dos membros apendiculares que em o0ssos chatos, o que poderia
explicar o fato da doenga ser mais agressiva nestes locais em que esse gene ¢ altamente
expressado (SAGARTZ, 1996; STRAW et al., 2001). Em outro estudo, Mendoza et al.
(1998) mostraram que o p53 mutante estava presente em 38% das amostras de

osteossarcoma, indicando uma relacao potencial para a causa. Sherwood-Johnson et al.
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(1999) em seu trabalho, também com p53 mutante, mostraram que 44% das amostras de
OSA canino apresentaram defeitos em sitios similares aos que sdo observados em

tumores humanos (STRAW et al., 2001).

3.2.4.2. Hormonio de crescimento (GH)

O hormonio de crescimento (growth hormone - GH) foi mensurado em amostras
de OSA apendicular, o que demonstrou ser uma causa potencial ou uma resposta
relacionada (KIRPENSTEIJN et al., 1999; STRAW et al., 2001). Segundo Kirpensteijn
et al. (2002a), a maioria dos osteossarcomas caninos nao sao bem diferenciados, o que
pode explicar o porqué de apenas 25% dos tumores expressarem RNAm de GH. Ainda,
segundo este autor, os osteossarcomas constituidos, principalmente, por células pouco
diferenciadas e aqueles que freqiientemente se desenvolvem no esqueleto de caes
podem ter perdido a capacidade de produzir GH localmente.

O GH pode também ter um papel importante na tumorogénese, porque a
producdo local de RNAm do GH pode gerar um ambiente altamente condutivo para o
crescimento das células tumorais. Pesquisas in vitro tém demonstrado que o GH possui
um efeito estimulante para o crescimento de linhagens de células de OSA humano
(SCHEVEN et al., 1991), tendo um efeito, em parte, dependente do IGF-1 (Insulin
growth factor-1) (SCHEVEN et al., 1991; KAPPEL et al., 1994; KIRPENSTEIJN et al.,
2002a), que ¢ uma pequena proteina de efeito potencializante para o crescimento dsseo,
também denominada de somatomedina. (GUYTON, 1997b). O GH tem este mesmo
efeito em células de osteossarcoma canino, ja que elas sdo capazes de produzir seu
proprio hormonio, podendo ter uma estimulagdo autocrina sobre o tumor, embora ndo
sejam responsivas para os mecanismos de feedback normal (SCHEVEN et al., 1991;
KAPPEL et al., 1994; KIRPENSTEIJN et al., 2002a)

Muitos outros fatores podem ter um papel importante nas vias de indugdo do
OSA, como a osteogénese induzida pelas proteinas morfogenéticas Osseas (bone
morphogenetic proteins - BMPs), os genes supressores de tumores, incluindo o p53, e a
atividade local das vias de crescimento que podem interagir com o GH que é produzido

localmente (KIRPENSTEIJN et al., 2002a).
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3.2.5. Sinais clinicos

Caes com tumores 0sseos apendiculares apresentam dor e claudicagdo no local
do tumor primdrio (STRAW et al., 2001), sendo a dor detectada pelo exame clinico e
palpacdo. Os sinais clinicos associados com o osteossarcoma sdo inespecificos e
dependem do sitio primario e do envolvimento de estruturas subjacentes. A dor ¢ devido
a microfraturas ou a interrup¢ao do peridsteo induzido pela ostedlise do osso cortical e
pela extensdo tumoral do canal medular (LIU, 1996; STRAW et al., 2001) A dor pode
causar outros problemas como irritabilidade, agressao, perda de apetite, perda de peso,
gemidos, choro, insénia e relutdncia para se exercitar (LING et al., 1974;
GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985; JOHNSON et al., 1997; COUTO, 2001,
THOMPSON & POOL, 2002; KLEINER & SILVA, 2003). As lesoes antigas tendem a
ser menos dolorosas (THOMPSON & POOL, 2002). Por ser um tumor altamente
invasivo, o OSA causa ap6s algum tempo, uma compressdo tecidual significativa,
impedindo a drenagem linfatica normal, levando a formagao de edema e sinal de Godet
positivo (KLEINER & SILVA, 2003).

Este tumor 6sseo € o sarcoma que mais esta associado a fraturas patologicas, em
especial aquelas que sofreram consolidacdo complicada, a exemplo das fraturas
cominutivas que cursam com osteomielite (GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985;
THOMPSON & POOL, 2002; KLEINER & SILVA, 2003). Também ¢ comum a
ocorréncia de fraturas espontaneas no osso afetado durante a evoluc¢ao da doenca devido
a ostedlise (STEVENSON, 1991; STRAW et al., 2001). Com o aumento do tamanho da
lesdo, nota-se wuma limitagio do movimento da articulagdo adjacente
(GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985). Outros sinais como assimetria, deformidade,
atrofia muscular do membro afetado (JONGEWARD, 1985), linfonodos regionais
aumentados de volume e de consisténcia firme (THOMPSON & POOL, 2002),
dificuldade em sentar e levantar, e aumento da temperatura local, podem ser constatadas
a palpagao do tumor JONGEWARD, 1985).

O reconhecimento clinico do OSA axial ¢ mais dificil quando comparado com o
OSA que afeta o esqueleto apendicular, devido principalmente a que os sinais clinicos
se manifestam de acordo com o local acometido (STRAW et al., 1990; DALECK et al.,
2002). Aqueles com sitio primario nas costelas, arco zigomatico, maxila e mandibula,
normalmente se apresentam a palpacdo como um aumento de volume regional firme
(GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985; HEYMAN et al., 1992; GINEL et al., 1996;
THOMPSON & POOL, 2002). Estes sinais variam desde edema localizado, com ou
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sem claudicac¢ao e disfagia, quando ha comprometimento oral, exoftalmia, dor ao abrir a
boca no caso de tumor orbital ou na mandibula, deformidade facial, descargas nasais,
espirros quando acomete a cavidade e seios nasais, e hiperestesia com ou sem sinais
neurolégicos quando afeta a medula espinhal (JONGEWARD, 1985; STRAW et al.,
1990; STRAW et al., 2001; DALECK et al., 2002). A extensdo do tumor para o interior
da cavidade oral produz halitose, sialorréia e alteragdes na estabilidade e alinhamento
dos dentes (JONGEWARD, 1985).

O OSA que envolve os seios nasais e paranasais freqiientemente gera sinais
como descargas nasais sanguinolentas, uni ou bilaterais, espirros, deformidade,
assimetrias, estridores nasais (JONGEWARD, 1985) e dispnéia (PATNAIK et al., 1984;
GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985; THOMPSON & POOL, 2002). Estes tumores
podem invadir os palatos, a regido retrobulbar e as narinas, podendo levar a obstrucao
(JONGEWARD, 1985).

Aproximadamente 74% dos tumores que acometem as vértebras, inicialmente
promovem dor. O desenvolvimento progressivo de déficits neuroldgicos uni ou
bilaterais ocorrera se houver lesdo da medula espinhal ou dos nervos periféricos. O
subito avango dos sinais de mielopatia pode ser resultante de fraturas patologicas das
vértebras (JONGEWARD, 1985; STRAW et al.,, 2001). Estes animais apresentam
alteragdo no modo de andar, dificuldade em sentar e levantar, tremores, atrofia por
desuso, incontinéncia urindria e fecal, letargia e anorexia (JONGEWARD, 1985).

Os tumores nas costelas acometem principalmente a regido da articulagdo
costocondral, ndo sendo observada freqiientemente a dor neste local. Pode ocorrer
envolvimento das costelas adjacentes e da cavidade toracica. Quando a cavidade
abdominal também ¢ acometida, por extensdo a partir das costelas caudais, pode ser
observado um quadro de dispnéia secundaria (JONGEWARD, 1985). Entretanto, a
dispnéia como sinal de efusdo maligna é rara (STRAW et al., 2001). Os tumores
pélvicos levam a deformidade e assimetria, claudicacdo, dor ao se fazer o toque retal,
constipacdo, tenesmo, fezes de formato anormal, e didmetro reduzido do reto devido ao
estreitamento do canal pélvico JONGEWARD, 1985).

O periodo de ocorréncia dos sinais clinicos do osteossarcoma ¢ variavel e
dependente do local de seu surgimento primario. Os tumores originados de o0ssos
chatos, como os da cabeca, apresentam curso clinico e tempo de sobrevida maior
quando comparados aqueles originados do esqueleto apendicular, que por sua vez
podem ter um curso rapido, causando a morte em um curto periodo de tempo, variando

de um a seis meses (GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985). No osteossarcoma extra-
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esquelético, os sinais clinicos variam de acordo com o 6rgdo ou tecido afetado, podendo

inicialmente surgir como uma massa solida e firme (PATNICK; 1990).

3.2.6. Diagnostico

O diagnostico do osteossarcoma canino ¢ dado a partir da historia clinica do
animal, exame fisico completo, exames de sangue, radiografias do sitio primario e dos
pulmdes (LING et al., 1974, WITHROW, 2001) e pelos achados radiograficos e
cintilograficos (DALECK et al.,, 2002). O diagnostico diferencial inclui outras
neoplasias primdrias dos ossos (malignas e benignas), neoplasias 0sseas secundarias,
osteomiclite bacteriana e micotica, avulsdes e fraturas, deslocamentos, doencas
metabolicas Osseas, injurias ocorridas em ligamentos e tenddes, miopatias, injirias aos
tecidos moles, corpo estranho, periostite, artrites € doengas secundarias da articulacao,
osteoartropatia hipertréfica pulmonar, panosteite eosinofilica, osteopatia metafiseal e
infecgoes (LING et al., 1974).

Outros exames complementares indicados sdo: ultrassonografia, tomografia
computadorizada do tumor primario e dos pulmdes (STRAW et al.,, 2001). A
confirmacao ¢ feita por biopsia e exame histopatoldgico (DALECK et al., 2002).

3.2.7. Tratamento

A amputagdo tem sido a viga-mestra do tratamento para os tumores 0SS€oS
primarios hd muitos anos. Sua principal vantagem ¢ que o procedimento confiavelmente
proporciona a resseccdo completa do tumor primario. Outro fator importante que
justifica a amputagio radical do membro é o alivio da dor (BERG & STRAW, 1996). E
o tratamento tradicional para caes com OSA apendicular, porém, apesar do alivio do
desconforto local, raramente resulta em cura (DALECK et al., 2002). A cirurgia deve
ser considerada tratamento paliativo, quando realizada isoladamente (WATERS, 1998).

Em sua maioria, os caes toleram a amputacdo de modo satisfatorio, apresentando
pouco ou nenhum decréscimo na atividade em geral seguida a cirurgia (BERG &
STRAW, 1996). Apesar da boa adaptagdo do animal apds amputacdo, a preservacao do
membro ¢ a melhor op¢do em casos como doenga ortopédica e neurologica severas,
racas gigantes, animais obesos € em animais cujos proprietdrios sdo resistentes a

amputagdo. Na maioria dos casos, a funcdo do membro ¢ considerada excelente, porém
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ndo foram observadas diferengas significantes no tempo de sobrevida quando
comparada a amputacao (BERG & STRAW, 1996; STRAW et al., 2001).

Os agentes quimioterapicos sdo utilizados para indugdo da remissdo do tumor e
como terapia de manuten¢do (FONSECA et al., 2002). A resposta individual de caes a
quimioterapia € imprevisivel, podendo resultar em insucesso em responder a droga
citotoxica.

A carboplatina (cis-diamino-1,1-ciclobutano decarboxilato-platina) ¢ um
derivado platinado de segunda geracdo. Foi desenvolvido na medicina humana para
atenuar os efeitos colaterais da cisplatina com eficacia equivalente. Em medicina
veterinaria, existem inumeras diferencas entre estes dois produtos.

No cdo, a carboplatina tem menor potencial emético que a cisplatina, podendo
ser dispensado o uso de anti-eméticos em alguns casos, embora haja relatos de que ela
pode promover vémito no cdo. E indicada no tratamento de OSA apendiculares, sendo
tao eficaz quanto a cisplatina. (LARONE & DELPRAT, 2004).

A imunoterapia no tratamento da neoplasia envolve a estimulacdo ou moderacao
do sistema imune do paciente, com relagdo a lesdo ou destruicao das células neoplésicas

(WATERS, 1998).

3.2.8. Prognostico

O progndstico para cdes com OSA ¢ reservado. Embora menos de 5% dos caes
tenham metastases pulmonares, radiograficamente evidentes por ocasido da
apresentacdo, € como a amputacdo ¢ o Unico tratamento, 90% morrem ou sofrem
eutandsia em decorréncia da moléstia metastatica dentro de um ano.

Para 0 OSA canino, o progndstico varia de acordo com a idade do paciente,
sendo desfavoravel para animais acima dos 10 anos e para os jovens com menos de 7
anos, de acordo com o local do tumor primario, com a porcentagem de necrose tumoral
apods a quimioterapia adjuvante, com o crescimento tumoral nos vasos e com a atividade
da enzima fosfatase alcalina plasmatica (HAMMER et al., 1995).

O sistema de classificacdo mais amplamente aceito e considerado indicador do
prognostico € a designacdo TNM (Tumor Node Metastasis - presenca de metastase do
tumor nos linfonodos regionais) (WATERS, 1998; KIRPENSTEIIN et al., 2002a), que
¢ uma nova graduag¢do histoldégica do OSA canino, e que vem sendo utilizada como um
otimo indicador de prognostico, proporcionando uma avaliagdo bioldgica qualitativa da

agressividade do tumor. Nesta nova escala, a quantidade e o tipo de matriz produzida
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pelo tumor ndo sdo de grande importancia. As variaveis histologicas de maior
importancia associadas a agressividade sao o indice de mitoses e a invasdao dos vasos

sangiiineos pelas células tumorais (KIRPENSTEIJIN et al., 2002a).

3.2.9. Classificacdo dos osteossarcomas

A classificagdo dos ostessarcomas ¢ dada segundo o padrdo radioldgico e as

caracteristicas histoldgicas.

