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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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HIPOTESE

O Lapatinibe pode ser utilizado como agente antineoplasico em
osteossarcoma in vitro, e relaciona com a expressédo der HER-2 em amostras de
osteossarcomas caninos de esqueleto apendicular.

OBJETIVOS

Gerais
Avaliar a expressdo e a heterogeneidade de HER-2 em amostras de
osteossarcomas caninos e avaliar o efeito antitumoral do Lapatinibe em culturas

de osteossarcoma caninos, além de compara-lo ao uso da doxorrubicina.

Especificos
e Avaliar a heterogeneidade da expresséao inter- e intra-tumoral em de HER-2 em

amostras de osteossarcomas caninos

e Estabelecer e caracterizar culturas celulares de osteossarcomas caninos

e Avaliar a expressdo de HER-2 nas diferentes culturas de osteossarcomas

caninos

e Avaliar o efeito antitumoral do Lapatinibe em culturas de células de
osteossarcomas caninos. Avaliar a expressao de HER-2 nas diferentes culturas de

osteossarcomas caninos

e Comparar os resultados encontrados com o uso do Lapatinibe com os achados
do uso da doxorrubicina nas culturas celulares avaliadas, para avaliar a diferenca

entre ambos.
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Abstract

Osteosarcoma is a malignant bone cancer in dogs and the incidence varies
according to the breed, which can be from 0.2 to 8%, and has a very poor
prognosis. Currently, the human epidermal growth factor receptor 2 (HER-2) has
been implied in osteosarcoma development and is considered a drug target.
Unfortunately, few histopathological and immunohistochemical biomarkers have
been used in clinical practice, due to lack of association of these markers with
cancer prognosis. Therefore, we believe this lack of association could be
associated with tumor heterogeneity. Thus, this research aimed to evaluate intra
and intertumoral heterogeneity and HER-2 expression in canine appendicular
osteosarcoma. According to the results obtained, it can be concluded that the
expression of HER-2, whether in intensity or labeling scores, was correlated with
patients who had a worse prognosis during the course of the clinical course, in
addition to being associated with unfavorable characteristics in the
histopathological, mainly the presence of necrosis in the sample, and clinical

aspects, such as location, body score and age of involvement.

KEYWORDS: human epidermal growth factor receptor, osteosarcoma, prognosis.
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1. INTRODUCAO

O osteossarcoma € a principal neoplasia éssea da espécie canina, sendo
responsavel por 90% dos diagnoésticos (DERNELL et al., 2001, EGENVALL et al.,
2007). O local de maior prevaléncia desse tipo de neoplasia é o esqueleto
apendicular, principalmente em ossos longos (BERG et al., 1992) e regides
metafisarias (STRAW et al., 1990), e membros toracicos sdo mais acometidos do
gue os membros pélvicos (MAULDIN et al., 1988).

Trata-se de uma neoplasia mais comum em caes, sem predisposicao
sexual, de porte grande a gigante (RU et al., 1998), e hd algumas racas como
Pastor Alemao, Golden Retriever, Boxer (BRODEY, 1965), Rottweiler e Sé&o
Bernardo (SHAPIRO et al., 1988) que apresentam predisposicdo genética para o
desenvolvimento do osteossarcoma. A faixa etaria de maior acometimento sdo
cées de em média sete anos (BRODEY & RISER, 1969), porém pode ocorrer em
cédes mais jovens devido a caracteristica bimodal dessa neoplasia (PHILLIPS et
al., 1986).

De acordo com o tipo de matriz presente na amostra, ele pode ser
subdividido em tipos histopatolégicos, o osteoblastico € o mais comum e
apresenta matriz 6ssea na amostra (MUFF et al., 2012), o condroblastico com
matriz cartilaginosa associada a matriz hialina, subtipos fibroblastico presenca de
células fusiformes (CHUN & LORIMIER, 2003), além do telangiectasico que
apresenta capilares desorganizados por toda sua extensdo (CHUN & LORIMIER,
2003).

O osteossarcoma também pode ser dividido em graus histopatolégicos de
acordo com alguns critérios, como pleomorfismo, cariomegalia, indice mitético,
binucleacdo, quantidade de matriz e necrose (MOORE et al.,, 2007). H& alguns
fatores prognosticos muito importantes e consolidados na literatura sobre o
osteossarcoma, animais mais jovens (SPODNICK et al., 1992), pesados
(BERGMAN et al., 1992), subtipo histopatolégico telangiectasico, costela
(HAMMER et al., 1995) e umero (BERGMAN et al., 1992), tendem a ter um pior

prognaostico.
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O osteossarcoma apresenta um prognostico muito ruim, pois a maioria dos
cdes possui metastase no momento do diagnéstico (SELMIC et al., 2014), além de
a sobrevida ser baixa, mesmo associando procedimento cirdrgico, normalmente a
amputacdo do membro, com protocolo quimioterapico, independente de qual
farmaco for usado ou associacdes entre a carboplatina e a doxorrubicina (SELMIC
et al.,, 2014). Portanto o desenvolvimento de novas opcodes terapéuticas se faz
necessario para esse tipo neoplasia.

Pesquisas recentes demonstraram que o HER-2, um receptor de tirosina
guinase, € expresso no osteossarcoma (MASON et al., 2016, STROUD et al.,
2016), e a expressdo pode estar associada a baixa sobrevida e resisténcia
guimioterapica (ZHOU et al., 2003, RAINUSSO et al., 2012), além de estimular
outras vias de diferenciacao celular, migracéo, apoptose e angiogénese. Assim, 0
bloqueio desta via pode impedir toda a cascata de sinalizagdo e as consequéncias
dela (LOIBL & GIANNI, 2017). Porém, & necessario que a avaliagdo do HER-2
seja realizada de forma a considerar a heterogeneidade do osteossarcoma, pois
uma pequena porcao avaliada com superexpressdo de HER-2 pode néao ser
significativa diante toda a massa neoplasica (ZHANG et al., 2016).

O objetivo desse estudo foi avaliar a heterogeneidade intra e inter-tumoral
de amostras de osteossarcoma de esqueleto apendicular em cées e associar 0s

resultados aos demais parametros histopatologicos e clinicos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Design do estudo

Trata-se de um estudo ndo randomizado, incluindo cées com
osteossarcoma apendicular canino, com diagndéstico prévio de osteossarcoma (por
citologia ou biépsia 6ssea) apendicular, submetidos a cirurgia de amputacdo de
membro. A realizacdo desse estudo foi aprovada pelo Comité de Etica de
Utilizacdo de Animais — UNESP Botucatu (Protocolo CEUA 0035/2020).

Foi realizada avaliacdo histopatoldgica de 20 amostras de osteossarcomas

com quatro fragmentos de regides distintas do tumor. Para essa analise, o tumor
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foi dividido em quadrantes, e uma amostra representativa de 1x1x1 centimetros foi
retirada de cada quadrante (Figura 1). Para obtenc&o das amostras, foi realizada a
seccao da pele da peca cirurgica, areas de necrose e hemorragia foram evitadas.
Foram coletadas quatro amostras de 20 pacientes, totalizando 80 fragmentos

histopatologicos.

Figura 01. Os algarismos no tumor representam os quatro quadrantes da amostra.
Nessa figura ha a ilustracdo da coleta do quadrante numero dois, que
posteriormente obteve-se a porcdo para o exame histopatologico. A coleta de
todas as amostras dos quatro quadrantes ocorreu da forma descrita

anteriormente.

2.2 Exame histopatoldgico

As amostras coletadas de cada quadrante foram fixadas em formalina
tamponada a 10% durante 48 horas, e em seguida, passadas para o alcool 70%
até processamento. Nao houve necessidade de utilizar descalcificador, pois todos
os tecidos 6sseos coletados apresentavam consisténcia macia, provavelmente
devido ao infiltrado neoplasico e lise Ossea que 0 osteossarcoma causa.
Posteriormente, essas amostras foram processadas e incluidas em parafina.

Em seguida, todas as amostras foram cortadas na espessura de 400m em

micrétomo automatico (Leica biosystems), distendidas em laminas préprias para
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microscopia, coradas por hematoxilina e eosina e montadas com resina, para
visualizacdo em microscoépio optico.

A avaliacdo histopatoldgica foi realizada para confirmacao do diagndéstico e
definicdo do subtipo do osteossarcoma, além de avaliagdo das caracteristicas
histopatolégicas de cada um dos quatro fragmentos de uma amostra. Na avaliacao
histopatolégica os quatro fragmentos de cada amostra foram avaliados da mesma
forma, de modo que, além da determinacdo do subtipo do osteossarcoma,
também foram consideradas as seguintes caracteristicas: quantidade de matriz,
guantidade de necrose, pleomorfismo nuclear, tamanho nuclear, nimero de

nucleos e numero de mitose em cada fragmento (MOORE et al., 2007).

