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RESUMO

O cancer é uma importante causa de mortalidade em cédes, sendo o
osteossarcoma um tipo de neoplasia 6ssea que tem grande incidéncia nessa
espécie. Pesquisas recentes demonstraram que o HER-2, um receptor de tirosina
guinase, € expresso nesse tipo de tumor, e esta associado a baixa sobrevida dos
pacientes e resisténcia quimioterapica. Além disso, estimula a diferenciacao
celular, migracdo, apoptose e angiogénese. Portanto, o bloqueio desta via pode
impedir a diferenciacdo e a migracdo celular, induzir apoptose das células
neoplasicas e diminuir a angiogénese. O objetivo desse estudo foi avaliar a
marcagdo do HER-2 intra e inter-tumoral através da imuno-histoquimica em 20
amostras de osteossarcoma de esqueleto apendicular canino, e correlacionar
esses dados com os aspectos clinicos e histopatologicos. Como resultado foi
observado que o maior escore de marcacéo e coloracao desse marcador pode ser
correlacionado aos aspectos negativos dos pacientes, além disso, ha
heterogeneidade intratumoral foi significativa tanto em caracteristicas
histopatoldégicas quanto de marcacdo do HER-2, situacdo que dever ser
considerada para estabelecer novas condutas terapéuticas para o osteossarcoma,

pois apenas um fragmento de bidpsia pode nado ser significativo para o todo.

Palavras-chave: osteossarcoma, HER-2, lapatinibe.



ABSTRACT

Cancer is one of the most important causes of death in dogs, and osteosarcoma is
a type of bone cancer with high incidence in dogs. Recent studies has shown that
HER-2, a tyrosine kinase receptor, is expressed in canine osteosarcoma, and is
associated with poor overall survival and chemotherapy resistance. In addition to
stimulating cell differentiation, migration, apoptosis and angiogenesis. Therefore
blocking HER2 pathway may prevent cell differentiation and migration, induce
neoplastic cell apoptosis and decrease angiogenesis. The aim of this study was to
evaluate intra and inter-tumor HER-2 labeling through immunohistochemistry, and
to correlate these data with clinical and histopathological aspects. We observed
that the highest score of marking and staining of this marker can be correlated with
the negative aspects of the patients, in addition, intratumoral heterogeneity was
significant both in histopathological characteristics and in HER-2 marking, a
situation that should be considered to establish new therapeutic approaches for

osteosarcoma, as only a biopsy fragment may not be significant for the whole.

Keywords: osteosarcoma, HER-2, lapatinibe.
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1. INTRODUQAO E JUSTIFICATIVA

O cancer é a principal causa de mortalidade em cées, seguido de traumas,
doencas locomotoras e, por fim, neurolégicas (BONNETT et al., 2005). Devido a
importédncia e impacto causados pelas doencas oncolégicas nos animais,
atualmente ha maior foco para o desenvolvimento de novos tratamentos e manejo
dos individuos acometidos (RANIERI et al., 2013, GRUNTZIG et al., 2015).

O cao pode ser considerado um modelo comparado para auxiliar na
compreensao e tratamento das doencas desenvolvidas em humanos (PINHO et
al., 2012). Em caes, a incidéncia do osteossarcoma difere de acordo com as
racas, e pode variar de 0,2 a 8% de todos os tipos de neoplasias que essa espécie
pode desenvolver, sendo a incidéncia em relacdo aos humanos, vinte e sete vezes
maior (EGENVALL et al., 2007).

Pesquisas recentes tém demonstrado a superexpressdao de HER-2 em
osteossarcomas humanos e caninos (MASON et al., 2016, STROUD et al., 2016),
esse receptor apresenta superexpressdo em carcinomas de mama, prostata,
pancreas e de trato gastrointestinal, aléem de ser relacionado a um prognadstico
desfavoravel (WARREN et al., 2006). Em osteossarcoma canino esse receptor
também pode ser associado a baixa resposta quimioterapica e menor sobrevida
global (ZHOU et al., 2003, RAINUSSO et al., 2012).