3.2.9.1. Caracteristicas radiologicas

O exame radiografico ¢ o método auxiliar de diagndstico que fornece
informagdes acuradas sobre injurias e doengas osteoarticulares (MORGAN &
LEIGHTON, 1995). Entretanto, ¢ importante lembrar que somente componentes 6sseos
mineralizados sdo visualizados ao exame radiografico (WRIGLEY, 2000). A
radiografia promove uma valiosa informacdo adicional sobre a extensdo, natureza, e
comportamento de um tumor 6sseo; elas podem ser de valor consideravel ao cirurgido
ou ao patologista, estabelecendo uma lista de diagndstico diferencial provavel nos locais
selecionados para o exame citologico ou histologico (THOMPSON & POOL, 2002).

Os sarcomas 0sseos primarios em caes podem ser reconhecidos como malignos a
partir do exame radiografico e clinico, mas o diagnéstico final para os achados
histologicos ou citologicos de osteossarcoma, condrossarcoma e fibrossarcoma no 0sso
nao produzem um padrdo radiografico patognomdnico (THOMPSON & POOL, 2002).

Desta forma, radiologicamente os osteossarcomas sao subdivididos em:

3.2.9.1.1. Osteoblastico

E conhecido também como OSA esclerdtico, e se caracteriza pela producio de
matriz Ossea. Nesta classificacdo se encontram exclusivamente os osteossarcomas
osteoblasticos do tipo produtivo, com padrido radiografico produtivo (PALMER, 1992;
THOMPSON & POOL, 2002).
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3.2.9.1.2. Osteolitico

Para os tumores 0sseos que produzem indistintamente o padrdo radiografico
osteolitico em que se observa a destrui¢do da matriz dssea, geralmente se incluem os
osteossarcomas  pobremente  diferenciados, a maioria dos osteossarcomas
teleangectasicos e do tipo células gigantes, cerca de 50% dos osteossarcomas
fibroblésticos e em menor nimero os osteossarcomas condroblasticos e alguns tipos de

osteossarcomas combinados (PALMER, 1992; THOMPSON & POOL, 2002).

3.2.9.1.3. Misto

Os tumores Osseos malignos podem produzir padrdes radiograficos mistos
(THOMPSON & POOL, 2002). Neste padrao, ocorre lise e produgdo Odssea
concomitante, observado na maioria dos osteossarcomas osteoblasticos moderadamente
produtivos, osteossarcomas condroblasticos e osteossarcomas do tipo combinados e em
cerca de 50% dos osteossarcomas fibroblasticos (THOMPSON & POOL, 2002).

Segundo PATNAIK (1990), nos osteossarcomas extra-esqueléticos podem ser
visualizadas radiologicamente em algumas areas ou em todo o 6rgdo ou num tecido
acometido uma certa radio-densidade devido a ossificagdo e mineralizacao produzidas

pelo tumor.

3.2.9.2. Caracteristicas histoldgicas

Varias classificacdes tém sido usadas para os osteossarcomas, ambas validas
para 0 homem e os animais. O método usado neste trabalho ¢ baseado no produto
resultante das células malignas da matriz e estd de acordo com o proposto pela
Organizagdo Mundial de Saude - Classificagdo Histoldgica de Tumores Osseos ¢ das
Articulagdes dos Animais Domésticos (THOMPSON & POOL, 2002).

O osteossarcoma possui uma ampla variedade de caracteristicas microscopicas,
desta forma, o seu diagnostico definitivo é dado apenas com a presenca da producdo de
osteodide ou ainda de osso neoformado pelas células mesenquimais malignas (PALMER,
1992; KIRPENSTEIIN et al., 2002(b); THOMPSON & POOL, 2002). As
caracteristicas histologicas baseiam-se no tipo celular e na atividade das células
tumorais, podendo ser dividido em seis categorias quando for determinado por um

padrao predominante: osteoblastico, condroblastico, fibroblastico, teleangectasico,
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pobremente diferenciado e do tipo células gigantes (PALMER, 1992; DOIGE &
WEISBRODE, 1998; THOMPSON & POOL, 2002). Quando ndo ha um padrao
dominante, o tumor deve ser classificado como osteossarcoma do tipo combinado
(THOMPSON & POOL, 2002).

Em virtude da natureza multipotencial das células mesenquimais primitivas, a
matriz neopldsica pode conter variavel quantidade de cartilagem, colageno, e osteoide,
porém, mesmo em tumores cujo predominio de cartilagem seja encontrado, a presenca
de ostedide caracteriza um diagnostico de osteossarcoma (THOMPSON & POOL
2002). Assim sendo, quando se observa um padrido predominante, os tipos de
osteossarcomas podem ser diferenciados segundo as caracteristicas histologicas

encontradas, nas quais sdo descritas a seguir..

3.2.9.2.1. Osteossarcoma osteoblastico

E formado por osteoblastos anaplasicos, cujas células apresentam bordas
angulares com nucleo hipercromatico posicionado excentricamente no citoplasma
escurecido (THOMPSON & POOL, 2002). Ha uma quantidade varidvel de ostedide
neoplasico e o0sso. As células tumorais se assemelham a osteoblastos, com um grau
variavel de pleomorfismo celular, podendo ainda ser encontradas células gigantes
multinucleadas espalhadas por todo o tumor (GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985).
Sdo ainda sub-categorizados em OSA osteoblastico ndo produtivo, OSA osteoblastico
moderadamente produtivo e OSA osteoblastico produtivo (THOMPSON & POOL,
2002).

3.2.9.2.2. Osteossarcoma condroblastico

As células mesénquimais malignas deste tumor produzem matrizes celulares
condroide e ostedide (THOMPSON & POOL, 2002), sendo uma producdo combinada
de cartilagem tumoral na presenca de ostedide tumoral e osso neoformado (PALMER;
1992), em que ha predominio do componente cartilaginoso. Esse tipo de tumor pode ser
confundido com um condrossarcoma (GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985;
THOMPSON & POOL, 2002),
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3.2.9.2.3. Osteossarcoma fibroblastico

Este subtipo normalmente apresenta lesdes Osseas liticas e cerca de 50% deste
subtipo progridem para uma forma mista, enquanto que as células fusiformes
neopléasicas do tumor aumentam sua capacidade de formar matriz dssea mineralizada
(THOMPSON & POOL, 2002). As células neoplésicas fusiformes produzem abundante
estroma conjuntivo, com quantidade varidvel de ostedide neoplésico e osso neoformado
(GOLDSCHIMIDT & THRALL, 1985). A diferenciacdo deste tumor para um
fibrossarcoma estd na formacdo inequivoca de matriz 6ssea, as vezes dificil de ser

encontrada (THOMPSON & POOL, 2002).

3.2.9.2.4. Osteossarcoma do tipo celulas gigantes

Neste subtipo de osteossarcoma ha escassa producdo de matriz Ossea e
predominio de grandes dreas contendo intimeras células gigantes multinucleadas
tumorais (PALMER, 1992; THOMPSON & POOL, 2002). Este tumor ¢ diferente do
tumor 6sseo maligno de células gigantes (THOMPSON & POOL, 2002). Se forem
feitas varias coletas do material a ser examinado, as chances de se confundir este tumor
com o tumor 6sseo de células gigantes tornam-se remotas, pois nesse tumor a presenga
de ostedide ¢ bem caracteristica, condigdo Sene qua non para o osteossarcoma, ja no

outro tumor, esta presenga ¢ esparsa ¢ bem reduzida (PALMER, 1992).

3.2.9.2.5. Osteossarcoma teleangectasico

Este subtipo ¢ caracteristicamente muito agressivo, com padrdo radiografico
osteolitico e lesdes sanguineas cisticas. Pode ser confundido com uma metastase de um
hemangiossarcoma. Microscopicamente, o osteossarcoma teleangectasico pode ser
diferenciado do hemangiossarcoma pela presenca ocasional de espiculas entre os
ostedides pleomorficos e as células mesénquimais malignas, embora uma procura
cuidadosa seja freqiientemente exigida para descobrir estes ostedides (THOMPSON &
POOL, 2002). Presenca ocasional de espiculas de ostedide neoplasico, sendo que em
algumas éreas hé espagos preenchidos com sangue circundados por células neoplésicas
e nao por células endoteliais (MAHAFFEY & GREENE, 1985; PALMER, 1992;
DOIGE & WEISBRODE, 1998; THOMPSON & POOL, 2002). Tanto em pacientes

24



humanos quanto em caes, este subtipo estd associado com progndstico pouco favoravel

em comparacao as demais formas de osteossarcoma (THOMPSON & POOL, 2002).

3.2.9.2.6. Osteossarcoma pobremente diferenciado

Neste tumor d6sseo primdrio ha produgdo de pequena quantidade de ostedide
maligno e algumas espiculas de osso neoformado. As células mesenquimais malignas
podem variar de pequena a grande na aparéncia, semelhantes as células reticulares da
medula &ssea, podendo haver presenga de células pleomoficas sarcomatosas
indiferenciadas. Muitos destes tumores Osseos sdo altamente agressivos € promovem
lesdes Osseas liticas (THOMPSON & POOL, 2002).

Haé ainda o osteossarcoma do tipo combinado (misto), onde ndo ha um padrao
predominante, ou seja, dois ou mais subtipos se organizam para dar origem a um unico
tumor (THOMPSON & POOL, 2002). Em todas as subclassificagdes de osteossarcoma,
muitas das células gigantes nos tumores sdo osteoclastos normais (PALMER, 1992).

Metaplasia 6ssea de células mesenquimais multipotentes em tumores de origem ndo

ossea pode criar confusao (THOMPSON & POOL, 2002).

3.3. Avaliacéo da proliferacéo celular

As neoplasias apresentam taxas de multiplicagao celular elevada, com alto indice
mitotico, € crescimento € usualmente rapido. O mesmo nao acontece com o estroma € 0s
vasos sangliineos, que se desenvolvem mais lentamente, resultando muitas vezes em
degeneragdes, necroses, hemorragias e ulceragdes (BRASILEIRO FILHO, 1998). Elas
apresentam distirbios no controle do ciclo celular, independente de suas causas
primarias, o que por sua vez em muitas ocasides, proporcionam o aumento da
proliferacdo celular, perda da diferenciacdo e a formacdo de massas tumorais (BACCHI
& GOWN, 1993; RABENHORST et a., 1993; RABENHORST et al., 1994).

A capacidade proliferativa tem sido considerada como um bom pardmetro de
identificacao de neoplasias, cuja deteccao e quantificacdo estdo associadas ao seu grau
de malignidade, constituindo um importante progndstico de diferentes tumores
(BACCHI & GOWN, 1993; RABENHORST et a,. 1993; RABENHORST et al., 1994).
Desta forma, as mitoses em grande numero podem indicar atividade proliferativa

tumoral (MITCHELL, 2006).
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A contagem de figuras mitdticas s6 € possivel na fase do ciclo celular que
corresponde a mitose propriamente dita. Células em interfase nao sdo consideradas
neste tipo de andlise, mesmo esta fase correspondendo ao periodo relativamente mais
longo do ciclo celular. Portanto, a contagem de figuras mitoticas ¢ o método tradicional
para obtengdo do indice de proliferagdo celular e pode ser apresentada em porcentagens,
definindo o indice mitético (QUINN & WRIGHT, 1990; RABENHORST et al,. 1993;
RUBIN & FARBER, 2002).

Este método ndo deve ser utilizado como unico parametro da proliferacdo celular
do tumor, devendo ser associado a um contexto de outros achados clinicos e
patologicos, com isso, deve-se lembrar também que a mitose representa um periodo
curto no ciclo celular, o que leva a uma subestimagdo da populacdo celular em
proliferacdo. (QUINN & WRIGHT, 1990; RABENHORST et al,. 1993; RUBIN &
FARBER, 2002).

3.4. Marcadores histoquimicos para proliferacéo celular (AgNOR)

O termo “regides organizadoras nucleolares” ou NORs (do inglés “nucleolar
organizer regions”) ¢ utilizado para descrever regides constituidas por fragmentos de
cromossomos em torno das quais se formam os nucléolos ao final da mitose. Estas
regides correspondem a segmentos de DNA contendo genes responsaveis pela
transcri¢do do RNA ribossomico (rRNA) de 18S e 28S, situados no nucleo da célula.
Estes segmentos de rRNA estdo associados a proteinas com grande afinidade
argirofilica, cujas estruturas coradas pela prata sdo chamadas de proteinas AgNORs
(PLOTON, 1994; UNDERWOOD & GIRI, 1998; OSHIMA & FORONES, 2001).

Estruturalmente, as proteinas argirdfilas (AgNORs) estdo localizadas nos
componentes fibrilares (centro fibrilar e componente denso fibrilar) dos nucléolos
(TRERE et al., 1989) e podem se configurar principalmente em trés tipos, apresentando-
se de forma agrupada formando uma tnica estrutura (o proprio nucléolo), podendo ser
vistas dentro do nucléolo nas células em proliferacao e distribuidas por todo o nucleo,
geralmente nas cé€lulas altamente malignas (CROCKER et al., 1989). Sobretudo, dois
tipos de AgNORs sdo encontrados: o tipo 1 com varios tamanhos, com margens bem
definidas, em que as maiores representam o proprio nucléolo, apresentando ou ndo

pontos negros acastanhados em seu interior, e o tipo 2 que sdo pequenas e Unicas, sem
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margens definidas, normalmente ao lado das do tipo 1 e dentro do nucleo ou agregados
(SHIRO et al., 1992).

O uso do método da coloragdo das NOR ¢ justificada por permitir seletivas
ligagdes de prata a algumas proteinas acidas da regido organizadora de nucléolo ou mais
precisamente a nucleolina (proteina C,3), nucleofosmina (proteina B;3) e subunidades de
RNA polimerase I (VIDAL et al., 1994, UNDERWOOD & GIRI, 1988). As NORs sao
definidas como componentes nucleares e podem ser facilmente identificadas por pontos
negros acastanhados localizados na area nuclear (TRERE, 2000).

A contagem do AgNOR pode variar dependendo do estagio do ciclo celular.
Uma elevada contagem das NORs pode representar um aumento do numero de
cromossomos ou diminui¢do do “turn-over” celular (SIMOES et al., 1994).

