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VEXENAT, S.C.O.R. Sensibilidade da citoinclusdo para o diagnéstico de
Osteossarcoma em cae$fotucatu, 2016, 59p. Doutorado — Faculdade deidvfed
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Usidade Estadual Paulista, “Julio de

Mesquita Filho”.

RESUMO

O Osteossarcoma (OSA) refere-se ao tumor 0sseo coaisim em caes. A
citoinclusdo compreende o ato de inserir amostitafdgicas em blocos de parafina,
auxiliando na qualidade do diagndstico citologicobéendo espécimes de reserva para
serem utilizadas em outras técnicas, incluindo mgiaquimica. Com o intuito de avaliar
a sensibilidade, especificidade e descricdo dadgate citoinclusdo no diagnostico de
OSA de ossos longos de céaes, 11 cdes de oito mosxam diagnéstico de OSA foram
submetidos a exames citoldgicos, histopatolégicoga@ica da citoinclusdo. Para a
citoincluséao, foi feita a puncéo do tumor, fixac&on 1mL de alcool a 95%, deixado em
repouso por cinco minutos na propria seringa dr@sge aproximadamente 9 mL de
formol a 10% e manteve-se fixado por mais 24 horas)tendo a seringa posicionada
para cima para decantagdo das células. Como imuioadue, utilizou-se a osteopontina.
Em razdo da maior preservacdo arquitetural, a am&i a partir das amostras de
citoincluséo, verificou-se parte de relacbes aequiiais mais bem estabelecidas do que
em amostras de esfregacos, auxiliando na caragéoz do processo. Houve
concordancia da citoinclusdo com a histopatologi@agcacdo imunoistoquimica de
osteopontina positiva com alta sensibilidade e @fgpdade. E possivel afirmar, que a
técnica de citoinclusdo é eficaz, segura para [Esqle marcadores prognosticos de
tumores 0sseos em menor espaco de tempo e bait® madendo ser utilizada em
clinicas e hospitais veterindrios, em rotina, otteerum material possivel de ser

arquivado, permitindo o uso de outras técnicas camaunoistoquimica.

Palavras Chave: Osteossarcoma, Citoinclusdo, Imunoistoquimica, dgesibldgico,

Citopatologia.
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VEXENAT, S.C.0O.R.Sensibility of Cell block for the diagnosis of Ostesarcoma in
dogs Botucatu, 2016, 59p. PhD - Faculty of Veterinitgdicine and Animal Science,
Botucatu Campus, State University of Sdo Pauldid'dle Mesquita Filho

ABSTRACT

Osteosarcoma (OSA) refers to the most common honertin dogs. Cell Block involves
the insertion of cytological specimens into paraffiocks, aiding in the quality of the
cytologic diagnosis and obtaining reserve specimi@msuse in other techniques,
including immunohistochemistry. In order to evatdhe sensitivity, specificity and
description of the Cell Block technique in the diagis of OSA of long dog bones, 11
dogs from 8 to 13 years old with OSA diagnosis weubmitted to cytological,
histopathological and Cell Block tests. For Celb&, the tumor was punctured, fixated
with 1mL of alcohol at 95%, allowed to stand fordiminutes in the syringe itself, and
approximately 9 mL of 10% formalin was aspirated deld for a further 24 Hours,
keeping the syringe positioned upward for decamtadif the cells. As an immunodiner,
osteopontin was used. Due to the greater archr@gbueservation, the evaluation from
the Cell Block samples, was verified part of aretiitiral relations more well established
than in swab samples, helping in the characteomabf the process. There was
concordance of the Cell Block with the histopatiggloand immunohistochemical
labeling of positive osteopontin with high sensitivand specificity. It is possible to
affirm that the technique of Cell Block is effecijsafe for research of prognostic markers
of bone tumors in less time and at low cost, baiblg to be used in routine veterinary
clinics and hospitals, obtaining a possible makéode archived, allowing The use of
other techniques such as immunohistochemistry.

Keywords: Osteosarcoma, Cell Block, Immunoistochemistry, téfiathology,

Cytopathology
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INTRODUCAO

O osteossarcoma (OSA) refere-se ao tumor 0sse0 coa@igim em Ccaes,
geralmente com foco primério em ossos longos, mmwleacometer também outras
espécies como humanos (MORRIS & DOBSON, 2007; KARMNI al., 2012;). E um
tumor altamente agressivo e localmente invasivamatalo-se progressivamente mais
doloroso a medida que vai crescendo, promovendoudE O0ssea, disseminando-se
pela corrente sanguinea, tendo como 6rgado alvdmdpu(OLIVEIRA e SILVEIRA.,
2008; KRAJARNG et al., 2012). A doenca nessa c@ulié metastatica, possuindo
deteriorizacdo rapida e morte.

Ao longo dos anos, 0 numero de casos vem aumentaxglenencialmente
(MAXIE, 2007). Para justificar os dados epidemiad@3 as pesquisas apontam para
predisposicdo genética e fator ambiental, que podarar individualmente ou em
associagao. As tais informacgdes sdo baseadaseratlia especializada (ROWELL et
al., 2011; LANGDON, 2012).

Pesquisadores buscam estratégias para identifleade agentes responsaveis,
métodos de diagndsticos até protocolo terapéutais @ficiente, para as espécies de cées.
Em resposta a preocupacéo publica, visto que éortdsseo maligno primario mais
comum, que dissemina via corrente sanguinea pargpubsdes, desencadeando
expressiva deterioracdo clinica e morte (MUELLEBCHS e KASER-HOTZ, 2007).

Algumas semelhancas aparentes entre o comportamerttanores 6sseos nos
cées e no homem favorecem a utilizacdo desses iantorao modelos experimentais
para o estudo de varios aspectos das etapas daog@émese nessas duas espeécies
(ROWELL et al., 2011). Embora os roedores se dastagcomo 0 grupo de animais mais
utilizado, ha um aumento no uso de cdes nas pesqoisnparativas de determinados
tipos de cancer humano (LANGDON, 2012). A escaskerdados na literatura sobre
métodos alternativos para o diagndstico rapido aromais, contrasta com inumeras
alternativas nos tumores de mesma natureza no hofdmHROW et al., 1991,
DERNELL et al., 2007).

Diversos estudos sobre o OSA dos cdes demonstramngiependente de raca,
sexo e porte, as chances de cura se reduzem qoaagnostico é tardio (McNEILL et
al., 2007; KRAJARNG et al., 2012). Feito ja nasefasnais avancadas do processo.
Ainda, a selecdo inadequada da técnica para aiteolfe amostra e inexperiéncia do
profissional (BAKER e LUMSDEN, 1999; DERNELL et a2007).



Um dado de extrema importancia é que as leséesiBrartos acometem criangas
e adultos jovens, porém na espécie canina os O&A&msomuns em animais jovens
(KRAJARNG et al., 2012; OUYANG et al., 2013).

Para a Medicina, bem como para a Veterinaria éiitapt@ salientar que existem
diversas barreiras que acabam limitando o sucessdgdns procedimentos, dentre eles
o tratamento, devido a diferentes fatores que enftiam, como por exemplo, a
localizacdo do tumor, suscetibilidade individuals deacientes, as diversas causas e
mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento e temgdo do tumor, e
principalmente se possui focos de metastase (CG$aA, 2001).

Diante do exposto é possivel vislumbrar que dedtvoelenco de métodos
alternativos orefecidos para o diagndstico de O8®ario de cdes no Brasil e fora de
Nosso pais, ndo dispdem de capacidade operacamaalgalizar a técnica da citoincluséo,
a partir da puncdo aspirativa por agulha fina patal diagndstico, nem tdo pouco
conhecimento cientifico para interpreta-lo.

Portanto, investigar melhor essa entidade é ddfisafiva importancia para a
Oncologia Veterinaria, ndo tdo somente devido id@&mcia que exige diagndstico rapido
e tratamento efetivo, determinando a sobrevidaniimal, mas também em relacéo a
necessidade de informacdes sobre o comportamesiégicio do tumor que norteia o seu
prognoéstico. Assim, a importancia do estudo: ®d#idade da citoinclusdo para o
diagndstico de OSA em cées e, portanto, favorecaerudi@acao de massa critica nacional

e internacional no assunto com o0s seus futurotadss.



REVISAO DE LITERATURA

1. Histogénese do 0sso

O osso é predominantemente composto por um te@dsustentacdo, contém
células especializadas, matriz extracelular conapdst fibras protéicas e substancia
fundamental soélida, resistente devido a deposiedsads de célcio (ARANA-CHAVES
et al, 1995). O tecido 0sseo geralmente é sepdi@cidos adjacentes por um peridsteo
(membrana), de consisténcia fibrosa. O perioste® mgweste a superficie 0ssea €
composto de uma camada externa fibrosa constifuideipalmente de fibras colagenas
e fibroblastos. J4 a camada interna osteogénicsisterem algumas fibras colagenas e
osteoblastos (LOPES e SIQUEIRA JR., 2015). Quanaso circunda outro tecido, sua
superficie interna é revestida por um endésteo R2014).

O osso pode ser denso (compacto) ou esponjosedtrian) (MACKIE, 2003). A
cavidade medular é revestida por um enddsteo cdmpos células osteoprogenitoras
(células osteogénicas), osteoblastos e osteoclasasgonais (ROSS, 2006).

As células osteoprogenitoras na medula 0ssea dgenoraos osteoblastos e
possuem forma achatada. Localizam-se na supeatfisidabéculas, nos canais de Havers
(MACKIE., 2003).

Os osteoblastos séo células cubicas a cilindregsonsaveis pela producao da
matriz, formando trabéculas 6sseas. A medida queaiz 6ssea é sintetizada, os
osteoblastos, envoltos por ela, passam a ser cloamatkdcitos. Essas células tém como
funcdo manter a viabilidade do tecido 6sseo (TAT&.e2004).

Os ostedcitos séo células discoides, achatadasedoealizam em lacunas, sendo
responsaveis pela integridade do osso (COWIN., RBeassuem longos prolongamentos
que se alojam em finos canais ou tuneis denominddosanaliculos de Osteon que
possibilita a troca de produtos do catabolismo laelpor nutrientes e oxigénio
(CHERIAN et al., 2003). Também séo capazes de nelpoaos niveis de calcio no
sangue, bem como a calcitonina e ao paratormdéberados pela tiredide e paratireoide,
respectivamente, sendo assim, responsaveis peledstase, a curto prazo, do calcio e
do fosfato do organismo (CULLINAME, 2002).