2.3 Imunohistoquimica

Para realizagcdo da imunohistoquimica, os 20 blocos de parafina foram
cortados em micrétomo com espessura de 3[0m e distendidos em l[aminas préprias
para imunohistoquimica (StarFrost, Knittel, Braunschweig, Alemanha). As laminas
foram transferidas para estufa com temperatura entre 55°C por 24 horas, e em
seguida, para cubas de vidro vertical para realizacdo da desparafinizacdo. A
recuperacdo antigénica foi realizada em panela de pressado (Pascal, Dako
Cytomation, Carpinteria, CA, EUA) com solucao de citrato pH 6.0, e o bloqueio da
peroxidase enddgena foi realizado a partir de uma solucdo a 8% de peroxido de
hidrogénio a 30 volumes (Dinamica) em metanol absoluto (Dinamica), durante 20
minutos. ApOs esta etapa, procedeu-se com 0 bloqueio de reacédo inespecifica
com solucéo de leite em p6 desnatado a 8% durante uma hora, em estufa com
temperatura de 27°C. A incubacdo do anticorpo primario, foi feita com o mouse
monoclonal anti-HER-2 (Dako cytomation, Carpinteria, CA, USA), na diluicdo de
1:100.

A identificacdo do anticorpo foi obtida pelo sistema de polimero
(Horseradish Peroxidase — HRP) e o 3,3-Diaminobenzidine (DAB) como
cromogeno (NUOVO et al.,, 2016), e os cortes foram contra corados com
Hematoxilina de Harris, posteriormente, desidratados, montados com resina e

observados em microscopio Optico. Para o controle positivo considerou-se a
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marcagdo do proprio osteossarcoma, uma vez que a expressao existe nessa
neoplasia, e para o controle negativo, foi substituido o anticorpo primario por
solucao tampao TRIS (pH: 7,4).

A avaliagédo da expressdo do HER-2 foi realizada para cada fragmento das
amostras e foi baseada no escore de marcacdo de membrana plasmética de
células neoplasicas, que podia variar entre 1 (<10% de células marcadas), 2 (10 a
50% de marcacédo) e 3 (acima de 50% de marcacao), concomitante ao escore de
intensidade de marcacao (1: fraca, 2: moderada, 3: forte). A pontuacao final de
marcacado HER-2 foi obtida a partir da multiplicacdo do escore de marcacdo com o
escore de intensidade (MASON et al, 2016). Além disso, foi preconizado

visualizacao de 10 campos diferentes no corte histopatoldgico.

2.4 Andlise estatistica

Devido a variagdo histopatologica e imuno-histoquimica ser notavel entre
uma mesma amostra neoplasica, a intensidade e coloracdo do HER-2 foram
avaliadas de forma separada para associacdo dos achados microscopicos. Para
identificar interdependéncias entre o grau de marcacao e intensidade de HER-2
com os achados histopatolégicos qualitativos (grau de pleomorfismo, cariomegalia,
necrose, binucleacdo e o grau histopatolégico) e perfil histérico do paciente
(fragmentos, localizacdo anatdmica, subtipo, idade, peso e dias de sobrevida apés
diagndstico), foi conduzida uma analise de correspondéncia multipla.

A priori, as variaveis quantitativas: idade, peso, e dias de sobrevivéncia
apos o diagnéstico foram convertidos em variaveis qualitativas contendo quatro
classes de acordo com o valor minimo, primeiro, segundo e terceiro quartil e valor
maximo. A posteriori, a matriz formada pelas varidveis qualitativas de grau de
marcacao e intensidade de HER-2, achados histopatologicos e perfil histérico do
paciente, foi convertida em uma tabela de Burt e submetida a analise de
correspondéncia multipla.

Os resultados da analise de correspondéncia multipla foram ilustrados em
um mapa perceptual bidimensional com as duas primeiras dimensdes. Para
explorar os achados de HER-2, histopatolégicos e perfil histérico do paciente no

ambito dos trés niveis de gravidade do escore histopatolégico, os escores
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individuais de cada paciente das duas primeiras dimensdes da analise de
correspondéncia multipla, foram submetidos a uma analise de agrupamento
hierdrquica para trés agrupamentos.

O escore individual € um coeficiente que representa a interdependéncia
multipla entre as variaveis para cada dimensdao. Com intuito de confirmar a
separacdo entre os agrupamentos, as variagdes dos escores individuais em
funcdo dos trés agrupamentos foram investigadas por uma regressao linear
simples estimada por minimos quadrados.

Comparag6es multiplas foram pré-formadas no pos-teste com a corregéo do
procedimento de Bonferroni. No mapa perceptual bidimensional da analise de
correspondéncia multipla foram adicionadas elipses confidentes com base nos trés
graus histopatoloégicos e em outro mapa perceptual foram incluidas elipses
convexas baseadas na analise de agrupamento dos escores individuais da analise
de correspondéncia multipla.

Para investigar a significancia das interdependéncias entre 0s
agrupamentos, achados de HER-2, histopatolégicos e perfil histérico do paciente,
os trés agrupamentos pelos escores individuais da analise de correspondéncia
multipla foram incluidos na tabela de Burt que foi submetida ao teste de qui-
guadrado para investigar a existéncia de relacdo nado aleatéria entre as linhas e
colunas da matriz. Ademais, foram extraidos os residuos que foram ajustados e
padronizados pela escala z-normal.

Quando a ocorréncia de uma das classes de variaveis diferentes foi
elevada concomitantemente, entendeu-se como sendo uma interdependéncia
significativa entre as variaveis qualitativas. Para tanto, os residuos padronizados
pela escala z-normal (Z) > 1,65 e > 1,96 determinaram existéncia de
interdependéncias com significancia de respectivamente 10 e 5% entre as classes
das variaveis qualitativas, sendo que quanto maior a distancia do ponto de corte
estabelecido pelo Z, maior foi a magnitude de interdependéncia (Agresti, 2007).

Nesta analise as significancias de 10% foram interpretadas como
tendéncias. As interdependéncias foram usadas para estabelecer padrdes de

resposta entre 0s grupos, as classes e os achados qualitativos da histopatologia.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracteristicas clinicas

Pode-se observar que apesar de haver uma grande variacdo entre idade
minima e a idade maxima dos pacientes, a faixa etaria média foi de sete anos. As
ragas mais frequentes foram sem raga definida, Rottweiler e Labrador,
respectivamente. Os dados clinicos completos dos pacientes podem ser
verificados na Tabela 1. Ndo se obteve diferenca entre o sexo, sendo que 11
pacientes sdo fémeas e nove sdo machos. Além disso, a maior parte dos
pacientes era de porte grande, sendo apenas trés animais com peso menor de 20
kg. A localizacdo anatdmica mais frequente foi Umero (7/20), seguido de radio e
ulna (6/20), fémur (4/20), tibia e fibula (2/20) e metatarso (2/20).

Tabela 01. Caracteristicas clinicas dos pacientes usados para avaliacado
histopatologica e imuno-histoquimica. Dados de sobrevida em negrito séo

referentes a pacientes que realizaram protocolo quimioterapico.

Amostr Idade Raca Sexo Peso | Localizacdo | Sobrevid
a (anos) (kg) anatébmica a
(dias)

1 12 SRD Féme 29 Radio e 15
a ulna

2 10 SRD Féme 17 Radio e 45
a ulna

3 11 Labrador Macho 43 Umero 25

4 4 Rottweiler Macho 50 Umero 300

5 6 P. Alemao Féme 29 Umero 60
a

6 7 SRD Féme 22 Metatarso 180
a

7 10 SRD Féme 21 Umero 200
a

8 9 Rottweiler Féme 32 Radio e 60
a ulna

9 5 Labrador Macho 27 Fémur 15

10 8 Rottweiler Féme 48 Umero 90
a

11 2 Labrador Macho 31 Fémur 100

12 7 SRD Macho 14 Metatarso 300

13 5 Boxer Macho 36 Tibia e 80

fibula

14 9 Rottweiler Féme 36 Radio e 90
a ulna

15 6 Rottweiler Féme 25 Fémur 80
a

16 1 SRD Macho 21 Radio e 400

ulna
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17 9 S.Bernard Macho 65 Fémur 90
0
18 3 G.Retrieve Macho 27 Tibia e 200
r fibula
19 10 SRD Féme 16 Umero 120
a
20 8 SRD Féme 19 Umero 40
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SRD: Sem raga definida; P.Alemé&o: Pastor Aleméo; S.Bernardo.: S&o Bernardo,
G.Retriever.: Golden Retriever.

Por meio da avaliacdo dos dados de sobrevida, identificamos média de
sobrevida global de 124+106 dias para os pacientes. Ao segregar a média de
sobrevida dos pacientes de acordo com o tratamento aplicado, a média de
sobrevida dos pacientes que nao receberam tratamento quimioterapico foi de
88x72 dias, enquanto o grupo que fez uso de quimioterapia adjuvante a sobrevida
média foi de 270 dias+101 dias.

3.2 Avaliacdes histopatologicas
Como resultado histopatolégico obteve-se 14 amostras de osteossarcoma
subtipos osteoblastico, cinco do subtipo condroblastico e um subtipo

telangiectasico (Figura 2 e Tabela 2).

Figura 02. Osteossarcomas confirmados no exame histopatolégico. A.

Osteossarcoma osteoblastico B. Osteossarcoma condroblastico C.

