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O aumento da expectativa de vida dos animais tem proporcionado o
aparecimento de diversas doencas, principalmente neoplasias. O
osteossarcoma é um tumor primario de origem 6ssea e causa desconhecida
que afeta a homens e animais. Esta neoplasia geralmente acomete céaes
adultos, com média de sete anos de idade. Enquanto 75% dessas lesdes
encontram-se no esqueleto apendicular, 25% ocorrem no esqueleto axial. Os
sinais clinicos variam de discretas claudicacbes a fraturas patoldgicas, além
de dor e aumento de volume. O diagnostico € dado pela histopatologia em
conjunto com a citopatologia, no entanto, a histéria clinica e radiologia
também contribuem para o diagndstico desta neoplasia 6ssea. O exame
citolégico € realizado através da citologia aspirativa por agulha fina (CAAF),
possuindo varias vantagens como: exame rapido, de baixo custo, boa eficacia
e sem riscos a vida do animal. A coleta de tecido 6sseo pode ser facilitada
utilizando-se a agulha de Jamshidi, a qual consegue perfurar a cortical éssea.
O tratamento para esta neoplasia consiste de cirurgia seguida de
quimioterapia, de acordo com a situagdo do paciente. A puncgéo aspirativa por
agulha fina (PAAF) comparada a bidpsia incisional ganha vantagem, pois a
segunda técnica, apesar de conseguir um bom tamanho de amostra para o
exame histopatologico, é totalmente invasiva, podendo disseminar células
tumorais aos tecidos adjacentes. Além disso, 0 paciente passa por uma
intervencao cirurgica, podendo acarretar problemas terapéuticos no poés-
operatério. Portanto, a PAAF deve ter preferéncia para coleta de material em
tumores 6sseos, tanto pela facilidade e rapidez dos resultados, como para o
inicio precoce da terapia antineoplasica. Este trabalho propés um modelo de
coleta por PAAF, onde o tamanho da amostra se mostrou suficiente em 33%
dos casos para o exame histopatolégico. A nova técnica de coleta proposta
nesta monografia deve ser aperfeicoada e introduzida na clinica de pequenos
animais, trazendo beneficios aos mesmos e abrindo caminhos para novos
estudos na oncologia.

Palavras-chave: osteossarcoma; tumorigénese; PAAF; metodologia de coleta;
histopatologia.
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The increase in life expectancy of animals has provided the appearance of
various diseases, mainly cancer. Osteosarcoma is a primary tumor of bone
origin and unknown cause that affects humans and animals. This cancer
usually affects adult dogs, with an average of seven years of age. While 75%
of these injuries are in the appendicular skeleton, 25% occur in the axial
skeleton. Clinical signs vary from mild claudicacbes the pathologic fractures,
and pain and increase in volume. The diagnosis is made by histopathology
together with cytopathology, however, the clinical history and radiology also
contribute to the diagnosis of bone cancer. The cytological examination is
performed by fine-needle aspiration cytology (CAAF), has several advantages
such as rapid examination, low-cost, efficient and without risk to life of the
animal. The collection of bone tissue can be facilitated using a Jamshidi
needle, which can perforate the cortical bone. Treatment for this neoplasm
consists of surgery followed by chemotherapy, according to the patient. The
Fine-needle aspiration cytology (FNA) compared to incisional biopsy win
advantage as the second technique, despite getting a good sample size for
the histopathological examination is totally invasive, tumor cells can spread to
adjacent tissues. Furthermore, the patient undergoes a surgical procedure and
may cause problems therapy postoperatively. Therefore, FNA should be
preferred for collecting material in bone tumors, both the ease and speed of
results, and for the early initiation of antineoplastic therapy. This paper
proposed a model of collection by FNAB, where the sample size was sufficient
in 33% of cases for histopathological examination. The new technique
proposed in this monograph collection should be improved and introduced in
the clinic for small animals, bringing benefits to them and opening avenues for
further studies in oncology.

Keywords: osteossarcoma; tumorigenesis; FNA; method of collection;
histopathology.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem-se notado maior longevidade dos animais
domésticos, principalmente daqueles que sao considerados como um
membro da familia: os caes. Contudo, esta caracteristica proporcionou o
crescimento de diversas doencgas, entre as quais se encontram varias
neoplasias, como o osteossarcoma (FIGHERA, 2008).

