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GOMES, M.C. Anatomia Patolégica Comparada — Viabilidade da utilizacdo da
Classificacdo Anatomopatoldgica Humana de Osteossarcoma Apendicular em Caninos
(Canis familiaris), 2023. 39 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.
RESUMO

O osteossarcoma (OSA) representa de 80 a 85% dos tumores malignos 6sseos
de cdes, sendo uma das neoplasias com comportamento de maior agressividade na
espécie, semelhante ao que ocorre nos seres humanos em criancas e adolescentes. Os
sistemas de classificacdo e graduacdo histopatol6gicos humanos de tumores 6sseos, no
entanto, estdo mais amplamente consolidados do que os veterinarios. O objetivo geral
do trabalho foi realizar a comparacgdo entre os sistemas de classificacdo e graduacao
histopatolégicos estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saude tanto humanos
quanto veterinarios, e assim verificar as diferencas e as semelhancas
anatomopatologicas da neoplasia nas duas espécies. O marcador anti Ki-67 determinou
o indice de proliferacdo celular. Foi realizada pesquisa retrospectiva e prospectiva em
pecas cirdrgicas de tumores 6sseos em membros apendiculares caninos do Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia/ UNESP, campus de
Botucatu, S&o Paulo. Os diagndsticos obtidos através das classificacbes e graduacoes
humana e animal foram transformados em proporc¢es dividindo-se a quantia individual
pela quantia total e comparadas com teste Chi-quadrado, pelo programa Bioestat. A
graduacdo de osteossarcoma pelo sistema humano resultou em grau | (20,8%), grau Il
(39,6%), grau Il (22,6%) e grau 1V (17,0%). J& a graduacédo pelo sistema veterinario
resultou em grau 1 (90,6%) e grau Il (9,4%). Foram comparadas as tabelas de tipificacdo
histoldégica humana e veterinaria pelo teste Chi-quadrado, resultando em p=0,7373, ou
seja, ndo houve diferenca estatistica significante. Também foram comparadas as tabelas
de graduacgdo tumoral humana e veterinaria, resultando em p<0,001, ou seja, havendo
diferenca estatistica significante. A principio, ndo ha, para esta amostra, aplicabilidade

da graduacdo tumoral humana nos tumores 6sseos apendiculares priméarios caninos.

Palavras-chave: neoplasia 0ssea, céo, histopatologia, patologia comparada,
imunofenotipagem, Ki-67.
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GOMES, M.C. Comparative pathological anatomy — Feasibility of using the human
pathological classification of appendicular osteosarcoma in canines (Canis familiaris),
2023. 39 p. Dissertation (Master's) — School of Veterinary Medicine and Animal Science,
Sdo Paulo State University (UNESP), Botucatu.

ABSTRACT

Osteosarcoma (OSA) represents 80 to 85% of malignant bone tumors in dogs, being one
of the neoplasms with the most aggressive behavior in the species, similar to what occurs
in humans, allowing comparative studies between the two species. The human
histopathological classification and grading systems of bone tumors, however, are more
widely consolidated than the veterinary ones. This is because the former provide greater
clinical value and more efficiently establish the prognostic value for osteosarcomas in
humans. The general objective of this study was to compare the histopathological
classification and grading systems established by the World Health Organization for
both humans and veterinarians, and thus verify the pathological differences and
similarities of the neoplasia in both species. The anti Ki-67 marker determined the cell
proliferation index, serving as a comparative tool between classifications. . A
retrospective and prospective study was carried out on surgical specimens of bone
tumors in canine appendicular limbs at the Veterinary Hospital of the Faculty of
Veterinary Medicine and Animal Science/UNESP, Botucatu campus, Sdo Paulo. The
diagnoses obtained through the human and animal classifications and graduations were
transformed into proportions by dividing the individual amount by the total amount and
compared with the Chi-square test, using the Bioestat program. Grading of
osteosarcoma by the human system resulted in grade 1 (20.8%), grade Il (39.6%), grade
111 (22.6%) and grade IV (17.0%). Graduation through the veterinary system resulted in
grade 1 (90.6%) and grade 1l (9.4%). The human and veterinary histological typification
tables were compared using the Chi-square test, resulting in p=0.7373, that is, there was
no statistically significant difference. The human and veterinary tumor grading tables
were also compared, resulting in p<0.001, that is, there was a statistically significant
difference. At first, for this sample, there is no applicability of human tumor grading in

canine primary appendicular bone tumors.

Key words: bone neoplasm, dog, histopathology, immunophenotyping, compared

pathology, Ki-67
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1. INTRODUCAO

O osteossarcoma (OSA) representa cerca de 80-85% dos tumores malignos
0sseos de cdes, sendo uma das neoplasias com comportamento de maior agressividade
na espécie semelhante ao que ocorre nos seres humanos em criangas e adolescentes.
Além disso, o0 osteossarcoma € diagnosticado com maior frequéncia no esqueleto
apendicular, em cdes e humanos. A semelhanca bioldgica entre 0 OSA canino e humano
e prevaléncia dez vezes maior dessa neoplasia em cdes sdo fatores que favorecem o

estudo.

O diagnostico definitivo do osteossarcoma humano e canino é realizado através
de exame histopatolégico, o qual evidencia-se de células mesenquimais fusiformes
malignas junto a osteoide. A classificacdo de tumores 6sseos de animais domésticos
publicada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 1994, apesar de ndo ser unica,
permanece como um padrdo levando-se em conta seu carater oficial. Em contrapartida,
na medicina humana, a classificacao oficial de tumores de tecidos moles e 0sso tem sido
periodicamente atualizada. Neste ultimo sistema, ha subclassificacdes adicionais como
osteossarcoma central de baixo grau, superficial de alto grau e osteossarcoma de

pequenas células.

A implementacdo de classificacbes humanas a veterinaria poderia ser vantajosa
tendo em vista diagnosticos diferenciais. Um exemplo envolve o OSA de pequenas
células, que pode ter morfologia semelhante a neuroblastomas e linfomas ndo-Hodgkin,
neoplasias que ocorrem isoladamente em esqueleto de cées. Questiona-se tambeém a
utilidade da subclassificacdo de OSA osteoblastico ndo produtivo ou produtivo do
sistema veterinario, sendo que ha indicios de ndo haver valor prognéstico para essa

caracteristica.

Os sistemas de classificacdo e graduacgéo histopatoldgicos humanos de tumores
0sseos, no entanto, estdo mais amplamente consolidados do que os veterinarios. O
objetivo geral do trabalho foi realizar a comparacao entre os sistemas de classificagéo e
graduacdo histopatolégicos estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Salde tanto
humanos quanto veterinarios, e assim verificar as diferencas e as semelhancas

anatomopatologicas da neoplasia nas duas espécies.

O presente trabalho busca analisar as possiveis semelhangas e diferencas entre

as classificagOes e graduacdes caninas e humanas do osteossarcoma
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos gerais do osteossarcoma

No Brasil, os dados sobre o osteossarcoma em cées sdo escassos, havendo
poucos trabalhos que abordem aspectos epidemioldgicos da doenca (DALECK et al.,
2002; DA SILVEIRA et al., 2008; TROST et al. 2012). Porém, alguns relatos publicados
nos conferem dados importantes. Aproximadamente 75-79,5% dos osteossarcomas
ocorrem no esqueleto apendicular, e perto de 20-25% no esqueleto axial (TROST et al.
2012; THOMPSON e DITTMER, 2017). Com relagdo a localizacéo anatémica, existem
regides de maior incidéncia no caso dos cées, sendo esta uma neoplasia caracteristica de

racas grandes e gigantes.

As racas de maior risco a desenvolver osteossarcoma sdo as seguintes: S&o
Bernardo, Dogue Alemé&o, Setter Irlandés, Dobermann, Pastor Aleméo, Golden
Retriever e Boxer. A média de peso dos cdes acometidos é 40 kg, embora o tamanho
seja um fator de risco mais importante que o peso corporeo (LIPTAK et al., 2004;
EHRHART etal., 2013; TROST et al. 2012; THOMPSON e DITTMER, 2017). Mesmo
assim, cerca de 2,6-5% de cdes de pequeno a médio porte podem desenvolver
osteossarcoma, provavelmente por ser semelhante ao tumor em criangas e adolescentes,
onde ocorre um surto de crescimento que favorece o aparecimento do osteossarcoma
(RU etal., 1998; TUOHY et al., 2019).