As trabéculas d6sseas formadas, se fundem umasutras,dformando 0 0SSO
esponjoso, que sera remodelado para a formacassio acmmpacto. Pode ocorrer o

aparecimento dos osteoclastos: Células grandes lenualeadas, derivadas dos



monaocitos, encontradas em depressdes rasas ndicgapeabecular e que atuam na
reabsorcdo 6ssea (SODEK e MCKEE., 2000).

Na remodelacdo Ossea, ocorre o0 recrutamento dasagébrecursoras de
osteoclasto para o 0sso. Presentes em tecidosdpoattos (medula 6éssea), respondem
a sinais fisicos e hormonais, e, concentram-seesiéterminada regido da superficie
0ssea que sera reabsorvida, fundindo-se e trarmfolorse em osteoclastos
multinucleados (KOBAYASHI e KRONENBERG., 2005).

Para ocorrer a diferenciacéo das células progesitim osteoclastos, ocorrera um
mecanismo que envolve a interacdo célula a cétutaaglulas osteoblésticas (SUDA et
al., 1997). Em seguida a diferenciacdo, a superfisisea € preparada ocorrendo a
remocao da camada de ostedide ndo-mineralizads pstieoblastos de revestimento que
produzem enzimas proteoliticas: Metaloproteinasg#agenases e gelatinases. Com isso,
facilita 0 acesso dos osteoclastos ao osso subga@dEIKLE et al., 1992).

O o0sso primario (osso recém-formado) possui unmgride fibras colagenas sem
orientacbes precisas, presentes somente em ossesmaduros. A interacado entre
osteoblastos e osteoclastos possibilita a sulggtdwdo osso imaturo pelo osso secundario
(maduro) (AMADEI et al., 2006).

Os osteoclastos por sua vez irdo absorver o compbexilagem-calcificada / osso
calcificado (aumentando o colar subperidsteo empconento e espessura), deixando
um amplo espaco que levara a formacdo da cavidadiellan (SODEK e MCKEE.,
2000).

2. Osteossarcoma (OSA)

Definido como tumor mesenquimal primario maligngasucélulas cancerosas
produzem matriz 6ssea, 0 OSA € o tumor mais conasroesos, respondendo por 20%
de canceres 0sseos primarios em humanos (KUMAR €085).

Em cées, cerca de 80% dos casos de neoplasias é8sgaredominantemente o
OSA (MULLINS et al., 2004; WOLFESBERGER et al., BOGILVEIRA et al, 2008),
sendo justamente essa semelhanca biolégica um onolieico para o estudo desse
cancer em seres humanos (DERNELL et al., 2007; KNANt al., 2001; MUELLER,
FUCHS e KASER-HOTZ, 2007).

Os caes de porte grande e gigantes, machos, iedaantieia idade, principalmente
das racas Greyhound, Cao dos Pirineus, Sdo Bernaodme Alemao, Setter Irlandés,

Doberman, Pastor Alemao, Rottweiler, Golden Regriglkrish Setter, Boxer, Labrador e
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Mastiff s&o os mais acometidos segundo a literdfidwd ECK et al., 2006; OLIVEIRA

& SILVEIRA, 2008; ANGSTADT et al., 2011). Animai€s raca definida também séo

acometidos pela doenca (RAZOLEN e TEIXEIRA, 20I3es com peso superior a 35

kg, sendo que a maioria de todos 0s casos ocolregarinos com peso superior a 15
kg. A idade média de ocorréncia € de oito ano€rpdambém existem relatos em cées
jovens com menos de dois anos de idade.

Segundo Oliveira e Silveira (2008), os membroscioods sdo mais acometidos
como mostra a Figura 1, sendo que a maioria dogragracometem 0ssos longos (regiao
distal do radio e metafises proximal de umero)eiealor do joelho (metéfise distal de
fémur e proximal da tibia) (OLIVEIRA e SILVEIRA, P8; OSBORNE e KHANNA,
2012).

Figura 1. OSA em regido de Umero
esquerdo em cdo. Nota-se aumento de
volume e deformidade no local. (Fonte

arquivo pessoal).

Alguns casos de fraturas n&o tratadas, principdbnes que passaram por
processos de retardo na consolidac&o ou ndo uss@&a Gestao mais descritas na literatura
com o aparecimento de OSA apendicular (WITHROW éLY2012). Mais de 15% dos
pacientes que apresentam a sintomatologia climicasuem metastase pulmonar e,
também podem estar acometidos com micrometastd8esE, 2009). O OSA possui
infiltracdo local agressiva dos tecidos adjacemtasipida disseminacdo hematogena
(OLIVEIRA e SILVEIRA, 2008).

As principais manifestacdes clinicas em cées saoidzal, aumento de volume
e limitagcdo dos movimentos podendo ser descobpeiasocorréncia de fraturas 6sseas

patolégicas ou em radiografia de rotiNgITTIG., 2002.



Em geral, o OSA é uma neoplasia rapidamente preigee® pode levar a
mortalidade precoce, sendo que 90% dos pacient@ssgpodem apresentar metastases
microscopicas (FLORES et al., 2012) que ndo sdectitas nos diagndsticos por
imagem durante a rotina, sendo a principal causanaididade, similar a humanos
(DERNELL et al., 2007).

O diagndstico baseia-se na histéria clinica, exiisieo detalhado e exames de
imagem, além do exame citopaldgico, bidpsia e posteexame histopatoldgico
(DALECK et al., 2006; RYSEFF & BOHN, 2012).

Caracterizado por um grupo heterogéneo de neoplasadignas que afetam a
formacgao de osso ou tecido mesenquimal, o OSA passa diversidade de aspectos
histolégicos e morfologicos (SOARES et al., 2005).

3. Citologia Por Agulha Fina

A citologia é um método confidvel e de diagndstidtaimamente invasivo cada
vez mais usado na Medicina Veterinaria com umaireenta diagnostica (FIELDER e
MAHAFFEY ., 2009).

O exame citopatoldgico fornece informac6es muigsipara o estabelecimento
de diagnostico e determinacdo de progndstico, darido a um plano terapéutico de
forma precoce. Ele se caracteriza por um procedom&@pido e de baixo custo para o
clinico veterinario, sendo a maioria dos casosriaticados com precisao. Atualmente
a citopatologia € uma modalidade rotineira na ifleatdo e no acompanhamento de
determinadas doencgas, muito importante tambémppacessos neoplasicos (ROCHA,
2008).

A citopatologia e a histopatologia continuam septicedimentos diagnoésticos
complementares, mas refletem uma opcéo entre o geaxi de invaséo para colheita de
amostra e, aumento da quantidade de informacdordisg para avaliar a arquitetura
tecidual pela histopatologia (FIELDER e MAHAFFE¥2Q09).

Suspeita-se que o0 musculo, sendo um tecido mgéeusetecido mais eficaz do
gue 0 0sso para analise citoldgica, mas de fatdpascas 0sseas fornecem amostras
citologicas diagnosticas maiores que as doencasutauss atuando como um auxilio
valioso no diagnéstico de algumas afec¢Bes impmdaque afetam esse sistema
(NANDA et al., 1994).



Em OSA canino, embora o exame histopatolégico peegeacomo padrdo para
diagndstico, a citologia aspirativa com agulha finde propiciar o diagnéstico definitivo
CcOmo meio menos invasivo e relativamente baratdKBR e LUMSDEN, 1999).

A PAAF (puncdo aspirativa por agulha fina) do OSArajmente é feita
utilizando-se uma agulha de aspiracdo de medubaONs maioria dos casos, uma PAAF
percutanea cega pode ser realizada somente coencaotmanual (SANTOS., 2009).

As células do OSA sao geralmente redondas ou deéaishordas citoplasmaticas
definidas, citoplasma azul-brilhante granular e le@g excéntricos com ou sem
nucléolos, células multinucleadas gigantes sdo neneuha frequentemente, material
amorfo réseo (ostedide) no fundo da lamina ou roplkEisma dos osteoblastos
(OLIVEIRA e SILVEIRA., 2008).

4. 4.1 Citoincluséo

O Cell Block (CB) ou citoinclusdo compreende o ato de insemostras
citolégicas em blocos de parafina, afim de auxiiequalidade do diagndstico citolégico
e também de se obter espécimes de reserva paraugéizados nas técnicas diagnosticas
complementares, como a imunoistoquimica e imunggitoica (VARSEGI e
SHIGHAM, 2009).

Para aumentar o rendimento das amostras de cHgladécnica de citoinclusédo
foi originalmente proposta para processar amosttas microscopia eletronica
(KULKARNI ET AL., 2000; SANCHEZ e SELVAGGI, 2006).

A citoinclusdo, em humanos, € uma das mais anté@ascas utilizadas para a
avaliacdo de liquidos cavitarios (WOJCIK e SELVAGDB91). Também rotineiramente
usada para avaliagdo em lavagem brénquica (KAKODK&Ral., 2016), efusbes
pleurais, linfoma (KASE et al., 2016), massas alidais (VINAYAKAMURTHY et al.,
2016) dentre outros diversos 6rgdos como em ovaessiculos, glandulas salivares
(NATHAN et al., 2000).

Na Medicina Veterinaria, ainda € uma abordagem @axplorada e possui
vantagens como custo reduzido (comparando com mexastopatologico), baixa
invasividade, e resultado rapido. Ela permite atileacdo de padrbes histoldgicos,
diminuindo o nimero de casos com diagnostico ind#di (BRIFFOD et al., 2000).
Devido a falta de informacg@es suficientes ao exeito&gico, e o risco de falso negativo
ou diagndstico indeterminado, a citoinclusdo € uma alternativa preservando a
arquitetura da célula como comparada (HANDA et2005, ZANONI ET AL., 2013,
2009).



Potencialmente, aperfeicoa a amostra citologicaibitisando a emblocagem da
amostra em parafina com posterior processamenten#lhanca de uma amostra
histoldgica, viabilizando o emprego de técnicagolgimicas e imunoistoquimicas
complementares (MASSERDOTTI, 2006; SHIVAKUMARSWAMat al., 2012). O
material é facil de ser estocado permitindo azag@o de um painel amplo de anticorpos
(VINAYAKAMURTHY et al., 2016).

Varios fixadores para histologia ja foram testaelosilizados para a confeccéo de
citoinclusdo (PAIVA et al., 2014). O sucesso doadété determinado pela experiéncia
do profissional, na obtencdo de material com cetidde suficiente (MAYALL et al.,
2000).

A comparacdo entre as técnicas de citoinclusdcagegunviavel, em virtude da
grande variabilidade de técnicas testadas e utdizana confeccdo de citoinclusdes,
gerando grandes dificuldades na padronizacdo demétodo universal para essa
modalidade de processamento e armazenamento deianatestinado ao exame
citolégico (NIGRO et al., 2007; SHIVAKUMARSWAMY il., 2012).