Osteossarcoma telangiectasico. Aumento 200x.
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Tabela 02. Identificacdo dos os osteossarcomas de acordo com o subtipo

histologico de cada amostra.

Amostra Subtipo histopatoldgico
1 Osteoblastico
2 Osteoblastico
3 Osteoblastico
4 Condroblastico
5 Osteoblastico
6 Condroblastico
7 Osteoblastico
8 Osteoblastico
9 Osteoblastico

10 Osteoblastico
11 Condroblastico
12 Osteoblastico
13 Osteoblastico
14 Condroblastico
15 Osteoblastico
16 Osteoblastico
17 Osteoblastico
18 Osteoblastico
19 Condroblastico
20 Telangiectasico

Pode-se observar que existe diferenca nitida entre os critérios de avaliacéo
com os fragmentos da mesma amostra, ou seja, mesmo paciente. Inclusive esses
achados indicam que a depender do fragmento analisado, a propria graduacéo
histopatoldgica do osteossarcoma difere-se de acordo com a regido coletada e

processada (Tabela 3).

Tabela 03. Caracteristica histopatologica de cada fragmento de cada amostra.
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1 1 1 1 0 3 2 2
2 1 2 1 1 2 2 2
3 1 2 1 1 1 2 2
4 2 3 2 1 3 2 3
1 2 2 1 1 0 0 1
2 2 2 1 1 0 0 1
3 1 2 1 1 3 1 2
4 1 2 1 1 3 1 2
1 1 2 1 1 0 1 1
2 2 2 1 1 2 1 2
3 1 3 1 1 3 0 2
4 1 3 2 1 1 0 2
1 1 3 1 1 0 1 2
2 2 3 1 1 1 1 2
3 2 3 1 1 0 0 2
4 1 3 1 1 0 0 1
1 1 2 2 1 2 1 2
2 1 2 2 1 0 0 1
3 1 2 1 1 3 0 2
4 1 2 1 1 0 0 1
1 0 3 2 1 0 0 1
2 0 3 2 1 0 0 1
3 0 3 2 1 3 0 2
4 0 3 3 1 3 0 3

3.3 Imunohistoquimica
Foram encontradas marcacdes negativas, além de diferentes escore de
marcagdo e intensidade, em que foi possivel visualizar entre as diferencas

amostras, bem como diferenca da propria amostra tumoral. As diferentes
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marcacoes estéo ilustradas na Figura 3.

Os resultados quantitativos da imunohistoquimica encontram-se na Tabela

4, em que o escore final pode ser visualizado concomitante ao escore de
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marcagao e intensidade.

Figura 03. Diferentes escores de coloracdo do HER-2 em um osteossarcoma
osteoblastico. A. Controle negativo. B. Marcacdo 1 de coloragdo. C. Marcacao 2

de coloracéo. D. Marcacao 3 de coloracdo. Aumento 200x.

Tabela 04. Caracteristica imunohistoquimica de cada fragmento.

Marcagao Intensidade Escore
Amostra | Fragmento HER-2 HER-2 HER-2

1
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Os resultados referentes & marcagdo do HER-2 foram heterogéneos entre
os diferentes fragmentos. Em algumas amostras, pode-se observar fragmentos de

escore 0 (negativo), concomitante aos demais fragmentos com escore 3, .

3.4 Anélise multivariada dos dados histopatologicos e da expressédo de HER-2

As elipses no mapa perceptual apresentam uma separacao dos dados na
gual amostras classificadas em grau um de histopatologia localizaram-se no
guadrante superior esquerdo, enquanto no quadrante inferior esquerdo e direito
mostram-se aquelas classificadas com grau dois e trés (Figura 4A). Pelas elipses
construidas com os escores individuais, observou-se uma separagcéo analoga na
anterior, sendo que o0s trés agrupamentos mostraram escores individuais

diferentes entre si (Figura 4B).
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Figura 4: Mapa perceptual bidimensional da anéalise de correspondéncia multipla
com os achados qualitativos de HER-2, histopatologicos e perfil histérico do
paciente. A. Elipseis confidentes baseadas no grau de histopatologico. B. Elipses
convergentes com base na analise de agrupamento para trés grupos feitos com os
escores individuais da analise de correspondéncia multipla.

A distribuicdo das categorias das variaveis qualitativas na tabela de Burt
mostrou interdependéncias (x?> = 10912; p = 4,998). Pela anélise dos residuos
padronizados e ajustados pela escala z-normal (Z) foi possivel observar que o
agrupamento 1 (verde em Figura 1B) mostrou interdependéncia com a localizac&o
tumoral no radio (Z = 2,22), subtipo condroblasto (Z = 4,22), matriz cartilaginosa (Z
= 4,22), grau zero de cariomegalia (Z = 2,54), grau um de histopatologico (Z =
2,07), escore zero (Z = 2,22) e trés (Z = 2,02) para marcacdo de HER-2, escore
zero para intensidade de HER-2 (Z = 2,22), a maior faixa de peso (de 36 a 65
kg;
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Z = 1,96), uma sobrevida de 85 a 140 dias (Z = 4,22) e uma tendéncia de
interdependéncia com grau um de necrose (Z = 1,65). O agrupamento 2 (azul em
Figura 6B) guardou interdependéncia com neoplasia no imero (Z = 2,22), subtipo
telangiectasico (Z = 8,51), matriz ausente (Z = 8,51), grau zero de matriz (Z =
8,51), grau trés de cariomegalia (Z = 4,26), idade de 8 a 9 anos (Z = 3,02),
peso de 14 a 21 kg (Z = 3,60), sobrevida de 1 a 44 dias (Z = 3,02). Para o
agrupamento

3 (vermelho em Figura 1B) observou-se interdependéncia com auséncia de
tratamento cirdrgico (Z = 2,11), subtipo osteoblastico (Z = 2,22), matriz 6ssea (Z =
2,22), idade de 5 a 8 anos (Z = 2,05) e peso de 21 a 28 kg (Z = 2,58). Esses
resultados sugerem que a composicao dos agrupamentos pode estar relacionada
a gravidade da neoplasia, sendo o agrupamento 1 (verde) relacionado com maior
sobrevida e menor cariomegalia, escore histopatologico, necrose e intensidade de
HER-2.

Grau zero de intensidade de HER-2 guardou interdependéncia com grau
zero para pleomorfismo (Z = 4,26), para cariomegalia (Z = 4,13), marcacdo de
HER-2 (Z = 8,51) e sobrevida de 85 a 140 dias (Z = 2,01), bem como tendéncia
para grau um de pleomorfismo (Z = 1,80) e localizacdo no radio (Z = 1,80).
Intensidade de HER-2 grau um mostrou interdependéncia com tumor localizado no
fémur (Z = 2,40) e na tibia (Z = 3,29) e idade de 1 a 5 anos (Z = 3,15), bem como
tendéncia para sobrevida de 85 a 140 dias (Z = 1,85). Grau dois de intensidade de
HER-2 mostrou interdependéncia com localizacdo tumoral em tibia (Z = 4,40),
auséncia de tratamento cirurgico (Z = 2,58), grau dois de necrose (Z = 3,08), idade
de 5 a 8 anos (Z =2,41), peso de 36 a 65 kg (Z = 2,41) e sobrevida de 44 a 85
dias (Z = 2,06), enquanto a intensidade de HER-2 grau trés mostrou nenhuma
interdependéncia pela andlise de Z. Em resumo, as interdependéncias
supracitadas sugerem que intensidade baixa de HER-2 pode ter relacdo com
pacientes mais jovens, localizacdo em radio, fémur ou tibia, menor pleomorfismo,
cariomegalia e maior sobrevida, enquanto alta intensidade de HER-2 pode guardar
relacdo com maior necrose, menor sobrevida, pacientes mais idosos e pesados.

A marcacdo de HER-2 grau zero mostrou interdependéncia com grau zero
para pleomorfismo (Z = 4,26), cariomegalia (Z = 4,13) e com sobrevida de 85

a
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140 dias (Z = 2,01), bem como tendéncia com localizacdo em rédio (Z = 1,80) e
grau um de pleomorfismo (Z = 1,80). Marcacdo de HER-2 grau um mostrou
tendéncia de interdependéncia com grau dois para cariomegalia (Z = 1,83),
necrose (Z = 1,75) e grau trés de histopatoldgico (Z = 1,71). A marcacdo de HER-2
grau dois guardou interdependéncia com subtipo condroblastico (Z = 2,06), matriz
cartilaginosa (Z = 2,06), bem como tendéncia com sobrevida de 44 a 85 dias (Z =
1,67). O grau trés de marcacao de HER-2 apresentou interdependéncia com idade
de 8 a 9 anos (Z = 2,06) e tendéncia com a localizacdo tumoral de radio e ulna
(z

= 1,65).

A lista de interdependéncias apresentadas acima aponta que marcacao
baixa de HER-2 pode ter relacdo com localizacdo em radio, menor pleomorfismo,
cariomegalia e maior sobrevida, enquanto alta marcacdo de HER-2 pode estar
relacionada com subtipo condroblastico, matriz cartilaginosa, localizacédo radio e
ulna, maior cariomegalia, necrose, escore histopatoldégico e menor sobrevida.