A literatura indica que ha uma tendéncia do desenvolvimento do osteossarcoma
em racas de portes grandes ou gigantes, o que indica que tanto o peso quanto a altura
possam estar envolvidos no desenvolvimento desse tumor (ANFINSEN et al. 2011,
MAKIELSKI et al., 2019).

Ha uma grande variacdo no que diz respeito a média de idade dos cées
acometidos, ocorrendo principalmente em cées de meia-idade a idosos, com idade média
de 7 anos (EHRHART et al., 2013; GOMES et al., 2006; TROST et al., 2012; TUOHY
etal., 2019).

No geral, machos parecem ser mais predispostos que fémeas, com um estudo
mostrando razdo (macho:fémea) de 1, 08:1 (TROST et al., 2012; THOMPSON e
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DITTMER, 2017). Apesar disso, outro estudo com 52 animais apresentando

osteossarcoma demonstrou a proporg¢ao macho:fémea de 0,95:1,0 (TUOHY et al., 2019).

Alguns autores afirmam que ndo é possivel correlacionar nenhum agente
etioldgico ou predisposicao hereditaria com o desenvolvimento desta neoplasia embora
possa haver uma correlagdo entre a castracdo e a ocorréncia de osteossarcoma
(DALECK et al., 2002; DALECK et al. 2006; EHRHART et al., 2013; GOMES et al.,
2006; HOFFMAN et al., 2013; TUOHY et al., 2019). Pesquisas evidenciaram que ha
uma chance maior de 1,3-1,6x em machos e 1,9-2,5x em fémeas de ocorrer
osteossarcoma em animais castrados, sendo que Rottweilers apresentam uma chance
maior (RU et al., 1998; COOLEY et al., 2002; BELANGER et al., 2017).

Outros fatores de risco podem ser associados ao osteossarcoma canino
(FENGER et al., 2014). Como exemplo, ha evidéncias de que radiacdo ionizante,
implantes metélicos e fraturas prévias possam ser capazes de induzir osteossarcoma
tanto em humanos quanto em cées (SELMIC et al., 2018; THOMPSON e DITTMER,
2017; WILSON et al., 2010). Além disso, a osteomielite cronica e o infarto 6sseo estao
possivelmente correlacionados a osteossarcoma em humanos e cdes (FENGER et al.,
2014).

O comportamento bioldgico desta neoplasia € caracterizado por invasao local
agressiva dos tecidos subjacentes e dissemina¢do hematogénica rapida, geralmente para
0s pulmdes. Em torno de 90% das lesbes metastaticas sdo encontradas nos pulmaes,
podendo também ocorrer em outras localizagdes, tais como pele, costelas, 0ssos longos,
pelve e esterno. Cerca de 80% dos cdes morre devido a metéstase pulmonar (ON e
COUTO, 2010; SZEWCZYK et al., 2014).

Corroborando o que diz a literatura, em um estudo 40% das mortes causadas por
osteossarcoma foi de um grupo de animais com media de 31 kg, e menos de 10% dos
Obitos sdo de cdes com média de 5 kg (GUSTAFSON et al., 2018). Além disso, esta
associado a filhotes de ragas grandes que crescem rapidamente (MAKIELSKI et al.,
2019). Isso pode ser explicado pelas regides de metafise suportarem maior peso corporal,
levando a injaria constante das células de proliferacdo réapida, gerando uma
susceptibilidade maior a erros de replicagdo génica (FENGER et al., 2014).

Em cées, 0 osteossarcoma extraesquelético possui maior raridade e ndo envolve

tecido 6sseo ou periosteal (PATNAIK, 1990). Este tipo de osteossarcoma pode surgir
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espontaneamente na glandula mamaria e no eséfago infestado por Spirocerca lupi, além
de poder atingir relativamente com menos frequéncia o trato gastrointestinal, tecido
subcutaneo, baco, trato urinario, figado, pele, musculatura, globo ocular e tireoide
(PATNAIK, 1990; PAZZI et al., 2013; CRAIG et al., 2016).

2.2 Sistemas de graduacgéo dos osteossarcomas

Na medicina humana, o método de graduacdo histolégica para tumores de
tecidos 0sseos mais atual e aceito é o proposto pelo College of American Pathologists,
sendo baseado nas subclassificacdes morfoldgicas de sarcomas 6sseos (INWARDS e
OLIVEIRA, 2013; RUBIN et al., 2013). Na medicina veterinaria, no entanto, ha
controveérsias quanto aos sistemas de graduacédo histopatoldgica para neoplasias 6sseas
(SCHOTT et al., 2017). Esses trabalhos apresentaram resultados variaveis quanto ao
valor prognostico das caracteristicas individuais histologicas e aos sistemas de
graduacéo propostos (KIRPENSTEIJIN et al., 2002; LOUKOPOULOS e ROBINSON,
2007).

A falta de padronizacdo de variaveis relativas as medidas prognosticas, assim
como a ndo inclusdo de dados possivelmente relevantes para o diagnostico, como
método e tempo de descalcificacdo das amostras, sdo fatores que podem dificultar a
determinacdo do valor prognoéstico das variaveis de classificacdo histopatologica em
meta-analises (BOERMAN et al., 2012). Por isso, classificar OSA canino com o sistema
humano, que se utiliza da classificacdo da OMS, tem em vista comparar qual sistema, o
humano ou o veterinario, possui melhor valor preditivo frente ao indice de proliferacdo
celular (IPC) com Ki-67, que possui correlagio com a agressividade tumoral
(VOLLMER et al., 1989).

2.3 Diagnostico do osteossarcoma

O diagnostico de tumor 6sseo maligno primario pode ser sugerido pelos sinais
clinicos, que muitas vezes levam a suspeita de injdria ortopédica quando o historico vem
acompanhado de trauma, j& que claudicacdo é o primeiro sinal na maioria dos casos
(DALECK et al., 2002; DALECK et al., 2006; THOMPSON e DITTMER, 2017).

Ao exame clinico, verifica-se dor e edema palpavel dentro de algumas semanas,
com progressdo a atrofia muscular do membro afetado (THOMPSON e DITTMER,
2017). Os linfonodos regionais estdo raramente afetados, sendo observados 4% de
acometimento em estudo com 228 casos de osteossarcoma canino (HILLERS et al.,
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2005). Exames laboratoriais e evidéncias radiograficos ainda podem sugerir a doenca,
no entanto, um diagnostico definitivo é baseado na avaliacdo citoldgica e
histopatolégica (EHRHART et al., 2013; THOMPSON e DITTMER, 2017).

O osteossarcoma pode ter uma aparéncia radiografica litica, primariamente
esclerdtico (blastico ou produtivo), ou, mais comumente, misto apresentando tanto o
aspecto litico como produtivo (THRALL, 2017; THOMPSON e DITTMER, 2017).
Outras evidéncias incluem aumento de volume dos tecidos moles com calcificagcdo se
estendendo a estes tecidos formando espiculas periosteais (aspecto de exploséo solar,
ou sunburst) e a presenga do “Triangulo de Codman”, que se caracteriza por uma reagao

Ossea entre o0 peridsteo e o cortex (GOMES et al., 2006; EHRHART et al., 2013).

Pode haver a ocorréncia de fraturas dsseas patoldgicas ocasionadas pelo tumor
(BHANDAL e BOSTON, 2011). E um tumor que pode frequentemente ultrapassar o
cortex e, em humanos, chega a dimensfes de mais de 5 cm (SLAYTER et al., 1994).

O aumento da concentracdo sérica de Fosfatase Alcalina (FA) é um achado
laboratorial que tem sido observado em 40-80% dos pacientes com osteossarcoma. Este
aumento tem sido associado a atividade osteoblastica das células tumorais (BACCI et
al., 2002; BARGER et al., 2005; RYSEFF e BOHN, 2012).

Em aspirados citolégicos de osteossarcoma, as células podem ocorrer isoladas
ou em grupos, com morfologia arredondada a fusiforme, com marcado pleomorfismo,
maultiplos nucléolos, macronucléolos e outros sinais de malignidade. Uma evidéncia
caracteristica observada na microscopia Optica € a presenca de osteoide circundado por
células tumorais aparecendo como um material fibrilar basofilico. Estas estruturas ndo
sdo encontradas na maioria dos aspirados de osteossarcoma, porém, quando encontradas,
sua presenca sugere forte evidéncia de tumor 6sseo (FIELDER, 2014; BARGER, 2016).