O osteossarcoma € um tumor maligno de origem éssea que afeta
principalmente caes de racas grandes e gigantes, embora possa também
afetar racas pequenas (GINEL et al., 1996; CAVALCANTI et al., 2004).
Geralmente, ocorre em cées adultos, com média de sete anos de idade (RU
et al., 1998; CAVALCANTI et al., 2004). Em 75% dos casos este neoplasma
acomete os o0ssos do esqueleto apendicular e 25% ocorre no esqueleto axial
(THOMAS et al., 1997). Os achados clinicos caracterizam-se por claudicagao,
aumento de volume e dor no local; as vezes, o neoplasma esta associado a
fraturas (ENDICOTT, 2003).

Este neoplasma possui comportamento agressivo, com padrao litico
proliferativo e invasivo, que frequentemente dissemina metéastases por via
hematdgena, atingindo preferencialmente os pulmées (SPODNICK et al.,
1992; BARROGA et al., 1999; THOMPSON e POOL, 2002). O diagnéstico
definitivo pode ser dado através da histopatologia ou pela citopatologia. A
coleta de material pode ser realizada através da PAAF ou por biopsia dssea.
Na coleta por PAAF o paciente ndo corre risco de vida com anestesia, além
de ser uma técnica facil, de baixo custo, com boa eficacia e resultados
rapidos (TEIXEIRA et al., 2008). Também é importante o exame radiolégico,
pois avalia a extensdo da lesédo e a ocorréncia de metastases (DALECK et al.,
2002; DERNELL et al., 2007).

O tratamento baseia-se em amputacdo seguida de quimioterapia ou
somente quimioterapia, quando a cirurgia nao pode ser realizada. Os
quimioterapicos mais utilizados sao cisplatina, doxorrubicina e carboplatina
(DALECK et al., 2002). O tratamento quimioterapico pode ser associado a
imunoterapia, possibilitando o aumento da ag&o antitumoral, sem alterar o
mecanismo de ag¢ao da droga e causar toxicidade ao animal (MACEWEN e
KURZMAN, 1996).
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O exame citopatologico é considerado como uma boa ferramenta no
diagnéstico de muitas lesdes sejam elas neoplasicas ou nao, entretanto, o
exame histopatolégico confirmara o diagnostico da lesao (WELLMAN, 1990).
A PAAF tem varias vantagens em relagdo a bidpsia incisional, como: rapida
cicatrizagdo, procedimento simples, sem necessidade de anestesia geral,
baixo custo e inicio precoce da terapia adjuvante. No entanto, uma
desvantagem desta técnica é pequena quantidade de amostra (SKRZYNSKI
et al., 1996).

A coleta de tecido 6sseo através da PAAF torna-se mais facil e com
maior obtencdo de amostra utilizando-se a agulha de Jamshidi. Esta contém
uma ponta de metal que perfura a cortical 6ssea, ideal para coleta de material
de neoplasmas 6sseos como o osteossarcoma. No entanto, a agulha de
Jamshidi, além de possuir maior calibre, necessita de outras técnicas para
puncéo, diferentes daquelas usadas para a PAAF convencional. Por isso,
usualmente utiliza-se agulhas hipodérmicas estéreis e descartaveis de calibre
um pouco menor para a coleta de material por PAAF (SIQUEIRA et al., 2008).

A PAAF deve ser a técnica de escolha para tumores 6sseos, tanto em
relacdo a facilidade do procedimento como para o inicio precoce da
quimioterapia. Devido a bidpsia incisional ser um método de coleta com
muitos riscos a vida do paciente, propde-se um modelo de coleta por PAAF,
em que o tamanho da amostra se mostre suficiente para o exame

histopatolégico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biologia tumoral

Assim como outras doencgas cronicas, o cancer € um das mais antigas
enfermidades que afetam a homens e animais. Diariamente, milhdes de
células se dividem no organismo e a cada divisdo os seres vivos sofrem efeito
dos carcin6genos ambientais neste processo (WARD, 2002).