N&o houve interdependéncia com os fragmentos 1, 2, 3 ou 4 de uma

mesma amostra.

4. DISCUSSAO

As doencas hereditarias sdo muito comuns nas espécies humana e canina,
aléem de frequentemente apresentarem caracteristicas semelhantes entre si,
portanto os caes podem ser utilizados como modelos comparativos em estudos,
inclusive aos relacionados a oncologia (STARKEY et al.,, 2005, ROWELL et al.,
2011).

O aumento de investimentos veterinarios, acrescido da maior expectativa
de vida e valor afetivo desses animais, sdo alguns dos fatores que corroboram
para o estudo em oncologia comparada e a participacdo de cdes em ensaios
clinicos, cenario que pode favorecer a compreenséo e tratamento de doencas na
espécie humana e canina (PINHO et al., 2012, KRAUS et al., 2013). O
desenvolvimento dessa area representa extrema importancia, uma vez que o
cancer é a principal causa de mortalidade em cées, seguido de traumas, doencas

locomotoras e, por fim, neurolégicas (BONNETT et al., 2005).
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O osteossarcoma é a neoplasia 6ssea primaria mais comum em cées e
representa cerca de 90% de todos os tumores 6sseos que essa espécie pode
desenvolver (BRODEY et al., 1969), e 0 esqueleto apendicular apresenta maior
ocorréncia (STARKEY et al.,, 2005), desse modo essa neoplasia com essa
localizacao especifica foi priorizada na pesquisa.

De acordo com a literatura (RU et al., 1998), observa-se maior incidéncia
em ragas de porte grande e gigante, e essa informacgéo corrobora com os achados
clinicos dos animais inclusos nesse projeto, uma vez que a maior parte dos
animais sdo de porte grande. Em relagcdo a faixa etaria, a maioria dos cées
acometidos, segundo a literatura, tem em média sete anos (BRODEY et al., 1969),
e nesse estudo pode-se perceber que apesar da variacdo de idade, a média
também foi de sete anos.

Houve variacdo racial entre o0s pacientes estudados, porém a raca
Rottweiler, que € descrita com alta frequéncia diagnostica dessa neoplasia, foi a
segunda raca mais comum (SHAPIRO et al., 1988), esse resultado pode ser
justificado pelo fato de no Brasil haver muitos cdes sem raca definida, e
proporcionalmente podem ser mais prevalentes em varias patologias. Além disso,
0s membros toracicos apresentaram maior acometimento do que os pélvicos
totalizando mais de 50% dos casos desse estudo e corroborando com a literatura
(MAULDIN et al., 1988). A sobrevida dos animais apresentou-se de acordo com a
literatura em que casos associados tratamento cirdrgico a quimioterapia
apresentaram sobrevida mais alta (CHUN & LORIMIER, 2003).

Histologicamente, o0 osteossarcoma € considerado uma neoplasia
mesenquimal maligna e pode ser classificado em diferentes subtipos de acordo
com as caracteristicas morfoldgicas e diferenciacéo celular presentes no tecido, e
no caso de formacdo de matriz, podem ser osteoblasticos, fibroblasticos,
condroblasticos e telangiectasicos. Os subtipos sdo determinados de acordo com
caracteristicas morfoldgicas e diferenciacao celular (THOMPSON & POOL, 2002).
Nessa avaliacdo pode-se perceber que algumas amostras de osteossarcomas

apresentaram mais de um tipo de matriz, mas foi considerada a de maior
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prevaléncia para definicdo do subtipo, sendo o mais prevalente o osteoblastico,
dado também comum com a literatura (FENGER et al., 2014).

Os achados condizem com a heterogeneidade da doenca, inclusive a
diferenca das caracteristicas histopatolégicas dos fragmentos da mesma
neoplasia foram extremamente notaveis, por isso um dos focos da pesquisa foi a
avaliacdo intra e inter-tumoral. Entretanto, devido a heterogeneidade do escore
final de HER-2 optou-se por realizar as correlagdes utilizando os escores de
marcacao e coloracdo separadamente.

N&do h&d um consenso na literatura sobre o alto grau histolégico estar
relacionado a um pior curso clinico da doenga ou pior prognostico (KLEIN &
SIEGAL, 2006), apesar de em humanos a graduacdo ser extremamente
importante para o prognoéstico (RIGHI et al., 2015). Porém, pelas associagdes
encontradas entre as caracteristicas clinico-patologicas e marcacdo de HER-2
nessa pesquisa, a graduacéo histopatolégica mostrou-se um critério relevante.

Sobre a graduacéo histopatoldgica foi possivel dividir os grupos de acordo
com os escores totais. O grau histopatolégico 1 apresentou interdependéncia com
osteossarcoma em radio e ulna, corroborando com a literatura, pois ndo esta
associado a localizacbes com pior prognéstico (HAMMER et al., 1995), subtipo
condroblastico, que ndo tem relagdo com um pior progndéstico (HAMMER et al.,
1995), grau 0 de cariomegalia, escore 0 e 3 de HER-2. Sugere-se que a
discrepancia do escore de HER-2, seja pela propria heterogeneidade apresentada
pelos resultados das analises dos fragmentos em uma mesma amostra. Além
disso, apresentou interdependéncia com maior tempo de sobrevida livre e grau 1
de necrose, caracteristica mais evidente em neoplasias com crescimento rapido
uma vez que nessa condicao ha deficiéncia na oxigenacéo e nutricdo das células
neoplasicas, com consequente necrose tecidual, que normalmente sdo associados
a tumores com pior prognéstico (WIEMAN et al., 1988).

O grau histopatolégico 2 apresentou interdependéncia com localizagéo
umeral, achado que corrobora com a literatura, pois esse tipo de neoplasia
apresenta pior prognostico (BERGMAN et al., 1992), além de subtipo

7

telangiectasico, que é considerado o subtipo mais agressivo entre as
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classificacoes (HAMMER et al., 1995), grau 0 de matriz, possivelmente pelo fato
do subtipo telangiectasico ser pouco produtivo, além de grau 3 de cariomegalia,
fato que explica graduacgédo histopatoldégica mais alta. Além disso, animais idosos,
com peso intermediario e sobrevida curta, foram encontrados nesse grupo
também, considerando as caracteristicas descritas anteriormente um progndéstico
ruim € justificavel nesse grupo.

Por fim, o agrupamento de escore histopatolégico 3 obteve
interdependéncia com subtipo osteoblastico, que apesar de nao ser descrito como
fator prognostico para o osteossarcoma, a maior parte das amostras era desse
subtipo, fato que pode justificar a correlacdo dele com o maior grau
histopatologico. Além de pacientes com idade intermediaria e maiores pesos
também serem relacionados nesse grau histopatolégico, concordando com a
literatura em dados que animais mais jovens e mais pesados podem apresentar
pior prognosticos (BERGMAN et al., 1992; SPODNICK et al., 1992).

Esses resultados sugerem que a composicdo dos agrupamentos pode estar
relacionada a gravidade da neoplasia, sendo o0 agrupamento de grau
histopatoldgico 1, relacionado com maior sobrevida, menor grau de cariomegalia,
necrose e intensidade de HER-2.

Através das analises estatisticas, a baixa intensidade de coloracéo do HER-
2 possui interdependéncia com pacientes mais jovens, localizacdo em radio e

ulna, fémur ou tibia, caracteristicas histopatoldégicas menos agressivas (no

caso,menor pleomorfismo e cariomegalia) emaior
sobrevida. Esses achadoscorroboram com aliteratura
em relacdo a localizacao anatbmica do

osteossarcoma, uma vez que osteossarcoma localizados pincipalmente em amero
sdo considerados de pior prognéstico, ndo havendo correlacdo direta com radio e
ulna (BERGMAN et al., 1992). Além disso, neoplasias que apresentam menor
cariomegalia e pleomorfismo, normalmente corroboraram com melhor prognéstico.
No entanto, normalmente pacientes jovens cursam com pior desfecho
(SPODNICK et al., 1992), portanto essa informacao foi um resultado diferente do
que a literatura relata, pois 0s pacientes jovens apresentaram maior sobrevida,

porém, nosso resultado pode estar relacionado a outros fatores, como ao
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diagnéstico precoce da doenca, que consequentemente, influencia em um melhor
progndstico.

A alta intensidade de HER-2 pode guardar relacdo com maior grau de
necroses, menor sobrevida, pacientes mais idosos e pesados. Em relagéo a esses
resultados, temos que a presenca de necrose pode estar relacionada a neoplasias
com crescimento mais rapido. O porte e peso do animal sédo considerados fatores
progndsticos para o0 osteossarcoma, pois quanto mais pesado, hormalmente pior o
prognéstico (BERGMAN et al., 1992). Apesar de pacientes jovens ser um fator
importante para o osteossarcoma, nesse caso € possivel visualizar que pacientes
mais idosos obtiveram maior intensidade de HER-2, mas n&o necessariamente 0
maior escore de marcacao, o que pode ser uma interpretacao para esse resultado.