Ao exame histopatoldgico ha grande variedade na aparéncia histologica, mas em
todos os casos um diagnéstico definitivo é baseado na presenca de osteoide e/ou 0sso
por células mesenquimais malignas. Os subgrupos histoldgicos incluem osteossarcomas
osteoblastico, condroblastico, fibroblastico, osteoclastico, indiferenciado e
telangiectasico, aparentemente nao existindo, nos cées, diferenca em relagdo ao
comportamento bioldgico entre esses subgrupos histoldgicos (EHRHART et al., 2013;
SCHOTT et al., 2017).
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H& estudos que contradizem tal afirmacdo, no entanto: animais com o
osteossarcoma fibroblastico podem apresentar melhor progndstico em cées e humanos
(LASKAR et al., 2008; AL-KHAN et al., 2020). Além disso, no homem, o subtipo
condroblastico apresenta maior resisténcia a quimioterapia, semelhante ao que ocorre
em condrossarcomas de alto grau devido a presenca de vasculatura ndo homogénea, pH
e aumento da pressdo intersticial, p-glicoproteina e ativacdo das vias de sobrevivéncia
celular, todos os quais potencialmente impedem a administracdo de drogas e a acao
farmacoldgica. (LASKAR et al., 2008; CHANDHANAYINGYONG, 2012).

2.4 Marcador Ki-67

O marcador para Ki-67 (clone MIB1) pode ser utilizado para determinar o IPC,
cujo aumento esta correlacionado tanto ao grau histoldgico quanto ao prognostico em
osteossarcomas humanos (VOLLMER et al., 1989; SCOTLANDI et al., 1995;
MANDANPOUR, 2014; MARINHO et al.,, 2010; BALDASSO, 2019). O IPC,
utilizando o Ki-67, tem sido aplicado em neoplasias caninas tais como mastocitomas e
tumores mamarios, embora existam poucos relatos de osteossarcoma em caes
(BERLATO et al., 2015; MAGLENNON et al., 2008; MARINHO et al., 2010; PENA
etal.; 1998; ZUCCARI et al., 2008).

Hé estudos em osteossarcomas caninos que alegam inexisténcia de relagdo entre
grau do tumor e expressdo do Ki-67 (DAVIES et al., 2012). H4, porém, indicios de que
a aplicabilidade desse indice possa auxiliar no diagnostico e na determinacdo do

prognostico de osteossarcomas caninos (OHTA et al., 2004).
2.5 Graduagao do osteossarcoma

A graduacdo histopatolégica do osteossarcoma de cdes é baseada no indice
mitotico, pleomorfismo celular, matriz celular, celularidade tumoral, necrose tumoral e
namero de células multinucleadas (KIRPENSTEIJN et al., 2002; LOUKOPOULOS e
ROBINSON, 2007).

H& evidéncias, em osteossarcoma canino, de que tais parametros estejam
correlacionados ao comportamento metastatico; além disso, 25% dos cdes com tumores
categorizados em graus | e Il foram correlacionados com sobrevida livre de doenca
maior do que os animais com grau Il (KIRPENSTEIJN et al., 2002). No entanto, na
medicina veterinaria, tais sistemas de gradacdo sdo ainda controversos por ndo
apresentarem resultados consistentes (SCHOTT etal., 2017; THOMPSON e DITTMER,



19

2017). Além disso, em um estudo de Kirpensteijn et al. (2002), a classificagcdo

veterinaria ndo obteve correlacdo com a sobrevida de cdes com osteossarcoma.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Realizar estudo retrospectivo de casos de OSA caninos por meio da anatomia
patoldgica comparada utilizando-se a classificagio OMS humana (FLETCHER et al.,
2013) com a classificacdo da OMS da medicina veterinaria (SLAYTER et al., 1994) a
fim de se verificar a possibilidade da utilizacdo da classificacdo humana nos

diagndsticos dos tumores 6sseos apendiculares caninos.
3.2 Objetivo Especifico

Apds classificar e graduar as amostras de osteossarcoma, sera avaliado o indice
de proliferacdo celular (Ki-67 MIB1) dos diferentes tipos de OSA canino,

correlacionando-os com a classificacdo e graduacdo humanas.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Critério de Selecdo das Amostras

Foi realizada pesquisa retrospectiva e prospectiva em pecas cirurgicas de
tumores Gsseos em membros apendiculares caninos do Hospital Veterindrio da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia/ UNESP, campus de Botucatu, Séo
Paulo. Para o estudo, foram resgatadas amostras histopatoldgicas de osteossarcoma

canino apendicular dos anos de 2003 a 2022 da mesma unidade

Os animais passaram pelo exame de clinico, cirurgico, radiolégico e patologico.
O diagnostico de osteossarcoma apendicular foi realizado com base na triagem
citopatoldgica e na posterior confirmagéo histopatoldgica. Foram obtidos dados clinicos
do sistema eletrdnico integrado do Hospital, sendo recolhidas informagdes como idade,
raca, sexo e localizacédo topografica das lesdes. As bidpsias tiveram origem de membros

amputados (biopsia excisional) e bidpsias incisionais.

Como foi um estudo retrospectivo, os casos ndo foram acompanhados e a

quimioterapia néo foi considerada.

O estudo foi realizado com a aprovacdo do CEUA, sob protocolo nimero
130/2020.
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4.2 Processamento das Amostras

4.2.1 Macroscopia

As amostras, quando provenientes de pecas cirdrgicas, tiveram o tecido cutaneo,
subcutaneo e muscular, adiposo e subcutaneo ao tumor devidamente retirado antes da
seccdo. O osso foi seccionado longitudinalmente, seguido por secgdes paralelas seriadas
cujos fragmentos tinham 3 a 4 mm de espessura. Foram amostrados trés fragmentos de
cada caso. A serra utilizada foi a C.A.F. Modelo SFO 255. Os fragmentos foram lavados
em agua corrente lenta e papel toalha Umido para retirar debris ou poeira dssea
eventualmente aderidos devido ao processo de serragem. Entdo, cada fragmento foi
armazenado em cassete histoldgico e apropriadamente identificado.

4.2.2 Fixacdo e descalcificacio

As amostras foram fixadas primeiramente em formalina tamponada a 10%, com
propor¢do 1:10 com relacdo a amostra, durante 48 horas. Apds esse periodo, 0s
fragmentos, obtidos por bidpsia incisional, foram lavados com &gua corrente por 10
minutos e colocadas nas solucdes de acido nitrico a 10% para descalcificacdo em
temperatura ambiente. O tempo de descalcificacdo variou entre 24 a 48 horas. Foi

utilizado material de rotina.

4.2.3 Processamento histolégico

As amostras foram processadas no histotécnico Leica TP1020, passando pelas
etapas de desidratacdo, diafanizacao, impregnacdo pré-estabelecidas pelo laboratério de
pesquisa do Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ - UNESP, Botucatu. Apds isso,
as amostras foram incluidas no histoinclusor Leica EG1140H Modell em parafina
aquecida a 60°C, microtomizadas no micrétomo Leica RM2155 em espessura de 4 pm
e colocados em laminas histolégicas devidamente identificadas, seguindo para a estufa
a 60°C. A coloracdo com hematoxilina e eosina foi realizada com a hematoxilina de
Harris e seguindo o procedimento padrdo do laboratorio. As laminas foram entéo

finalizadas com resina e laminula de vidro.
4.3 Classificagdo e Graduacdo Histopatoldgica

O diagnostico e a classificagdo histopatologica de OSA foram realizados com as

amostras coradas em hematoxilina e eosina, sob microscospia de luz. Primeiramente, as
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amostras foram classificadas conforme SLAYTER et al., 1994, Tabela 1, seguido pela
graduacdo conforme KIRPENSTEIIN et al., 2002, Tabela 2.

O grau final foi estabelecido conforme a Tabela 2 e as pontuacGes obtidas das

escalas anteriormente descritas.

Apos a determinacdo da classificacdo e graduacdo veterinarias, as amostras
foram novamente classificadas e posteriormente classificadas por um patologista
(MCG), mesmo patologista que classificou a graduacdo veterinaria, conforme as
Tabelas 3 e 4 (FLETCHER et al., 2013; RUBIN et al., 2013). A leitura foi randomizada

de forma que o diagndstico prévio das amostras ndo ficasse evidente ao patologista.

Assim, foi feita a comparagdo, conforme ilustra a Tabela 5, obtendo-se as

classificacbes em comum entre as duas espécies.
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Tabela 1 - Classificagdo histopatoldgica veterinaria de osteossarcomas esqueléticos.