Em 1990, com o avanco da biologia molecular e a descoberta dos
oncogenes, pesquisadores afirmaram que as neoplasias sdo consequéncias
das alteracbes genéticas e/ou epigenéticas envolvendo varios genes
fundamentais para o crescimento, proliferacdo e diferenciacao celulares, e
ainda para a remogao celular programada (apoptose). Os tumores, em geral,
sdo considerados processos crOnicos com etiologia diversificada, onde
agentes quimicos, fisicos ou virais podem ser o0s responsaveis pelas
mutagdes celulares. Sdo também considerados fenémenos sistémicos, pois
mecanismos complexos que regulam a proliferacao celular e o sistema imune
sofrem falhas. Em muitos casos, as células defeituosas sdo capazes de
localizar e reparar as mutagdes sofridas, antes de se proliferarem (DAGLI,
2002; GHOSH e BOSE, 2005; TODOROVA, 2006).

As neoplasias malignas tém rapido crescimento, sdo menos
diferenciadas e mais anaplasicas. Em seu desenvolvimento, grupos de
células mais agressivas podem surgir, € o neoplasma se expande invadindo a
outros tecidos. Quando invade a corrente sanguinea e linfatica, acaba por
disseminar metastases, ou seja, novos focos de crescimento neoplasico em
distintos locais do organismo (CONNOLLY et al., 2000; LOEB e LOEB, 2000;
DAGLI, 2002; TODOROVA, 2006). Neoplasias benignas tém crescimento
lento, sdo0 menos anaplasicas e ndao sofrem metastases. Geralmente séo
fendbmenos localizados, mas pode comprimir estruturas importantes, como,
por exemplo, o sistema nervoso central. Apesar da denominagéo, os tumores
benignos também séo agressivos ao organismo hospedeiro (DAGLI, 2002).

A regulacao da proliferacéo das células, a estabilidade do genoma e a

apoptose das células sdo processos muito importantes para a homeostase.
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Este equilibrio no organismo é mantido por dois tipos de genes: supressores
de tumores e oncogenes. Os primeiros sdo sequéncias genémicas cujos
produtos sdo necessarios para o funcionamento normal da célula, ou seja, a
perda da funcido dessas sequéncias resulta na formacao de tumores. Estes
sS40 genes especiais que param a replicacdo do DNA se a célula sofreu um
dano (GHOSH e BOSE, 2005; TODOROVA, 2006). Como exemplo dessa
classe de genes pode-se citar o TP53. No entanto, os oncogenes, como as
proteinas Wingless-type (WNT), estdo relacionados com a proliferacdo
celular, ou seja, quando sofrem mutacdes ocorre uma proliferacdo celular
descontrolada das células (HERNANDEZ e MENENDEZ, 2001; TODOROVA,
2006).

As células de um tumor descendem de uma célula-mae, que em algum
momento iniciou um programa de divisdo indevido. A transformagdo maligna
de uma célula acontece por acumulo de mutagdes em genes especificos
(protooncogenes). Os protooncogenes sao sequéncias génicas que
estimulam a proliferacao celular. Quando eles se expressam, passam a ser
chamados oncogenes, podendo sofrer mutacbes que levam a uma
proliferagcdo celular descontrolada (HERNANDEZ e MENENDEZ, 2001;
DAGLI, 2002;). Alteracbes epigenéticas sdo hereditarias e mediadas por
outros fatores que ocorrem fora da sequéncia de DNA, como a metilacao do
DNA na regido promotora. Este fenébmeno pode alterar a expressao de um
determinado gene, como os protooncogenes, aumentando assim as mutacdes
e a instabilidade genémica (PLASS e SOLOWAY, 2002).

Além das mutacdes que ativam os oncogenes, as mutacdes que inibem
a funcdo dos genes supressores também contribuem para a formacao e
desenvolvimento dos tumores. A perda de funcédo destes genes faz com que
as celulas manifestem o fenétipo neoplasico (VAYEGO et al., 1998).

As alteracbes genéticas nos tumores ésseos sdo muito similares as
observadas em outros tipos de tumores. No entanto, em grande parte dos
tumores Osseos sdo observadas alteragdes cromossémicas envolvendo
diferentes genes. Os sarcomas, por exemplo, sofrem translocacdes formando
proteinas quiméricas resultantes do encontro de dois genes alterados. Essas
proteinas envolvem-se na tumorigénese como um ativador transcricional
anémalo (CHOONG et al., 1997; YOO et al., 1997).
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O osteossarcoma surge devido a um erro genético nos genes RB1,
TP53 (supressores de tumor) e MDM2. Entretanto, as alteragbes
citogenéticas observadas tém dificultado o descobrimento de algumas regides
envolvidas no desenvolvimento desse tumor (BRIDGE et al., 1997; KLOEN et
al., 1997).