Com isso, a técnica de citoinclusdo aumenta a ehdecobter um resultado
positivo, facilitando a rotina e demonstrando urgdbstico correto (THAPAR et al.,
2009).

Para o desenvolvimento e a padronizacdo da tédaicatoincluséo, deve-se
priorizar a manutencdo da arquitetura tecidual efotugia celular, menor tempo de
confeccdo das amostras evitando perda da qualifdddHAN et al., 2000;
KULKARNI et al., 2008; PAIVA et al., 2014).

Nathan et al. (2000) cita que a técnica de citos@b além de ser um método
diagndstico de custo reduzido, baixa invasividadeseltado mais rapido, proporciona
amostra suficiente para definir o diagnéstico egpéstico, além de viabilizar a
abordagem cirargica e terapéutica. Embora a prdptidogia cumpra esta funcao,
persistem restricdes relativas a sensibilidade étodo (SANCHEZ & SELVAGGI,
2006).

5. Caracteristicas histolégicas e imunoistoquimica:

A bidpsia incisional permite a obtencdo de uma maimntidade de tecido e
também maior precisdo do resultado. A desvantagestadécnica, seria a necessidade
de procedimento cirargico, e risco de complicagpés-cirargicas podendo ocorrer
infeccdes, hematomas, disseminacédo do tumor edsapatoldgicas (DALECK et al.,
2002).



Considerando o tipo celular e a natureza da matriduzida por células
neoplasicas, tem-se o diagnostico histopatolégiafmitivo (DALECK et al., 2006). O
sistema de classificacdo mais utilizado € baseamoclassificacdo proposta pela
Organizacdo Mundial de Saude em Forma Central md®&eriférica como descreve a

Tabela 1 (PROSPERO, 2001; MEUTEN, 2002).



Tabela 1: Classificagcdo Tumoral de OSA

SUBTIPOS

CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

Osteoblastico

Condroblastico

Fibroblastico

Telangectasico

Misto

Periostal

Parostal

Do tipo células
gigantes

Osteoblastos anaplasicos, volumosos, células fos#® com
citoplasma basofilicos e, nucleos hipercroméatidtariacées na
guantidade de ostedide sao subclassificados em:

Produtivos (células tumorais com quantidade abuedade matriz
osteodide dispostas em trabéculas - Padréo entdelagen células
neoplasicas;

Pouco produtivos (lesbes Gsseas liticas e disgwaatidade de
ostedide tumoral permeando as células osteoblastigaicas).

Células tumorais mesenquimatosas e producédo endahcia de
matriz condroide.

Predominio de células tumorais fusiformes e, es®rigeas de
matriz ostedide envolvendo aglomerados de célutastais.

Apresenta quantidade minima de ostedide tipicosepigas de
canais vasculares e auséncia de trabéculas déunssmal, células
neoplasicas volumosas e pequenas.

Producdo de matriz 6ssea maligna com auséncia atirmpinio
celular.

Formacdo de nodulos de cartilagem circundados pdulas
fusiformes com atipias e pouca matriz ostedide éatane

0sso tumoral, predominando padrédo cartilaginoso.

Bem diferenciado, com tecido maligno 6sseo, cagitieso ou
fibroso, podendo ocorrer os trés padrées no mesmort

Exibe escassa producdo de matriz 6ssea e predodeiigiandes
areas contendo inimeras células gigantes multiadatetumorais
e presenca de osteodide.

Fonte: MEUTEN (2002).

Os recentes avancos ha imunoistoquimica e biofoglacular oferecem técnicas

elaboradas para a caracterizagdo de muitos tunderégecidos moles, mas ndo séo
amplamente utilizados no diagnostico de tumoregasssSem duvida, marcadores
especificos acabaréo por se tornarem disponiveas, aclassificagdo de um tumor como

osteoblastico, condroblastico, ou fibroblasticmdgem é baseada na morfologia celular

e sobre a natureza da matriz produzida (CAVALCAR({T&l., 2004)
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A fim de proporcionar uma melhor investigacdo dascteristicas histogenéticas,
a imunoistoquimica vem sendo muito utilizada enaleéltumorais como em OSA. Ela
€ empregada na caracterizacdo do imunofendtipo3 ©no diagndstico diferencial
com outros sarcomas Osseos diferenciando tambémcélidas mesenquimais
indiferenciadas e células semelhantes a histi6@@e&ALVANTI, 2007).

Os principais biomarcadores constituintes do paleetlentificacdo do tumor sao
as proteinas e moléculas que apresentam marcagitivgocalcio; meéetodos de
mensuracao da atividade da fosfatase alcalinadfpaytir dos niveis de Ca2+ e, proteinas
do liquido sobrenadante de amostras previamentemiaddas (LOUKOPOULOS et al.,
2004). A osteopontina, osteocalcina, osteoned®@dK-L s&o sinalizadores expressos
por osteoblastos que regulam a mineralizacéo dazndasea, (ERIKSEN, 2010).

Segundo Loukopoulos et al (2004), a osteopontimdocproteinas expressas em
células de origem Ossea, se apresenta como bomgtanépara marcacdo do OSA. O
osterix, também € importante marcador relacionaditiferenciacdo de osteoblastos
(ERIKSEN, 2010).

Ja a osteocalcina, apresenta otima imunoexpressaddentificacdo de células
6sseas diferenciadas em cultivos celulares (NEUPANE., 2008; JUHASOVA et al.,
2011). Ela é uma proteina de baixo peso moleayler se liga ao célcio e localiza-se no
tecido 6sseo. Pode ocorrer deposicdo de anticormosclonais ou policlonais anti-
osteocalcina nos osteoblastos, possibilitandolizagéo desta proteina como marcador
de diferenciacao celular no OSA canino (CAVALCANXIQ7).
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OBJETIVOS

1. Geral
- Utilizar o método da técnica de citoincluséo padhagnostico de OSA.

- Avaliar a sensibilidade e especificidade da #de citoinclusdo no diagndstico

de OSA de ossos longos de cées.

2. Especifico

- Diagnosticar citologicamente Osteossarcoma:

A partir de esfregagos

A partir de citoincluséo

- Diagnosticar histopatologicamente osteossarcoma;

- Comparar diagndstico citolégico por esfregacaBagnostico histopatoldgico
de osteossarcomas;

- Comparar diagnadstico citolégico por citoinclugidiagnostico histopatolégico
de osteossarcomas;

- Comparar diagnéstico citologico e diagnéstico tdpatoldgico de
osteossarcomas;

- Realizar imunoistoquimica com amostras de citostes.
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RESUMO
O Osteossarcoma (OSA) refere-se ao tumor 0sseo coaisim em caes. A
citoinclusdo compreende o ato de inserir amostitagdgicas em blocos de parafina,
auxiliando na qualidade do diagndstico citologicobéendo espécimes de reserva para
serem utilizadas em outras técnicas, incluindo mgtaquimica. Com o intuito de avaliar
a sensibilidade, especificidade e descricdo dadgate citoinclusédo no diagnostico de
OSA de ossos longos de cées, 11 caes de oito mos3am diagnéstico de OSA foram
submetidos a exames citoldgicos, histopatolégicoe@ica da citoinclusdo. Para a
citoinclusao, foi feita a puncao do tumor, fixag&on 1mL de alcool a 95%, deixado em
repouso por cinco minutos na propria seringa dr@sge aproximadamente 9 mL de
formol a 10% e manteve-se fixado por mais 24 horas)tendo a seringa posicionada
para cima para decantacao das células. Como imuoadua, utilizou-se a osteopontina.
Em razdo da maior preservagcdo arquitetural, a am&i a partir das amostras de
citoinclusao, verificou-se parte de relagbes aequiais mais bem estabelecidas do que
em amostras de esfregacos, auxiliando na caragéoz do processo. Houve
concordancia da citoinclusdo com a histopatologimagcacao imunoistoquimica de
osteopontina positiva com alta sensibilidade e @fgdade. E possivel afirmar, que a
técnica de citoinclusdo € eficaz, segura para [Eesqle marcadores prognosticos de
tumores 0sseos em menor espaco de tempo e baitm madendo ser utilizada em
clinicas e hospitais veterinarios, em rotina, otbberum material possivel de ser

arquivado, permitindo o uso de outras técnicas camaunoistoquimica.

Palavras Chave: Osteossarcoma, Citoinclusdo, Imunoistoquimica, dgesildgico,
Citopatologia.
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ABSTRACT

Osteosarcoma (OSA) refers to the most common honertin dogs. Cell Block involves
the insertion of cytological specimens into paraffiocks, aiding in the quality of the
cytologic diagnosis and obtaining reserve specimi@msuse in other techniques,
including immunohistochemistry. In order to evatdhe sensitivity, specificity and
description of the Cell Block technique in the diagis of OSA of long dog bones, 11
dogs from 8 to 13 years old with OSA diagnosis weubmitted to cytological,
histopathological and Cell Block tests. For Celb&, the tumor was punctured, fixated
with 1mL of alcohol at 95%, allowed to stand farefiminutes in the syringe itself, and
approximately 9 mL of 10% formalin was aspiratedl dxeld for a further 24 Hours,
keeping the syringe positioned upward for decamatif the cells. As an immunodiner,
osteopontin was used. Due to the greater archredqbiveservation, the evaluation from
the Cell Block samples, was verified part of aretiitiral relations more well established
than in swab samples, helping in the characteomatf the process. There was
concordance of the Cell Block with the histopatiggloand immunohistochemical
labeling of positive osteopontin with high sensttivand specificity. It is possible to
affirm that the technique of Cell Block is effeaisafe for research of prognostic markers
of bone tumors in less time and at low cost, baiblg to be used in routine veterinary
clinics and hospitals, obtaining a possible makeéode archived, allowing The use of
other techniques such as immunohistochemistry.

Keywords: Osteosarcoma, Cell Block, Immunoistochemistry, tétathology,
Cytopathology
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INTRODUCAO

O osteossarcoma (OSA) refere-se ao tumor 0sse0 co@igim em Ccaes.
Geralmente com foco primario em o0ssos longos, mmecometer também outras
espécies como humanos (MORRIS & DOBSON, 2007; KARMNt al., 2012). E um
tumor altamente agressivo e localmente invasivamatalo-se progressivamente mais
doloroso a medida que vai crescendo promovendouiEst 6éssea e disseminando-se
pela corrente sanguinea e tem como 6rgao alvo mdu(OLIVEIRA e SILVEIRA,
2008; KRAJARNG et al., 2012). A doenca nessa c@ulié metastatica, possuindo
deterioracéo rapida e morte. Ao longo dos anogjrmeno de casos vem aumentando
exponencialmente (MAXIE, 2007).