Classificactes
veterinarias de

osteossarcoma

Caracteristicas principais para o diagnéstico

CENTRAL

Origem em porcdo de medular ou central

Pouco diferenciado

Osteoblastico

Produtivo
N&o produtivo
Condroblastico

Fibroblastico

Telangiectasico

Grandes células

Alto grau de indiferenciacdo celular e pleomorfismo

Osteoblastos com citoplasma basofilico, arredondado a
fusiforme, ndcleo hipercromatico e matriz osteoide/6ssea em

padrdo de “lago” predominantes
Intensa produgéo de osteoide
Escassa producdo de osteoide
Producéo de matriz condroide predominante
Osteoblastos fusiformes predominantes

Regibes com lagos de hemacias junto a areas sélidas de

osteoblastos neoplasicos

Areas focais de predominancia de células gigantes

multinucleadas

PERIFERICO

Origem no Peridsteo

Periosteal

Parosteal

Aparéncia de osteossarcoma condroblastico bem
diferenciado; reagdo periosteal com trabéculas em angulos

retos em relagdo ao cortex.

Trabéculas 6sseas paralelas circundadas por osteoblastos

fusiformes com baixo grau de atipia celular

Fonte: SLAYTER et al. (1994)
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Tabela 2 - Sistema de graduacdo para osteossarcoma canino.

Grau Pleomorfismo Mitoses Matriz Necrose

| 0 -1 (25%) < 10* 1 (> 50%) 0-1 (< 25%)
I 2 (25 - 50%) 10 - 20 2 (25 - 50%) 2 (25 - 50%)
I 3 - 4 (>50%) > 21 3 (< 25%) 3 - 4 (>50%)

*Foram contadas todas as mitoses em 10 campos de 40x.

Fonte: KIRPENSTEIN et al. (2002)
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Tabela 3 - Classificagdo histopatolégica humana de osteossarcomas esqueléticos.

Classificagfes humanas de

osteossarcoma

Caracteristicas principais para o diagndstico

CONVENCIONAL

Origem em porcéo medular ou central

Osteoblastico

Condroblastico

Fibroblastico

Peguenas células

Telangiectasico

Central de baixo grau

Osteossarcoma secundario

Matriz osteoide/6ssea em padrao de “lago”

predominantes
Producéo de matriz condroide predominante

Células fusiformes predominantes, escasso osteoide
Células mesenquimais redondas ou fusiformes curtas

Regibes com lagos de hemacias junto a areas sélidas
de osteoblastos neoplésicos

Estroma hipocelular fibroblastico com producao
moderada de osteoide; atipia de osteoblastos é
minima
OSA em locais com doencas prévias (i. e. doenga de

Paget) ou radioterapia

SUPERFICIAL Origem no Peridsteo
Estroma hipocelular, com trabéculas ésseas paralelas;
Parosteal o o
atipia de osteoblastos é sutil
) Aparéncia de um osteossarcoma condroblastico
Periosteal

Superficial de alto grau

moderadamente diferenciado

Situados na superficie; apresentam areas macias;

caracteristicas semelhantes ao OSA convencional

Fonte: FLETCHER et al. (2013)
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Grau Classificacdo de osteossarcoma
Grau | Parosteal
Central de baixo grau
Grau Il Periosteal
Grau Il Convencional

Telangiectasico
Pequenas células
Alto grau superficial

Secundario

Fonte: RUBIN et al. (2013)
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Tabela 5 - Comparagdo entre os sistemas canino e humano, estabelecendo as

classificacbes em comum.

Classificacdo veterinaria ~ Classificagdo humana de o
Classificagbes em comum

de osteossarcoma osteossarcoma
CENTRAL CONVENCIONAL (Sindnimos)
Osteoblastico Osteoblastico Osteoblastico
Produtivo

Né&o produtivo
Condroblastico Condroblastico Condroblastico
Fibroblastico Fibroblastico Fibroblastico
Grandes células
Pouco diferenciado
Telangiectasico Telangiectasico Telangiectasico
Pequenas células
Central de baixo grau

Osteossarcoma Secundario

PERIFERICO SUPERFICIAL (Sindnimos)
Parosteal Parosteal Parosteal
Periosteal Periosteal Periosteal

Superficial de alto grau

Fontes: SLAYTER et al. (1994); FLETCHER et al. (2013).

4.4 Técnica de imuno-histoquimica

Foram seccionados segmentos de 4 um de espessura foram posicionados em
laminas eletrostaticas silanizadas (ImmunoSlide, EasyPath) e mantidos em estufa a 60°C

por 12 horas. Em seguida, realizou-se a desparafinizacdo em xilol (5 minutos), seguida
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por reidratacdo em etanol com gradientes decrescentes (100% e 95%), trés minutos cada.
As amostras foram entdo lavadas em &gua deionizada por 30 segundos.

O procedimento seguiu com o blogqueio da peroxidase endogena, utilizando-se
um banho de uma hora em peroxido de hidrogénio 30% diluido a 10% em alcool
metilico PA. A recuperacdo antigénica ocorreu na cAmara de pressao microprocessada
a 125°C por 30 minutos (Pascal, DakoCytomation) com TRIS EDTA pH 9,0. O
blogqueio da proteina enddgena foi feito em uma solucéo de leite desnatado em pé a 3%
durante uma hora. O anticorpo primario (Ki-67, clone MIB-1, Dako, IR626) foi diluido
a 1:100 e incubado por duas horas a temperatura ambiente. As lavagens a partir deste
ponto com solucéo de tris (hidroximetil) aminometano (TRIS) tamponada (pH 7,4).

O kit para amplificacdo e deteccdo foi 0 Novolink (Leika Biosystems, Polymer
Detection System, anti-mouse-rabbit), cujo anticorpo secundario (Novocastra Post
Primary), foi incubado por 60 minutos, seguido por lavagem com TRIS e aplicacéo do
polimero (Novolink Polymer), com incubagdo por mais 60 minutos. O cromdgeno
diaminobenzina (DAB, Novocastra) foi diluido no momento da aplicacdo (diluente
DAB Substrate Buffer, Novolink), e sua concentracédo foi de 50 pl/ml. Em seguida, as
amostras coradas em Hematoxilina de Harris por 4 min e lavadas com &gua por 10 min

para posterior montagem.

Reacdes de controle positivo em tecido de linfonodo incluidas nas baterias de
laminas, e os controles negativos produzidos sem a adi¢do do anticorpo primario em

corte de osteossarcoma, sendo incubado somente o diluente.

4.4.1 Andlise das reacdes imuno-histoguimicas

A avaliacdo da reacdo de imuno-histoquimica foi realizada com microscopio
optico. Foi considerada se a reacdo foi positiva ou negativa e a localizagdo nuclear, no
caso do Ki-67.

O indice de proliferacéo celular (IPC) é uma porcentagem obtida visualizando-
se 10 campos representativos de maior aumento (objetiva de 40x) contando-se 100
células neoplasicas cada, realizando-se a porcentagem de células com a marcacao
nuclear positiva para o anticorpo Ki-67, segundo VOLLMER et al. (1989). O IPC foi

considerado baixissimo ao haver reatividade nuclear <5% das células; baixo quando o
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IPC foi superior a 5 e menor ou igual a 10%; alto - quando o IPC foi maior que 10 e

menor ou igual a 30% e altissimo, quando IPC foi maior que 30%.

4.4.2 Forma de andlise dos resultados

Os resultados epidemioldgicos foram expressos na forma de graficos e expressos

em porcentagem, como estatistica descritiva.

Os diagndsticos obtidos através das classificacdes e graduacdes humana e animal
foram transformados em proporc¢des dividindo-se a quantia individual pela quantia total

e comparadas com teste Chi-quadrado, pelo programa Bioestat.

5. RESULTADOS

Foram analisados 54 casos de histopatologia com diagnostico prévio de
osteossarcoma, datados de 2003 a 2022. A amostra tinha 31,5 % (n=17) de cdes machos
e 68,5% fémeas (n=37) (Figura 1)

% SEXO

Figura 1 - Frequéncia de cées portadores de OSA segundo 0 sexo

As ragas tiveram 0s seguintes percentuais de participacdo na amostra: SRD -
44,4%, Rottweiler — 11,1%, Boxer — 7,4%, Labrador — 7,4%, Pitt Bull — 5,6%, Golden
Retriever, Pastor Alemao, Poodle e S&o Bernardo com 3,7% cada um, e Airedale Terrier,
Akita, Cocker Spaniel, Setter Inglés e Weimaraner com1,9% cada um. (Figura 2).
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® Boxer

: Labrador
M Pitt Bull
M Golden retriever
M Pastor Alem 3o
M Poodle
B 530 Bernardo
W Airedale Terrier
| Akita
B Cocker Spaniel
W Setter inglés

W 'Weimaraner

Figura 2 - Distribuicdo das racas dos cdes portadores de OSA.