A quantificacdo das NORs tem sido usada para caracterizar neoplasias e
hiperplasias a partir da marcacdo de genes ribossomais e, consequentemente, ainda tem
sido usada como um marcador da atividade nucleolar (KANEMATSU et al., 1997;
SERAKIDES, et al., 1999). Contudo, o nimero de NORs também tem sido relacionado
a proliferacdo celular, mais precisamente a replicacio do DNA (VIDAL et al., 1994;
UNDERWOOD & GIRI et al., 1988; DERENZINI & TRERE, 1994).

Os genes RNA ribossomais tém um papel importante na sintese protéica,
crescimento, diferenciacdo e transformagdo maligna das células que permitem a
distingdo entre células neoplasicas malignas e benignas (DESTEXHE et al., 1995;
HARMELIN et al., 1995), em que ¢ frequentemente maior o numero de NORs em
células neoplésicas malignas em relagdo as benignas, ou ainda em comparagdo as
células normais (UNDERWOOD & GIRI, 1988; TRERE, 1993) o que tem demonstrado
grande aplicacdo no diagndstico histopatologico de rotina na oncologia humana
(CROCKER & NAR, 1987; SHIRO et al., 1992). Algumas neoplasias tém demonstrado
um grau variavel de sobreposi¢do no nimero de NORs entre lesdes benignas e malignas
(UNDERWOOD & GIRI, 1988).

A técnica de AgNOR apresenta como vantagens, a facilidade, rapidez de
execucdo e baixo custo, podendo ser realizada em amostras de material de rotina

(DERENZINI & TRERE, 1994).
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3.5. Cicloxigenases

As cicloxigenases sdo enzimas que catalisam a formagdo de prostaglandinas a
partir do 4cido araquidonico. Das trés isoformas descritas (WOLFESBERGER et al.,
2006), a cicloxigenase-1 (Cox1), ¢ constitutiva e expressada em muitos tecidos, tem
papel importante em algumas fungdes fisiologicas como a citoprote¢do do estdmago, a
agregacao plaquetéria e a fluidez do sangue nos rins; a segunda isoforma ¢ a Cox2, que
¢ induzida e expressada por células que participam do processo inflamatorio, por tecidos
neoplasicos e por outras condi¢des patoldgicas; e a terceira prostaglandina anti-
inflamatoria tem sido descrita recentemente como sendo da familia ciclopentanona (15-
deoxiA-12, 14-PGJ,) postulada como sendo a Cox3, expressa principalmente em células
do coragdo e cortex cerebral (GASPARINI et al., 2003). A alta expressdo da Cox2
conduz a uma elevada concentrag@o de prostaglandinas, especialmente a prostaglandina
E, (PGE;) (MOHAMMED et al., 2004). Pai et al. (2002) mostraram uma estreita
ligacdo entre PGE, e receptores de EGF (Fator de crescimento endodérmico). A PGE,;
induz a ativacdo de metaloproteases MMP2 e MMP9, aumentando a expressao de TGFa
(Fator de crescimento transformante o), combinando com receptores de EGF, o que

promove ou desencadeia sinalizadores mitogénicos (GASPARINI et al., 2003).

MEMBRANA PLAMATICA

FOSFOLIPIDEOS DE MEMBRANA

e

ACIDO ARACDONICO
f @

CICLOXIGENASE LIPOXIGENASE

Cox1 Cox3
PROSTAGLANDINAS PRO-INFLAMATORIA LEUCOTRIENOS

CONSTITUTIVAS
Cox2

PROSTAGLANDINAS
INDUZIVEIS

Figura 1 - Esquema adaptado a partir de Goodman & Gilman’s — Pharmacological basis of
therapeutics, 2001; mostrando a degradacdo enzimatica do acido araquidonico

(Resposta inflamatoria) — via das cicloxigenases e da lipoxigenase.

28



As prostaglandinas produzidas pela Cox2 também sdo importantes na ovulacdo e
ruptura do foliculo, provavelmente mediado pela geracao direta ou ativagao de enzimas
proteoliticas. Na gestacdo podem ser importantes para a implantacdo do ovoécito e na
angiogénese necessaria para o estabelecimento da placenta (DUBOIS et al., 1998). A
Cox2 esta presente fisiologicamente de forma limitada no cérebro, medula espinhal,
podendo estar envolvida na transmissdo nervosa, particularmente na dor e na febre

(DUBOIS et al., 1998; VANE et al., 1998).

3.6. Correlagéao da cicloxigenase-2 com o cancer

A correlagdo entre inflamacdo e cancer existe desde 1863, quando Rudolf
Virchow observou leucocitos em tecidos neoplésicos. Por sua vez, os macrofagos
associados a tumores sdo o0s principais componentes presentes no infiltrado
inflamatorio. Muitos tumores produzem fatores estimuladores de coldnias que
prolongam a sobrevida dos macrofagos associados a tumores (BALKWILL &
MONTOVANI, 2001, BELO et al., 2004). Esta ligagdo surgiu a partir de diversos
estudos que correlacionavam o uso cronico de antiinflamatorios ndo esteroidais (AINEs)
com a diminui¢ao da incidéncia do carcionoma de colon. Porém, em meados dos anos
noventa ainda ndo havia base cientifica que explicasse estas observagdes (OSHIMA et
al., 1996; BAKHLE, 2001).

Estas observagdes foram hipotetizadas e finalmente testadas, cuja atividade da
Cox2 estaria associada ao crescimento celular e agdo de oncogenes. Um resultado
crucial para esta hipotese foi descrita por Eberhart et al. (1994), que mostraram a
presenga de Cox2 no tecido neoplasico (cancer de colon) e sua auséncia em tecido
normal (intestino). J4 a Cox1 estava expressa igualmente em ambos tecidos (normal e
neoplasico) (BAKHLE, 2001).

Acredita-se que a PGE, ofere¢ca maior resisténcia das células tumorais a
apoptose, aumentando a angiogénese e a proliferagdo, além de induzir imunossupressao
pela baixa regulagdo de linfocinas, proliferacdo de células B e células T, promogao de
baixa atividade citotoxica de células natural killer (NK), secrecao de fator de necrose
tumoral-o (TNFa) e interleucina 10 (MORITA et al.,, 1995; DEMPKE, 2001;
MOHAMMED et al., 2002), bem como outros efeitos diretos em células tumorais
(DEMPKE, 2001; MOHAMMED et al., 2002).
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A Cox2 também pode ser induzida por estimulos mitédticos, mediados por fatores
de crescimento, tais como: EGF, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator
de crescimento de fibroblasto (FGF), TNF- a, Interleucinas la e 1 (VADLAMUDI et
al., 1999; ARAKI et al., 2003). H4 evidéncias de que a Cox2 esteja envolvida na
patogénese de alguns carcinomas como mostraram Tsujii & DuBois (1995), que
observram em ratos transfectados com células epiteliais a alta estabilidade destas
células, cuja expressdo de Cox2 foi elevada e houve resisténcia a apoptose e expressao
aumentada de Bcl-2. Estas células mostraram aumento em sua adesdo a matrix
extracelular e reduzidos niveis dos receptores de TGF-B (TSUJII & DuBOIS, 1995).
Observaram também mudangas no fendtipo destas células que expressaram altos niveis
de Cox2 e aumento tumorigénico potencial. Muitos tipos de canceres produzem altos
niveis de PG, provavelmente devido ao aumento de Cox2, incluindo cancer de mama e
boca (BENNETT et al., 1977; JUNG, 1985). Estes dados sugerem que o aumento da
producao de prostaglandina seja devido a elevada expressao da Cox2, podendo ser este
um mecanismo comum no qual o fenotipo celular ¢ alterado permitindo uma
desregulada proliferacdo celular (CROFFORD, 1997). J4 a alta expressdo da Cox2
isoladamente ndo ¢ suficiente para induzir uma neoplasia, mas sua expressao ¢
suficiente para induzir a carcinogénese em certos tipos de tecidos (CAO & PRESCOTT,
2002; WANG & DuBOIS, 2004)

Muitos estudos tém mostrado a relagdo entre a angiogénese e a expressdo da
Cox2. Ela induz fatores proangiogénicos como VEGF, indutores da sintese de 6xido
nitrico (NO), interleucinas 6 e 8, e TIE, (receptores de angiopoietinas 1-2), catalisando
prostaglandinas que tém efeitos tanto autocrino como pardcrino na proliferacao e
migragdo de células endoteliais in vitro. Ela ¢ altamente expressada na “atividade” de
células tumorais, considerando que a Cox1 ¢ expressa em células endoteliais normais.
Em geral, a expressdo da Cox2 ¢ alta em tumores moderadamente diferenciados e
também em metastases (GASPARINI et al., 2003).

Alguns estudos preliminares sugerem que a Cox2 pode ter um papel importante
na tumorogénese do osteossarcoma canino. A porcentagem da enzima expressa neste
tumor e a distribuicdo celular paralelamente encontrada no osteossarcoma humano
tornam evidente que o OSA canino serve como um modelo animal para 0 OSA humano
espontdneo. Soma-se a isto a forte marcagcdo de Cox2 encontrada nas formas mais
agressivas da doenga (MULLINS et al., 2004).

Levantamentos epidemioldgicos em humanos e em cdes com tumores

espontaneos, mostraram que inibidores nao seletivos da Cox (bloqueadores da Cox1 e
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Cox2) tém efeitos quimiopreventivo e atividade antitumoral em diversos tipos de
canceres. A Cox, especialmente a Cox2, estd sendo avaliada com objetivos de
tratamento e prevencdo do cancer. O uso de inibidores seletivos da Cox2 (coxibes)
bloqueia o crescimento de muitos tumores por diversos mecanismos, principalmente
pela anti-angiogénese e pelos efeitos pro-apoptoticos. Os achados pré-clinicos desses
estudos mostraram que a alta expressdao da Cox2 observada em tumores humanos em
estagios avancados, ¢ a base para uma nova estratégia de terapéutica anti-cancer,
baseada na combinagdo de inibidores seletivos da Cox2 e outras modalidades de

tratamentos (GASPARINI et al., 2003).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aspectos éticos e origem do material em estudo

Para a condugdo do experimento ndo se utilizaram caes vivos. Foram utilizados
apenas cortes histologicos de fragmentos originados de bidpsias e disponiveis nos
arquivos do Laboratorio de Histopatologia do Departamento de Veterindria da
Universidade Federal de Vigosa (DVT-UFV) e do Setor de Patologia da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMGQG).

Foram analisados 78 casos de osteossarcoma canino provenientes destas
Universidades. Assim sendo, a partir de um estudo retrospectivo dos casos e uma
triagem realizada nos arquivos dos blocos do Laboratério de Histopatologia do DVT-
UFV e do setor de Patologia da EV-UFMG, foram obtidos 20 casos no periodo de
01/01/1996 a 30/09/2006 no DVT-UFV e 58 casos no periodo de 01/01/1996 a
31/08/2006 na EV-UFMG. Para este estudo foram considerados apenas os casos
registrados e confirmados de osteossarcoma canino a partir das fichas clinicas e

histopatologicas das respectivas Instituigdes de Ensino.

4.2. Processamento do material
Os blocos selecionados ja haviam sido fixados em formol, descalcificados em

acido formico, desidratados em alcool, diafanizados em Xilol e incluidos em parafina.

Posteriormente foram seccionados em fragmentos de 5 um de espessura.
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4.3. Coloragéo pela hematoxilina-eosina (HE)

Todos os blocos previamente selecionados, recortados e seccionados em
laminas, foram corados pela hematoxilina-eosina. As laminas foram examinadas em
microscopio de luz para a confirmacdo do diagndstico e mediante isto, os cortes destes
casos foram classificados histopatologicamente por trés patologistas, seguindo os
critérios adotados por THOMPSON & POOL (2002).

Realizada esta classificagdo, os casos foram selecionados para o

desenvolvimento das técnicas histoquimicas e imonoistoquimicas deste trabalho.

4.3.1. Contagem das figuras de mitose

Para os casos de osteossarcoma osteoblastico, condroblastico, fibroblastico e
combinado foram feitas as contagens das figuras de mitose em 10 campos nas 24
laminas com aumento de 400X (ocular 10X e objetiva de 40X). Para esta andlise, foram
selecionados 6 casos diferentes de cada tipo osteossarcomatoso. Esta contagem foi feita
com microscopio de luz Olympus® BX41, cujas médias calculadas seguiram os

respectivos padroes histologicos previamente selecionados da neoplasia.

4.4, Coloracao de AgNOR (Impregnacao pela prata)

Para esta técnica histoquimica foram selecionados 6 cortes histoldgicos com
Sum de espessura dos osteossarcomas osteobléstico, condrobléstico, fibroblastico e
combinado. As ldminas foram devidamente preparadas com 3-aminopropyltrimethoxy
silane (Sigma A3648) com o objetivo de promover maior aderéncia dos cortes e evitar
perdas de material durante o processamento da técnica descrita por Ploton et al. (1986),
com modificagdes apresentadas a seguir:

A técnica seguiu o protocolo do Laboratorio de Patologia da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais, onde a técnica foi realizada. As
laminas foram incubadas por 1 hora em estufa a 42°C posteriormente, passaram pelos
processos de diafanizacdo em Xilol I, Xilol II e Xilol III (10 minutos cada) em
temperatura ambiente, foram reidratadas em alcool absoluto (20 minutos), alcool 70% ,
50% e agua deionizada (10 minutos cada). Os cortes foram cobertos com a mistura da

solucdo de nitrato de prata a 50% com solugdo de acido formico a 1% contendo 2% de
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gelatina incolor, a solugdo foi dissolvida na propor¢do de 2:1 e misturadas apenas no
momento da incubacao dos cortes. Ela se deu em camara umida e escura em estufa a
42°C por 40 minutos. Passado este tempo, as ldminas foram submetidas a 2 banhos em
agua deionizada por 5 minutos cada. Posteriormente, seguiram os processos de
desidratagdo em alcool 50 % e 70% (5 minutos) e alcool absoluto (15 minutos). Depois
foram diafanizadas em Xilol I e Xilol II (5 minutos cada), seguidos da montagem das
laminas com resina sintética (Entelan®) e laminula.