Os cées de porte grande e gigantes, principalndasteacas Greyhound, Céo dos
Pirineus, Sado Bernardo, Dogue Aleméao, Setter Idandoberman, Pastor Alemao,
Rottweiler, Golden Retriever, Irish Setter, Boxégbrador e Mastiff sdo os mais
acometidos segundo a literatura (DALECK et al. @ @LIVEIRA & SILVEIRA, 2008;
ANGSTADT et al., 2011). Acomete mais em cdes maatws idade média de oito anos,
também acomete raramente caes jovens com menassdends de idadeAnimais sem
raca definida também sdo muito acometidos pelag@@RAZOLEN e TEIXEIRA,
2013). Caes com peso superior a 35 kg, sendo queaia de todos os casos ocorrem
em caninos com peso superior a 15 Kkg.

Segundo Oliveira e Silveira (2008), os membroscioos sdo mais acometidos
que os pélvicos sendo que a maioria dos tumoresetem 0ssos longos (regido distal
do radio e metafises proximal de umero) e, ao rddgoelho (metafise distal de fémur e
proximal da tibia) (OLIVEIRA e SILVEIRA, 2008; OSBRNE e KHANNA, 2012).

Nesse caso, para justificar os dados epidemiolégisopesquisas apontam para
predisposicdo genética e fator ambiental, que podarar individualmente ou em
associacao. As tais informacdes sdo baseadastarfittaatura especializada (ROWELL
et al., 2011; LANGDON, 2012).

Diversos estudos sobre o OSA dos céaes demonstrarmmdependente de raca,
sexo e porte, as chances de cura se reduzem qoaagnostico é tardio (McNEILL et
al., 2007; KRAJARNG et al., 2012), qual seja, fgdonas fases mais avancadas do
processo associada a selecdo inadequada da tégmar@aa colheita de amostra e
inexperiéncia do profissional (BAKER e LUMSDEN, BO®DERNELL et al., 2007).
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Um dado de extrema importancia é que as lesGesiBrartos acometem criangas
e adultos jovens, porém na espécie canina os O&A&msomuns em animais jovens
(KRAJARNG et al., 2012; OUYANG et al., 2013).

Para a Medicina, bem como para a Veterinaria éiitapt@ salientar que existem
diversas barreiras que acabam limitando o sucessigdns procedimentos, dentre eles
o tratamento, devido a diferentes fatores que enftiam, como por exemplo, a
localizacdo do tumor, suscetibilidade individuals deacientes, as diversas causas e
mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento e temgdo do tumor, e
principalmente se possui focos de metastase (CG$aA, 2001).

A escassez de dados na literatura sobre métodwaait’os para o diagndstico
rapido nos animais, contrasta com inUmeras aligasahos tumores de mesma natureza
no homem (WITHROW et al., 1991; DERNELL et al., ZD0

O diagnostico baseia-se na histéria clinica, exiisieo detalhado e exames de
imagem, além do exame citopaldgico, bidpsia e postexame histopatoldgico
(DALECK et al., 2006; RYSEFF & BOHN, 2012).

A citologia € um método confiavel e de diagndstiginimamente invasivo e cada
vez mais usado na Medicina Veterinaria com umaiffieenta diagndéstica que tem se
expandindo com o passar dos anos. (FIELDER e MAHARF2009).

O exame citoldgico fornece informagdes muito Upeiea 0 estabelecimento de
um diagnéstico destacando o grau de pleomorfisnioe ems osteoclastos. Pode
determinar o progndstico, dando inicio ao prototetapéutico de forma precoce. Ele se
caracteriza por um procedimento rapido e de baistogara o clinico veterinério, sendo
a maioria dos casos diagnosticados com precisdon agualmente a citologia é uma
técnica rotineira de identificacdo e no acompanimionge determinadas doencas, muito
importante também para processos neoplasicos (RQ2803).

A bidpsia incisional permite a obtencdo de uma maimntidade de tecido e
também maior precisdo do resultado. A desvantagestadécnica, seria a necessidade
de procedimento cirargico, e risco de complicagpés-cirargicas podendo ocorrer
infeccdes, hematomas, disseminacédo do tumor edsapatoldgicas (DALECK et al.,
2002).

Considerando o tipo celular e a natureza da matriduzida por células
neoplasicas, tem-se o diagnostico histopatologatmitivo (DALECK et al., 2006). O

sistema de classificacdo mais utilizado € baseamoclassificacdo proposta pela
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Organizagdo Mundial de Saide em Forma Central mddreriférica (PROSPERO,
2001; MEUTEN, 2002).

Afim de proporcionar uma melhor investigacdo daiadtaristicas histogenéticas,
a imunoistoquimica vem sendo muito utilizada emileéltumorais como em OSA. Ela
€ empregada na caracterizagdo do imunofenotipoS# ©no diagndéstico diferencial
com outros sarcomas 0sseos diferenciando tambémcélidas mesenquimais
indiferenciadas e células semelhantes a histio@e&/ALVANTI, 2007).

Atualmente, técnicas moleculares podem ser reagadiretamente nos
esfregacos citologicos (SCHMITT E BARROCA., 201@Fk principais biomarcadores
constituintes do painel de identificacdo do tum@o &s proteinas e moléculas que
apresentam marcacao positiva sdo: calcio, métodomehsuracdo da atividade da
fosfatase alcalina (FA) a partir dos niveis de Cazproteinas do liquido sobrenadante
de amostras previamente padronizadas (LOUKOPOUL@E,2004). A osteopontina,
osteocalcina, osteonectina, RANK-L sao sinalizaslaepressos por osteoblastos que
regulam a mineralizacédo da matriz 6ssea, (ERIKSIONO).

Segundo Loukopoulos et al (2004), a osteopontim@ocproteinas expressas em
células de origem Gssea, se apresenta como bomgtangpara marcacio do OSA. E um
sinalizador expresso por osteoblasto que regulaireratizacdo da matriz dssea
(ERIKSEN, 2010). Na imunocitoquimica, varias vae@&wodem afetar os resultados das
preparacdes citoldgicas. Por isso, devem ser cosdadente levados em conta para obter
resultados precisos e confiaveis.

O Cell Block (CB) ou citoinclusdo, compreende o ato de insanrostras
citolégicas em blocos de parafina, afim de auxii@qualidade do diagndstico citoldgico
e também de se obter espécimes de reserva parawgéizados nas técnicas diagnosticas
complementares, como a imunoistoquimica e imunggitoica (VARSEGI e
SHIGHAM, 2009).

Na Medicina Veterinaria, ainda € uma abordagem @axplorada e possui
vantagens como custo reduzido (comparando com meexastopatologico), baixa
invasividade, e resultado rapido. Ela permite atileacdo de padrbdes histoldgicos,
diminuindo o nimero de casos com diagnostico ind#di (BRIFFOD et al., 2000).
Devido a falta de informacdes suficientes e riseofalso negativo ou diagndstico
indeterminado pela citologia. A citoinclusdo é ubw@a alternativa por preservar a
arquitetura da célula como comparada ao examedgita e permitir outras analises
futuras (HANDA et al., 2005, ZANONI ET AL., 2013).
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Potencialmente aperfeicoa a amostra citoldgicailpiitendo a emblocagem da
amostra em parafina com posterior processamenten#lhanca de uma amostra
histoldgica, viabilizando o emprego de técnicagoligimicas e imunoistoquimicas
complementares (MASSERDOTTI, 2006; SHIVAKUMARSWAM#t al., 2012). O
material é facil de ser estocado permitindo azag@o de um painel amplo de anticorpos
(VINAYAKAMURTHY et al., 2016).

A comparacdo entre as técnicas de citoinclusdcagegunviavel, em virtude da
grande variabilidade de técnicas testadas e utdzana confeccdo de cito inclusdes,
gerando grandes dificuldades na padronizacdo demétodo universal para essa
modalidade de processamento e armazenamento deianatestinado ao exame
citolégico (NIGRO et al., 2007; SHIVAKUMARSWAMY il., 2012).

Nathan et al. (2000) cita que a técnica de citos@b além de ser um método
diagnostico de custo reduzido, baixa invasividadeseltado mais rapido, proporciona
amostra suficiente para definir o diagnostico egpéstico, além de viabilizar a
abordagem cirurgica e terapéutica. Embora a prdpt@ogia cumpra esta funcao,
persistem restricbes relativas a sensibilidade émdo (SANCHEZ & SELVAGGI,
2006).

Pesquisadores buscam estratégias para identifisaledagentes responsaveis e
métodos de diagnosticos até protocolos terapéutieos eficientes, para as espécies de
cées. Em resposta a preocupacao publica, viste gquaumor 6sseo maligno primario
mais comum, gque dissemina via corrente sanguineagspulmdes, desencadeando
expressiva deterioragdo clinica e morte (MUELLEBCHS e KASER-HOTZ, 2007).

Diante do exposto é possivel vislumbrar que dedtioelenco de métodos
alternativos para o diagnostico de OSA primaricdes oferecidos no Brasil e fora de
Nosso pais, nao dispdem de capacidade operacamaalgalizar a técnica da citoincluséo,
a partir da puncdo aspirativa por agulha fina patal diagndstico, nem tdo pouco
conhecimento cientifico para interpreta-lo.

Portanto, investigar melhor essa entidade é ddfisafiva importancia para a
oncologia veterinaria, ndo tdo somente devido i@démcia que exige diagnostico rapido
e tratamento efetivo, determinando a sobrevidaniimal, mas também em relacéo a
necessidade de informacdes sobre o comportamesiégicio do tumor que norteia o seu
prognoéstico. Assim, a importancia do estudo: ®d#idade da citoinclusdo para o

diagndstico de OSA em caes, sera de avaliar absiedesile e especificidade da técnica
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de citoinclusdo no diagndstico de OSA de ossolwag cdes, fornecendo um material

possivel de ser arquivado, permitindo o uso deastécnicas como a imunoistoquimica.
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1. MATERIAL E METODOS

Para a conduc¢éo do experimento foram selecionaBés @rimarios em caninos
diagnosticados no Hospital Veterinario pelo serded’atologia Veterinaria da FMVZ —
UNESP campus de Botucatu e, clinicas particulafstes animais passaram pelo
atendimento clinico, radioldgico, cirdrgico e patpto, sendo o diagndstico presumivel
dado pelos achados citologicos e confirmado pelstopatoldgico. Procedeu-se
investigacao de citoinclusdo em tumores de ania@snetidos por OSA (Figura 2) e,
dos fragmentos obtidos das pecgas cirargicas posHaggn ou Obito dos respectivos
membros dos caes acometidos pelo OSA.