A proporgdo de acometimento do osteossarcoma canino considerando-se 0s

membros, houve 56,1% dos casos em membros torécicos, 43,9% em membros pélvicos,

% LOCALIZACAO ANATOMICA

Toracico

M Pélvico

18; 43,9%

Figura 3 - Proporc¢do de acometimento do osteossarcoma canino levando-se em consideracao
0S membros acometidos.

Em relacdo ao peso, a maior frequéncia foi de animais entre 21 a 42 quilos,

considerados de porte médio e grande (GRANDJEAN, 2001), conforme a Figura 4.
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Histograma do Peso (kg)
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Figura 4 - Histograma dos pesos dos animais portadores de OSA.

A andlise da idade dos animais revelou maior frequéncia de animais no intervalo

de 7 a 10 anos, conforme a Figura 5.

Histograma da Idade (anos)

20
13
17
8
. 3

[0, 3] (3.7 (7. 10] (10, 14] (14,17]

Figura 5 - Histograma das idades dos animais analisados.

(Figura 5).
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Tabela 6 - Resultados das tipificacdes histoldgicas tumorais pelo sistema veterinario

Classificacédo % de Ocorréncias na Amostra
Osteoblastico 79,2%
Fibroblastico 15,1%
Anaplasico 1,9%
Condroblastico 1,9%
Telangiectasico 1,9%

Tabela 7 - Resultados das tipificacGes histologicas tumorais pelo sistema humano.

Classificagéo % de Ocorréncias na Amostra
Osteoblastico 71,7%
Fibroblastico 15,1%
Pequenas células 7,5%
Anaplasico 1,9%
Condroblastico 1,9%

Telangiectasico 1,9%
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Tabela 8 - Comparacdo entre as classificagdes veterinaria e humana de osteossarcoma.

Classificacdo veterinaria de Classificacdo humana de -
Classificagbes em comum
osteossarcoma osteossarcoma
CENTRAL CONVENCIONAL (Sindnimos)
Osteoblastico Osteoblastico Osteoblastico
Produtivo

Né&o produtivo
Condroblastico Condroblastico Condroblastico

Fibroblastico Fibroblastico Fibroblastico
Grandes células

Pouco diferenciado
Telangiectasico Telangiectasico Telangiectasico
Pequenas células
Central de baixo grau
Osteossarcoma Secundario

PERIFERICO SUPERFICIAL (Sinbnimos)
Parosteal Parosteal Parosteal
Periosteal Periosteal Periosteal

Superficial de alto grau

Fontes: SLAYTER et al. (1994); FLETCHER et al. (2013).

J& a relacdo dos diagnosticos humano e veterinario foi realizado por teste G,
conforme as Tabelas 9 e 10, havendo diferenca estatistica significativa entre os niveis

de diagnostico e entre os diagndsticos (p<0,001).

A seguir, a Figura 8 apresenta uma fotomicrografia da reacdo de imuno-
histoquimica para o anticorpo anti-Ki67. Observar a intensa marcagéo positiva (nucleos

de coloragdo marrom).
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Figura 6 - indice de proliferagdo alto (IPC=10 ou < ou igual a 30%). Aumento de 40x.

As tabelas 9 e 10 representam a relagéo entre os tipos de diagnosticos e os indices
de proliferacdo de Ki-67, segundo a classificagio humana e a veterinaria,

respectivamente.

Tabela 9 - Graduacao Tumoral pelo Sistema Humano

Grau % de Ocorréncias na Amostra
| 20,8%
I 39,6%
Il 22,6%
v 17,0%

Tabela 10 - Graduacdo Tumoral pelo Sistema Veterinario

Grau % de Ocorréncias na Amostra

| 90,6%
I 9,4%
I 0,0%

v 0,0%
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Tabela 11 - indice de proliferagio dos casos de OSA canino segundo a classificagio de Ki-67

Classificacdo Ki-67 % de Ocorréncias na Amostra
Altissimo 45,8%
N&o marcou 16,7%
Baixissimo 14,6%
Alto 14,6%
Baixo 8,3%

A graduacdo de osteossarcoma pelo sistema humano resultou em grau 1 (20,8%),
grau Il (39,6%), grau Ill (22,6%) e grau IV (17,0%), conforme a Tabela 11. Ja& a
graduacdo pelo sistema veterinario resultou em grau 1 (90,6%) e grau Il (9,4%),

conforme a Tabela 12.

A imunofenotipagem por Ki-67 resultou em amostras com marcacdo baixissima
(14,6%), baixa (8,3%), alta (14,6%) e altissima (45,8%). As amostras que ndo marcaram

representaram 16,7% das amostras de osteossarcoma canino.

Como ja mencionado anteriormente, a relacdo dos diagnosticos humano e
veterinario e os indices de proliferacdo destas tabelas foi analisado por teste Chi-
quadrado. Foram comparadas as tabelas de tipificacdo histoldgica humana e veterinaria,
resultando em p=0,7373, ou seja, ndo houve diferenca estatistica significante. Também
foram comparadas as tabelas de graduacdo tumoral humana e veterinaria, resultando em

p<0,001, ou seja, houve diferenca estatistica significante.

6. DISCUSSAO

Na literatura, em cées ndo esta documentado diferenca significante entre o
acometimento do osteossarcoma entre géneros, mas, em humanos, o sexo masculino
parece ser o0 mais acometido (MAKIELSKI et al, 2019).
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Em humanos, sabe-se que o osteossarcoma acomete mais adolescentes do sexo
masculino, mas ainda ndo esta claro se o género influencia a ocorréncia desse tumor em
cdes (MAKIESLSKI et al., 2019). O osteossarcoma se desenvolve mais comumente no
local ou proximo ao local de crescimento placas, onde a renovacdo celular € maior
(MAKIESLSKI et al., 2019).

Neste estudo, os membros toréacicos (42%) foram mais atingidos do que os
pélvicos (33,3%). Em um estudo de Tuohy et al. (2019) e Makielsky (2019), o mesmo
ocorreu, com 64% acometendo os membros toracicos, e 35,8% membros pélvicos no
primeiro estudo. Segundo Makielsky et al. (2019), a extremidade distal do réadio e

proximal do umero sdo os locais de maior ocorréncia do osteossarcoma.

A andlise da idade dos animais revelou maior frequéncia de animais 7 a 10 anos.
Um estudo de Rosenberger et al. (2007), analisando trés racas caninas (Greyhound,
Rottweiler e Dogue Alemao) chegou a conclusdo que os Greyhounds foram os idosos
ao diagnostico de osteossarcoma, com 9,9 anos, seguidos pelos Rottweilers (8,3 anos) e

Dogue Alemaes (7,8).

Quanto ao peso, a maior frequéncia foi de animais entre 17 a 32 quilos,
considerados de porte médio e grande (GRANDJEAN, 2001). Neste estudo, o resultado
do peso dos animais se mostrou mais evidente nos cdes entre 21 e 42 kg, sequido por 42
e 63 kg, conforme a Figura 4. Estudos afirmam serem os cées de porte grande a gigante
0s mais comumente acometidos (LIPTAK et al., 2004; TROST etal., 2012; EHRHART
et al. 2013;) constatando-se entdo, maior predilecdo dessa neoplasia nos Rottweilers
(McNEILL etal., 2017; TUOHY et al., 2019). Segundo Makielski et al. (2019) e Tuohy
et al. (2019), cdes de porte grande e gigante tiveram maior risco de osteossarcoma,

corroborando com o achado.

A proporcdo entre os tipos histopatologicos veterinarios de osteossarcoma foi
maior para o osteoblastico (79,2%), seguido por fibroblastico (15,1%), anaplasico

(1,9%), condroblastico (1,9%) e telangiectasico (1,9%), conforme tabela 6.