Referente ao escore de marcacdo do HER-2, o grau O de marcacao,

ouseja, células negativas para esse receptor apresentou interdependéncia com

grau

0 para pleomorfismo e cariomegalia, achados normalmente presentes em

neoplasias de baixo grau histopatologico, além de localizacdo em radio e ulna e

sobrevida de até 140 dias, ou seja, 0 HER-2 negativo pode estar relacionado a
caracteristicas clinicas e histopatolégicas menos agressivas.

No escore de marcacdo 1 positivo para HER-2, houve tendéncia de
interdependéncia para grau 2 de cariomegalia e graduacdo 3 de histopatologico,
indicando presenca em tipos histologicos mais agressivos. Ainda foi relacionado
com o subtipo condroblastico e menor sobrevida, diferente do que constatamos na
literatura, em que o subtipo que pode ser um fator progndstico € o telangiectasico
(HAMMER et al., 1995), porém como observado ha apenas uma amostra desse
subtipo, fato que pode fundamentar esse resultado.

Enquanto que a marcacdo de HER-2 grau 2 também mostrou
interdependéncia com o subtipo condroblastico e tendéncia para uma menor
sobrevida, evidenciando a relacdo de escore de HER-2 com sobrevida mais curta.

JA o comportamento da marcacdo HER-2 grau 3 apresentou um
comportamento atipico do esperado em relacdo aos dados anteriores da literatura,
pois animais idosos (SPODNICK et al., 1992) apresentaram maior marcacao e a

localizacdo anatdbmica também ndo condiz com os dados ja consolidados
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(HAMMER et al., 1995), mas o osteossarcoma apresentou grande diversidade
entre as caracteristicas clinicas dos pacientes, além de heterogeneidade extrema
entre os préoprios fragmentos de uma mesma amostra, situacdo que pode
corroborar para esses achados.

As interdependéncias descritas mostram que marcacdo baixa de HER-2
pode ter relacdo com localizagdo em radio, menor pleomorfismo e cariomegalia, e
maior sobrevida, enquanto alta marcacdo de HER-2 pode estar relacionada com
subtipo condroblastico, matriz cartilaginosa, localizacdo radio e ulna, maior grau
de cariomegalia, necrose e escore histopatologico, além de menor sobrevida.

Atualmente o tratamento de elei¢cdo do osteossarcoma para espécie canina
€ a amputacdo do membro acometido, que é associado a quimioterapia
(MORELLO et al., 2011, SELMIC et al., 2014). O protocolo de quimioterapia de
eleicdo é o uso da doxorrubicina e/ou carboplatina, mas esses farmacos utilizados
sozinhos ou em associacdo, nao apresentam diferenca significativa entre intervalo
livre de doenca ou sobrevida em céaes (SELMIC et al., 2014). Portanto, no atual
cenario dessa doenca, mesmo com a intervencdo cirargica e quimioterapica, 0s
animais vao a Obito em aproximadamente um ano (SELMIC et al., 2014),
demonstrando a relevancia de pesquisar e encontrar novas terapias para
prolongar a sobrevida dos pacientes (KHANNA et al., 2014).

O lapatinibe inibe a via de sinalizacédo e fosforilacdo 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). Esse farmaco ja foi
avaliado no uso de culturas de carcinomas de células de transicdo de bexiga de
caes, através da avaliacdo do efeito antitumoral e inibicdo da proteina HER-2
(SAKAI et al., 2018).

5. CONCLUSAO

Os trabalhos que envolvem presenca de HER-2 em osteossarcoma néao
avaliam a heterogeneidade intra-tumoral, e através dos nossos resultados foi
possivel perceber que existe grande variacdo entre os fragmentos de uma mesma

amostra, e isso deve ser considerado para perspectivas futuras e definicbes de
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novos protocolos quimioterapicos, pois principalmente a diferenca de escore de

HER-2 encontrado em uma mesma amostra, pode ndo contemplar o todo.
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RESUMO

O osteossarcoma € um tumor mesenquimal maligno mais diagnosticado em cées
€ mesmo com as terapéuticas propostas atualmente, que envolvem amputacéo do
membro acometido associado a quimioterapia, 0 progndéstico € desfavoravel,
associado a baixa sobrevida. Estudos modernos demonstram a presenca do HER-
2, um receptor de tirosina quinase nessa neoplasia, e essa positividade esta
relacionada a um pior progndéstico, portanto novas terapias alvo no intuito de
bloquear essa via de sinalizacdo se fazem necessarias na tentativa de melhorar o
curso clinico da doenca. Para realizacdo desse trabalho foram coletados seis
osteossarcomas canino, sendo quatro fragmentos de cada tumor, com o objetivo
de caracteriza-los, avaliar a diferenca entre as respostas e marcacdes dos
fragmentos de uma mesma neoplasia, e por fim observar a resposta de viabilidade
celular entre a Doxorrubicina e Lapatinibe, um inibidor da via HER-2. Foi possivel
caracterizar apenas uma linhagem tumoral, porém a dose do Lapatinibe foi inferior

a Doxorrubicina nas mesmas condi¢cfes para o resultado do IC50.

Palavras chaves: heterogeinidade, osteossarcoma, tirosina quinase.
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1. INTRODUCAO

Em humanos, o osteossarcoma acomete em torno de 800 pessoas por ano
nos Estados Unidos, e devido a menor incidéncia de diagnéstico em relacédo a
outras neoplasias mais comuns, proporcionalmente, o0 investimento para
pesquisas apresenta-se de forma menos eficiente, e esse cenario € comum ha
mais de 30 anos (SIEGEL et al., 2013). E uma doenca comum entre pessoas
jovens, sendo considerada uma neoplasia pediatrica importante. Devido a
importancia dessa neoplasia em criangcas, € um tema de pesquisa estudado
Children’s Oncology Group (HINGORANI et al., 2022).

E um tumor que tem indicacdo primaria de cirurgia, no entanto, em
diferentes casos, 0 paciente pode desenvolver metastases, fazendo necessaria a
realizacdo de terapia adjuvante (HINGORANI et al., 2022, MISAGHI et al., 2018).
Além da cirurgia, a quimioterapia neoadjuvante é indicada para esses pacientes.

Antes da associacdo da quimioterapia neoadjuvante, a taxa de mortalidade
dos pacientes era 20% maior, com isso, a melhor opcdo terapéutica para 0s
pacientes é a associacdo da quimioterapia e a cirurgia (MISAGHI et al., 2018).
Neste contexto, o estudo de diferentes protocolos quimioterapicos em modelos
animais € essencial para melhor abordagem dos pacientes humanos. E dentre
esses modelos, pode-se destacar o osteossarcoma em cédes (JARVIS et al.,
2021).

Em cées o osteossarcoma pode ocorrer em uma incidéncia de 30 a 50
vezes maior que em humanos (ANFINSEN et al., 2011), e a apresentacéo clinica,
caracteristica biolégica e protocolo terapéutico sdo semelhantes entre as duas
espécies (FENGER et al., 2014, FAN & KHANNA, 2015), inclusive a similaridade
em relacdo ao sitio metastatico, em que o 6rgao de maior prevaléncia € pulmao,
seguido de tecidos moles e por fim outros ossos (KENT et al., 2004, PHILLIPS et
al., 2009).

As racas de grande porte e animais de meia idade sdo 0os mais acometidos
pelo osteossarcoma (RU et al., 1998), e apresentacdo clinica mais prevalente é
esqueleto apendicular, em que os membros toracicos sao mais acometidos do que

0s membros pélvicos (STRAW et al.,, 1990). O diagndstico inclui exame fisico,
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biépsia (BERG, 1996), e exames de imagem, que devem ser utilizados também
para descarte de metastase pulmonar (ENDICOTT, 2003).

O tratamento preconizado para o0 osteossarcoma € a realizacao de excisdo
cirdrgica associada a protocolo quimioterapico, e os farmacos mais utilizados séo
Doxorrubicina ou Carboplatina (STRAW et al., 1990). Quando utilizado apenas o
procedimento cirargico isolado, a sobrevida média varia em torno de quatro meses
(SPODNICK et al., 1992), mas quando associado protocolos quimioterapicos, a
sobrevida dos animais aumenta para cerca de um ano (CHUN & LORIMIER,
2003), e ndo h& diferenca significativa entre o intervalo livre de doenca ou
sobrevida em caes que sdo submetidos aos protocolos com apenas doxorrubicina
ou carboplatina, ou a combinacao delas (SELMIC et al., 2014).

Apesar de haver modelos de estudos em camundongos, essa espécie nao
€ capaz de reproduzir a verdadeira heterogeneidade ou disturbios imunologicos
presentes em pacientes caninos e humanos diagnosticados com osteossarcoma,
tal condicdo pode ser exemplificada pela propria progressdo metastatica da
doenca, pois em camundongos esse mecanismo € pouco compreendido e
estudado (RANGARAJAN & WEINBERG, 2003, GUIJARRO et al.,, 2014).
Dessa
forma, o cdo pode ser considerado um 6timo modelo para a oncologia comparada,
e possibilitar avancos em técnicas cirurgicas, modelos terapéuticos, em que a
espécie humana também se beneficiaria (MASON, 2020).