A padronizacdo do processamento do material foi conduzida fixando a
temperatura da estufa e avaliando diferentes tempos para se chegar no valor mais

adequado.

4.4.1. Contagem e analise das AQNORs

A contagem das AgNORs foi realizada usando-se um microscopio de luz com
aumento de 1.000X (objetiva de imersdo 100X e ocular de 10X). Estas laminas foram
fotografadas usando uma camera fotografica digital Olympus® FE-150/X730 de 5.0
mega pixels. A quantificagdo dos NORs por nucleo foi feita por meio de captura de
imagem em monitor de um microcomputador.

Para a contagem de NORs foram escolhidos 6 casos de cada um dos tipos
osteoblastico, condroblastico, fibrobldstico e misto, cujas laminas foram coradas pela
técnica histoquimica de impregnacao pela prata, ou seja, foram coradas 24 laminas nesta
técnica. As NORs por nucleo encontradas em 100 células de cada lamina correspondiam
aquelas que apresentavam melhor definicao de imagem para estas contagens. O numero
total encontrado foi divido por 100 para a obten¢do das médias de NORs por caso, para
isto utilizou-se a equagdo (N=X AgNORs/100). A morforlogia das AgNORs foi
caracterizada segundo descrito por Shiro et al. (1992) e Riischoff et al. (1989).

4.5. Imunoistoquimica

4.5.1. Técnica de imunoistoquimica

Para a realiza¢do desta técnica de imunoistoquimica, os blocos de parafina

selecionados segundo sua classifica¢do histologica foram seccionados em micrétomo a

espessura de Sum e distendidos em laminas histologicas devidamente preparadas com
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3-aminopropiyltrimethoxy silane (Sigma A3648) com o objetivo de promover maior
aderéncia dos cortes nas laminas de vidro, evitando assim perda de material durante o
processamento imunoistoquimico. Desta forma, foram feitos 6 cortes de cada caso para
as classificagdes de osteossarcoma osteoblastico, condroblastico, fibroblastico e
combinado, ja para os tipos de células-gigantes e teleangectasico, foram feitos 2 ¢ 1
cortes respectivamente, num total de 27 casos.

A técnica utilizada seguiu o protocolo do Laboratorio de Imunoistoquimica do
Servico de Patologia da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Unesp
Campus Botucatu, onde a técnica foi realizada. As laminas foram incubadas por 24
horas em estufa a 56°C, posteriormente passaram pelos processos de diafanizacdo em
Xilol I (30 min) e Xilol II (20min) em temperatura ambiente, reidratacdo em alcool 95%
(3min), Absoluto I, II, III, 95% e 85% por 5 minutos cada, seguido de enxagiie em agua
destilada. A recuperagdo antigénica foi feita com EDTA (acido etilenodiaminotetra
acético sal dissodico — SYNTH) 10mM pH 8,0 (95°C — 25 min) em banho-maria,
deixando-se em temperatura ambiente para esfriar. Depois passaram pelo enxagiie em
agua destilada, bloqueio da peroxidase enddégena com adgua oxigenada 10 volumes por 3
minutos, dois banhos de solugdo tampio TRIS [TRIZMA® BASE — Tris (hidroximetil)
aminometrane — SIGMA — cod: T-1503] por 5 minutos. A partir dai, as laminas foram
acondicionadas em cdmara imida para incubacdo com BSA 5% (Albumina Bovina —
Sigma — cod: A7906) diluida em solugdo TRIS, por 1h em temperatura ambiente.
Retirou-se o excesso de BSA 5% e iniciou-se a incubag¢do com o anticorpo primario
anti-Cox2 (Clone: CX-294 — DAKO — c6d: M3617) com o diluente S3022 (DAKO) na
propor¢ao 1:50, e em seguida, foram colocados em camara timida por 18 horas
(“overnight”) a 4°C, passado este periodo, as laminas foram lavadas com dois banhos de
5 minutos cada com solugdo tampao TRIS.

Apos este procedimento, as laminas foram incubadas em camara umida com o
anticorpo secundario por lhora em temperatura ambiente. Para isto foi utilizado o kit
EnVision™ Peroxidase Dual Link System — HRP — DAKO — c6d: K4061 e, em
seguida, dois banhos de tampao TRIS por cinco minutos.

Para visualizagdo da reacdo, utilizou-se a solu¢ao cromégena de DAB liquido
(3,3 diaminobenzidina tetrahidrocloridrico — DAKO — cod: K34466), com as laminas
sendo cobertas por esta solucdo durante cinco minutos em cdmara Umida.
Imediatamente apds, as laminas foram lavadas com solu¢do de tampao TRIS para
interrupgdo da reacdo. Logo em seguida, lavadas em agua destilada por 10 vezes, sendo

que os dois ultimos banhos foram por dez minutos.
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Posteriormente, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Meyer
por 3 minutos, lavadas em agua corrente por 10 minutos, passando por um banho de
agua destilada, depois foram desidratadas em éalcoois 85%, 95% (3 minutos) e absoluto
I, II e III por 5 minutos cada, passadas posteriormente por trés banhos de 5 minutos
cada de Xilol I e II. Em seguida as laminas foram montadas com laminula e resina
sintética (Permont).

Como controle positivo, adotou-se como referéncia os leucdcitos
imunomarcados do tecido tumoral que ndo apresentou imunomarcagdo em suas células
neopldsicas, pois as células inflamatorias expressam normalmente Cox2. Para o controle
negativo, foi separada uma lamina previamente e instilado solu¢ao tampao TRIS ao
invés do anticorpo primario anti-Cox2 antes de ser incubado em cémara umida,

seguindo posteriormente os demais passos da técnica.

4.5.2. Estudo imunoistoquimico

O percentual de positividade para a Cox2 nos osteossarcomas analisados foi
dado pela marcagdo identificada com coloracdo marrom-acastanhada granular presente
no citoplasma das células tumorais, sendo consideradas como células positivas pela
imunoistoquimica, todas aquelas que possuiam esta caracteristica independente da
varia¢ao da intensidade desta marcagdo. As células marcadas foram contadas com o
auxilio do equipamento de analise de imagens capturadas pela camera digital Leica®™
DFC 500 acoplada ao microscopio Leica® DMR, utilizando-se para isto o programa

computacional de analise morfométrica Leica® QWin V3.

4.6. Analise estatistica

As varidveis quantitativas foram submetidas aos testes de Normalidade
(Lilliefors) e Homocedasticidade (Cochran) e posteriormente a andlise de variancia.
Caso apresentassem significAncia seria realizado o teste de Duncan. As varidveis
mitose, AgNOR e Cox2 foram submetidas ao teste de correlagdo de Pearson (SAEG,
1999).

As variaveis qualitativas foram comparadas em tabelas de contingéncia e

analisadas pelo teste de Qui-Quadrado a 5% de probabilidade. (SAMPAIO, 2002).
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5. RESULTADOS

5.1. Estudo retrospectivo

A partir deste estudo retrospectivo foi possivel obter informagdes sobre as ragas,
sexo, idade, peso, tipo de esqueleto acometido e padrdo histologico do tumor. Os dados
referentes a localizagdo exata, evolucao tumoral ou histéria clinica ndo foram discutidos
neste trabalho por falta de dados suficientes e padronizagdo destas poucas informagdes

encontradas.

5.1.1. Frequéncias encontradas segundo as ragas

Setenta e oito casos de osteossarcoma foram diagnosticados histologicamente.
Destes casos, as ragas acometidas encontradas foram Collie, Golden Retriever,
Labrador, Mastim Napolitano, Pinscher e Pointer com 1 cdo (1,28%), Afegan Hound,
Akita, Cocker e Dog Alemdo com 2 caes (2,56%), Doberman e Fila Brasileiro com 8
caes (10,26%), Pastor Alemdo com 12 caes (15,38%), Rottweiler ¢ sem raga definida
(SRD) com 16 caes (20,51%) e sem informagdes relativas nas fichas de arquivo, 4

animais (5,13%) acometidos (Figura 2).
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Figura 2 — Numero de animais e porcentagens das ragas caninas
acometidas pelo osteossarcoma.

5.1.2. Frequéncias encontradas segundo o peso
A média dos pesos dos 78 animais deste trabalho foi de 37,1kg. Os demais

valores encontrados foram de seis cdes (8%) com peso abaixo de 16kg; 24 (31%) com

peso entre 16 e 37,1kg e 34 animais (43%) com peso acima de 37,1 kg (Figura 3).

8%

18%

B Caes com menos de 16kg de peso
310 [J Cées com peso entre 16 € 37,12kg
B Céaes com peso acima de 37,13kg

Sem informag&o

43%

Figura 3 — Porcentagem de cdes com osteossarcoma em
relacdo aos seus pesos em quilogramas: <
l6kg, 16-37,12kg, > 37,13kg e sem
informagao.
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5.1.3. Frequéncias encontradas segundo 0 sexo

Dentre estes animais supracitados, 48 foram machos (61%), 27 fémeas (35%) e
3 (4%) ndo possuiam informagdes como mostra a Figura 4. A relacdo ¢ de cada 1 fémea

afetada, observam-se 1,8 machos também afetados.

4%

35% [riiini B Cées machos
' LI Cadelas

B 01% @ Sem Informagao

Figura 4 — Porcentagem de caes com
osteossarcoma  por  sexo:
machos, fémeas e sem
informacio.

5.1.4. Frequéncias absolutas segundo as idades

Existe certa variacdo na idade de aparecimento do osteossarcoma, cujos
intervalos das idades mais acometidas por este tumor encontrando-se entre os 6|-12
anos, sendo que os que apresentam maior incidéncia aparecem entre 10[-12 anos
(21,79%), seguidos dos intervalos de 6|-8 anos (20,51%) e 8|-10 anos (17,95%).

A média de idade dos animais acometidos foi de 7,9 anos. Foi encontrado um
caso com idade muito jovem entre 0]-2 anos. Os demais intervalos e seus respectivos

indices de incidéncias encontram-se descritos na Figura 5.

25

20 4

21,79%

20,51%

10,26%

N° de Animais

0]-2 21]-4 41-6 61]-8 8|-10 10}- 12 12 |-14 14 |- Sem
Informagao

Idade

Figura 5 — Freqiiéncia absoluta e porcentagem de caes com osteossarcoma de acordo
com o intervalo das idades: 0|-2, 2|-4, 4/|-6, 6|-8, 8|-10, 10]-12, 12|-14, > 14
e sem informacao.
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5.1.5. Frequéncias encontradas segundo a localizacdo anatdmica

O osteossarcoma com origem no esqueleto obteve maior incidéncia com 61
casos (78%), ja os de origem extra-esquelética somaram 6 casos (8%) e 11 deles (14%)

nao havia registros de sua localizagdo (Figura 6a).

CJ Caes com osteossarcoma esquelético
& Caes com osteossarcoma extra-esquelético

B Sem Informagéo

Figura 6a — Porcentagem de caes com osteossarcoma extra-
esquelético, esquelético e sem informagao.

15% 11%

B Caes com osteossarcoma no esqueleto axial
0] Caes com osteossarcoma no esqueleto apendicular

B Sem informagdo

Figura 6b — Porcentagem de cdes com osteossarcoma no
esqueleto axial, apendicular e sem informagao.

Desconsiderando os 6 osteossarcomas de origem extra-esquelética, tivemos 53
(74%) casos de origem do esqueleto apendicular e 8 (11%) casos de origem do
esqueleto axial, sendo 11 (15%) casos sem informacao da origem do tumor (Figura 6b).
Neste trabalho foi encontrado um acomentimento de 6,6 vezes mais incidente no

esqueleto apendicular que o axial.

5.2. Analise Histoldgica

A andlise histologica permitiu confirmar o diagndstico de osteossarcoma e

classificar segundo padrdo histopatologico descrito por Thompson & Pool (2002). A

avaliacdo foi feita de forma criteriosa de acordo com o que foi visualizado nas ldminas
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confeccionadas a partir dos blocos arquivados. Estas avaliagdes e classificagdes foram
feitas por 3 patologistas diferentes. Desta forma, foram encontrados 42 casos de
osteossarcoma osteoblastico (53%), 11 condroblasticos (14%), 10 do tipo combinado ou
misto (13%), 7 fibroblasticos (9%), 3 de células gigantes e teleangectasico (4% cada),
nenhum do tipo pobremente diferenciado e 2 outros casos (3%) que nao foram
classificados histologicamente por ndo terem sido encontrados os blocos em parafina

nos arquivos (Figura 7).

B Osteossarcoma osteoblastico

Ed Osteossarcoma condroblastico

B Osteossarcoma fibroblastico
Osteossarcoma de células gigantes

B Osteossarcoma teleangectasico

B Osteossarcoma pobremente diferenciado
Osteossarcoma combinado ou misto

O Outros

Figura 7 — Porcentagem dos tipos de osteossarcoma segundo a
classificagdo histologica.