Em relacdo ao tratamento para a espécie canina, a cirurgia para remocao
do tumor, comumente a amputacdo do membro acometido, € associada a
guimioterapia (MORELLO et al.,, 2011, SELMIC et al.,, 2014), que atualmente
envolve doxorrubicina ou carboplatina. Considerando a importancia do HER-2 no
osteossarcoma canino, o Lapatinibe pode ser considerado uma possibilidade de
tratamento, pois proporciona uma ligacao reversivel e citoplasmatica do dominio
da tirosina quinase, e consequentemente, ha o bloqueio da fosforilagdo do
receptor e inibicdo de toda a cascata de fosforilacdo desse receptor (LACKEY,
2006).

Assim, a presente pesquisa pretende investigar a expressdo de HER-2 em
amostras de osteossarcomas caninos de esqueleto apendicular, avaliando a

heterogeneidade intra-tumoral da expressao de HER-2, bem como avaliar o efeito



antitumoral do Lapatinibe em células de osteossarcomas caninos, comparado ao
efeito antitumoral da doxorrubicina, que atualmente € o fArmaco mais utilizado nos

protocolos quimioterapicos para osteossarcomas.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Osteossarcoma

Na espécie canina as neoplasias 6sseas malignas sdo mais frequentes do
gue as formacbes benignas nesse 6rgdo, diferentemente do que ocorre na
espécie humana (BRODEY, 1979). Dentre os possiveis diagnésticos de
neoplasias 6sseas malignas primarias em caes, 0 osteossarcoma apresenta maior
prevaléncia, cerca de 90% dos casos, enquanto hemangiossarcoma,
condrossarcoma, lipossarcoma e fibrossarcoma também podem ser observados,
porém em menor frequéncia (DERNELL et al., 2001, EGENVALL et al., 2007).

Cerca de 90% dos céaes diagnosticados com osteossarcoma apresentam
micrometastases no momento do diagndstico, € mesmo com intervencao cirdrgica
e quimioterapica vao a obito em aproximadamente um ano (SELMIC et al., 2014).
O sitio de localizacdo mais comum para 0 aparecimento do osteossarcoma é
principalmente em ossos longos, denominado esqueleto apendicular, e essa
localizagdo corresponde a 75% de todos os casos (BERG et al.,, 1992). Em
esqueleto apendicular o local de origem mais frequente € o canal medular, e a
regido metafisaria € a mais acometida (STRAW et al., 1990), além de ser mais
comum o desenvolvimento em membros toracicos do que em membros pélvicos
(MAULDIN et al., 1988).

Em relacado a incidéncia, o osteossarcoma em esqueleto apendicular € mais
comum em racas de grande porte e gigante (RU et al., 1998), e existe
predisposicdo racial, como no caso do Pastor Alemao, Golden Retriever, Boxer
(BRODEY, 1965), Sédo Bernardo e Rottweiler (SHAPIRO et al., 1988). Ha algumas
publicacbes que sugerem machos serem mais acometidos do que fémeas, na
proporcao de 1,5:1, porém ndo ha um consenso na literatura que correlacione o
sexo com a incidéncia (MISDORP et al., 1979; KRAEGEL et al., 1991; HAMMER



et al., 1995). Trata-se de um tipo de neoplasia em que a faixa etaria média de
maior ocorréncia € de sete anos (BRODEY & RISER, 1969), mas pode
apresentar-se de modo bimodal e acometer caes jovens, entre seis e 18 meses de
idade (PHILLIPS et al., 1986).

A etiologia do osteossarcoma ndo é totalmente elucidada, porém ha
algumas hipo6teses para o seu desenvolvimento em cées, a teoria que justifica o
aparecimento em regifes fisarias de ossos longos € o fato de serem 0ssos que
amparam maior peso e dispbem de um fechamento tardio das fises, que
principalmente em cdes de porte grande, sdo regides ja predispostas a varios
traumas e alto nivel de atividade celular, caracteristicas que podem corroborar
para carcinogénese do osteossarcoma (GELLASCH et al., 2002). Outra condicéo
em que foi relatado o diagnostico de osteossarcoma em cées, foi em fraturas néo
tratadas, osteossinteses com atraso na consolidacdo ou ndo unido 0ssea, além de
fraturas associadas a implantes metalicos (ROSIN & ROWLAND, 1981). O fator
genético também pode ter relacdo ao surgimento do osteossarcoma, como

alteracdes no gene P53, um gene supressor tumoral (JOHNSON et al., 1998).