Foram colhidas 23 amostras de animais portador€sSde contudo, por motivos
de o6bito, ndo retorno do paciente, somente 11 amifoaam incluidos no estudo.
Procedeu-se o processamento de amostras citologicasciduais, realizando-se
esfregacos, citoincluséo e cortes histolégicos.

O estudo teve parecer favoravel da Comisséo de @biciso de animais FMVZ
— UNESP Campus de Botucatu, protocolo 48/2015 @agx

1.1 Citopatologia Aspirativa — Técnica
Para a citologia aspirativa por agulha fina (CAAB)am utilizadas agulhas
hipodérmicas descartaveis 30x8 mm, seringas désesstde 10 mL, citoaspirador de

Valeri (FIGURA 2), laminas histolégicas 26x76 mmrtextremidades lisas e foscas,

Figura 2: Citoaspirador de Valleri, associado ingearde
10 mL e agulha 30x8.

recipientes porta laminas e lapis para identifasalaminas.
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Apds montar o sistema citoaspirador, seringa ehagolexame foi realizado da
seguinte forma: antissepsia da pele com alcooldiodaesmo em peca), introduzindo a
agulha na lesédo (Figura 3), realizando pressaotimagauxando-se todo o gatilho do
citoaspirador promovendo a tragdo maxima do émiteiseringa. Com isso, a formacéo
de vacuo no sistema possibilitou a aspiracdo demmbtelular para o interior da agulha.

Em seguida a agulha foi movimentada em varias @&em forma de “leque”
sem retira-la do nddulo, evitando que o ar penstrasnantendo a pressao negativa. Feito

isso, a agulha pode ser entdo removida do nddulo.

: e
Figura 3: A- Introducéo e aspiracdo com o
auxilio do citoaspirador de nédulo em regiao
de cotovelo de céo e realizacdo de pressao
negativa puxando-se todo o gatilho do
citoaspirador promovendo a tracdo maxima
do émbolo da seringa.

Com afinalidade de formar um pequeno botao cetrtatamina de microscopia,
depositou-se 0 material em um unico local, a fimsdeobter um esfregaco de boa
qualidade (THRALL, 2000).

Para a realizacdo dos esfregacos, o material daddoi rapidamente distendido
colocando-se uma lamina de vidro lisa de forma eemular sobre o material
depositado na primeira e com um movimento Unicapgdo uma lamina foi deslocada
sobre a outra em sentidos opostos.

Apés a realizacdo dos esfregacos, as laminas deéatim coloracdo de Giemsa
permaneceram a temperatura ambiente por cinco osirgjt em seguida, fixadas em

metanol 100% por no minimo cinco minutos para depeiem coradas.

1.2. Técnica de citoincluséo
Assim como na citologia aspirativa, utilizando osme material (citoaspirador,

seringa de 10mL, e agulha 30x8) e mesma técnics, am@spiragdo na massa, com 0
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émbolo em repouso, foi aspirado 1mL de alcool 958&igado em repouso por cinco
minutos para fixacdo do material. ApOs esse perimalonesma seringa do aspirado, com
0 objetivo de preservacdo maxima da viabilidadeodghidas obtidas no procedimento,
aspirou-se aproximadamente 9 mL de Formol 10%adpirado e fixado por mais 24
horas, mantendo a seringa posicionada para cinadsrantacdo das células, como
mostra a Figura 4.

Figura 4: A: Puncéao aspirativa de Neoplasia enéicedistal de amero direito. B:
Seringa obtendo material aspirado imerso na solfixédora.

Apds 24 horas, retirou-se a agulha afim de expolsaaterial colhido e inseridos
em cassetes histolégicos sendo neste estudo, &goes31so de esponjas histologicas

nos cassetes, evitando a perda de material (Fejura

Figura 5: A: Seringa contendo material aspirad®8&#, B: Material obtido pela
PAAF, retirado da seringa, apés a fixacdo em aleééb e formalina tamponada.
Nota-se importante o uso de uma pequena esporgaepaar a perda de material.

O material obtido foi submetido a banhos crescei¢edicool, seguindo para os
banhos de xilol e parafina, todos com duracdo maxien20 minutos. As amostras foram

incluidas em parafina e realizaram-se cortes dea@uacréometros, que foram corados
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pelo método de hematoxilina e eosina (HE), e rad#iza técnica de imunoensaio para a

citoinclusao.

1.3. Avaliacao citolégica

O numero de laminas por caso foi variavel. Em chdaina avaliou-se:
celularidade, relagdo nucleo/citoplasma, variacdestamanho nuclear, padrao de
distribuicdo da cromatina, niumero de nucléolos datagia nucleolar, mitoses atipicas,

coesao e padrao de organizacao espacial entréubesce

1.4 Processamento Histopatolégico Amostra — Hista@

Apols 0 exame macroscopico, fragmentos do tumonfdieados em formalina
tamponada a 10%, descalcificados em acido nitfd® & processados pelas técnicas
histologicas usuais de desidratacdo, diafanizac@clesdo em parafina. Em seguida,
cortados com espessura maxima de 4 micrometrasadas pela Hematoxilina-Eosina

para estudo em microscopia de luz.

1.5 Classificacao histopatoldgica

Os cortes de tecido 6sseo neoplasico, coradoshgetatoxilina-eosina foram
examinados ao microscopio optico, permitindo aatarezacao do processo morbido. O
processo foi classificado de acordo com o sistezsardo por Meuten (2002), baseando-

se na avaliacdo de ao menos dois observadores.

1.6 Processamento da Amostra — Imunohistoquimica

Para a realizacdo da imunoistoquimica, foram atliis blocos de parafina,
provenientes da Citoinclusdo, cortados em microtacom espessura deurd e
distendidos em laminas histologicas preparadas &aminopropyltrimethoxy silane
(Sigma A3648) objetivando promover maior aderédos cortes nas laminas de vidro,
evitando assim, a perda do material durante o psaoeento imunoistoquimico.

Para a técnica, utilizou-se como anticorpo a osteiipa marcador de células
tumorais de origem osteoblastica (ERIKSEN, 20H»tas marcacbes sdo de grande
importancia para a confirmacéo da presenca doldatto na lamina (LOUKOPOULOS et
al., 2004; ERIKSEN, 2010; NEUPANE et al., 2008).

Realizada a recuperacao antigénica em citrato déré, na panela de pressao

(Pascal), bloqueio da peroxidase enddgena foizeslel em H202 a 3% diluido em
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metanol. O bloqueio de proteinas foi realizada &#fb de leite Molico®. Todas as
incubagdes do anticorpo primério foram realizadesvgperatura 4 ° C durante a noite .
Osteocalcina com a diluicdo a 01:50 de anticorgosabalho. HRP anticorpo Segundo

( enVision ).DAB - 5 minutos.

1.7 Leitura e interpretacdo da amostra:

Com o auxilio do microscopio Optico, as laminaafio avaliadas nas objetivas de
40 vezes. Na citologia e citoincluséo, a identf@ade quantidade suficiente de células
com morfologia preservada foi o critério utilizgolara a amostra ser considerada viavel.
O diagnéstico histopatolégico é definitivo e coesada natureza da matriz produzida
pelas células neoplasicas e o tipo celular, sendiagndéstico definitivo de OSA dado
com a presenca da producdo de ostedide ou aindasteneoformado pelas células
mesenguimais malignas ( THOMPSON e POOL, 2002).

A imunoistoquimica, devido as caracteristicas @podicdo de anticorpos
monoclonais ou policlonais anti-osteopontina noseaidastos, possibilita que a
osteopontina seja um importante isntrumento deaajuddiagndstico imunoistoquimico
das neoplasias 6sseas (TAKADA et al., 1992).
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2. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram avaliados utilizando-selasbde contingéncia 2x2

(BERQUO, 2001), calculando-se a sensibilidade spadaificidade dos métodos, sendo:

Sensibilidade: Detectar os verdadeiramente positivo

Sensibilidade (%) = verdadeiros positivos (VP) % 100
ensibrilaaae L) = Lerdadeiros positivos (VP) +

falsos negativos (FN)

Especificidade: Detectar os verdadeiramente neggativ

e verdadeiros negativos (VN)
Especificidade (%) = falsos positivos (FP) + * 100

verdadeiros negativos (VN)

No presente estudo, foi definido como positivo i@ossarcoma e como negativo,
lesGes neoplasicas de outra origem ou mesmo iniai@aautilizando-se como parametro
o diagnostico histopatologico. Na imuno-histoquismicempregou-se a avaliagdo

descritiva da imunoreatividade.
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3. RESULTADOS

De 11 animais que foram incluidos no estudo, prex@ed-se o processamento de
amostras citolégicas e teciduais, realizando-seegsfos, citoinclusdo e cortes
histologicos. As amostras de OSAs primarios prev@es de cdes de diferentes ragas,
idades, localizagGes sao descrita na (Tabela 2).

Tabela 2: Relacdo de idade, raca, sexo e locatizdgdesbes em cades submetidos a
Citologia Aspirativa por agulha fina, Cell Blocki{@nclus&o) e Histopatologia no setor
de Patologia do HV Unesp - Botucatu.

ANIMAIS SEXO IDADE RACA LOCALIZACAO

Al Fémea 11 Pitt Bull(médio) Regido escapular
(Membro Toracico Direito)

A2 Fémea 11 Golden Retrievier(grande) Regido digailF Direito

A3 Fémea 8 Dog Aleméo (gigante) Umero proximalittire

A4 Macho 12 Akita (grande) Regido Coxo Femoral

A5 Fémea 12 Husky (médio) Regido distal Fémur Qireit

A6 Fémea 12 SRD (médio) Réadio e Ulna Distal direito

A7 Macho 9 Rottweiller (grande) Radio e Ulna Distakito

A8 Macho 13 Rottweiller (grande) Metacarpo direito

A9 Macho 11 Pitt Bull (médio) Umero proximal direito

A10 Macho 13 Setter Inglés (grande) Regido distall¥é@ireito

All Fémea 10 Pinscher (pequeno) Regido distal FBineito

Houve acometimento de mais fémeas (diferenca Giilrhags) em relacdo aos
machos, porém sem diferenca significativa. As idattes animais variaram de oito a 13
anos, sendo a média de 11 anos (Tabela 1).