5.2.1. Principais caracteristicas histologicas encontradas

5.2.1.1. Osteossarcoma osteoblastico

Esta neoplasia foi caracterizada por apresentar areas de intensa producdo de
matriz 6ssea e outras com um padrdo celular mais intenso, cujas células gigantes
tumorais se encontravam de forma significativa principalmente em areas onde havia
osso neoformado. Areas focais de necrose de tamanhos variaveis foram observadas em
muitas laminas. Nao foram encontradas areas de encapsulamento tumoral, porém
apresentou um padrao infiltrativo com desorganizacao celular, indice mitotico variavel
dependendo do campo e do caso em que se estava observando. As células apresentaram
um padrdo pleomorfico muito intenso, ntcleos de arredondados a ovalados, dois ou
mais nucleos sendo observados em algumas células. A cromatina estava disposta de

forma frouxa com um ou mais nucléolos proeminentes (Figura 8).
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Figura 8 — Osteossarcoma osteoblastico. Grande niimero de osteoblastos malignos
e trabéculas Osseas pré-existentes. Em A, notam-se nas areas proximas
das trabéculas dsseas (a) células gigantes multinucleadas (setas). Em B,
ha proliferacdo de osteoblastos neoplasicos e producdo de matriz dssea
ndo mineralizada (ostedide) (setas) — HE. 400X.
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Figura 9 — Osteossarcoma condroblastico. Em A, predominio de matriz condrdide,
com pequenas areas de produgdo de matriz 6ssea (ostedide) (setas). Em
B, predominio de matriz condrdide maligna com células neoplasicas
pleomorficas — HE. 400X.
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5.2.1.2. Osteossarcoma condroblastico

E uma neoplasia que se caracteriza pela producdo moderada de matriz dssea a
partir de um predominio de tecido cartilaginoso maligno, infiltrativo, minimamente
delimitado e ndo encapsulado. Necrose foi encontrada em praticamente todos os casos
desta subclassificagdo, de forma pontual em alguns casos € mais intensa em outros.
Foram encontradas células gigantes em numero reduzido, assim como mitoses por
campo foram menores quando comparados ao OSA osteoblastico. As células
apresentavam intenso pleomorfismo com nucleos ora alongados, ora arredondados com

a cromatina frouxa e nucléolos evidentes (Figura 9).

5.2.1.3. Osteossarcoma fibroblastico

As células mesenquimais tumorais apresentaram pleomorfismo acentuado com
um padrdo infiltrativo, com rara produ¢do de matriz dssea, possuindo um padrao s6lido
ndo encapsulado e pouco delimitado. Em menor aumento, era facil a identificacdo do
padrao fibrossarcomatoso do tumor, com feixes celulares ora organizados, ora
desorganizados. Poucas areas de necrose foram encontradas. O indice mitotico foi
menor se comparados com o OSA osteoblastico e condrobléastico. Em todos os casos
quase ndo se verificou uma presenca significativa de células gigantes. O padrdo celular
foi muito variavel, cujas células possuiam um padrao volumétrico citoplasmatico maior
ou menor dependendo do caso em que se estava analisando, os nucleos variavam de

alongados a fusiformes com cromatina frouxa e nucléolos evidentes (Figura 10).

5.2.1.4. Osteossarcoma de células gigantes

Nestes casos, as células apresentavam um padrdo celular muito pleomorfico e
desorganizado, as células multinucleadas eram encontradas em grande quantidade em
todos os aumentos do microscopio. Além da presenca caracteristica deste padrdo
celular, foram verificadas algumas areas com produ¢do de matriz 6ssea. Figuras de
mitoses foram encontradas nesta neoplasia em indice baixo a moderado. Caracterizou-se
por ser um tumor infiltrativo, bem vascularizado, com extensas areas de necrose e ndo
encapsulado. As células mesnquimais malignas apresentaram um padrdo eosinofilico,
com nucleos arredondados, ovalados a alongados, com cromatina frouxa e nucléolos

evidentes (Figura 11).
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Figura 10 — Osteossarcoma fibroblastico. Presenca de grande numero de células
fusiformes malignas. Em A, observa-se o predominio de tecido
fibrossarcomatoso. Em B, nota-se matriz 6ssea neoformada, area de
diferenciacdo osteossarcomatosa com focos de mineralizacdo (a),
tecido oOsseo calcificado (b), células fusiformes malignas (c) — HE.
600X.
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Figura 11 — Osteossarcoma de células gigantes. Tumor caracterizado por grande

nota-se células

sarcomatosas indiferenciadas (a) e area de producdo de matriz 6ssea

S

Em A

nimero de células gigantes multinucleadas.

-se muitas células gigantes

HE. 200X. Em B, observam
multinucleadas neoplédsicas junto aos osteoblastos mneopldsicos

pleoméficos — HE. 400X.

maligna (b)
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5.2.1.5. Osteossarcoma teleangectasico

As células desta neoplasia apresentaram um padrdo altamente pleomdrfico com
pequena formagdo de matriz Ossea, cujas caracteristicas apresentaram um padrdo
infiltrativo, pouco delimitado e ndo encapsulado. Distinguiu-se por apresentar algumas
cavidades tipo aneurismaticas e ectasias neovasculares de forma desorganizada e de
diversos tamanhos, estando preenchidos por hemécias com paredes formadas por
células anaplasicas. Grande presenca de células gigantes malignas foi encontrada por
praticamente todos os campos das laminas. As células neoplasicas apresentaram nucleos
arredondados a alongados, com hipercromasia, porém com predominio de cromatina
frouxa com nucléolos evidentes e com moderado indice de figuras de mitose. Foram
também extensas as areas de necrose e hemorragias com significativo numero de

hemacias entremeadas por todo tumor em andlise (Figura 12).

5.2.1.6. Osteossarcoma combinado ou misto

Os casos que foram classificados como sendo do tipo combinado ou misto,
apresentaram pelo menos duas de uma das caracteristicas anteriormente mencionadas,
cujo predominio celular ndo foi possivel estabelecer, porém, os tipos celulares
combinados mais presentes encontrados foram osteoblasticos, condroblésticos e
fibroblasticos, sendo os demais encontrados em menor propor¢ao. A producdo de matriz
Ossea foi encontrada em todos os casos desta subclassificagdo e as figuras de mitose

foram encontradas com intensidade de baixa a moderada (Figura 13).

5.2.1.7. Osteossarcoma pobremente diferenciado

Esta subclassificagdo do osteossarcoma nao foi encontrada nos 78 casos

descritos neste trabalho.
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Figura 12 — Osteossarcoma teleangectasico. Extensas areas hemorragicas. Presenca
de ectasias neovasculares, com cé¢lulas gigantes multinucleadas e
producdo de matriz 6ssea maligna. Em A, observa-se vaso ingurgitado
de sangue (a), producdo de matriz oOssea (b), células gigantes
multinucleadas (c) e area de necrose tumoral (d). — HE. 200X. Em B,
ha producdo de matriz 6ssea neoplasica (a). — HE. 400X.
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Figura 13 — Osteossarcoma combinado ou misto. Produgdo de matriz dssea
maligna com auséncia de predominio celular. Em A, observa-se
tecido cartilaginoso maligno (a), matriz 6ssea maligna (b), vaso
sangiliineo (c), trabécula Ossea neoplasica circundando um vaso
sangliineo (d) e tecido fibrossarcomatoso maligno (e). — HE. 200X.
Em B, nota-se matriz condréide maligna (a), células pleomorficas
malignas (b) e células malignas fusiformes (c). — HE. 400X.

49



5.3. Contagem de figuras de mitoses

De acordo com a Figura 14, verifica-se que as médias das figuras de mitoses nos
diversos tipos de osteossarcomas foram de 18,5, 13,1, 10,7 e 11,3 para os tipos
Osteoblasticos, Condroblasticos, Fibroblasticos ¢ Combinado respectivamente, sendo a

média geral de 13,4.
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Figura 14 — Valores médios para figuras de mitose osteossarcomas: osteoblastico,
condroblastico, fibroblastico e misto.

Nao foi efetuado nenhum tipo de comparacao entre o indice de mitoses com a
sobrevida do animal, uma vez que ndo houve acompanhamento dos casos clinicos por

se tratar de um estudo retrospectivo.

5.4. Coloragao de AgNOR

A quantificagdo das AgNORs se deu pela contagem dos pontos amarronzados ou
escuros encontrados dentro do nucleo das células do tumor, que poderiam estar de
forma dispersa, formando agregados ou ainda ligadas formando o proprio nucléolo. Foi
encontrada diferenga (p<0,05) na quantificagdo das NORs nos diferentes tipos de

osteossarcomas.
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5.4.1. Contagem e analise das AQNORSs

Nos cortes corados pela prata, a média geral encontrada de NORs por nucleo
para os diferentes tipos de osteossarcoma foi de 32,5 para o osteobléstico, 16,7 para o

condroblastico, 23,6 para o fibroblastico e 26,9 para o combinado ou misto.
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Valores das NORs em 100 células

Osteoblastico Condroblastico Fibroblastico Combinado

Padréo histoldgico

Figura 15 — Valores médios da contagem de pontos de NORs em 100 células nos
diferentes padrdes histoldgicos de osteossarcoma canino.
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Figura 16 — Osteossarcoma osteoblastico corado pela técnica de AgNOR,
apresentando pleomorfismo celular moderado a acentuado com
nucleos celulares marcados pela prata com multiplas NORs intra-
nucleares (setas). 1.000X.

Figura 17 — Osteossarcoma condroblastico corado pela técnica de AgNOR,
apresentando nucleos celulares envoltos por matriz condroide com
menor quantidade de NORs intra-nucleares (setas). 1.000X.
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Figura 18 — Osteossarcoma fibroblastico corado pela técnica de AgNOR, observa-
se os nucleos fusiformes a ovalados com nucleos -celulares
impregnados pela prata com multiplas NORs intranucleares. 1.000X.

Figura 19 — Osteossarcoma combinado (misto) corado pela técnica de AgNOR,
observa-se a esquerda padrdo histologico osteoblastico e a direita
condrobléstico, em ambos os nucleos celulares apresentaram
impregnacgao pela prata com multiplas NORs intranucleares. 1.000X.
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5.5. Expressdo imunoistoquimica da Cox2

A imunomarcagdo positiva apresentou diferentes intensidades de reacdo nos
diversos tipos de osteossarcoma e também em casos distintos do mesmo tipo celular, ou
seja, a reagdo se deu de forma fortemente marcada a fracamente marcada independente
do caso e do padrdo celular analisado. Desta forma, foram consideradas como células
positivas pela imunoistoquimica, todas aquelas que possuiam imunomarcagdo
independente da varia¢do da intensidade desta marcacao.

Os resultados da analise estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Casos positivos (+) e negativos (-) da imunoistoquimica segundo o padrao
histologico do osteossarcoma canino.

Classificagdo histopatoldgica

Casos Osteoblastico Condroblastico Fibroblastico Misto Celula Teleangectasico
Gigante
+ 5 4 2 3 2 1
- 1 2 4 3 0 0
Total 6 6 6 6 2 1

Para os 6 casos analisados de cada tipo de osteossarcoma como mostra a Tabela
1, tivemos os seguintes resultados com reagdo positiva: osteoblasticos (5 casos),
condrobléasticos (4 casos), fibroblasticos (2 casos) e mistos (3 casos). Para os 2 casos de
células gigantes e para o unico teleangectasico analisados, a reagcdo positiva também se
mostrou presente.

Todas as classificagdes dos osteossarcomas apresentaram algumas
particularidades e muitas similaridades nas reacdes. A expressao da Cox2 nos casos de
osteossarcoma osteoblasticos foram facilmente identificadas nos 5 dos 6 casos
analisados, mesmo nas fracamente marcadas. Esta classificagdo foi a que apresentou
maior variacdo de intensidade entre os padrdes histoldgicos analisados e também onde
se observou mais facilmente diferentes intensidades num mesmo corte, ou seja,
dependendo da 4rea em que se estava analisando, a intensidade poderia ser fracamente
marcada a fortemente marcada, ou até mesmo em alguns casos verificou-se regides sem

nenhuma marcac¢ao e em outro campo proximo, reagao positiva.
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Figuras 20 — (A e B) Osteossarcoma osteoblastico. Imunoistoquimica mostra
marcac¢ao positiva com a utilizacdo do anticorpo primdario anti-
Cox2, DAB. Contra-coloragdo com hematoxilina. 400X. Este
padrio histologico foi o que apresentou maior celularidade e maior
numero de imunomarcagdes. Observa-se presenca de matriz 0ssea
entre as células neoplasicas (setas).
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Figuras 21 — (A e B) Osteossarcoma condroblastico. Imunoistoquimica mostra
marcagdo positiva com a utilizacdo do anticorpo primario anti-
Cox2, DAB. Contra-colora¢do com hematoxilina. 400X. Observa-
se presenca de matriz condroide (setas) com citoplasma
imunomarcado em muitas células tumorais.
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Dos 4 casos positivos dos 6 analisados para o tipo condroblasticos, apresentaram
dois casos fortemente marcados, um com marcacdo moderada e outro pobremente
marcado. Foi interessante notar que em algumas ocorréncias o tecido cartilaginoso
maligno ora se apresentava bem marcado, ora sem nenhuma marcagdo, obedecendo o
que fora descrito anteriormente em relacdo as diferentes intensidades numa mesma
lamina analisada, este achado também foi observado entre diferentes casos
condroblasticos. Porém, as células que ainda ndo possuiam um padrao condrdide
definido, apresentaram imunomarcagdo quase que uniforme por toda a lamina, porém,
em alguns casos estas células marcadas mostram-se com intensidade diferentes entre um
caso e outro.

Nos osteossarcomas fibroblasticos, para os 2 casos positivos dos 6 analisados,
encontrou-se uma maior propor¢do de areas ausentes de reacdo positivas em relacdo as
outras classificagdes histologicas, mostrando uma menor intensidade da expressdao de
Cox2 nesta neoplasia, fato que corrobora com o descrito por THOMPSON & POOL
(2002) relatando uma menor agressividade desta neoplasia. Porém, num deste casos,
numa area aparentemente limitrofe do tumor, foi encontrado um feixe fortemente
marcado que se estendia por quase toda extensdo do corte, sugerindo uma area de
crescimento ou expansdo do tumor naquela regido, mostrando que a reagdo pode se
apresentar fortemente positiva nestes casos.

As reacOes dos 3 casos positivos para os também 6 casos analisados de
osteossarcama do tipo combinado, mostraram-se individualmente fortemente, moderado
e fracamente positivos respectivamente, desta forma, o que foi observado nos outros 3
padrdes histologicos anteriores, também foi encontrado neste tipo celular, porém, as
areas de necrose nestas laminas foi encontrada com mais intensidade quando comparado
com os outros padrdes que foram analisados estatisticamente.