2.2 Sinais clinicos e diagnosticos

Normalmente os primeiros sinais clinicos associados ao osteossarcoma de
esqueleto apendicular sdo claudicacdo, dor e aumento de volume no membro
acometido (KLEINER & SILVA, 2003). Além disso, devido a obstrucdo das vias
linfaticas adjacentes pelo préprio tumor ou processo inflamatério, ha
comprometimento do retorno da linfa e, como consequéncia, aparecimento de
edema, evidenciado pelo sinal de —Godetll positivo (KLEINER & SILVA, 2003),
como ilustrado na Figura 01. O aumento de volume pode apresentar-se de
consisténcia firme e dolorosa a palpacédo (CHUN & LORIMIER, 2003).



Figura 01. Osteossarcoma em membro pélvico esquerdo em um cado da raca
Golden Retriever utilizado para execucdo do projeto. Nota-se edema em regiao
proximal do membro (seta azul) e o aumento de volume proximal de tibia
correspondente ao osteossarcoma (seta vermelha). Fonte: Elaboracdo dos
autores.

Sinais clinicos inespecificos como apatia e anorexia também sdo comuns, e
na presenca de metastase pulmonar, dispneia ou tosse podem estar associadas a
gueixa principal (BRODEY, 1979).

Para o diagnostico do osteossarcoma deve-se primeiramente considerar
historico, sinais clinicos e exame fisico dos pacientes (LAMB, 1990), no entanto ha
varios exames complementares que podem apoiar o diagnostico dessa neoplasia.
Quanto aos exames de imagens, o exame radiografico é o mais utilizado para
auxiliar ao diagnostico, e em neoplasias 6sseas primarias observam-se padrdes
liticos ou proliferativos, com consequente perda da organizacéo trabecular 6ssea.
(OGILVIE, 2001). Os ossos longos frequentemente apresentam bordas irregulares
devido as lesbes osteoliticas, além de outros achados tipicos como reacdes
periosteais que se assemelham a —explosédo solarl, observadas em cerca de

90%



dos exames radiograficos de osteossarcoma canino (STRAW, 1996), alguns

desses achados estao ilustrados na Figura 02.

Figura 02. Osteossarcoma em membro pélvico esquerdo em um céao da raca
Golden Retriever utilizado para execucdo do projeto. Pode-se notar lise Ossea
(seta vermelha) e reacdes periosteais (seta azul). Fonte: Elaboracédo dos autores.

A citologia aspirativa por agulha fina faz parte do exame de triagem para
auxiliar ao diagnostico dessa doenca, trata-se de um exame rapido, menos
invasivo e menos custoso (STRAW, 1996). Os achados observados nas laminas
provenientes desse exame podem incluir presenca de células mesenquimais,
osteoblastos malignos ou benignos e osteoclastos, desse modo ¢é (il
principalmente para exclusdo de outros diagnosticos diferenciais, como ostemielite
fungica ou bacteriana (CHUN & LORIMIER, 2003).

O diagnostico definitivo do osteossarcoma é obtido através do exame
histopatolégico (LANG & SULZBACHER, 2001), em que a coleta do material pode
ser realizada de duas formas: biopsia aberta ou fechada. A bidpsia aberta envolve
um procedimento cirdrgico mais invasivo, pois ha incisdo da pele e divulsdo do
tecido adjacente (STRAW, 1996), e as possiveis consequéncias desse método
sdo fraturas iatrogénicas e infeccdo poOs-operatéria (DERNELL et al.,, 2001). A
biépsia fechada € realizada através de agulhas com maiores diametros ou

trépanos, e apesar da quantidade de material obtido ser menor em relagdo ao



fragmento 0sseo coletado na bidpsia aberta, as complicacdes pds-operatdrias sao
menores (POWERS et al., 1988).

2.3 Classificacao histopatolégica do osteossarcoma

O osteossarcoma € considerado uma neoplasia produtora de matriz
(STRAW, 1996), a classificacdo dos subtipos histopatologicos definidos para
osteossarcomas caninos, baseia-se na desenvolvida para humanos, essa
adaptacéo foi realizada, pois ha muitas caracteristicas semelhantes entre as duas
espécies, como apresentacao clinica, comportamento bioldgico, tipos celulares e
propagacado metastatica (THOMPSON & POOL, 2002).