As lesdes mostraram-se mais frequentes em reggtal dle FEmur direito,
acometendo 4 animais (36,37%), seguida por regidmukero proximal direito e radio e
ulna distais direitos, acometendo dois animais ¢48al8%). As amostras restantes
estavam localizadas na regiao escapular diretiaukacéo coxo femoral e no metacarpo

que foram acometidos em apenas um animal (9,09&be{& 2 e Figura 6).
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Figura 6: Cadela Pit Bull. OSA em regiao
escapulo-umeral

Em relacdo ao o porte dos animais acometidos, hma@d®minio de animais com

porte médio e grande, dentre eles, os caes dasP#dBull e Rottweiller foram os mais

acometidos (dois animais cada — 18,18%). Por smaagoutras ragas foram citadas

apenas uma vez. Dos animais de porte pequeno, som@a cadela de raca pequena

(Pinscher) foi acometida pela doenca.

Em relacdo a técnica da citoinclusdo, ndo houveuttiade durante a colheita a

ponto de ser necessario de uma sedacao.

Segundo o padréo histopatoldgico descrito por Me{##@02), foram encontrados
nove casos de OSA osteoblasticos (82%) e dois cesOSA fibroblastico (18%), como
mostra a tabela 3.

Tabela 3: Relacao da classificacdo neoplasica doedscaes, comparativo

entre citolopatologia aspirativa, citoinclusdo gidpatologia.

ANIMAIS Citopatologia Citoincluséo Histopatologia

Al OSA Osteobléstico OSA Osteoblastico OSA Osteolaldsti
A2 OSA Osteablastico OSA Osteoblastico OSA Osteololasti
A3 OSA Osteobléstico OSA Osteoblastico OSA Osteololdsti
A4 OsA Fibroblastico OSA Fibroblastico OSA Fibroblasti

AS OSA Fibrobléstico OSA Fibrobléstico OSA Fibroblésti

A6 OSA Osteablastico OSA Osteoblastico OSA Osteololasti
AT OSA Osteobléstico OSA Osteoblastico OSA Osteolaldsti
A8 OSA Osteoblastico OSA Osteoblastico OSA Osteololasti
A9 OSA Osteobléstico OSA Osteobléstico OSA Osteolaldsti
A10 OSA Osteoblastico OSA Osteoblastico OSA Osteololasti
All OSA Osteobléstico OSA Osteobléastico OSA Osteololdsti

OSA: Osteossarcoma

34



Para os OSAs osteoblasticos, houve identificacdorelsenca de ilhas ostedide
circundados por células tumorais, com um grau veridle pleomorfismo celular
podendo ter a presenca de células gigantes mu#ades, células isoladas ou
aglomeradas, assemelhando-se a osteoblastos,@m@amdb com os achados de Fielder e
Mahaffey, (2009). J& para os OSAs fibroblasticopresenca de células tumorais
fusiformes, com extensas areas de matriz ostedidelveendo aglomerados de células
tumorais é caracteristica para definir a clasgiioaumoral de OSA definido por Meuten

(2002).
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Os resultados descritivos dos exames citopatolégiceitoincluséo,
histopatologicos e imunoistoquimicos de OSA ostesildo sdo demonstrados nas
(Figuras 7A, 7B,7C,7D,7E, e 7F).

™
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Figura 7: OSA osteoblastico. (A) Citologia Aspivati Células mesenquimais malignas.
Caracteristicas morfolégicas de osteoblastos ngiopE matriz 6ssea adjacente, células
multinucleadas — Giemsa, obj. 40X. (B) Cito inclus®SA obj. 10x. (C) Citoinclusao
Alta celularidade de osteoblastos malignos. PregéPadréo arquitetural da neoplasia,
caracteristicas morfoldgicas de osteoblastos ngiopE matriz éssea adjacente, células
multinucleadas e micronucleo. HE, obj. 40X. (D) tbmatolégico: Alta celularidade de
osteoblastos malignos e trabéculas Osseas prémestcom grande proliferacdo de
osteoblastos neoplasicos e producdo de matriz éssemineralizada — HE, obj. 10x e
(E) Histopatoldgico: objetiva 400X. (F) Imunoistdouica positiva para anticorpo
Ostepontina em citoinclusao de osteossarcoma cari@g obj. 40X.
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Os resultados descritivos dos exames citopatolégiceitoincluséo,
histopatologicos e imunoistoquimicos de OSA fibéstito sdo demonstrados nas
(Figuras 8A, 8B, 8C,8D,8E, e 8F).
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Figura 8: OSA fibroblastico. (A) Citologia Aspiraéi: Células mesenquimais malignas,
matriz 6ssea adjacente e células fusiformes. Giepigativa 40X. (B) Citoinclusédo
objetiva 10x e (C) Citoinclusao objetiva 40x: Altelularidade nos clusters celulares,
células malignas apresentando preservacao do padyadetural da neoplasia, assim
como caracteristicas morfologicas de osteoblastoplasicos, matriz 6ssea adjacente e
células fusiformes HE. (D) Histopatoldgico objetii@X e (E) Histopatolégico HE, e
40X - Alta celularidade de osteoblastos maligntileéculas 6sseas pré-existentes. Ha
grande proliferacdo de células fusiformes maligagsroducdo de matriz 6ssea nao
mineralizada. (F) Citoinclusédo - Imunoistoquimiassitiva para anticorpo Ostepontina,
objetiva 40X.
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A avaliacdo das amostras citoldgicas e teciduaaiaealizadas procedendo-se
andlise estatistica dos dados obtidos utilizandtaselas de contingéncia 2x2 como
mostra a Tabela 4 abaixo e em seguida, a tabe@a 5 e

Tabela 4: Tabela de contingéncia comparando odtades citologicos por esfregaco
com os histopatologicos a partir de formacfes &ssmadenciando-se o numero de
verdadeiros positivos, falso-positivos, falso-naget e verdadeiros negativos.

Histopatoliég + - Total
Esfregaco

+ 11 0 11
- 0 0 0
Total 11 0 11

Tabela 5: Tabela de contingéncia comparando o$tadss citoldgicos por citoinclusao
com os histopatoldgicos a partir de formacdes &ssealenciando-se o numero de
verdadeiros positivos, falso-positivos, falso-naget e verdadeiros negativos.

Histopatoliég + - Total
Citoincluséo

+ 11 0 11
- 0 0 0
Total 11 0 11

Tabela 6: Tabela de contingéncia comparando o#tadses citoldgicos por esfregaco +
citoinclusdo com os histopatolégicos a partir denfigdes 6sseas, evidenciando-se o
namero de verdadeiros positivos, falso-positivoalsd-negativos e verdadeiros
negativos.

Histopatoliég + - Total
Esfregaco +citoinclusao

+ 11 0 11
- 0 0 0
Total 11 0 11
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4. Discusséao

Onze animais acometidos por OSA foram selecionpdos 0 desenvolvimento
deste estudo. Procedeu-se 0 processamento de asnastologicas e teciduais,
realizando-se esfregacos, citoinclusdo e confirmawd diagnostico com cortes
histologicos. Segundo Ryseff e Bohn, (2012), aliay@o citolégica por puncgéo
aspirativa € uma técnica menos invasiva, com dgt@mipreciso em curto intervalo de
tempo, porém, a confirmacao é feita por meio donexhistopatoldgico.

Dentre os animais supracitados na Tabela 1, podessvar que cadelas foram
mais acometidas do que os caes sendo este resnfadsignificativo. Neuwald et al.
(2006) cita que caes machos possuem uma maioéoctarde OSA do que as fémeas.
Segundo Heyman et al. (1992), as racas Séao Bernaadtweiler e Dinamarqués, séo
excecOes e se observam maiores incidéncias nasgémetretanto em outros estudos,
nao se observa predisposi¢cao sexual na frequéestia wimor (LANGENBACH ET AL.,
1998, 2001).

A localizacao da lesdo esta entre um dos indicadaorportantes para avaliacao
do prognostico (CAVALCANTI, 2007). Cavalcanti et €004) citam que a distribuicao
das lesbes de acordo com a frequéncia se da maiorddio e ulna (26,8%),
posteriormente em fémur (24,8%), tibia, escapuiaerd e por fim falanges. Segundo
Nelson e Couto (2006), OSAs localizados na escédputgprognostico ruim, relatos de
maior sobrevida ocorrem quando acometem as artidesacarpicas e tarsicas devido a
facilidade de amputacéo.

A maioria dos animais possuia faixa etaria de aitb3 anos (resultado néo
significativo), sendo a média de 11 anos de idAdieratura cita que a doenca acomete
animais idosos, de idade média de oito anos, ptaémbém existem relatos em céaes
jovens (OLIVEIRA e SILVEIRA, 2008). Caes da raca&oSBernardo, Irish Setters,
Rottweiler (SILVEIRA, 2005), Doberman (COOLEY et.,aP002), Pastor Aleméo,
Golden Retriever, Boxer, Labrador e Mastiff os mamometidos (OLIVEIRA e
SILVEIRA, 2008; ANGSTADT et al., 2011). No preseettudo, predominaram as racas
Pit Bull e Rottweiller porém também foi diagnostioeem outros animais como 0os SRD
(sem raca definida), Golden Retrievier, Dog AlemAkita, Husky Siberiano, Setter
Inglés. Bersano (2006) cita que cades com peso ateMé kg, ou superior a 36,5 kg, tém
maior probabilidade no desenvolvimento do tumoesdie pequeno porte sdo raramente
acometidos devido ao fechamento precoce das ptecasescimento (KRAJARNG et

al., 2012). No presente estudo também foi acometil@&o da raca pinscher.
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As células tumorais individuais variam quanto arfarredonda a fusiforme e
geralmente diferem-se muito quanto ao tamanho. uereggmente elas possuem
caracteristicas citolégicas classicas de maliggidadmo cariomegalia, anisocariose,
nucléolos grandes e multiplos que diferem em tama®odendo também possuir
vacuolos claros em seu citoplasma (FIELDER e MAHEBFFE 2009). A maioria dos
animais descritos no estudo foi acometida por OSAablastico.

A identificacdo de presenca de ilhas de ostedidesntiados por células tumorais
para os OSAs osteoblasticos, corroboram com oslasite Fielder e Mahaffey, (2009).
J& para os OSAs fibroblasticos, a presenca deaséunorais fusiformes, com extensas
areas de matriz ostedide séo caracteristicas péirarch classificacdo tumoral de OSA
definido por Meuten (2002).

Em Medicina Veterinaria, o atraso no uso da citelog pratica clinica deveu-se,
sobretudo, a ignorancia da sua utilidade diagrsi@ inseguranca associada a sua
interpretacdo. As imagens que a citologia nos popoa (duas dimensdes), permite
adequado detalhamento celular, com a observacdordtes celulares e de suas juncdes
(FERREIRA, 2008). Porém, as amostras citologicas néfletem com exatidao
parametros arquiteturais e, raramente, uma descrif®logica elucida sobre a
arquitetura da lesédo, limitando-se a informacgodglares isoladas (MASSERDOTTI,
2006). Na avaliacao de cortes histologicos, osygrsacelulares sdo muito relevantes.