A proporc¢éo entre os tipos histopatoldgicos humanos de osteossarcoma foi maior
para 0 osteoblastico (71,7%), seguido por fibroblastico (15,1%), pequenas celulas
(7,5%) e anaplasico (1,9%) e condroblastico (1,9%), e telangiectésico (1,9%), conforme
tabela 7.
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A graduacdo de osteossarcoma pelo sistema humano resultou em grau | (20,8%),
grau 1l (39,6%), grau Ill (22,6%) e grau 1V (17,0%), conforme a Tabela 11. J& a
graduacdo pelo sistema veterinario resultou em grau 1 (90,6%) e grau Il (9,4%),
conforme a Tabela 12. Em um estudo de KIRPENSTEIJN et al. (2002), a classificacao
de 166 tumores resultou em sete (4%) grau I, 34 (21%) grau Il e 125 (75%) grau I1l. A
diferenga de resultados pode ser devido ao tamanho distinto entre as amostras (53 no

presente estudo e 166).

A imunofenotipagem por Ki-67 resultou em amostras com marcacao baixissima
(14,6%), baixa (8,3%), alta (14,6%) e altissima (45,8%). As amostras que ndo marcaram

representaram 16,7% das amostras de osteossarcoma canino.

O estudo comparativo da imuno-histoquimica utilizou o marcador Ki-67, que
possibilitou obter o IPC das amostras de osteossarcoma, cuja origem foi confirmada de
caracteristicas morfoldgicas dos tecidos neopléasicos. Um estudo de CAVALCANTI
(2007), visando a avaliacdo de 53 amostras de osteossarcomas caninos, obteve
expressao negativa para marcador de Ki-67 (MIB-1) de 30,2%. Uma das hipoteses do
trabalho foi que o processo de descalcificacdo poderia ter influenciado na

imunomarcacao do reagente.

Foram comparadas as tabelas de tipificacdo histolégica humana e veterinaria
pelo teste Chi-quadrado, resultando em p=0,7373, ou seja, ndo houve diferenca
estatistica significante. Também foram comparadas as tabelas de graduacdo tumoral
humana e veterinaria, resultando em p<0,001, ou seja, havendo diferenca estatistica
significante. A principio, ndo ha, para esta amostra, aplicabilidade da graduacgéo tumoral

humana nos tumores 6sseos apendiculares primarios caninos.

7. CONCLUSAO

Conclui-se, com o resultado estatistico, que os resultados referentes a idade, peso,

raca e local de acometimento corroboram a literatura cientifica.

A relacdo dos diagndsticos humano e veterinario foi comparado e analisado por
teste Chi-quadrado, com o programa Bioestat. Foram correlacionadas as tabelas de
tipificacdo histologica humana e veterinaria, resultando em p=0,7373, ou seja, nao

houve diferenca estatistica significante. Isso diz que € possivel tipificar
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histologicamente amostras veterinarias com o sistema humano, pois sdo sistemas

semelhantes.

Também foram comparadas as tabelas de graduacdo tumoral humana e
veterinaria, o que resultou em p<0,001. Isto significa que houve diferenca estatistica
significante, ou seja, os sistemas humano e veterinario diferem significativamente.
Deste modo, ndo é recomendado a utilizacdo da graduacdo de osteossarcoma humana

para amostras veterinarias.
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Canine osteosarcoma is an extremely aggressive neoplasm that represents about 80%
of bone tumors in this species. However, Brazilian retrospective studies on this
neoplasm are still scarce. This paper presents a retrospective study of animal samples
attended in the Animal Pathology sector of the University of Marilia — Unimar and in the
Veterinary Hospital of the Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science /
UNESP, Botucatu campus from 1997 to 2020. We studied 101 cases with previous
histopathological and/or cytological diagnosis of osteosarcoma. Data were analyzed for
race, sex, age and anatomical location of the lesion. Frequency was calculated in
relation to sex, age, race and anatomical location, using analysis by means of h)ean
and percentage distributed in graphs and tables. We found 39 (39%) dogs with
histopathological diagnosis and 27 (27%) dogs with cytopathological diagnosis.
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RESUMO

O osteossarcoma canino é uma neoplasia extremamente agressiva que representa
cerca de 80% dos tumores Gsseos nessa espécie. No entanto, estudos retrospectivos
brasileiros sobre essa neoplasia sdo ainda escassos. Este trabalho apresenta um estudo
retrospectivo de amostras de animais atendidos no setor de Patologia Animal da
Universidade de Marilia — Unimar e no do Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia/ UNESP, campus de Botucatu de 1997 a 2020. Foram
estudados 101 casos com diagndstico histopatoldgico e/ou citolégico prévio de
osteossarcoma. Os dados foram analisados quanto a raca, sexo, idade e localizagdo
anatdmica da lesdo. Utilizou-se calculo da frequéncia em relacéo ao sexo, a idade, a raca
e a localizagdo anatomica, utilizando analise por meio de média e porcentagem
distribuidas em graficos e tabelas. Foram verificados 39 (39%) cdes com diagndstico
histopatolégico e 27 (27%) cdes com diagnostico citopatoldgico. Os animais submetidos
a ambos 0s metodos diagnosticos totalizou 35 (35%) pacientes. Observou-se uma maior
predisposicéo para cdes sem raca definida (34%), seguida pelas racas de grande porte
Rottweiler com (22%) e Boxer (9%). Com relacéo a localizagdo anatdmica, 0s membros
pélvicos foram os mais prevalentes (32%), seguidos pelos membros toracicos (25%). A

média de idade dos cdes foi 7,7 anos, variando entre 0,1 e 16,0 anos de idade. Os caes
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machos foram menos acometidos quando comparado as fémeas: 47% machos e 53%
fémeas. Conclui-se que os dados obtidos sdo compativeis com o observado por outros
estudos, com excecdo da localizacdo anatdbmica, prevalecendo acometimento de

membros posteriores.

INTRODUCAO

O osteossarcoma € 0 tumor 6sseo primario mais comum em cées e criangas,
podendo responder por até 85% das alteracGes malignas que tém origem no esqueleto
nesses animais (KIRPENSTEIJN et al., 2002; MOORES et al., 2003; LIPTAK et al.,
2004; MORELLO et al., 2011; EHRHART et al., 2013; THOMPSON e DITTMER,
2017).

No Brasil, os dados sobre o osteossarcoma sdo escassos, havendo poucos
trabalhos que abordem aspectos epidemiolégicos da doenca (DALECK et al., 2002; DA
SILVEIRA et al., 2008; TROST et al. 2012). Porém, alguns relatos publicados nos
conferem dados importantes. Aproximadamente 75-79,5% dos osteossarcomas ocorrem
no esqueleto apendicular, e perto de 20-25% no esqueleto axial (TROST et al. 2012;
THOMPSON e DITTMER, 2017). Com relacdo a localizacdo anatémica, existem
regides de maior incidéncia no caso dos cées, sendo esta uma neoplasia caracteristica de
racas grandes e gigantes. As racas de maior risco a desenvolver osteossarcoma sdo: Sao
Bernardo, Dogue Alemdo, Setter Irlandés, Dobermann, Pastor Alemdo, Golden
Retriever e Boxer. A média de peso dos cdes acometidos é 40 kg, embora o tamanho
seja um fator de risco mais importante que o peso corpéreo (LIPTAK et al., 2004;
EHRHART etal., 2013; TROST et al. 2012; THOMPSON e DITTMER, 2017). Mesmo
assim, cerca de 2,6-5% de cdes de pequeno a médio porte podem desenvolver
osteossarcoma (RU et al., 1998; TUOHY et al., 2019).

H& uma grande variacdo no que diz respeito a media de idade dos cées
acometidos, ocorrendo principalmente em cédes de meia-idade a idosos, com idade média
de 7 anos (EHRHART et al., 2013; GOMES et al., 2006; TROST et al., 2012; TUOHY
etal., 2019).

No geral, machos parecem ser mais predispostos que fémeas, com um estudo
mostrando razdo (macho:fémea) de 1, 08:1 (TROST et al., 2012; THOMPSON e
DITTMER, 2017). Apesar disso, outro estudo com 52 animais apresentando

osteossarcoma demonstrou a proporc¢dao macho:fémea de 0,95:1,0 (TUOHY et al., 2019).
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Alguns autores afirmam que ndo é possivel correlacionar nenhum agente
etiologico ou predisposicdo hereditdria com o desenvolvimento desta neoplasia
(DALECK et al., 2002; GOMES et al., 2006; DALECK et al., 2006; EHRHART et al.,
2013), embora possa haver uma correlacdo entre a castracdo e a ocorréncia de
osteossarcoma (HOFFMAN et al., 2013; TUOHY etal., 2019,). Pesquisas evidenciaram
que h& uma chance maior de 1,3-1,6x em machos e 1,9-2,5x em fémeas de ocorrer
osteossarcoma em animais castrados (RU et al., 1998; BELANGER et al., 2017), sendo

que Rottweilers apresentam uma chance maior (COOLEY et al., 2002).