O osteossarcoma osteoblastico é caracterizado por producdo de matriz
Ossea delimitada por osteoblastos atipicos, e representa a maioria dos casos de
osteossarcoma em caes, cerca de 60 a 70% dos diagnosticos (MUFF et al., 2012).
No subtipo condroblastico ha prevaléncia de matriz cartilaginosa associada a
matriz hialina, enquanto o fibroblastico & descrito em amostras que células
fusiformes com fibroblastos atipicos estdo presentes em maior parte do corte
histolégico (CHUN & LORIMIER, 2003).

O osteossarcoma telangiectasico € representado por grande quantidade de
capilares ou lacunas sanguineas desorganizadas, enquanto no indiferenciado ha
células indiferenciadas e poucos ostedides pela extensdo do corte (CHUN &
LORIMIER, 2003). J4 o osteossarcoma de células gigantes inclui amostras em
gque ha regides com células neoplasicas gigantes multinucleadas (CHUN &
LORIMIER, 2003).

Os osteossarcomas podem ser classificados em graus que variam de 1 a 3,
de acordo com a somatéria dos escores das caracteristicas histopatolégicas
observadas (MOORE et al., 2007), como descrito nas Tabelas 01 e 02.

Tabela 01. Carateristicas histopatoldgicas consideradas para determinag¢do do

escore total do osteossarcoma.



Caracteristica histopatoldgica |Escore | Descri¢cao
Ausente
Escasso
Moderado

Abundante
Ausente
Escasso
Moderado

Abundante

Leve
Moderado
Grave
Pequeno
Médio
Grande
Unico
Multiplo
Ausente
11-20
21-50
51-74
75 ou mais

o

Quantidade de matriz

Quantidade de necrose

Pleomorfismo nuclear

Tamanho nuclear

NUmero nuclear

Mitose
(10 campos 400x)

AIWIN|FPIOFRIOINIFRPIOIWINIFPIWINFPIOWN|F

Tabela 02. Definicdo do grau do osteossarcoma de acordo com a somatoéria dos

escores histopatoldgicos.

Grau histopatoldgico | Escore total
Grau | <7
Grau I 07-9
Grau Il >9

2.4 Fatores prognaosticos

Apesar de haver predisposicdo genética associada a etiologia do
osteossarcoma, a raca nao tem relacdo com o progndstico, mas animais com
maior peso corporal sdo associados a um menor tempo livre de doenca e
sobrevida (BERGMAN et al., 1996).



A faixa etéria pode ser considerada um fator importante, pois cées jovens
aparentemente apresentam menor sobrevida, cursando com um comportamento
clinico e bioldgico mais agressivo da doenca (SPODNICK et al., 1992).

Outros fatores que podem ser associados ao prognostico dessa doenca sao
presenca de metdstase no momento do diagnéstico, o subtipo telangiectasico,
escipula (HAMMER et al., 1995) e umero proximal (BERG et al., 1992), além de
excisao cirargica incompleta (HAMMER et al., 1995).

O nivel elevado de fosfatase alcalina, uma isoenzima total, hepatica ou
0ssea, € associado a um pior prognostico e animais com essa alteracdo podem
apresentar metade do tempo da sobrevida de cdes com a fosfatase alcalina
normal (GARZOTTO et al., 2000).

2.5 Tratamento e progndstico

O tratamento preconizado para 0 osteossarcoma € a realizacdo de excisado
cirargica associada a protocolo quimioterapico, e os farmacos mais utilizados sao
doxorrubicina ou carboplatina (STRAW, 1996). O objetivo da quimioterapia
adjuvante € garantir maior controle da doenca, pois essa neoplasia apresenta

elevadas taxas metastaticas (SHAPIRO et al., 1988).
O procedimento cirargico é baseado em duas op¢des, a amputacao total do
membro acometido ou a amputacdo parcial, nessa condicdo 0 0sso acometido é
excisado e substituido por um enxerto ou aparato metalico (LARUE et al.,
1989).No entanto, a sobrevida média envolvendo somente o procedimento
cirargico éde, em média, quatro meses (SPODNICK et al., 1992). A excisédo
cirargica portambém proporcionar controle da dor, pode ser considerada como
protocolopaliativo, e ndo curativa, guando usada como agente Unico (BRODEY et
al., 1965).Quando o procedimento cirargico é associado a protocolos
guimioterapicos,
a sobrevida dos animais aumenta em torno de um ano (CHUN & LORIMIER,
2003), e ndo ha diferenca significativa entre o intervalo livre de doenca ou
sobrevida em caes que sdo submetidos aos protocolos com apenas doxorrubicina