Neste contexto, é importante ressaltar o modelo canino como um modelo de
doenca espontanea, e nao induzida laboratorialmente. Com isso, tém-se cées
pertencentes a tutores, que sdo levados ao atendimento veterinario. Nesses
animais, ndo seria ético realizar testes clinicos sem evidéncias pré-clinicas da
eficacia de uma terapia especifica (FONSECA-ALVES et al., 2021). E dentre os
modelos pré-clinicos, o0 modelo de cultura celular € um dos mais utilizados. A
cultura celular pode ser utilizada com o objetivo de elucidar o efeito de drogas,
genes importantes em determinada populacdo neoplasica, melhor compreenséo
do mecanismo tumoral, e consequentemente, auxiliar a evolugéo terapéutica tanto

para animais quanto para os humanos (RUGGERI et al., 2014).
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Atualmente ha estudos de extrema importancia sobre a superexpressao 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, além de ser
um receptor de tirosina quinase (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 ativagédo de HER-2 proporciona sinal para diferenciagao celular, migragéo
e angiogénese, portanto o bloqueio desta via pode ser promissora para 0
prognéstico dos pacientes (LOIBL e GIANNI, 2017).

O Lapatinibe inibe a via de sinalizacéo 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). Portanto, € um farmaco
com potencial antineoplasico nos osteossarcomas caninos.

O objetivo desse estudo foi estabelecer e caracterizar uma nova linhagem de
osteossarcoma canino e avaliar sua resposta antimoral in vitro a Doxorrubicina e

ao Lapatinibe.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coletas das amostras para cultura celular

Trata-se de um estudo prospectivo, ndo randomizado incluindo caes com
diagndstico prévio de osteossarcoma (por citologia ou bidpsia 6ssea) apendicular,
submetidos a cirurgia de amputacdo de membro. A realizacdo desse estudo foi
aprovada pelo Comité de Etica de Utilizacdo de Animais — UNESP Botucatu
(Protocolo CEUA 0035/2020).

Foram coletadas amostras de pacientes submetidos ao procedimento
cirargico no Servico de Cirurgia de Pequenos Animais da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da UNESP — Campus Botucatu. Como os pré-requisitos,
foram utilizados apenas caes com osteossarcoma em esqueleto apendicular, com

diagndstico citolégico ou histopatolégico prévio, associado ao exame radiografico
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sugerindo a presenca do osteossarcoma. Foram excluidos pacientes que
receberam alguma terapia quimioterapica prévia.

Com o objetivo de padronizar as coletas e garantir o banco de dados de
cada amostra, primeiramente foi realizado registro fotografico e anotacdes
descritivas das caracteristicas macroscépicas de cada tumor, sendo os critérios
considerados: localizacdo e presenca de areas necroéticas ou hemorragicas. Para
a coleta dos fragmentos se preconizou areas em que o tecido ndo apresentava
sinais de necrose ou hematomas, para evitar material comprometido nas
avaliacOes posteriores (Figura 01 A). Apos a etapa descritiva, a coleta era iniciada
com incisdo cutanea utilizando bisturi nimero 04 e lamina numero 24, seguida de
divulsdo do tecido subcutdaneo com tesoura Metzembau para visualizacdo da

massa tumoral completa (Figura 01 B).

Figura 01. Osteossarcoma canino localizado em radio e ulna distal do membro
toracico esquerdo. A. Visualizacdo de aumento de volume em regido de radio e
ulna. B. Visualizacdo do tumor apoés divulsdo do tecido subcutaneo para coleta

dos fragmentos tumorais.
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Foram priorizados fragmentos com dois centimetros de extenséo, que em
seguida foram divididos, sendo uma parte designada para a cultura celular e a
outra para exame histopatologico, com objetivo de obter-se confirmacado definitiva

do diagnéstico, subtipo histologico e avaliacao do tecido de forma geral.

2.2 Exame histopatol6gico

Para a avaliagdo histopatolégica as amostras de osteossarcomas
coletadas, foram fixadas em formalina tamponada a 10% durante 48 horas, e em
seguida, passadas para o alcool 70%. N&o houve necessidade de utilizar
descalcificador, pois todos os tecidos d&sseos coletados apresentavam
consisténcia macia, provavelmente devido ao infiltrado neoplasico e lise 6ssea que
0 osteossarcoma causa.

Optou-se por manter os fragmentos por 48 horas para adequada fixacéo,
pois periodos inferiores ndo foram suficientes e periodos mais longos néo
agregaram melhora ao material.

Posteriormente, essas amostras foram processadas e incluidas em
parafina. Em seguida, todas foram cortadas na espessura de 4Jm em micrétomo,
distendidas em laminas proprias para microscopia, coradas por hematoxilina e
eosina e montadas com resina, para visualizacdo em microscopio optico.

A avaliacao histopatologica foi usada para confirmacdo do diagnostico e
definicdo do subtipo do osteossarcoma, além de avaliacdo das caracteristicas
histopatoldgicas de cada um dos quatro fragmentos de uma amostra.

Na avaliacdo histopatolégica os quatro fragmentos de cada amostra foram
avaliados da mesma forma, de modo que, além da determinacdo do subtipo do
osteossarcoma, também foram consideradas as seguintes caracteristicas:
guantidade de matriz, quantidade de necrose, pleomorfismo nuclear, tamanho

nuclear, numero de nucleos e nimero de mitose em cada fragmento.

2.3 Imunohistoquimica
Para realizacdo da imunohistoquimica, os blocos de parafina foram
cortados em micrétomo com espessura de 300m e distendidos em laminas

préprias
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para imunohistoquimica (StarFrost, Knittel, Braunschweig, Alemanha). As laminas
foram transferidas para estufa com temperatura entre 55°C por 24 horas, e em
seguida, para cubas de vidro vertical para realizacdo da desparafinizagdo. A
recuperacdo antigénica foi realizada em panela de pressao (Pascal, Dako
Cytomation, Carpinteria, CA, EUA) com solucao de citrato pH 6.0, e o bloqueio da
peroxidase enddgena foi realizado a partir de uma solucdo a 8% de perdxido de
hidrogénio a 30 volumes (Dinamica) em metanol absoluto (Dinamica), durante 20
minutos. ApOs esta etapa, procedeu-se com o bloqueio de reacado inespecifica
com solucdo de leite desnatado em pd a 8% durante uma hora, em estufa com
temperatura de 27°C. A incubacdo do anticorpo primaria, foi feita com o mouse
monoclonal anti-HER-2 (Dako cytomation, Carpinteria, CA, USA), na diluicdo de
1:100.

A identificacdo do anticorpo foi obtida pelo sistema de polimero
(Horseradish Peroxidase — HRP) e o 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) como
cromogeno (NUOVO et al.,, 2016), e os cortes foram contra corados com
Hematoxilina de Harris, posteriormente, desidratados, montados com resina e
observados em microscopio optico.

Para o controle positivo considerou-se trés amostra de um carcinoma
mamario sabidamente positivo para os trés tipos diferentes de marcacdes de
HER-2, e para o controle negativo, foi substituido o anticorpo primario por solucao
tampéo TRIS (pH: 7,4).

A avaliacdo da expressédo do HER-2 foi realizada para cada fragmento das
amostras e foi baseada no escore de marcacdo de membrana plasmatica de
células neoplasicas, que podia variar entre 1 (<10% de células marcadas), 2 (10 a
50% de marcacédo) e 3 (acima de 50% de marcacao), concomitante ao escore de
intensidade de marcacdo (1: fraca, 2: moderada, 3: forte). A pontuacao final de
marcacdo HER-2 foi obtida a partir da multiplicacdo do escore de marcacdo com o
escore de intensidade (MASON et al, 2016). Além disso, foi preconizado

visualizacdo de 10 campos diferentes no corte histopatoldgico.



64

2.4 Cultura celular

2.4.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados eram de alta pureza e adquiridos das
empresas GE Healthcare (Uppsala, Suécia), Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil),
Merck SA (S&o Paulo, Brasil). Além disso, foi utilizado meio para cultivo celular
Meio DMEM/HAMS F12 Com L-Glutamina E HEPES (3,5g/L) (LGC Biotecnologia,
Cotia, SP, Brasil), soro fetal bovino (SFB, LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil),
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA), Tripsina 0,25% (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) e solugao

antibidtica/antimicética (TermoFischer Scientific, Waltham, MA, USA).

2.4.2 Cultivo celular

Apés a coleta das amostras e identificacdo realizadas no Servico de
Patologia da UNESP Botucatu, os fragmentos tumorais foram seccionados dentro
do fluxo laminar em fragmentos menores com lamina de bisturi nUmero 24 sobre
uma placa de Petri estéril, em seguida lavados com meio de cultivo DMEM/HAMS
F12 Com L-Glutamina E HEPES (3,5g/L) (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil),
acrescidos de 5% de soro fetal bovino (SFB) (LGC Biotecnologia, Cotia, SP,
Brasil) e 1% de solucéo antibiética/antimicotica (TermoFischer Scientific, Waltham,
MA, USA).