Outros fatores de risco podem ser associados ao osteossarcoma canino (FENGER
et al., 2014). Como exemplo, h& evidéncias de que radiacdo ionizante, implantes
metalicos e fraturas prévias possam ser capazes de induzir osteossarcoma tanto em
humanos quanto em cdes (WILSON et al., 2010; THOMPSON e DITTMER, 2017,
SELMIC et al., 2018). Além disso, a osteomielite crénica e o infarto dsseo estdo
possivelmente correlacionados a osteossarcoma em humanos e cdes (FENGER et al.,
2014).

H& uma tendéncia do desenvolvimento do osteossarcoma em racas de portes
grandes ou gigantes, o que indica que tanto o peso quanto a altura possam estar
envolvidos no desenvolvimento desse tumor (ANFINSEN et al. 2011, MAKIELSKI et
al., 2019). Segundo um estudo, 40% das mortes causadas por osteossarcoma foi de um
grupo de animais com média de 31 kg, e menos de 10% dos Obitos sdo de cdes com
meédia de 5 kg (GUSTAFSON et al., 2018). Além disso, estd associado a filhotes de
racas grandes que crescem rapidamente (MAKIELSKI et al., 2019). Isso pode ser
explicado pelas regides de metafise suportarem maior peso corporal, levando a injuria
constante das células de proliferagdo rapida, gerando uma susceptibilidade maior a erros
de replicacdo génica (FENGER et al., 2014).

O comportamento bioldgico desta neoplasia é caracterizado por invasdo local
agressiva dos tecidos subjacentes e disseminacdo hematogénica rapida, geralmente para
os pulmdes. Em torno de 90% das lesbes metastaticas sdo encontradas nos pulmaes,
podendo também ocorrer em outras localizagdes, tais como pele, costelas, 0ssos longos,
pelve e esterno. Cerca de 80% dos cées morre devido & metéastase pulmonar (ON e
COUTO, 2010; SZEWCZYK et al., 2014).
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A osteopatia hipertrofica € uma sequela relativamente comum em cées com
metastase pulmonar e em grandes neoplasias de costela que invadem a cavidade toracica
(EHRHART et al., 2013; THOMPSON e DITTMER, 2017).

Em cées, 0 osteossarcoma extraesquelético possui maior raridade e ndo envolve
tecido 6sseo ou periosteal (PATNAIK, 1990). Este tipo de osteossarcoma pode surgir
espontaneamente na glandula mamaria e no eséfago infestado por Spirocerca lupi, além
de poder atingir relativamente com menos frequéncia o trato gastrointestinal, tecido
subcutaneo, baco, trato urinario, figado, pele, musculatura, globo ocular e tireoide
(PATNAIK, 1990; PAZZI et al., 2013; CRAIG et al., 2016).

O diagndstico de tumor ésseo maligno priméario pode ser sugerido pelos sinais
clinicos, que muitas vezes levam a suspeita de injdria ortopédica quando o histérico vem
acompanhado de trauma, ja que claudicacdo é o primeiro sinal na maioria dos casos
(DALECK et al., 2002; DALECK et al., 2006; THOMPSON e DITTMER, 2017).

Ao exame clinico, verifica-se dor e inchago palpavel dentro de algumas semanas,
com progressdo a atrofia muscular do membro afetado (THOMPSON e DITTMER,
2017). Os linfonodos regionais estdo raramente afetados, sendo observados 4% de
acometimento em um estudo com 228 casos de osteossarcoma canino (HILLERS et al.,
2005). Exames laboratoriais e achados radiograficos ainda podem sugerir a doenga, no
entanto, um diagndstico definitivo € baseado na avaliacdo citoldgica e histopatoldgica
(EHRHART et al., 2013; THOMPSON e DITTMER, 2017).

O osteossarcoma pode ter uma aparéncia radiografica litica, primariamente
esclerético (blastico ou produtivo), ou, mais comumente, misto apresentando tanto o
aspecto litico como produtivo (THRALL, 2017; THOMPSON e DITTMER, 2017).
Outros achados incluem aumento de volume dos tecidos moles com calcificagéo se
estendendo a estes tecidos formando espiculas periosteais (aspecto de exploséo solar,
ou sunburst) e a presenga do “Tridngulo de Codman”, que se caracteriza por uma reagao
Ossea entre o peridsteo e o cortex (GOMES et al., 2006; EHRHART et al., 2013). Pode
haver a ocorréncia de fraturas 0sseas patoldgicas ocasionadas pelo tumor (BHANDAL
e BOSTON, 2011). E um tumor que pode frequentemente ultrapassar o cortex e, em
humanos, chega a dimensdes de mais de 5 cm (SLAYTER et al., 1994).

O aumento da concentracdo sérica de Fosfatase Alcalina (FA) € um achado
laboratorial que tem sido observado em 40-80% dos pacientes com osteossarcoma. Este
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aumento tem sido associado a atividade osteobléstica das células tumorais (BACCI et
al., 2002; BARGER et al., 2005; RYSEFF e BOHN, 2012).

Em aspirados citologicos de osteossarcoma, as células podem ocorrer solitarias
ou em grupos, com morfologia arredondada a fusiforme, com marcado pleomorfismo,
maltiplos nucléolos, macronucléolos e outros sinais de malignidade. Um achado
caracteristico observado na microscopia Optica é a presenca de osteoide circundado por
células tumorais aparecendo como um material fibrilar basofilico. Estas estruturas nao
sdo encontradas na maioria dos aspirados de osteossarcoma, porém, quando encontradas,
sua presenca sugere forte evidéncia de tumor 6sseo (FIELDER, 2014; BARGER, 2016).

Ao exame histopatoldgico ha grande variedade na aparéncia histolégica, mas em
todos os casos um diagndstico definitivo é baseado na presenca de osteoide e/ou 0sso
por células mesenquimais malignas. Os subgrupos histoldgicos incluem osteossarcomas
osteobléstico, condrobléstico, fibroblastico, osteoclastico, indiferenciado e
telangiectasico, aparentemente ndo existindo, nos caes, diferenca em relacdo ao
comportamento bioldgico entre esses subgrupos histologicos (EHRHART et al., 2013;
SCHOTT et al., 2017). Ha estudos que contradizem tal afirmacdo, no entanto: animais
com o osteossarcoma fibroblastico podem apresentar melhor progndstico em cées e
humanos (LASKAR et al., 2008; AL-KHAN et al., 2020). Além disso, no homem, o
subtipo condroblastico apresenta maior resisténcia a quimioterapia (LASKAR et al.,
2008).

A gradacdo histopatologica do osteossarcoma de cées é baseada no indice
mitdtico, pleomorfismo celular, matriz celular, celularidade tumoral, necrose tumoral e
namero de células multinucleadas (KIRPENSTEIIN et al., 2002; LOUKOPOULOQOS e
ROBINSON, 2007). Ha evidéncias, em osteossarcoma canino, de que tais parametros
estejam correlacionados ao comportamento metastatico; além disso, 25% dos cées com
tumores categorizados em graus | e Il foram correlacionados com sobrevida livre de
doenga maior do que os animais com grau Il (KIRPENSTEIIN et al., 2002). No entanto,
na medicina veterinaria, tais sistemas de gradacdo sdo ainda controversos por nao
apresentarem resultados consistentes (SCHOTT et al., 2017; THOMPSON e DITTMER,
2017)

A combinacdo da quimioterapia e amputacdo em cées confere a cerca de 40-50%
dos pacientes uma sobrevida de mais de um ano e a 10-20% dos pacientes, mais de dois
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anos (SELVARAJAH e KIRPENSTEIIN, 2010). A quimioterapia consiste de 3 a 6
ciclos com cisplatina, carboplatina ou doxorrubicina (MUELLER et al., 2007;
SZEWCZYK et al., 2014). A maioria dos cdes é eutanasiada ou morre naturalmente
devido a neoplasia ou a metastases, tendo tempo de sobrevida medio menor que cinco
meses (HEYMAN et al., 1992; BOERMAN et al., 2012).