ou carboplatina, ou a combinacéo delas (SELMIC et al., 2014).
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Outra técnica de tratamento que pode ser utilizada é a radioterapia
(WALTER et al., 2005), esse procedimento € mais indicado em pacientes em que
a amputacdo total ou parcial ndo pode ser realizada, e ha algumas possiveis
complicacdes apOs a radioterapia como infec¢do, fratura do osso irradiado e
recorréncia local (FARESE et al., 2004).

2.6 HER-2

Pesquisas recentes tém demostrado a superexpressdo de HER-2 em
osteossarcomas humanos e caninos (MASON et al., 2016, STROUD et al., 2016),
ele faz parte da familia de fator de crescimento epidérmico (EGFR), além de ser
um receptor de tirosina quinase, apresenta super expressao em carcinomas de
mama, prostata, pancreas e trato gastrointestinal, e se relaciona a prognostico
desfavoravel, devido a alta taxa de metastase quando ha sua expresséo
(WARREN et al., 2006).

Em osteossarcoma caninos esse receptor também pode ser associado a
baixa resposta quimioterapica e menor sobrevida global (ZHOU et al., 2003,
RAINUSSO et al., 2012). A ativacdo de HER-2 ocorre pela dimerizacdo desta
proteina com outras proteinas da familia EGFR (Figura 03), ao enviar para o
nacleo das células sinal para diferenciacdo celular, migracdo, apoptose e
angiogénese, portanto, o bloqueio desta via pode impedir a diferenciacdo e a
migracdo celular, induzir apoptose das células neoplasicas e diminuir a
angiogénese (LOIBL & GIANNI, 2017).

Apesar do HER-2 ter um importante papel no prognostico dos pacientes
humanos com osteossarcoma, sua expressao deve ser avaliada com cuidado.
Considerando que em muitos casos a primeira avaliacdo do tumor é realizada por
amostra de bidpsia, é incerto o quanto aquela amostra representa o padrdo de
expressdo de HER-2 de um tumor (ZHANG et al., 2016).

Uma revisdo sistematica de pacientes humanos com osteossarcoma,
demostrou que existe um padrao heterogéneo da expressédo de HER-2, de acordo
com a amostra coletada (ZHANG et al., 2016). Portanto, a avaliacdo da expressao

do HER-2 em amostras representativas faz-se necessario para considerar o HER-
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2 como fator preditivo, a heterogeneidade da expressdo de HER-2 é demonstrada
em carcinomas mamarios de mulheres (BUCKLEY et al.,, 2016). Portanto,
amostras pouco representativa podem trazer informagfes errdneas quanto ao
padrédo de expressao do tumor, bem como ter um impacto direto no prognostico do
paciente (BUCKLEY et al., 2016, SAHA et al., 2018). Apesar de estudos recentes
indicarem o efeito positivo de uma vacina anti-HER-2 (MASON et al., 2016),
existem pouca literatura prévia descrevendo a expressdo de HER-2 em amostras
de tecidos e células de osteossarcoma canino (FLINT et al., 2004).

Ligand (EGFR)

Trastuzumab _4

HER2

HER3

Pertuzumab

\ Cell differentiation

Migration and cycle control
Apoptosis
Angiogenesis

Figura 03. Esquematizacéo da ativacdo da proteina HER-2, pela dimerizagdo com
a proteina HER-3. A dimerizacdo pode ocorrer com outras proteinas da familia
EGFR (Incluindo EGFR-1), e ativa sinais de migracdo e diferenciacdo celular,
apoptose e angiogénese. Portanto, o bloqueio com farmacos anti-HER-2 (por
exemplo, o Lapatinibe), inibem essa via. FONTE: LOIBL & GIANNI (2017).

2.7 Lapatinibe
Na busca para novas terapias, um grupo da Universidade da Pensilvania
avaliou o efeito clinico de uma vacina contra o receptor HER-2 (transfeccdo em

bactéria Listeria sp.) em pacientes com osteossarcoma canino (MASON et al.,
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2016). A vacina apresentou excelente resposta terapéutica, com aumento da
sobrevida global acima de dois anos (MASON et al., 2016). Demonstrando assim,
a importancia de terapias que bloqueiem o receptor HER-2 em osteossarcoma
caninos.