Em seguida foi adicionado aos fragmentos cortados colagenase do tipo IV
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), e o conjunto de fragmento, colagenase e
meio foi colocado em uma garrafa de 25cm2 na estufa a 37°C por trés horas,
sendo que cada fragmento do osteossarcoma foi dissociado e armazenado em
garrafas distintas para evitar contaminacédo celular cruzada de um fragmento com
outro. Apos esse periodo, o conteudo foi filtrado (colador celular 40um Falcon®
estéril), as porcdes sélidas retidas no filtro foram descartadas e o contetdo liquido
centrifugado (1800 RPM durante cinco minutos) e o sobrenadante descartado,
esse processo foi realizado duas vezes para garantir maior limpeza da amostra.

Seguida a etapa de centrifugacao, o pellet foi ressuspendido em meio de
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cultivo DMEM/HAMS F12 Com L-Glutamina E HEPES (3,5¢/L) (LGC
Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), acrescido de 5% de soro fetal bovino (SFB) (LGC
Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) e 1% de solugdo antibiotica/antimicoética
(TermoFischer Scientific, Waltham, MA, USA) e colocado em uma garrafa de
25cm?, iniciando assim a passagem zero (P0). As garrafas foram mantidas em
estufa tmida a 5% de CO, e 37°C, em uma concentracdo de 10* células/mL.

Ap6s a expansdo inicial das células, permanecendo na garrafa por no
minimo 72 horas, parte das amostras foram criopreservadas em meio Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) (Lonza Inc., Allendale, NJ, USA), acrescido de
11,8% DMSO (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) e 47% SFB.

2.4.3 Expanséo das culturas primarias

Para iniciar os experimentos, as células de osteossarcoma foram
expandidas até a0 menos a quinta passagem. Para realizar a passagem, as
células precisavam apresentar confluéncia de pelo menos 70% (Figura 02), essas
foram avaliadas a cada 48 horas e o meio trocado completamente nessa
frequéncia também. ApoOs atingir a confluéncia esperada, foi realizada a
passagem, sendo que celulas que incialmente estavam em uma garrafa de 25cm?
foram realocadas para uma garrafa de 75cm? e as que estavam em uma garrafa
de 75cm? foram divididas para outras duas garrafas de 75cmz2.

Esse procedimento foi realizado da seguinte forma: o meio antigo era
retirado da garrafa e as células eram lavadas com Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (DPBS, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) duas vezes e, ap0s descarte do
DBPS, tripsina-EDTA 0.25% (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) foi
adicionada e as células, que foram eram incubadas em estufa contendo 5% de
CO, a 37°C durante cinco minutos, dessa forma as células soltavam-se da garrafa.

Por fim a tripsina foi inativada com meio de cultivo DMEM/HAMS F12 Com
L-Glutamina E HEPES (3,5¢/L) (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), acrescidos
de 5% de soro fetal bovino (SFB) (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) e 1% de

solucdo antibidtica/antimicética (TermoFischer Scientific, Waltham, MA, USA), o
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material celular foi dividido para continuar a expansao das células até atingirem a

passagem desejada.

Figura 02. Diferentes porcentagens de confluéncia da célula OSA8 4. A.
Confluéncia menor que 70%. B. Confluéncia 70%. C. Confluéncia Maior que 70%.
(Aumento 50x).

2.4.4 Avaliacédo da tumorigenicidade

Para avaliacdo da tumorigenicidade das culturas, foi realizado experimentos
de xenotransplantes destas em camundongo nude (BALB/c nude, linhagem C.Cg-
Foxnlnu, Protocolo CEUA 0094/2021). Os camundongos foram adquiridos do
biotério de matrizes da Universidade de Sao Paulo (USP) e mantidos no biotério
da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da Faculdade de Medicina
(FMB), UNESP. O xenotransplante heterotépico foi realizado de acordo com o
previamente descrito por Duarte et al. Os animais foram avaliados trés vezes por

semana, por um periodo de 90 dias.

2.4.5 Analise morfoldgica das células por coloracdo de Hematoxilina
Primeiramente a placa de 12 pocos foi preparada associada a uma laminula
circular ao fundo de cada poco, apds esse processo foi adicionado 100 000
células e 500 pL de meio de cultura completo por po¢o. Passado o periodo de 72
horas associado a uma confluéncia celular maior que 50%, o meio de cultura foi
retirado de cada poco, as células lavadas trés vezes com DPBS (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA) e fixadas por 30 minutos com metanol absoluto, em uma

temperatura a 4°C. Seguido desse processo, foi novamente realizado trés
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lavagens com DPBS (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) e as células foram
imersas em solug&o Triton-X 0,1% durante 10 minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente, as células foram lavadas trés vezes com DPBS (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA) e coradas com hematoxilina por 15 minutos, seguido de dois

minutos em eosina. .

2.4.6 Analise matriz 6ssea

Para essa etapa, todo o processo de montagem da placa e fixacdo das células
foi realizada como descrito no topico 2.4.5, e apés as ultimas lavagens com DPBS
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) foi adicionado um mL da solugdo de
Vermelho de Alizarina (Alizarin Red), que cora em vermelho &reas de
mineralizacao ricas em calcio. Apos 30 minutos, 0s po¢os contendo a solucéo de
Alizarina foram lavados novamente com DPBS (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA), e apo0s secagem dos mesmos em temperatura ambiente, foram obtidas
imagens de cada pogo com sistema de camera digital acoplado ao microscopio de

luz invertida.

2.4.7 Ensaio MTT

Para avaliar a toxicidade in vitro da Doxorrubicina e Lapatinibe foi realizado
0 ensaio MTT para determinar o melhor efeito antitumoral (IC50) sobre culturas de
células. A doxorrubicina foi utilizada como controle de um farmaco citotoxico,
amplamente utilizado para o tratamento do osteossarcoma. O ensaio foi baseado
na clivagem do sal amarelo de tetrazélio {MTT [brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-
il) -2,5-difenil tetrazdlio)]} em cristais roxos por células metabolicamente ativas. As
concentragfes do inibidor lapatinibe variaram de 4 até 16 uM, de acordo com 0s
ensaios prévios realizados para identificacdo do intervalos das doses. As células
tumorais foram semeadas em placa de 96 pocos especifica para cultura celular e
foram mantidas durante 24 horas em estufa 37 °C antes de a droga ser adicionada
ao meio. Ap6s esse periodo inicial, as células foram cultivadas e incubadas em
DMEN contendo 5% de SFB, tratadas com o lapatinibe e doxorrubicina, e

mantidas em estufa de CO2 por 24 horas. Apos o tratamento, 10ul de reagente de
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marcacdo de MTT foram adicionados a cada poc¢o e a placa sera incubada a 37
°C durante 4 h. Apés incubacdo com o MTT, as culturas foram solubilizadas e a
absorbancia espectrofotométrica das amostras detectadas atraveés de um leitor de
placas de microtitulacdo. O comprimento de onda para medir a absor¢cdo do

produto foi de 570nm.

3. RESULTADOS

3.1 Cultura celular

De todos os osteossarcomas coletados no periodo, apenas o OSAS8,
fragmentos nimero 2 e 4, cresceram em cultura celular, de forma que com essas
células que foram realizados os experimentos para caracterizacdo. Na tabela 1
encontram-se as caracteristicas histopatologicas de todas as células coletadas
para cultivo celular, enquanto na tabela 2 h& os resultados imunohistoquimicos de

cada fragmento.

Tabela 1. Caracteristicas histopatoldgicas das amostras coletadas para cultura

celular.

Amostra Fra(_tzj(;nen Matriz PIe(?Tr]rcl)orfis Cari?i;nega Binlécgeag Negros (1|\{|)it056 hist ()G[)?[Lcj)légi
_ CGA) Cco
OSA7Y 1 2 2 1 1 3 1 3

(Osteo) 2 2 2 1 1 3 1 3
3 2 2 2 1 3 2 3

4 1 1 1 0 3 1 2

OSA9 1 2 3 0 1 3 3 3
(Osteo) 2 2 3 2 1 3 1 3
3 1 3 2 1 3 1 3

4 1 3 2 1 3 1 3

OSA10 1 1 2 1 0 0 1 1
(Condro)——; 1 2 1 1 0 1 1
3 2 2 1 1 1 1 2
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4 2 2 1 0 1 1 2

OSATT T > 3 > i 3 i 3

(Osteo) 2 2 3 2 1 1 1 3

3 2 3 > i i i 3

7} > 3 > 1 3 0 3

OSATZ T 3 3 i 0 3 0 3

(Condro)— 2 3 1 0 3 0 2
3 2 3 1 0 3 0 2

7} > 3 > 0 3 0 3

*OSTEOQO: osteoblastico, CONDRO: condroblastico.

Tabela 2. Caracteristicas imunohistoquimicas das amostras coletadas para cultura

celular.

Amostra | Fragmento Marcagéao Intensidade Escore
HER-2 HER-2 HER-2

OSA7 1 1 3 3

2 1 3 3

3 1 3 3

4 1 3 3

OSA9 1 1 3 3

2 2 3 6

3 1 3 3

4 2 3 6

OSA10 1 1 3 3

2 1 3 3

3 1 3 3

4 1 3 3

OSA11 1 2 3 6

2 1 3 3

3 2 3 6

4 3 3 9
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Na tabela 3 h& a descricdo dos eventos das demais células coletadas e a

consequéncia de cada uma ao decorrer do experimento.