As reagdes se mostraram moderadamente marcadas para os dois casos de
osteossarcoma de células gigantes, que apresentaram uma riqueza de variedades
celulares e de intensidades da reacdo, cujas células bi ou multinucleadas mostraram
intensa marcagdo a auséncia da mesma, o que sugere que as células estdo em fases do
ciclo celular deferentes ou apresentando fungdes distintas, estando umas ativas e outras
ndo ativas. J4 no unico caso de osteossarcoma teleangectasico que foi analisado,
encontrou-se muita necrose € muitas marcagoes inespecificas, apresentando muito fundo
(background). Foi verificada a presenga de muitas células gigantes nesta ldmina, além
de um émbolo metastatico bem caracterizado com células neoplasicas reativas a Cox2

em sua luz.
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Figuras 22 — (A e B) Osteossarcoma fibroblastico. Imunoistoquimica mostra
marcagdo positiva com a utilizacdo do anticorpo primario anti-
Cox2, DAB. Contra-coloragdo com hematoxilina. 400X. Nota-se
presenca de célula gigante multinucleada (seta) entremeada em
muitas células fusiformes imunomarcadas.
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Figuras 23 — (A e B) Osteossarcoma combinado (misto). Imunoistoquimica mostra
marcacao positiva com a utilizagdo do anticorpo primdrio anti-Cox2,
DAB. Contra-colora¢do com hematoxilina. 400X. Este padrio
histologico apresentou imunomarcagdo discreta como ¢ mostrado em
A, moderada, e moderada a intensa como se observa em B.
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Figura 24 — Osteossarcoma de células gigantes. Imunoistoquimica mostra
marcagdo positiva com a utilizagdo do anticorpo primario anti-
Cox2, DAB. Contra-coloragdo com hematoxilina. 400X. Junto dos
osteoblastos  neopldsicos, observam-se cé¢lulas  gigantes
multinucleadas em diferentes intensidades de reacdo (setas)

Figura 25 — Osteossarcoma teleangectasico. Imunoistoquimica mostra marcagio
positiva com a utilizagdo do anticorpo primario anti-Cox2, DAB.
Contra-coloragdo ~ com  hematoxilina.  200X.  Observa-se
imunomarcacdo no tecido neoplasico do tumor e no embulo
metastatico (setas).
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Figura 26 — Controle Positivo; utilizando-se osteossarcoma combinado (misto).
Imunomarcacdo positiva das células inflamatorias pelo anticorpo
primario anti-Cox2, DAB. Contra-colora¢do hematoxilina. 200X.

Figura 27 — Controle Negativo; utilizando-se osteossarcoma combinado (misto).
Auséncia de imunomarcagdo. Solucdo tampao TRIS, DAB. Contra-
coloracdo hematoxilina. 400X.
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5.6. Analise estatistica
Observou-se correlagdo positiva (p<0,01) apenas na correlag@o entre as variaveis
Cox2 e mitose, com as demais correlagdes nao houve diferenga cujo p>0,05 como

mostra a Tabela 2.

Tabela 2 — Correlagdes de Pearson entre as varidveis mitose, AgNOR e Cox2

Correlagdes de pearson

Significancia  Significancia

Variaveis Correspondéncias T Encontrada Estatistica
Cox2 mitose 0,5749 3,2956 0,0016 p<0,01
Cox2  AgNOR -0,0593 -02787 0,3915 p>0,05

mitose  AgNOR -0,1361 -0,6442 0,2630 p>0,05

Correlacdo positiva (p<0,01) para as varidveis Cox2 e Mitose.

5.6.1. Mitose

O numero de figuras de mitose encontrado nos osteossarcomas analisados, nao
apresentaram diferenga (p>0,05) entre os padrdes histologicos analisados pelo teste do

Qui-Quadrado .

5.6.2. AQNOR

Para os valores analisados com a técnica argirdfila, foi encontrada diferenca

(p<0,05) entre os padrdes histologicos para o osteossarcoma canino analisados.

5.6.3. Cox2

Houve diferencga (p<0,05) entre os distintos padrdes histologicos encontrados no
osteossarcoma e suas respectivas intensidades de reagdo para a Cox2, usando-se para
isto o teste Qui-Quadrado como mostra a Tabela 3.

Foi observada diferenca (p<0,05) em 4 das 6 correlacdes executadas,
encontrando (p<0,01) entre os OSA osteoblastico com condroblastico, osteoblastico
com fibroblastico e fibroblastico com misto, € a outra com (p<0,05) para condroblastico
com misto. Nao houve diferenca (p>0,05), para osteoblastico com misto e

condroblastico com fibroblastico (Tabela 3).
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Tabela 3 — Expressao da Cox2 segundo o padrdo histologico

Padrio Casos Total
histologico n % geral
Osteoblastico 1143 46,42 2461
Condroblastico 693 535° 1296
Fibroblastico 556  56,7° 981
Misto 528 483%°¢ 1094

Houve diferenga (p<0,05) entre os tratamentos pelo teste

do Qui-Quadrado. & 5 ¢ | otras sobrescritas diferentes
indica diferenga (p<0,05) pelo teste do Qui-Quadrado.

O teste do Qui-Quadrado foi executado em todos os casos positivos para a
imunomarca¢do num mesmo padrdo histologico e todos apresentaram diferengas

(p<0,05) como mostram as tabelas 4, 5, 6 ¢ 7.

Tabela 4 — Expressdo da Cox2 nos osteossarcomas osteoblasticos

Padrao C.a.s = Total
S Positivo(s)
histologico geral
n %
Osteoblastico 1 226 4792 472
Osteoblastico 2 185 29,7 b 622
Osteoblastico3 423 80,6°¢ 525
Osteoblasticod 92 298¢ 309
Osteoblastico 5 217 40,7 b 533

Houve diferenca (p<0,05) entre os tratamentos pelo teste

do Qui-Quadrado. ® b ¢ d [ otras sobrescritas diferentes
indica diferenga (p<0,05) pelo teste do Qui-Quadrado.

Tabela 5 - Expressdo da Cox2 nos osteossarcomas condroblasticos

Padrao C.a.s -
histologico Positivo(s) Total geral
n %
Condroblastico 1~ 276 79,52 347
Condrobléstico2 184 694 ° 265
Condroblastico3 67  22,6° 296
Condroblastico 4 166 42,8 d 388

Houve diferenca (p<0,01) entre os tratamentos pelo teste
do Qui-Quadrado. ® b.c,d Letras sobrescritas diferentes
indica diferengca (p<0,01) pelo teste do Qui-Quadrado.
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Tabela 6 - Expressdo da Cox2 nos osteossarcomas fibroblasticos

Padrio Casos
histolégico Positivo(s) Total geral
n %
Fibroblastico 1 105 239a 439
Fibroblastico 2 451 83,2b 542

Houve diferenga (p<0,01) entre os tratamentos pelo teste
do Qui-Quadrado. ® ™ Letras sobrescritas diferentes
indica diferenca (p<0,01) pelo teste do Qui-Quadrado.

Tabela 7 - Expressdo da Cox2 nos osteossarcomas mistos

Padrao C.a.s =
histologico Positivo(s) Total geral
n %
Misto 1 205 47,5° 432
Misto 2 206 72,8° 283
Misto 3 117 30,9° 379

Houve diferenca (p<0,01) entre os tratamentos pelo teste do

Qui-Quadrado. ® ™ Letras sobrescritas diferentes indica
diferenca (p<0,01) pelo teste do Qui-Quadrado.

Com os osteossarcomas de mesmo padrdo histologico, apenas a intera¢do entre
os casos osteoblasticos (2) e (5) ndo apresentou diferenca (p>0,05), j4 as demais

interacoes apresentaram diferengas, sendo os casos osteoblasticos (1) e (5) com p<0,05

e as restantes com (p<0,01) Tabelas 4.
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6. DISCUSSAO

6.1. Estudo retrospectivo

6.1.2. Frequéncias encontradas segundo as racas, peso, sexo, idades e localizagao

anatbmica

Os dados observados neste trabalho corroboram o que foi descrito por Liu
(1996), Straw et al. (2001), Thompson & Pool (2002), em que caes de racas grande e
gigantes sdo os mais afetados e estdo sob maior risco de desenvolverem o tumor. A
média de peso encontrada nos 78 animais analisados estd um pouco acima do que foi
descrito por Jongeward (1985), cuja média encontrada foi de 36,5kg e neste trabalho foi
de 37,1kg. Isto demonstra, mais uma vez, que tumores esqueléticos estdo mais em
fun¢do do tamanho do que da raca do animal, sendo que caes acima desta média tiveram
maior probabilidade de desenvolver o tumor 6sseo quando comparados a cdes de
pequeno porte (Figura 3).

Esta maior incidéncia em cdes de racas grandes e gigantes pode ser em virtude
de pequenas microfraturas, as quais podem surgir durante a fase de crescimento rapido
do esqueleto do animal, principalmente naqueles membros que suportam o maior peso
corpéreo, razao pela qual o osteossarcoma com origem no esqueleto ocorre com maior
incidéncia em relagdo ao OSA extra-esquelético (GOLDSCHIMIDT & THRALL,
1985; PALMER, 1992; STRAW et al., 2001; WITHROW, 2001; THOMPSON &
POOL, 2002), fato também confirmado neste trabalho em que se encontraram 61 casos
(78%) de OSA esquelético e 6 casos (8%) de origem extra-esquelética (Figura 6a).

Os membros apendiculares sdo os mais afetados, o que também foi verificado

neste trabalho, ja que tumores de origem no esqueleto apendicular foram 53 casos
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(74%), e apenas 11 casos (15%) ocorreram no esqueleto axial. Diferente do relatado por
Jongeward (1985), de que o esqueleto apendicular ¢ acometido 2,3 vezes mais que o
esqueleto axial, neste estudo foi encontrado um acometimento maior, 6,6 vezes mais
incidente no esqueleto apendicular que no axial (Figura 6b). Cades jovens de porte
grande ou gigantes, em geral por serem muito ativos, mais pesados, apresentar
fechamento das placas epifisarias mais tardiamente em relagdo aos caes de pequeno
porte e eventual ocorréncia de micro-lesdes nesses locais decorrentes de processos
irritativos e/ou agressivos na fase juvenil, podem levar ao surgimento, na fase adulta, de
uma neoformacgdo Ossea, ¢ a partir deste fato desencadear todo o processo de
desenvolvimento tumoral por motivos de predisposicdo genética ou baixa
imunovigilancia ou outro fator de inducdo de sinais mitogénicos que porventura venham
superar os mecanismos normais de defesa do animal, linha de raciocinio também
compartilhada por Goldschimidt & Thrall (1985), Jongeward (1985), Ru (1998) e Straw
etal. (2001).

Os caes machos, em geral, sdo maiores, mais pesados e apresentam crescimento
mais rapido, quando comparados as fémeas. Este fato pode tentar justificar a maior
incidéncia de machos acometidos pela neoplasia, além do provavel envolvimento dos
hormonios sexuais. A observagao feita neste trabalho em relacao a maior incidéncia de
machos acometidos numa proporc¢ao de 1,8:1 estd de acordo ao encontrado por Straw et
al. (2001), quem encontrou uma propor¢ao de 1,5:1. Esta maior incidéncia de caes
machos foi também observada por Ling et al. (1974); Patnaik et al. (1984),
Goldschmitdt & Thrall (1985), Spodnick et al. (1992), Kelsey et al. (1998), Ru et al.
(1998), Kirpensteijn et al. (2002b), Thompson & Pool (2002) e Kleiner & Silva (2003).
Além disto, também se constatou que os machos foram os mais afetados no esqueleto
apendicular, confirmando o que foi descrito em relagdo aos locais de maior freqiiéncia
da neoplasia, achado semelhante foi encontrado por Spodnick et al (1992) e Kleiner &
Silva (2003).

A média das idades dos animais acometidos pela neoplasia foi de 7,9 anos,
muito proxima ao observado por Straw et al. (2001), cujo valor encontrado foi de 7,7
anos o que demonstra maior risco para animais nesta faixa etaria. Este achado pode
estar provavelmente relacionado a aproximacao da senilidade, o que pode levar a queda
das taxas metabolicas assim como a falha da imunovigilancia, tornando-os mais
predispostos ao surgimento de doengas e canceres, como descrevem Weingberg (1996),

Abbas et al. (2003), Gasparini et al. (2003) e Brasileiro Filho (2006). Foi encontrado
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apenas um caso com idade muito jovem entre 0|-2 anos, relato também observado por

Ling et al. (1974); Spodnick et al. (1992); Ru et al. (1998).

6.2. Observacdes microscépicas (HE)

6.2.1. Principais caracteristicas histoldgicas encontradas

Dentre as caracteristicas histoldgicas do osteossarcoma canino se constatou a
presenca de areas de necrose em todos os tumores analisados, isto demonstra que o
rapido crescimento proliferativo do OSA ndo foi acompanhado pelo aporte sanguineo
necessario para sua nutricdo, mostrando sua agressividade e alta capacidade de
crescimento. 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 Palmer (1992) e
Thompson & Pool (2002).

A maior freqiiéncia de OSA osteoblastico (53%) encontrado neste trabalho
assemelha-se com os resultados achados por Patnaik (1990); Kirpensteijn et al. (2002b)
e Thompson & Pool (2002), porém foi diferente do observado por Patnaik et al. (1984)

que encontraram maior freqiiéncia de OSA fibroblastico (41%) em caes (Figura 7).

6.3. Contagem de figuras de mitoses

Verificam-se nos diversos tipos de osteossarcomas os valores em ordem
decrescente para os tipos osteoblasticos, condroblasticos, combinado e fibroblasticos,
respectivamente (Figura 14). Sakai et al. (2002) consideram que os tumores mais
agressivos sdo aqueles que mostram freqiiéncia elevada de mitoses, entretanto, apesar
dos valores observados para os diversos osteossarcomas analisados, ndao houve
diferenga entre os grupos (p>0,05), corroborando apenas as observagdes de Thompson
& Pool (2002) de que as figuras de mitose no osteossarcoma canino sao muito
freqlientes.