O Lapatinibe inibe a via de sinalizacdo e fosforilagdo do HER-2 (SPECTOR
et al., 2005, RUSNAK et al., 2001), com consequente inibicdo da proliferacdo das
células cancerigenas em humanos (KALOUS et al., 2012). E um farmaco
primariamente utilizado para mulheres com carcinomas de mama que super
expressam HER-2 e sao resistentes a terapia com trastuzumabe ou com doenca
metastatica (WUERSTLEIN & HARBECK., 2017). Portanto, o Lapatinibe é um
farmaco com potencial antineoplasico no osteossarcoma canino.

Previamente, o efeito do Lapatinibe foi avaliado em células de carcinomas
de células de transicdo de bexiga de caes, através da avaliagcdo do efeito
antitumoral e inibicdo da proteina HER-2 (SAKAI et al., 2018). Brevemente, 0s
autores identificaram efeito antitumoral do Lapatinibe associado a inibicdo da
proteina HER-2. Portanto, tumores com maior expressao de HER-2 apresentaram
melhor efeito antitumoral e houve diminuicdo da expressédo de proteinas nestas
células (SAKAI et al., 2018).

Os estudos farmacocinéticos para o Lapatinibe incluiram caes, e foi
possivel observar que na dose de 10mg/kg, o Lapatinibe € metabolizado pelo
figado e excretado pela bile. Um achado importante, foi que doses de até 500
mg/kg ndo causaram alteracdes clinicas nos pacientes testados (dois cées
machos) (Agéncia Europeia de Medicina, 2019). Apesar de serem resultados
preliminares focados para a farmacocinética de pacientes humanos, este farmaco
demonstra o potencial para o tratamento dos cdes com cancer. Uma grande
vantagem da utilizacdo do Lapatinibe, é que ele esta disponivel no mercado
brasileiro, o que facilitaria 0 acesso dos médicos veterinarios. No entanto, estudos
avaliando o efeito antitumoral, bem como farmacocinética devem ser realizados

antes da indicacao desse farmaco para futuras terapias.
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2.8 Imunohistoquimica

O principio dessa técnica é conhecido desde 1930, porém o primeiro estudo
data de 1941, em que o objetivo foi evidenciar a presenca de Streptococcus
pneumoniae por meio de anticorpos marcados com isotiocianato de fluoresceina
(RAMOS-VARA, 2005).

Esse procedimento inclui duas etapas principais: a primeira envolve a
preparacdo das laminas com o material a ser analisado, processamento do tecido
e fixacdo com recuperacao antigénica, bloqueio da peroxidase enddgena, bloqueio
do sitio ndo especifico, incubacdo dos anticorpos e coloragdo; a segunda
abrange a interpretacdo e quantificagcdo das imunomarcacdes obtidas (MATOS et
al., 2010).

De acordo com Ramos-Vara (2005), existem dois modos praticaveis para
realizacdo desta técnica. O método direto consiste no uso de apenas um anticorpo
associado a uma substancia que permite sua visualizacdo apés a devida
coloracdo. Ja no meétodo indireto, ha dois anticorpos, sendo o0 primario
responsavel pela ligacdo ao antigeno e o secundario por ligar-se ao primeiro
anticorpo, e assim ha a marcacao do complexo antigeno-anticorpo.

Ha dois tipos de anticorpos primarios que podem se utilizados nos
protocolos de imunohistoquimica (BRODEY, 2002, AMORIM, 2009). Os
monoclonais, que foram desenvolvidos em ratos e com maior especificidade para
0s epitopos humanos, sao de dificil emprego em Medicina Veterinaria, a despeito
da menor chance de reacgéo cruzada (AMORIM, 2009). O outro tipo € o policlonal,
produzido em coelhos e com capacidade de interacdo com varios epitopos
antigénicos de varias espécies, embora seja menos especifico e com possibilidade
de maior reacdo cruzada (BRODEY, 2002). Conforme Amorim (2009), os
anticorpos secundarios ligam-se ao anticorpo primario, por isso devem ser
produzidos em outra espécie animal e agregados as moléculas de peroxidase.
Desse modo, ao receberem um elétron do crombgeno coram-se de castanho ou
vermelho, permitindo a visualizacdo da ligacdo especifica do anticorpo e