A disposicao das células nas amostras de citoéalpsdem mimetizar o arranjo
destas nos cortes histolégicos, quando colhidespapdas apropriadamente, sendo uma
alternativa a realizagéo da técnica. A amostrdogiica emblocada em parafina, costuma
preservar as caracteristicas arquitetonicas tasidientro de uma populacéo celular, ou
mesmo explicita relacdes entre populacdes celuldigintas, neoplasicas ou néo,
contribuindo para o diagnostico (ROFAGHA; SHECKRU02). A citoinclusdo também
é indicada em caso de limitacdo de amostragem jtoeima emblocagem e possui como
vantagem o fornecimento de um banco de dados, db®m maximizacdo de
informacdes a partir do restrito material dispoh(&JLKARNI; et al, 2000). Segundo
ZANONI et al., 2013 (2012), h&a poucos trabalhosneglicina veterinaria relacionados a
citoinclusao.

A avaliacdo das amostras citolégicas por esfregagesamostras teciduais foram
realizadas procedendo-se analise estatistica dims ddbtidos utilizando-se tabelas de
contingéncia 2x2. Também foi utilizada a tabelaal@ingencia 2x2 para a avaliacdo das

amostras citoldgicas por citoincluséo e teciduais.
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Acredita-se na importancia do exame da citolog@rasva, que no presente
estudo que levou a um resultado de 100% de conuueddiagndstica nos esfregacos em
relacdo a histopatologia, sendo fundamental papmognostico do animal. Quando
considerados em associacao, esfregaco e citoinclegi@lenciou-se uma “facilidade” na
compreensdo do processo etiologico, como defindiagndstico e subclassificar o
mesmo, identificando-se uma sensibilidade de 1@¥gundo Hegazy e Hegazy (2013),
a citoincluséo foi introduzida afim de melhorarraqiséo e interpretacao do diagnéstico.

Vinayakamurthy et al. (2016), ao comparar a citlois@@o com exame de citologia
aspirativa em 66 pacientes humanos apresentandsasnasbdominais, obteve
sensibilidade de 91,6% e especificidade de 88,d%@s mesmos autores relatam que
foram capazes de fornecer um diagndstico citopgitmdefinitivo em todos os 66 casos
aumentando a sensibilidade ara 100% quando assoogadxames citologico com as
citoinclusdes. Em nosso estudo obtivemos 100% mglskdade e especificidade.

Em relagcdo ao célculo da especificidade, o mesmadmprometido, pela
auséncia de verdadeiros negativos. Contudo, asandéscritiva dos casos, pode-se
afirmar que a especificidade dos casos foram 108¥% gambas as analises.

Alguns estudos afirmam que os resultados obtidts método de citoinclusdo
sdo mais satisfatorios do que os obtidos com lgitbconvencional, devido a uma maior
eficacia para alcancar a aquisicdo de materialuatkem estabelecer um diagnostico
citopatolégico concordante com o exame histolégipelo fato de apresentar
caracteristicas histolégicas que podem ajudar @raums deficiéncias da citologia
convencional (NODA et al., 2010, ZANONI et al., 302012 e PAIVA etal 2014). Em
razao da maior preservacao arquitetural, a avaliagéartir das amostras de citoinclusao
parte de relagBes arquiteturais mais bem estatlakedp que em amostras de esfregacos,
podendo auxiliar na caracterizacdo do processo,datroborado pelas imagens deste
estudo, mostrando uma concordancia de citoinclog&oo exame histopatolégico onde
hé preservacgéo da arquitetura da célula e formacédual.

Para técnicas de citoincluséo, varios fixadorderam utilizados e descritos em
literatura como formalina tamponada (KASE et a1@), acido picrico, solucado de
Bouin, fixador Carnoy, fixador B-5 mercurio, eta@dITO et al., 1995; NATHAN et al.,
2000), gel de agarose (ZANONI ET AL., 2013., 20H}ysa variedade esta diretamente
relacionada a diversidade de técnicas existentesfaram adaptadas a necessidade e

especificidade de cada pesquisador (ZEi@l, 1995).
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Neste estudo, optou-se pela técnica da fixacddleobde alcool a 95% e deixado
em repouso por 5 minutos para fixacdo do mategiprapria seringa e, apos esse periodo,
aspirou-se aproximadamente 9 mL de formol a 10%aetenve-se fixado por mais 24
horas, mantendo a seringa posicionada para cima g@gantacdo das células. Esta
técnica demostrou-se mais facil de realizar podeseddacilmente utilizada em clinicas
e hospitais veterinarios, exames de rotina, de mensto e, menor tempo para
processamento de amostra. Em comparacao com eaémgel de agarose, esta técnica
tem grande vantagem por praticidade e menor cusodispensa o uso de centrifuga,
gel de agarose, eppendorff, além de nao ter prasemm confeccdo de amostras muito
ressecadas.

Segundo Nathan et al. (2000), devido a grandehiidade de técnicas testadas
e utilizadas para a confeccéo de citoinclusdonapaoacdo entre elas torna-se inviavel,
gerando grandes dificuldades na padronizacdo demétodo universal para essa
modalidade de processamento e armazenamento deianatestinado ao exame
citolégico. Estes mesmos autores citam que o dekeamento e a padronizacdo da
técnica de citoinclusdo devem atender aos seguedessitos: manutencéo da arquitetura
tecidual e morfologia celular; otimizacao do tenadgoprocessamento das amostras afim
de nao ocorrer perda de qualidade do materialnQhtede material de reserva suficiente
para a realizacao de testes como coloracfes especeacdes de imunoistoquimica; e,
por fim, desenvolvimento de método simples, dedaisto e reprodutivel.

Em relacdo a marcacdo imunoistoquimica, todasrastaas foram positivas
demonstrando a eficacia do uso da osteopontina goommmarcador nas citoinclusées.
A osteopontina, € um sinalizador expresso por b&isto que regula a mineralizacdo da
matriz 6ssea (ERIKSEN, 2010). Atualmente, técninateculares podem ser realizadas
diretamente nos esfregacos citolégicos (SCHMITT BRBOCA., 2012). Na
imunocitoquimica, vérias variaveis podem afetar resultados das preparacdes
citologicas. Por isso, devem ser cuidadosamengsltessem conta para obter resultados
precisos e confiaveis. Atencao especial deve s#a da tipo de material coletado, tipo
de fixador utilizado, anticorpos seleccionadossezantroles adequados. Segundo Fowler
e Lachar (2008), controles positivos internos useate sdo dificeis de obter em
amostras citologicas. A realizagdo da Imunoistogeéma citoinclusdo demonstra
resultados  superiores quando comparada aos egsigegagitologicos
(VINAYAKAMURTHY et al., 2016).
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Devido a emblocagem do material, muitas sec¢oesmpae@r cortadas, reduzindo
a quantidade de artefatos, facilitando a confedgdoutras laminas. A alta celularidade,
permite a avaliacdo de um grande numero de ansgdaoilitando a confeccdo da
técnica. Isto entra em consonancia com os achadoSctimitt e Barroca (2012).
Vinayakamurthy et al (2016) concluiram que apesavabrrer casos com aparecimento
de manchas na lamina da citoinclusdo, estas podemnercmaterial de diagnostico
adequado, além de aumentar ainda mais a espeadfecab diagndstico, proporcionando
arquitetura celular e se¢des adicionais para agesaespeciais e imunoistoquimica.

O uso de biomarcadores alvos da carcinogéneseifesgpeente para o OSA em
cdes na oncologia veterinaria, tem por principgtolm a necessidade de personalizar
tratamento dos pacientes, pois desta forma, idearibs a partir de um painel
imunomarcador quais sao 0s potenciais genes qée atvos no tumor, conduzindo
melhor a terapéutica em funcéo dessa expressdoorpronando melhor qualidade e
expectativa de vida ao animal (SELVARAJAH e KIRPHNERIN, 2010). Kase et al.
(2016), relatam que a citoinclusdo tem muito a emfer na utilizacdo de

imunocitoquimica.
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5. CONCLUSAO

A alta sensibilidade e especificidade encontradara pa marcacao
imunoistoquimica de osteopontina de OSA, assoaadascricdo morfoldgica entre o
diagnéstico citomorfoldgico da citoinclusdo e histtmlégico torna-se possivel afirmar,
gue a técnica de citoinclusédo é eficaz e uma lemativa por preservar a arquitetura da
célula como comparada ao exame citoldgico pernatimgtras analises futuras, segura
para pesquisa de marcadores prognosticos de tudgsess em menor espaco de tempo
e baixo custo podendo ser utilizada em clinicaogpitais veterinarios, em rotina,
obtendo um material possivel de ser arquivado.eNegbalho, conclui-se a eficacia da

utilizacdo do método de citoinclusdo para o diagooslo OSA em caes.

44



REFERENCIAS

ANGSTADT, A. Y., MOTSINGER-REIF, A.; THOMAS, R.; WILIAM C.
KISSEBERTH, W. C.; COUTO, C. G.; DUVAL, D. L.; NIEREN, D. M.; MODIANO,
J. F.; BREEN, M. Characterization of Canine Ostemsaa by Array Comparative
Genomic Hybridization and RT-gPCR: Signatures oh@eic Imbalance in Canine
Osteosarcoma Parallel the Human Countergzenes, Chromosomes & Cancers0,
p.859-874, 2011

BERQUO, E. S.; SOUZA, J. M. P.; GOTLIEB, S. L. Bipestatistica2. ed. S&o Paulo:
E.P.U, 2001. 350 p.

BERSANO, P.R.O. Expressao imunoistoquimica da xigenase—2 (Cox2) e
quantificacdo das regides organizadas de nucl§®M@Rs) nos diferentes padrdes
histoloégicos do OSA canino2006. 120f. Dissertacdo (Magister Scientiae) —
Universidade Federal de Vigosa.

BRIFFOD M, HACENE K, LE DOUSSAL V. Immunohistochestiy on cell blocks
from fine-needle cytopunctures of primary breastiocmmas and lymph node metastases.
Mod Pathol 13 (8): 841-50,2000

CAVALCANTI, J.N.; AMSTALDEN, E.M.I.; GUERRA, J.L.,MAGNA, L.C.
OSA em céaes: estudo clinico-morfologico e corretap@ognosticaBrazilian
Journal of Veterinary Research and Animal Scieneell, n.5, p.299- 305,
2004.

CAVALCANTI, J.N. OSA canino: estudo histopatologicienunoistoquimico
e da atividade proliferativa. 2007. 96fTese (Doutorado em Ciéncias
Médicas)— Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP.