O prognostico para pacientes com doencas metastaticas é significativamente
menor do que aqueles livres de metastase (BOERMAN et al., 2012). Em cées com
evidéncia de metastase, o tempo de sobrevida chega a 76 dias (SLAYTER et al., 2014).
No osteossarcoma apendicular, o progndstico tende a ser pior quando o atinge Umero
proximal em comparagéo a outras localiza¢des anatomicas (FENGER et al., 2014).

O presente estudo teve como objetivo analisar os aspectos epidemiol6gicos dos
cdes portadores de osteossarcoma atendidos no setor de Patologia da Unimar na cidade
de Marilia — SP.

MATERIAIS E METODOS

Realizou-se estudo retrospectivo dos casos de osteossarcoma caninos atendidos
no setor de Patologia Animal da Universidade de Marilia — Unimar e no Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia/ UNESP, campus de

Botucatu.

Para tanto, foram revisados os livros de registros histopatoldgicos e
citopatoldgicos referentes ao periodo de setembro de 1997 a maio de 2012 (Marilia) e
2008 a 2020 (Botucatu), quando necessario, também foi feita a recuperacdo da ficha

clinica do animal para a complementacdo de dados.

Seguiu-se um protocolo de dados onde somente foram incluidos os animais da
espécie canina machos ou fémeas, com diagndstico histopatoldgico e/ou citopatologico

de osteossarcoma.

Nos casos em que 0s animais tinham tanto o diagnostico citopatolégico e quanto

0 histopatoldgico, prevaleceu o histopatolégico.

Os dados foram analisados quanto a raca, sexo, idade e localizagdo anatémica da
lesdo. Casos com informacgdes incompletas foram excluidos. As neoplasias foram

submetidas ao célculo da frequéncia em relacdo ao sexo, a idade, a raca e a localizagdo
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anatdémica, utilizando anélise por meio de média e porcentagem distribuidas em graficos

e tabelas.

RESULTADOS

Foram verificados no setor de Patologia Animal da Unimar, 39 (39%) cdes com
diagndstico histopatoldgico e 27 (27%) cdes com diagnostico citopatoldgico de
osteossarcoma, num total de 101 casos. Além da definicdo dos diagndsticos isolados
(histoldgicos e citoldgicos), houve um levantamento dos individuos que realizaram os
dois métodos, o que totalizou 35 (35%) pacientes que foram submetidos aos exames de

citologia aspirativa por agulha fina e histopatoldgico.

Durante a avaliagdo dos dados epidemioldgicos destes animais foi observada
uma maior predisposicao para os cdes sem raca definida (34%), seguidos pelas racgas de
grande porte Rottweiler (22%) e Boxer (9%) (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo dos casos de osteossarcoma diagnosticados no setor de
Patologia Animal da Unimar e no Hospital Veterinério da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia/ UNESP, campus de Botucatu, de acordo com as r acas. SRD — cdes sem raga
definida.

Com relacdo a localizacdo anatébmica, os membros pélvicos foram o0s mais
acometidos com 16 animais (34%), onde se verificou o maior acometimento das regifes
distais de tibia e féemur. Nos membros toracicos, a regido distal do radio apareceu como
a mais comum. LocalizacOes extraesqueléticas apareceram na glandula mamaria e
tecido subcutaneo, em regido dorsal. No esqueleto axial, foi encontrado o tumor em

0ss0s da pelve, costela e com maior prevaléncia em regides da face (Figura 2).
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Figura 2. Distribuigdo das lesfes de acordo com as localizagdes
anatdbmicas de maior incidéncia, diagnosticadas no setor de Patologia Animal
da Clinica Veterinaria Dr. Vicente Borrelli — Unimar e no no Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia/ UNESP,
campus de Botucatu, no periodo de 1997 a 2020.

A média de idade dos cées foi 7,7 anos, variando entre 0,1 e 16,0 anos de idade.
Os cédes machos foram menos acometidos quando comparado as fémeas: 47% machos

e 53% fémeas. (Figura 3).

% Sexo dos Animais Acometidos

Macho
47%

Fémea
53%

Figura 3. Diagnosticos positivos para OSTEOSSARCOMA no setor de
Patologia Animal da Clinica Veterinaria Dr. Vicente Borrelli — Unimar e Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia/ UNESP, campus
de Botucatu, de acordo com o sexo dos animais, no periodo de 1997 a 2020.
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DISCUSSAO

Apds observacao dos registros, constatou-se a prevaléncia de casos diagnosticados
no esqueleto apendicular. Dados esses, ja observados e citados na literatura. Em relagdo
a distribuicdo anatébmica, 75-79,5% dos osteossarcomas desenvolvem-se no esqueleto
apendicular e 20-25% no esqueleto axial (TROST et al. 2012; THOMPSON e
DITTMER, 2017)

Os membros torécicos sdo mais afetados que os pélvicos (2:1), pois suportam
aproximadamente 60% do peso corporal. A extremidade distal do radio e proximal do

Umero séo os locais de maior ocorréncia do osteossarcoma (MAKIELSKI et al., 2019)

Em caso de acometimento do membro pélvico, desenvolve-se uniformemente na
porcao distal do fémur e da tibia (DALECK et al., 2002; GOMES et al., 2008; TUOHY
etal., 2019).

A maioria dos osteossarcomas origina-se no canal medular de 0ssos longos,
geralmente na metéfise, alguns na superficie cortical e periosteo; raramente em sitios
extraesqueléticos (THOMPSON e DITTMER, 2017)

Segundo observacdes relatadas por HEYMAN et al. (1992), de 116 casos de
osteossarcoma canino primario no esqueleto axial, 27% localizavam-se na mandibula,
22% na maxila, 15% nas vértebras, 14% no créanio, 10% nas costelas, 9% na cavidade

nasal e 6% na pelve.

CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, conclui-se estarem de acordo com os dados
pesquisados em outros estudos, que afirmam serem os cées de porte grande a gigante 0s
mais comumente acometidos (LIPTAK et al., 2004; TROST et al., 2012; EHRHART et
al. 2013;) constatando-se entdo, maior predilecdo dessa neoplasia nos Rottweilers
(McNEILL et al., 2017; TUOHY et al., 2019).

A idade média de ocorréncia dos osteossarcomas estd muito proxima aos dados

encontrados na literatura, com uma grande variacdo, indo de cdes com 6 meses a cées
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de 16 anos, porém ocorrendo mais comumente em cdes de meia idade a idosos com
média de idade de 7,4 anos (GOMES et al., 2006; TROST et al., 2012; EHRHART et
al. 2013)

A predisposic¢do sexual dos animais também condiz com o pesquisado, que afirma
serem 0s cdes machos mais acometidos que as fémeas (DALECK et al., 2002; TROST
etal., 2012)

Os aspectos epidemioldgicos dos caes acometidos por osteossarcomas avaliados
neste trabalho confirmaram os dados ja citados no que diz respeito a idade média, sexo

e predisposic¢do racial, e divergindo entdo, quanto a localizacdo anatdmica.

No presente estudo, os membros pélvicos foram trés vezes mais prevalentes que
0s membros toracicos, dados contrarios a literatura vigente (SILVEIRA et al., 2008;
TUOHY et al.,, 2019). Porém, as regides distais dos 0ssos desses membros se
confirmaram, sendo de 2 a 3 vezes as localizagfes mais acometidas (DALECK et al.,
2006)
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ATESTADO

Atesto que o Projelo "ANATOMIA PATOLOGICA COMPARADA - VIABILIDADE
DA UTILIZACAO DA CLASSIFICACAO ANATOMOPATOLOGICA HUMANA
DE OSTEOSSARCOMA APENDICULAR EM CANINOS (Canis familiaris)."
Protocolo CEUA 013012020 , a ser conduzido por Marcela da Gosta Gomes,
responsavelorientador Alessandre Hataka, para fins de pesquisa cientifica/ensino -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei i 11.794, de 08 de oulubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA.

Finalidade

PESQUISA CIENTIFICA

Vigéncia do projeto

01/02/2021 a 01/02/2022

Nome Comum/ Espécie /
Linhagem

NAO SE APLICA/NAO SE APLICA/

Raga

N° de animais machos

N° de animais fémeas

N® de animais sexo indefinido

Peso médio de animais machos

Peso médio de animais fémeas

o|lo|lc|o|lo

Peso médio de animais sexo
indefinido

0

Idade

ano(s) e 0 mes(es) e 0 dia(s).

Procedéncia

HV Unesp Botucatu

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 12/08/2020

Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Bolucaly