Segundo Abadie et al. (1999) a contagem de mitoses parece ser o método mais
objetivo de se avaliar a proliferagdo celular, todavia, é importante ressaltar que a

contagem de figuras mitdticas exclui as células em interfase, ja que este periodo ¢ o
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mais longo do ciclo. Desta forma, pelo fato da mitose representar um ciclo de curta
duragdo, este método nao deve ser utilizado como o unico pardmetro na avaliacao da
proliferacdo celular, sendo sempre contextualizado a outros achados clinicos e
patologicos (RABENHORST et al., 1994).

Como o tempo de duplicacdo celular ndo estd necessariamente correlacionado
com a fragdo de crescimento e considerando que a duracdo da mitose nas células
cancerosas ¢ frequentemente prolongada, o nimero de figuras mitoticas em um corte
histologico pode ser enganoso como indicador do crescimento global (RUBIN &
FARBER, 2002).

Ainda, segundo Mitchell (2006) as mitoses em grande nimero refletem atividade
proliferativa tumoral e sdo caracteristicas de muitos tumores malignos, mas ndo
constituem um critério necessario de malignidade (RUBIN & FARBER, 2002). O
crescimento progressivo dos tumores € a taxa com que crescem sdo determinados pelo

excesso de producdo celular em relagao a perda celular (MITCHELL, 2006).

6.4. Contagem e andlise das AQNORs

Os valores de AgNOR apresentaram diferenca (p<0,05) nas quatro classificacdes
de OSA analisadas. Baseando-se nesta comparagdo histologica com os resultados da
contagem de AgNOR foi possivel a diferenciagdo das neoplasias mais agressivas das
menos agressivas, ou seja, para esta analise 0 OSA osteoblastico é o mais agressivo das
quatro classificagdes histologicas analisadas, sendo os mistos, fibroblasticos e
condroblasticos os menos agressivos, respectivamente. Este resultado reforca o que ja
foi descrito sobre esta técnica, que tem sido usada com sucesso para diferenciar as
neoplasias benignas das malignas (CROCKER et al., 1989; RUSCHOFF et al., 1989;
AUBELE et al., 1994). Valores de AgNOR com diferengas significativas também foram
relatadas no osteossarcoma humano, sendo encontradas diferencas em diversos padrdes
histologicos, mostrando e diferenciando os tipos mais agressivos dos menos agressivos
(SCHWINT et al., 1996; OKADA et al., 2000; KENSHI et al., 2003).

As NORs foram encontradas de diversas formas nos diferentes tipos de
osteossarcoma, apresentando-se de tamanho pequeno e dispersas por todo o nucleo
(Figura 16), caracterizando células altamente malignas de acordo com Crocker et al.
(1989). Outras vezes formavam aglomerados (Figura 17) ou ainda agrupados formando

o nucléolo (Figuras 18 e 19). Estas NORs proeminentes parecem indicar atividade de
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transcri¢do aumentada, o que segundo Underwood & Giri, (1998) ¢ devido a aumento
da ploidia celular resultando numa maior quantidade de cromossomos que contém
NORs, pois de outro modo, elas ndo seriam facilmente identificadas.

Varios estudos tém utilizado a técnica de AgNORs em medicina veterinaria para
diversos tipos de tumores (DESTEXHE et al., 1995), porém, juntamente com ela sdo
normalmente avaliados também outros marcadores de proliferacdo celular, como o
PCNA (antigeno nuclear de células proliferativas), o Ki-67 (ABADIE et al., 1999), e até
mesmo o uso da citometria de fluxo (MOURAD et al., 1992). Neste trabalho, foi
avaliado apenas a técnica de AgNOR ¢ a contagem de mitose como indicadores de

proliferacao celular.

6.5. Imunoistoquimica

Este estudo se diferencia dos demais que contextualizam a expressao da Cox2 no
osteossarcoma canino pelo fato de fazer uma anélise de varios tipos de osteossarcomas,
ou seja, compara as diferentes intensidades da reacdo nos tipos osteoblastico,
condroblésticos, fibroblasticos e combinados. Todavia, neste trabalho se procura
apresentar resultados que se somam ao que ja vem sendo descrito na literatura por
Mohammed et al. (2003); Mullins et al. (2004) e Wolfesberger et al. (2006) em relacao
a interacdo da Cox2 no osteossarcoma € sua associacdo com os mecanismos de
promogao tumoral, proliferacdo e capacidade de invasdo e metastase. Com isso, foram
também avaliados em paralelo dois casos de osteossarcoma de células gigantes e um
teleangectésico, porém, estas ocorréncias ndo fizeram parte das andlises estatisticas em
virtude do pequeno nimero de casos encontrados no estudo (Figuras 20, 21, 22, 23, 24 ¢
25).

A expressao da Cox2 mostrou-se fortemente marcada independente do padrao
celular tumoral, tanto em neoplasias bem diferenciadas como nas indiferenciadas. Este
achado assemelha-se ao observado por Dore et al. (2003).

Sabe-se que o método imunistoquimico localiza antigenos nos tecidos, porém,
correlacionar a intensidade das reagdes com a presenga do antigeno pode nao
representar o melhor modelo em estudo, principalmente pelo fato de que as amostras
provinham de diferentes laboratorios e foram coletadas em diferentes tempos, meses e
até anos, antes de serem processadas para a analise imunoistoquimica. Ainda, deve-se

considerar que as amostras podem ter recebido tratamentos diferentes, o que certamente
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pode interferir na interagdo antigeno-anticorpo, mesmo que para isto haja recuperacao
antigénica. No caso do osteossarcoma, os fragmentos precisaram receber 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. Assim, neste estudo, a contagem de células positivas foi mais indicada

para analise da expressao da Cox2 do que a verificacao da intensidade da reacao (Tabela

).

6.6. Osteossarcoma osteoblastico

Este padrao celular foi caracterizado por apresentar intensa producdo de matriz
6ssea com células similares a osteoblastos pouco indiferenciados, apresentando certo
grau de pleomorfismo e grande atividade celular. Em alguns destes tumores, as células
encontravam-se de tamanho reduzido em relagdo aos demais casos observados,
mostrando diferentes graus de diferencia¢do, com nucleos arredondados ou ovalados,
com cromatina frouxa com um ou mais nucléolos proeminentes, podendo apresentar
algumas células com dois a mais nucleos (Figura 8). Células gigantes multinucleadas
foram observadas principalmente em areas onde havia presenga de osso neoformado ou
trabéculas dsseas, de acordo ao descrito por Goldschimidt & Thrall (1985) e Thompson
& Pool (2002). Também foram observados focos de necrose de tamanhos variaveis, mas
ndo se constatou encapsulamento tumoral, apresentou um padrdo infiltrativo com
desorganizacao celular foi identificado, corroborando com Thompson & Pool (2002).

Segundo Mitchell (2006) a grande quantidade de mitoses encontradas num
tumor reflete o seu indice proliferativo e sdo caracteristicas de muitos tumores
malignos, mas ndo constituem um critério necessario de malignidade (RUBIN &
FARBER, 2002). O crescimento progressivo dos tumores € a taxa com que crescem sao
determinados pelo excesso de produgdo celular em relagdo a perda celular. Nos OSA
osteoblasticos o indice mitotico encontrado foi variavel, contudo, foi neste padrio
histoloégico onde o numero de figuras de mitose apresentou o maior valor (18,5), acima
da média geral encontrada de 13,4 (Figura 14). Por estar acima da média geral e
consequentemente apresenta maior taxa de crescimento celular em relagdo aos demais
padroes histologicos analisados, existe concordancia com observagdes de Sakai et al.

(2002), Mitchel (2006). Segundo esses autores, esta caracteristica parece estar
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relacionada com a malignidade e crescimento infiltrativo do tumor, sendo que aqueles
mais agressivos apresentam maior freqiiéncia de mitose.

As caracteristicas microscopicas apresentadas pelas NORs (Figura 16), nesta
classificagdo histoldgica, associadas ao maior indice mitotico que foi constatado
confirma mais uma vez que este tumor foi o mais agressivo, concordando com Crocker
et al. (1989).

A expressao da Cox2 nos casos de osteossarcoma osteoblastico foi facilmente
identificada em cinco dos seis casos analisados (Tabela 1), mesmo nas fracamente
marcadas. Esta classificacdo foi a que apresentou maior variagdo de intensidade de
reacdo entre os padroes histologicos analisados e também onde se constatou diferentes
intensidades de expressdo num mesmo corte, ou seja, dependendo da area analisada, a
intensidade poderia ser fraca ou forte. Em alguns casos verificaram-se regides sem
nenhuma marcacdo, € em outro campo proximo a rea¢do era positiva. Resultados
semelhantes foram encontrados por McEntee et al. (2002) no cancer colorretal em caes,
o que segundo esses autores seria decorrente da ag@o paracrina da Cox2 sobre as células
vizinhas.

Com relagdo ao observado, parece que ha correlacdo entre a maior expressao da
Cox2 e a progressao da agressividade sugerida por Thompson & Pool (2002) no OSA
canino. Desta forma, o OSA osteoblastico foi o mais agressivo e o que apresentou maior
nimero de casos imunorreativos, assim como maior nimero de células positivas para a
Cox2 o que confirma as observagdes de Mullins et al. (2004) quando afirma que nas
formas mais agressivas desta doenga € onde se constata maior imunomarcagao.

Esses resultados estdo de acordo com o que foi encontrado na literatura
consultada. A que a Cox2 ¢ uma enzima responsavel pelo desenvolvimento e progressao
dos tumores, pela ativagdo e inducdo de diversos mecanismos como: liberagdo de
fatores de crescimento EGF, VEGF, FGF, ativacdo de MMP2 ¢ MMP9. Todas estas
citocinas induziriam aumento da expressdo de TGFa que associado com o aumento na
expressao dos receptores de EGF desencadearia sinalizadores mitogénicos
(CROFFORD, 1997; VADLAMUDI et al., 1999; BAKHLE, 2001; MCENTEE et al.,
2002; MOHAMMED et al., 2002; ARAKI et al., 2003; DORE et al., 2003:
GASPARINI et al., 2003; MOHAMMED et al., 2004; WANG & DUBOIS, 2004).

Com isso, alguns estudos retrospectivos em diversos tipos de canceres mostram
que existe uma relagdo significativa entre a alta expressdo da Cox2 e a sobrevida de
pacientes humanos com cancer de mama, colorretal, géstrico e de pulmao (KOKI et al.,

2001).
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6.7. Osteossarcoma condroblastico

As caracteristicas histoldgicas desta neoplasia estdo de acordo com as descritas
por Goldschimidt & Thrall (1985), Palmer (1992) e Thompson & Pool (2002), em cujo
padrdo histolégico ha producdo moderada de matriz 6ssea a partir de um predominio de
tecido cartilaginoso maligno, infiltrativo, minimamente delimitado e ndo encapsulado
(Figura 9). Células gigantes foram pouco encontradas, e a média do nimero de mitoses
foi de 13,1 sendo pouco menor que a média geral (13,4) e menor quando comparado ao
OSA osteoblastico.

Nesta classificagdo as NORs foram encontradas formando aglomerados (Figura
17) e apresentaram os menores valores 16,7% (Figura 15) em relacdo aos demais
padrdes histologicos analisados. De acordo com o descrito por Crocker et al. (1989) e
Riischoff et al. (1989) a respeito do nimero de AgNOR encontrado, o OSA
condrobléstico foi o que apresentou menor capacidade proliferativa em relagdo as
demais classificagcdes e consequentemente um menor potencial maligno, confirmando o
que foi sugerido por Underwood & Giri (1998), de que a quantidade e o padrio de
AgNORs sdo bons indicadores da atividade proliferativa das células neoplésicas.

Na analise imunoistoquimica, dos quatro casos positivos dos seis analisados para
o tipo condroblasticos (Tabela 1), dois casos apresentaram-se fortemente marcados, um
com marcac¢ao moderada e outro fracamente marcado. Foi constatado que em algumas
ocorréncias o tecido cartilaginoso maligno ora se apresentava bem marcado, ora sem
nenhuma marcagdo, obedecendo ao que fora descrito por McEveen et al. (2002) em
relacdao as diferentes intensidades de Cox2 encontradas numa mesma lamina analisada
no cancer colorretal em caes.

Este padrao histoldgico foi o que apresentou o segundo maior valor de casos
imunomarcados e o segundo maior nimero de células positivas para a Cox2 (Tabela 1),
Para a contagem de figuras mitdticas também foi o onde se observou o segundo maior
valor (Figura 14), porém, foi o que apresentou a menor contagem de NORs, mostrando
que apesar da malignidade sugerida pela literatura consultada a partir da expressao de
Cox2 (TSUJII & DUBOIS, 1995; CROFFORD, 1997; DEMPKE, 2001; CAO &
PRESCOTT, 2002; MOHAMMED et al, 2002; GASPARINI et al, 2003;
MOHAMMED et al, 2004; WANG & DUBOIS, 2004; WOLFESBERGER et al., 2006)
e o numero de mitose (ABADIE et al., 1999; SAKALI et al., 2002; RUBIN & FARBER,
2002; MITCHELL, 2006), o nimero de NORs encontrado neste padrdo histologico
indica menor indice de prolifera¢ao celular (CROCKER & NAR, 1987; CROCKER et
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al., 1989; SHIRO et al., 1992; DESTEXHE et al., 1995; UNDERWOOD & GIRI, 1998)
em relagdo aos demais padrdes analisados. Este fato pode indicar que apesar da
malignidade sugerida pelos valores encontrados na imunoistoquimica e na contagem de
figuras mitdticas, o menor valor de AgNOR indica que o seu indice proliferativo ¢
menor que os demais padrdes histologicos analisados, ndo se podendo negar o seu
potencial de agressividade. Por outro lado, em decorréncia da falta de dados sobre
aspectos clinicos relacionados ao surgimento e desenvolvimento do tumor, fica

impossivel saber como foi o seu comportamento clinico.

6.8. Osteossarcoma fibroblastico

Este tumor apresentou células com pleomorfismo acentuado, pouca produgdo de
matriz dssea, possuindo um padrao sélido nao encapsulado e pouco delimitado, embora
infiltrativo. Poucas areas de necrose foram encontradas (Figura 10), concordando com o
que descreveu Thompson & Pool (2002).