realizacdo da leitura dos marcadores.
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A imunohistoquimica aplicada a oncologia pode ser usada para determinar
antigenos celulares, aminoacidos, proteinas, agentes infecciosos e populacdes
celulares especificas (BRANDTZAEG, 1998), incluindo as células neoplasicas
metastaticas e fatores prognoésticos tumorais (JAFFER & BLEIWEISS, 2004).
Segundo Taylor (1992), o antigeno pode ser detectado no citoplasma, nucleo ou
superficie celular, bem como nas substancias produzidas pelo tumor, como no
caso da secrecdo paracrina. Além disso, € possivel identificar o tecido de
origem da neoplasia, graduar a proliferacéo celular, linfatica, endotelial e avaliar o

prognéstico da doenca.

2 9. Cultura celular

Ha dois tipos celulares utilizados em cultura, um deles & a linhagem
primaria em que as ceélulas adquirem caracteristica de imortalizacdo e podem se
multiplicar indefinidamente, e o outro tipo é a secundaria, em que as ceélulas sao
obtidas diretamente de um tecido (FRESHNEY, 2006).

A cultura celular pode trazer indmeros beneficios para a pesquisa, pois
€ um modelo biolégico menos complexo quando comparado ao uso de animais de
experimentacdo (FRESHNEY, 2006), além de possuir algumas caracteristicas
como custo razoavel e ambiente controlado (BROCK et al., 2018). Além disso, as
informacdes obtidas como resultados de testes em células in vitro, podem ser
Uteis para estudos funcionais, bioquimicos e moleculares, assim
consequentemente, mostra-se eficaz para analises farmacolégicas (FRESHNEY,
2006).

Na area de oncologia especificamente, a cultura celular auxilia o
desenvolvimento de novos quimioterapicos e eficacia do protocolo, além da
compreensao do comportamento biolégico neoplasico, como avaliagcdo de
oncogenes e vias de sinalizacdo celular (BROCK et al., 2018).

Outras vantagens da cultura celular sdo resultados confiaveis, uma vez que
€ possivel realizar os mesmos testes em diferentes momentos de repeticdes,
utilizando a mesma passagem celular fidedigna (VAN STAVEREN et al., 2009,
BROCK et al., 2018).

No entanto, algumas desvantagens em relagdo a cultura primaria devem
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ser consideradas ao realizar experimentos, como: mudanga da expressao génica
tecidual devido a auséncia da matriz extracelular, contaminac¢des por fibroblastos
ou por agentes externos, que também colaboram para alteracdes celulares
importantes (VAN STAVEREN et al., 2009, BROCK et al., 2018).

Desse modo, é importante ressaltar que os achados in vitro podem néo ser
diretamente correlacionados com os achados in vivo (BROCK et al., 2018), porém
ainda assim a cultura celular é de extrema relevancia para estudos de neoplasias,
principalmente humanas (VAN STAVEREN et al., 2009).
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5. CONCLUSAO

Com o presente estudo concluimos que o OSA8 mostrou caracteristicas
importantes e condizentes com outras linhagens pré-estabelecidas de osteossarcoma, e
demonstra potencial in vitro para colaborar em novos projetos que favorecam a espécie
canina e humana.

Além disso, 0 uso do Lapatinibe em nossa cultura de osteossarcoma com a
expressdo de HER-2, foi favoravel de acordo com os resultados esperados, em que um
farmaco inibidor desse receptor, seja capaz de uma melhor resposta dose-dependente na
célula cancerigena, quando comparados a outros quimioterapicos.

Por fim, mesmo com a heterogeneidade encontrada em alguns critérios entre os
dois fragmentos do OSA8, como o score final de HER-2 ou diferenga entre as doses dos
farmacos, ndo alterou significativamente a resposta do Lapatinibe, que segue promissor
mesmo com as possiveis diferencas que possam ser encontradas em uma massa
neoplasica quando considerada como um todo.

Corroboramos com a ideia de que € necessario mais estudos que avaliem a
heterogeneidade do osteossarcoma para consolidar ainda mais o uso de inibidores de

tirosina quinase.
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