Tabela 3. Evento envolvido no descarte das células coletadas.

Célula Evento

OSA7 Contaminacao Micoplasma spp.

OSAS8 (fragmento 1 e 3) | Contaminagao Micoplasma spp.

OSA9 Crescimento insuficiente in vitro
OSA10 Contaminacdo Micoplasma spp.
OSA 11 Crescimento insuficiente in vitro
OSA 12 Crescimento insuficiente in vitro

3.2 Caracteristicas clinicas, histopatolégicas e imunohistoquimicas OSA8

A célula OSAS8 foi coletada de uma cadela, com 10 anos de idade, 17 kg,
sem raca definida e com diagnostico de osteossarcoma do subtipo osteoblastico
em radio e ulna esquerda. Essa paciente realizou procedimento cirlrgico para a
remocao do tumor primario, em que foi optado por escapulectomia, € no momento
do diagnédstico ndo foi identificado sinais de metastase, porém a sobrevida da
mesma foi de 45 dias. Essa paciente ndo realizou quimioterapia adjuvante pos
operatoria.

Na tabela 4 podem-se encontrar as caracteristicas microscépicas e grau
histopatolégico avaliados separadamente em cada um dos fragmentos coletados,
sendo a graduacédo de MOORE et al., 2007.
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Tabela 4. Caracteristicas microscopicas OSA8, fragmento 2 e fragmento 4.

Fragmento | Matriz | Pleo. Cario. | Binucleacdo | Necrose | Mitose Grau
(10 CGA)
2 2 0 0 0 0 1
4 1 3 0 1 0 0 1

*Pleo.: Pleomorfismo; Cario.: cariomegalia.

Em relacdo ao escore de marcacéo, escore de coloragdo e graduacao final da
marcacao do HER-2 nessa célula, tivemos que no fragmento 2 o OSA8 houve grau 1
de marcacéo e grau 3 de intensidade de coloragéo, corroborando para o escore final
de valor trés. Enquanto no fragmento 4,0 escore de marcacéao foi grau 2, enquanto o

de coloracgéao foi grau 3, totalizando um score final no valor de seis.

3.3 Avaliagéo da tumorigenicidade

Em um periodo de 90 dias ndo houve crescimento tumoral no camundongo
inoculado. Foi realizado eutanasia do animal, necropsia com avaliacao
macroscopica e microscopica e coleta dos seguintes Orgaos: cérebro, pulmao,
coracao, figado, baco, rins, adrenais, intestino, testiculos e os fragmentos
cutaneos respectivos a inoculacdo de cada célula. Todas as estruturas coletadas
foram processadas e observou-se auséncia de células neoplasicas provenientes

dos osteossarcomas inoculados.

3.4 Andlise morfoldgica das células por coloracdo de Hematoxilina e Alizarina

Com a analise por hematoxilina e eosina, foi possivel identificar
caracteristicas celulares normalmente encontradas como comportamento tipico de
osteossarcoma (Figura 3 A e B). Ja pela coloracdo de Alizarina foi possivel
observar a presenca de matriz 6ssea marcada pela coloracédo vermelha (Figura 3
CeD).




72

Figura 3. H.E. da célula OSA8 com caracteristicas semelhantes in vitro: células

multinucleadas, macrocitose, cromatina frouxa, nucléolos evidentes, binucleacdes,
pleomofismo, anisocitose e presenca de material eusinofiico amorfo
citoplasmatico (matriz 6ssea).Além da coloragdo avermelhada demonstrando a
matriz 6ssea. A. H.E. OSA8 2. B. H.E.OSA8 4. C. Alizarina OSA8 2. D. Alizarina
OSA8 4. Aumento 200x.
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Foram testadas as mesmas doses de Doxorrubicina (Figura 4) e Lapatinibe (Figura
5) em ambos os fragmentos do OSA8, e pode-se observar que a dose de IC50 foi

semelhante entre os fragmentos, além de menor dose do Lapatinibe em relacdo a
Doxorrubicina.

1
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Figura 4. Viabilidade celular de ambos os fragmentos da OSA8 com o uso da

Doxorrubicina. Pode-se observar que houve diferenca estatistica da viabilidade

celular de acordo com as doses quando comparadas ao controle (****: p<0.05).
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Figura 5. Viabilidade celular de ambos os fragmentos da OSA8 com o uso do Lapatinibe.

Pode-se observar que houve diferenca estatistica da viabilidade celular de acordo com as

doses quando comparadas ao controle (****: p<0.05).
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4. DISCUSSAO

O osteossarcoma € uma neoplasia com grande relevancia para a Oncologia
Veterinaria, pois mesmo com 0s tratamentos preconizados, excisdo do tumor primario e
guimioterapia, a sobrevida dos animais € em média de um ano (CHUN & LORIMIER,
2003), por isso a importancia de estudos que corroborem com outras novas opcgoes
terapéuticas.

A cultura celular se mostra eficaz como um modelo biolégico menos complexo
guando comparada a outras técnicas (FRESHNEY, 2006), e os resultados obtidos séo
extremamente Uteis para as analises e avangos farmacologicos (FRESHNEY, 2006).
Porém, contaminacao por microorganismos externos pode trazer prejuizos ao estudo, pois
além de morte celular podem acarretar alteragdes celulares importantes (VAN STAVEREN
et al., 2009), por isso nesse estudo foi decidido o descarte de células contaminadas por
agentes externos, a fim de evitar resultados equivocados nos testes realizados.

Em relacdo ao Mycoplasma spp € um tipo de bactéria com cerca de 20% de
prevaléncia em contaminag¢des de culturas celulares (DREXLER & UPHOFF, 2002). Ha
grandes dificuldades para identificacdo desses microorganismos em culturas celulares,
uma vez que essa infeccdo ndo causa morte imediata das células ou turbidez do meio,
sdo invisiveis aos microscopios de rotina e resistentes aos antibidticos utilizados
normalmente em protocolos de cultura celular (UPHOFF & DREXLER, 2010), no caso das
culturas que foram positivas em nosso estudo mesmo com o tratamento preconizado com
Ciprofloxacino, a cultura foi descartada, acarretando na diminuicdo das células totais
utilizadas, e essa foi uma dificuldade encontrada no estudo.

Em relacdo ao OSA8 foi diagnosticado como subtipo osteoblastico, o mais
comumente encontrado nesse tipo de neoplasia (CHUN & LORIMIER, 2003), além da
localizacdo em membro toracico, também de maior acometimento em cdes (MAULDIN et
al., 1988). Apesar da raca da paciente em questdo nao incluir as racas de maior incidéncia
ja descritas, acreditamos que essa caracteristica racial seja devido a alta prevaléncia de

caes sem raca definida em nosso pais.
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No teste de alizarina apesar da coloracdo relativamente discreta da matriz 6ssea
produzida, tal cenario que corrobora com a caraterizagdo de outras linhagens pré-
estabelecidas de osteossarcomas caninos (MARTINS-NEVES et al., 2012). No entanto, ha
a possibilidade de uma marcacdo mais evidente, em culturas celulares esferoides,
possivelmente pelo fato de que a cultura 2D possa interferir na producédo e manutencao
dessa matriz.

Enquanto aos achados de H.E. da cultura celular, condizem com as caracteristicas
microscoépicas esperadas no diagndstico de osteossarcoma, uma vez que foi evidenciado
producdo de matriz, além de critérios de malignidade como pleomorfismo e binucleacées.

No presente estudo as ceélulas inoculadas em camundongos ndo apresentaram
crescimento in vivo, essa condicdo pode estar relacionada a selecao de clones durante a
expansao celular, que favorecam o crescimento in vitro, e consequentemente, perda da
tumorigenicidade. Mas, € importante ressaltar que a via de administracdo pode ser um
fator relevante para essa fase da caracterizacdo, uma vez que células inoculadas de forma
intramuscular em vez de subcutanea podem apresentar o dobro da velocidade de
crescimento tumoral, mas ndo necessariamente quando esses tumores sao avaliados
apresentem caracteristicas tipicas de osteossarcoma (MOHSENY et al., 2011).

Sobre a superexpressdo do HER-2 na cultura celular corrobora para a
caracterizacdo do presente estudo e a caracterizacdo de uma nova linhagem de
osteossarcoma, pois esse receptor ja € estudado em osteossarcomas, inclusive como
fator prognoéstico e resposta terapéutica, e diretamente relacionada a sobrevida dos
pacientes (ZHOU et al., 2003, RAINUSSO et al., 2012).

A importancia do uso do Lapatinibe na viabilidade celular do estudo condiz com a
expressdo do HER-2 na OSAS8, pois houve morte celular em doses menores do que
guando comparado ao uso da Doxorrubicina, portanto o alvo celular foi efetivo, sendo
evidente a diferenca estatistica da viabilidade celular em relacéo ao controle, em todas as

doses dos dois farmacos utilizados.
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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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