O indice mitotico foi de 10,7 sendo o menor de todos os padrdes analisados. Ja
as NORs tiveram uma contagem de 23,6 (Figura 18), sendo a terceira maior contagem.

Nos OSA fibroblasticos, para os dois casos positivos dos seis analisados (Tabela
1), a imunomarca¢do foi diferente, sendo que naquele que mostrava uma maior
diferenciagdo, isto ¢, células semelhantes a fibroblastos a intensidade da reagdo foi
maior, enquanto que no outro caso analisado cujas células eram menos diferenciadas a
reacdo foi mais fraca (Figura 22), concordando com Gasparini et al. (2003) enquanto
que tumores moderadamente diferenciados a expressdo da Cox2 ¢ alta. Ainda, no
primeiro caso, em uma area limitrofe do tumor foi encontrado um feixe fortemente
marcado que se estendia por quase toda a extensdo do corte, sugerindo que a maior
intensidade de expressdo da Cox2 ocorreria em area de crescimento ou expansao
tumoral.

Ao se relacionar os parametros que foram avaliados ¢ possivel inferir que este
padrdo histolégico € o menos agressivo dos que foram analisados neste trabalho, uma
vez que mostrou menor indice de figuras mitoticas e apenas dois casos foram positivos
para Cox2, confirmando-se com a contagem de NORs que ele ¢ um tumor menos
proliferativo que o osteoblastico e condrobléstico. Ainda, segundo Thompson & Pool
(2002) e Palmer (1992), a agressividade desta neoplasia ¢ a menor em relagdo aos

demais padroes histologicos de osteossarcoma.
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6.9. Osteossarcoma combinado ou misto

A caracteristica mais importante observada neste tumor foi a auséncia de
predominio de um determinado padrdo celular, sendo que os tipos celulares mais
encontrados foram osteoblastico, condroblasticos e fibroblasticos (Figura 13), os quais
sdao também descritos por Thompson & Pool (2002).

As figuras de mitose tiveram o valor de 11,3 abaixo da média que foi de 13,4.
Para este tumor os AgNOR foram encontrados formando aglomerados ou ainda
agrupados formando o nucléolo (Figura 19) a semelhanga do que foi observado no tipo
fibroblastico. A contagem de NOR foi o segundo maior valor 26,9% indicando uma
grande capacidade proliferativa.

A imunomarcagao positiva para Cox2 foi encontrada em trés casos (Tabela 1),
mostrando-se intensa, moderada e fracamente positiva em cada um deles. Também
foram encontradas areas de necrose, porém, quando comparado aos outros 3 padrdes
que foram analisados havia maior niimero de focos. Com esta observagdo pode-se
sugerir que os mecanismos angiogénicos deste tipo tumoral ndo acompanharam a rapida
proliferacdo celular em algumas areas de crescimento, levando a necrose pelo menor
aporte sanguineo ou mesmo isquemia e anoxia, estes fendmenos estdo de acordo com o
que ¢ descrito por Cotran et al. (2000), Cullen (2002), Brasileiro Filho (2006) e Michell
(2000).

Perante os dados encontrados, este padrio histologico dentre os demais
analisados possui uma agressividade intermediaria, com metade dos casos positivos
para Cox2, tendo o segundo maior valor de NOR, o que indica sua atividade
proliferativa e indice de mitose menos intenso, superior apenas ao padrdo fibroblastico,
apesar de que indice mitdtico ndo constitui um critério necessario para classificacdo de

agressividade tumoral (Mitchell, 2006).

Para os dois casos de osteossarcoma de células gigantes analisados pelo método
imunoistoquimico (Figura 24), as rea¢des se mostraram moderadamente marcadas, com
intensidades variaveis. As células bi ou multinucleadas mostraram imunomarcacao de
forma intensa com areas apresentando auséncia da mesma, o que sugere que as células
estariam apresentando funcdes distintas, estando umas ativas e outras ndo ativas. Ja no
unico caso de osteossarcoma teleangectdsico que foi analisado pelo método
imunoistoquimico, encontrou-se muita necrose € muitas marcacoes inespecificas. Foi

verificada a presencga de muitas células gigantes neste tipo tumoral, além da presenca de
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um émbolo metastatico bem caracterizado com células neoplésicas reativas a Cox2,
(Figura 25), resultado semelhante foi observado por Mullins et al. (2004) de que fortes
expressoes de Cox2 tendem a ocorrer em lesdes metastaticas de osteossarcoma humano.

Desta forma, como ja verificado por Mullins et al. (2004) a maioria dos tumores
em caes tem pouca ou moderada marcagdo, similar ao encontrado em tumores primarios
em humanos. Sugere-se em decorréncia destes achados que haja certo estimulo
paracrino entre as células vizinhas para que a expressdo da enzima seja feita a partir de
uma excitacdo externa inicial e depois as células adjacentes passam também a expressar
a Cox2 e assim sucessivamente, observacao e sugestdo semelhante foram feitas por
McEntee et al. (2002) no cancer colorretal em caes.

Nos casos em que houve presenca de producdo de osso maligno no tecido
neoplésico, esta estrutura neoformada ndo foi reativa em nenhum dos casos para a
Cox2, embora a producdo de PGE, a partir da liberagdo de varios fatores de crescimento
pelas células Osseas normais seja um mecanismo fisioldgico presente neste tipo de
tecido e também pelo fato de que altas concentracdes desta protaglandina promova a
reabsorc¢ao 0ssea como ¢ descrito por Palmer (1992).

As areas de necrose foram marcadas muito possivelmente em virtude da
degradacao da membrana e de outras estruturas que catalisam o acido araquidonico em
diferentes prostaglandinas tornando a imunomarcacdo possivel, areas proximas de
necrose foram também encontradas imunomarcagdes positivas por Mullins et al. (2004),
em gliomas, carcinomas hepatocelular, cancer cervical e osteossarcoma em humanos.

As contagens de figuras de mitoses foram observadas com maior facilidade e em
maior nimero nos casos com imunomarcagdo positiva, inclusive os campos onde a
reacdo estava mais intensa, as figuras de mitoses foram mais facilmente encontradas,
estando de acordo com os mecanismos de indugdo mitogénica promovidos pela Cox2
descritos por Crofford (1997); Vadlamudi et al. (1999); Mohammed et al. (2002);
Gasparini et al. (2003) e Mohammed et al. (2004).

As altas concentragdes da enzima Cox2 em diversos tecidos neoplésicos, tem
sido questionada em relagdo a prote¢ao que ela daria as células tumorais numa condi¢do
de hipoxia, evitando a apoptose destas células ou ainda indicando uma éarea de
inflamacao (MULLINS et al.,, 2004). Este mecanismo foi observado por Crofford
(1997) verificando a alta estabilidade apresentada pelas células neoplasicas de cancer
colorretal que indicavam altas concentragcdes de Cox2 e também elevada expressdo dos
niveis de Bcl-2 que € um potente anti apoptotico. Somando-se a estes achados, foi ainda

observado que estas células mostraram-se niveis aumentados de adesdo de sua matriz
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extra celular e reduzidos niveis de TGF[, consequentemente, menor quimiotaxia de
polimorfonucleares, macrofagos e linfocitos nestes locais com alta expressdo de Cox2,
assim como diminui¢do da inibicdo das MMPs (Mitchell, 2006).

Pouco estudo sobre a acao da Cox-2 no osteossarcoma canino tem se encontrado
até o presente momento, porém, algumas pesquisas mostram os efeitos inibitdrios da
proliferacdo celular com o uso de antiinflamatdrios ndo esteroidais nesta neoplasia
(WOLFESBERGER et al., 2006). Em virtude deste fato, existe a expectativa do uso de
inibidores seletivos da Cox2 para o tratamento do osteossarcoma canino, podendo ser
introduzido na terapé€utica de rotina como uma nova abordagem de tratamento.

Neste trabalho, como demonstram as tabelas 3, 4, 5, 6 e 7, a expressdo da Cox2
nos diferentes padroes histologicos e até mesmo os casos pertencentes a0 mesmo padrao
osteossarcomatoso, apresentaram diferencas significativas (p<0,05), confirmando a
grande variedade de expressdes da Cox2 como ¢ observado em diversos outros tipos de
tumores malignos como relata Koki et al. (2001); Gasparini et al. (2003); Mohammed et

al. (2003); Mullins et al. (2004) e Wolfesberger et al. (2006).

6.10. Limitacdes encontradas no trabalho

Primeiramente diz respeito ao numero reduzido casos de osteossarcoma das
subclassificacdes de células gigantes (3 casos), teleangectasico (3 casos), € pobremente
diferenciado (nenhum caso), por este fato ndo foram feitas as anélises da expressdao de
Cox2, AgNOR e contagem de figuras mitdticas nestes osteossarcomas. Desta forma,
ndo foram feitas as correlagdes entre todos os padrdes celulares conhecidos destas
neoplasias.

Outro fator limitante, por se tratar de 2 Universidades diferentes, refere-se a ndo
padronizagdo dos processos de fixacdo, descalcificacdo, inclusdo, diafanizagdo, assim
como o uso de diferentes tipos de parafinas, descalcificadores, Xilol, dentre outros e
ainda temperatura de estufa, banho-maria e diversos outros fatores que poderiam
descaracterizar de alguma forma o tecido neopldsico e os epitopos para a Cox2,
causando assim uma desuniformidade no material em estudo, porém, pouco se poderia
fazer em se tratando de material de arquivo.

Neste mesmo sentido, o processo de descalcificacdo das amostras dos tecidos
poderiam proporcionar certa alteragdo nesta imunoreatividade e desnaturacdo dos

epitopos para a Cox2 ou ainda, o desmascaramento antigénico poderia ser prejudicado
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por este fato e ndo ocorrer da forma mais adequada, resultando numa reagdo menos
intensa ou mais intensa. O que certamente ocorreu neste trabalho ¢ que, nestas 78
amostras, nem todas sofreram descalcificagdo e as que passaram por este procedimento
ndo tiveram os mesmos tempos em solu¢ao descalcificante.

E sobretudo, o nimero de animais que poderiam estar sendo tratados com o uso
de anti-inflamatdérios no momento da coleta do material para o exame histopatologico ¢
desconhecido, o que de certa forma alteraria a expressdo da enzima cicloxigenase-2
nestes tecidos neoplasicos, apesar de Mullins et al. (2004) declararem que em seu
trabalho a expressdo da Cox2 foi positiva em alguns animais tratados com anti-

inflamatorios ndo esteroidais.
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6. CONCLUSOES

Em virtude dos resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que:

O OSA osteoblastico foi a neoplasia mais frequentemente encontrada, presente em

53% dos casos analisados.

Caes machos de grande porte foram os mais afetados pelo OSA canino.

Dos quatros padrdes histologicos analisados, o OSA osteobléstico foi o que se
apresentou mais agressivo por ter apresentado os maiores indices nas contagens de

figuras mitoticas, AGNORs e expressao da Cox2.

Houve diferenga (p<0,05) da expressao da Cox2 nos quatro padrdes histologicos

analisados e também dentro de um mesmo tipo de tumor.

Houve diferenga (p<0,05) entre as contagens de NORs para os quatro padrdes

histologicos analisados.

Nao houve diferenga (p>0,05) na contagem de figuras mitdticas para os quatro

padroes histoldgicos analisados.

Houve correlag@o positiva (p<0,05) entre a expressdo de Cox2 e a contagem das

figuras de mitose nos diferentes tipos de osteossarcomas.
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8. Nao houve correlagdo positiva (p>0,05) entre Cox2 ¢ AgNORs, e entre AgNORs e
contagem de figuras mitdticas nos diferentes padroes histologicos

osteossarcomatosos.
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ANEXO

e COLORACAO HEMATOXILINA-EOSINA (HE)

HEMATOXILINA DE HARRIS

Hematoxilina

Alcool etilico absoluto
Sulfato de aluminio e potassio
Oxido de mercurio

Agua destilada

EOSINA

Eosina Y

Dicromato de potassio

Acido picrico aquoso saturado 1 a 1,5%
Alcool etilico absoluto

Agua destilada

5,00¢g
50,00 mL
100,00 g
2,50¢g
1000,00 mL

5,00 g
250¢g
50,00 mL
50,00 mL
400,00 mL
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e COLORACAO DE AgNOR (IMPREGNAGCAO PELA PRATA)

SOLUCAO A

Gelatina incolor microbiolédgica lg

Agua deionizada 50,00 mL
Acido férmico 0,50 mL
SOLUCAOB

Nitrato de prata — MERCK® 50g

Agua deionizada 100,00 mL

Solugao de uso: Duas partes da solu¢do B para uma da solu¢do A (mistura feita no

momento do uso).

e IMUNOISTOQUIMICA

EDTA
Sal dissodico EDTA — SYNTH® 3,722 ¢
Agua destilada 100,00 mL

Ajustar solugdo para pH 8,0

SOLUCAO TAMPAO TRIS

Trizma base SIGMA® — T-1503 6,0g
Cloreto de sodio 85¢g
Agua destilada 100,00 mL

Ajustar solugdo para pH 7,4 com solugdo diluida de acido cloridrico.
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SOLUCAO PARA BLOQUEIO ENDOGENO DA PEROXIDASE

Solugdo comercial de 4gua oxigenada 10 volumes.

SOLUCAO BSA 5%

SOLUCAO A

Albumina bovina SIGMA® — A 7906

Agua deionizada

SOLUCAO B

Azida s6dica (NaN3) —- MERCK® — 1.06688.0100

Agua deionizada

SOLUCAO PARA USO (BSA 5%)

Solugao TRIS pH 7,4
Solugdo A
Solucao B

HEMATOXILINA DE MAYER

Hematoxilina

Iodato de sodio

Sulfato de amonio de aluminio 12 H20
Hidrate de cloral

Acido citrico

Agua destilada
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500 mg
10,00 mL

500 mg
10,00 mL

59,00 mL
1,25 mL
2,50 mL

1,0g

0,2¢g

50g

S0g

lg

1000,00 mL