COOLEY, D. M.; BERANEK, B. C.; SCHLITTER, D. L. &ll. Endogenous gonadal
hormone exposure and bone sarcoma @sincer Epidemiol Biomarkers Prex11,
p.1434-1440, 2002.

DALECK, C. R et al. Estudo retrospectivo de ostaossmma primario dos 0ssos da pelve
em cdes em um periodo de 14 me&razilian Journal of Veterinary Research and
Animal Sciencev. 43, n. 1, p. 125-131, 2006.

ERIKSEN, E.F. Cellular mechanisms of bone remodelReviews in endocrine &
metabolic disordersv.11, n.4, p.219-227, 2010.

FERREIRA, L. F. G. R. B. Estudo comparativo entrélses citolégica e histopatoldgica
no diagnostico de tumores de canideos. 2008 Digéertacdo De Mestrado Integrado
Em Medicina VeterinariaFaculdade de Medicina Veterinaria, Universidaderica De
Lisboa, Lisboa, 2008.

FIELDER, S. E; MAHAFFEY, E. ASistema Musculo Esqueléticim: Cowell, R.L;

TYLER, R. D; MEINKOTH, J. H; DeNicola, D.BDiagndstico Citologico e Hematologia
de Cées e Gato8 ed.New York,USA, 2009. P.210

45



FOWLER, Larry J.; LACHAR, Whitney A. Application ainmunohistochemistry to
cytology.Archives of pathology & laboratory medicine 132, n. 3, p. 373-383, 2008.

HANDA, U. et al. Fine needle aspiration cytologytime diagnosis of bone lesions.
Cytopathology, v. 16, n. 2, p. 59-64, 2005.

HEGAZY, R. A, HEGAZY, A. A. FNAC and Cell Block stly of thyroid lesions.
UniversalJournal of Medical Scienc013;1(1):1-8.

HEYMAN, S. J; DIEFENDERFER, D. L.; GOLDSCHMIDT, M. et al. Canine axial
skeletal osteosarcoma a retrospective study ofchbgs (1986 to 1989Yeterinary
Surgeryv. 21, n. 4, p. 304-310, 1992.

KASE, S; NAMBA K; IWATA, D; MIZUUCHI, K; KITAICHI N ; KITAICHI;
TAGAWA K; OKADA-KANNO; MATSUNO, Y e ISHIDA, S. Diagostic
efficacy of cell block method for vitreoretinal lyhoma. Diagnostic
Pathology (2016) 11:29

KRAJARNG, A.; NILWARANKOON, S.; SUKSAMRARN, S.; WAANAPOKASIN,
R. Antiproliferative effect of a-mangostin on caminsteosarcoma cellResearch in
Veterinary Sciences.93, p.788-794, 2012.

LANGENBACH, A. et al. Extraskeletal osteosarconraslogs: a retrospective study of
169 cases (1986-1996)ournal of the American Animal Hospital Associafign34, n.
2, p. 113-120, 1998.

LOUKOPOULOS, P.; O'BRIEN, T.; GHODDUSI, M.; MUNGALLB.A.; ROBINSON,
W.F. Characterisation of novel canine osteosarcoatidines producing high levels of
matrix metalloproteinaseResearch in Veterinary Science77, p.131- 141. 2004.

MASSERDOTTI, C. Architectural patterns in citology:Correlation with
histology.Veterinary Clinical Pathologyy.35, p. 388-396, 2006.

MAXIE, M.G. Pathology of Domestic Animal¥,olume 1. 5% ed. Sauders-Elesevier:
Oxford, 2007. p. 110-177.

MEUTEN, D.J.Tumors in Domestic Animald.ed., lowa: lowa State Press, 2002, 778p.

MUELLER, F.; FUCHS, B.; KASER-HOTZ, B. Comparativ®ology of human and
canine osteosarcomAnticancer Research. 27, n. 1A, p. 155-164, 2007.

NATHAN, N. A; NARAYAN, E., SMITH, M. M., & HORN, M. J et al. Cell Block
Cytology.American journal of clinical pathology. 114, n. 4, p. 599-606, 2000.

NELSON, R.W.; COUTO, C.GFundamentos de Medicina Interna de Pequenos
Animais 2.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2006.737

46



NEUPANE, M.; CHANG, C.C.; KIUPEL, M.; YUZBASIAN-GUKN. Isolation and
characterization of canine adipose-derived mesanahgtem cellsTissue engineering
v.14, n.6, p.1007-15, 2008.

NEUWALD, E.B.; VELGA, D.C.; OLIVEIRA, E.C.; CONTENI, E.A. OSA craniano
em um caoActa Scientiae Veterinaria®.34, p.215-219, 2006.

NIGRO, K.; TYNSKI, Z.; WASMAN, J.et al. Comparision of cell block preparation
methods for nongynecologic thinprep specim@&iagnostic Cytopatholy.3, p.640-643,
2007

NODA, Y. et al. Diagnostic efficacy of the cell slomethod in comparison with smear
cytology of tissue samples obtained by endoscopiasound-guided fine-needle
aspiration.Journal of Gastroenterology. 45, p. 868-875, 2010.

OLIVEIRA, F; SILVEIRA, P. OSA em Caes.
Revista Cientifica Eletdnica de Medicina Veteriaan. 10, ano, VI, jan. 2008.

OSBORNE, T. S.; KHANNA, C. A review of the asso@at between osteosarcoma
metastasis and protein translatidaurnal of comparative pathology. 146, n. 2, p. 132-
142, 2012.

PAIVA, M.B; GOUVEIRA, G.M.;FIORAVANTI,H.; LUVIZOTTO, M.C.R.
Citoincluséo de capa leucocitaria e medula 0ssedee padronizacdo da técnica. Arq.
Bras. Med. Vet. Zootec., v.66, n.2, p.439-444, 2014

PROSPERO, J.Drumores 6sseo$&0 Paulo: Editora Roca Ltda., 2001, 280p.

RAZOLEN, J. M.; TEIXEIRA, T. F.; Metastase de ostearcoma em 0sso de cdo sem
raca definida — relato de cag@linica Veterinaria n. 105, jun/ag. p.58-62. Ano XVIII,
2013.

ROCHA, N.S. Exame Citologico no Diagnéstico desbes da Pele e Subcutaneo.
Clinica Veterinarian.76, p.76-80, 2008.

ROFAGHA, S. K.; SHECKET, M. V. Diagnostic Value, &sbility, and Validity of
PreparingCell Blocks from Fluid-Based Gynecologigtdlogy Specimens Cancer.
Cancer Cytopathologyn. 96, p. 204—-209. 2002.

RYSEFF, J. K.; BOHN, A. A. Detection of alkaline péphatase in canine
cells previously stained with Wright—Giemsa andutdity in differentiating
osteosarcoma from other mesenchymal tumongeterinary Clinical
Pathology v.41, p.391-395, 2012.

SANCHEZ, N.; SELVAGGI, S.M. Utility of cell blocksn the diagnosis of thyroid
aspirates diagnosti€ytopathologyv.34, n.2, p. 89-92, 2006

SELVARAJAH, G.T.; KIRPENSTEIJN, J. Prognostic andegictive biomarkers of
canine OSAThe Veterinary Journal.185, p.28-35, 2010.

a7



SCHMITT, Fernando; BARROCA, Helena. Role of ancillastudies in fineneedle
aspiration from selected tumof3ancer cytopathology. 120, n. 3, p. 145-160, 2012.

SILVEIRA, P. R. Estudo retrospectivo de OSA apeunldic em cées, no periodo de
janeiro de 2001 a janeiro de 2004.Estufidissertacdo — Mestrado)Universidade
Estadual Paulista — Faculdade de Ciéncias Agraia¥eterinarias, Campus de
Jaboticabal; 2005.

SHIVAKUMARSWAMY, Udasimath et al. Diagnostic utijitof the cell block method
versus the conventional smear study in pleuradl ftyitology.Journal of Cytologyv. 29,
n. 1, p. 11, 2012.

TAKADA J, ISHII S, OHTA T, KOSHIBA H, MATSUYAMA T, USUI M,
YAMAWAKI S, MORI M. Usefulness of a novel monocldnantibody against human
osteocalcin in immunohistochemical diagnoskirchows Arch A Pathol Anat
Histopathol1992;420:507-11.

THRALL, M.A. Cytologic examination of cutaneous asubcutaneous lumps and lesions
— Cytologic examination is a quick way to make aliprinary diagnosis, which can be
crucial when your’re dealing with tumors. The autetps you examine cutaneous and
subcutaneous lesion samplesterinary Medicingv.3, p.224-42, 2000.

THOMPSON, K.G.; POOL, R.R. Tumors of bones. In: MEEN, D. J.
Tumors in Domestic Animalgith ed. EUA: lowa State Press, 2002. p. 245-
317.

VARSEGI, George M.; SHIDHAM, Vinod. Cell block premtion from cytology
specimen with predominance of individually scattiecells.JOVE (Journal of Visualized
Experiments)n. 29, p. €1316-e1316, 2009.

VINAYAKAMURTHY, S; MANOLI, N; SHIVAJIRAO, P; MANJUNATH;
JOTHADY,S. Role of Cell Block in Guided FNAC of Abdiinal Masses.
Journal of Clinical and Diagnostic ResearcB016 Mar, Vol-10(3): ECO1-
ECO05

ZANONI, Diogo Sousa; KLEEB, Silvia Regina; XAVIERpsé Guilherme. Emprego do
cell block de agarose como método complementaiagndstico citolégico de tumores
mamarios caninos. Ciéncia Rural, v. 43, n. 3, p-485, 2013.

ZITO, F.A.; GADALETA, C.D.; SALVATORE, C.et al. A modified cell

block technique for fine needle aspiration cytologgta Cytolog.yv.39, p.93-
99, 1995

48



ANEXOS

49



hEwl Bsai A | WARL Pk TRT ;::" [H'I"..f}' llr‘IHFi.r]

unesp s ]

ATESTADO

Atesto  para os devidos fins, que o Projetc de Pesquisa
"Sensibilidade da citoinclusio para o diagnéstico de
osteossarcoma em cdes” Protocolo n® 48/2015 - CEUA, da
Professora Noeme Sousa Rocha, a ser conduzido por Stephane
Cassia Oliveira Rosa Vexenat, desta Faculdade, fo apraovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais {CEUA) desta Faculdade.
Faculdade de Medicing Veterindria e Zootecnia, em 12 de junha de
2015,

_Ju‘-'rji Ay
Profd.Ass. Dl‘l‘_.l Haﬂ‘aiﬁcta Gomes Lourenco

Presidente da CEUA da FMVE, UNESF - Campus de Botucatu
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