A proteina p53, localizada no nucleo celular, produto do gene TP53,
regula negativamente a proliferacdo celular, envolvendo-se no controle da
progressdao do ciclo celular e na preservacdao da estabilidade genética.
Quando ocorre acumulo de lesbes no DNA, e erros na regulagdo do ciclo
celular, essa proteina se eleva, ativando os genes envolvidos no controle
negativo da proliferacdo celular e genes de reparo do DNA. Portanto, a
elevada producdo da proteina p53 possui atuagcdo na supressdao da
proliferacdo celular, induzindo a apoptose e a diferenciacdo celular
(HARRINGTON et al., 1994; SHERR, 1996).

KIRPENSTEIJN et al. (2008) investigando mutac6es no gene TP53 em
caes com osteossarcoma, verificou que de 58 cdes com osteossarcoma, 24
deles tinham mutagdes neste gene. A incidéncia de mutagdes no gene TP53
em cades com esta neoplasia é maior do que em humanos. Isto pode ser
explicado pelo fato de que em cées a doenga acomete com mais frequéncia
0s animais idosos, ao passo que em humanos, afeta em maior parte criancas
e adolescentes. Estudos de HAGA et al. (2001); LEE et al. (2004), e
TODOROVA (2006) mostraram que a mutacao do gene TP53 em céaes indica
um severo aumento do potencial maligno nas células tumorais e,
consequentemente, um mau prognéstico para individuos com cancer.

O oncogene celular MDM2 também estd amplificado no
osteossarcoma. A proteina mdm2 pode ligar-se a p53 bloqueando a
regulacao do ciclo celular e impedindo o efeito antiproliferativo. O gene RB1
codifica uma fosfoproteina nuclear (pRb), com papel fundamental na
regulacado do ciclo celular (VAYEGO et al., 1998). Este gene também se
combina a outras proteinas, como a E2F, influenciando diretamente no ciclo
celular, gerando erros irreversiveis na ativacao e inibicado de outros genes
envolvidos na divisao celular (HERNANDEZ e MENENDEZ, 2001).

Diversos fatores de crescimento tém implicagdes diretas nos varios

tipos de cancer. As WNT sdo um grupo de proteinas moduladoras da
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proliferacdo celular e embriogénese. Muitas destas proteinas tém sido
identificadas em linhagens celulares de osteossarcoma humano. O gene
LRP5 também foi identificado em diversos subtipos de osteossarcoma e sua
expressdao esta correlacionada diretamente com eventos metastaticos
(HAYDEN e HOANG, 2006).

O desenvolvimento de metastases € um processo complexo de
disseminacao do tumor primario, que geralmente ocorre por via hematdgena.
Contudo, para que as metastases ocorram, as células tumorais implantadas
em um novo tecido devem criar o seu préprio ambiente microvascular,
chamado angiogénese tumoral, na qual é mediada por muitas substancias
que auxiliam na formagdo dos vasos sanguineos (FIDLER e ELLIS, 1994;
NUGENT e 10ZZ0O, 2000). Estudos recentes, utilizando murinos, mostram que
ha um rapido desenvolvimento de metastases apds a retirada do tumor
primario. Isto se deve a um alto nivel de fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF) e da endostatina, observados na maioria dos individuos que
tiveram metastases apdés a remocao do tumor primario (HAYDEN e HOANG,
2006).

Em um processo de metastase as células tumorais devem se mover
vencendo barreiras, invadindo as células vizinhas e tecidos adjacentes. Com
isso, elas precisam separar-se umas das outras, perdendo assim a adesao,
considerada fundamental durante a fase de crescimento tumoral. O préximo
passo € chegar até a corrente sanguinea, onde estardo vulneraveis ao ataque
do sistema imunoldgico. Ao encontrarem o parénquima de outros 6rgaos,
comecam a multiplicacao novamente (WARD, 2002).

Com o avango da genética, futuramente sera possivel desativar
oncogenes inadequadamente ativados, induzir células defeituosas a sofrer
apoptose, impedir proliferagdo e metastatizagdo a distancia, além de
reintroduzir cromossomas ou segmentos destes para reverter células
malignas ao seu fenétipo normal (WARD, 2002). Na Medicina Veterinaria
existem varios estudos em busca de vacinas contra os diversos tipos de
cancer (PIEKARZ et al., 2006). As vacinas antitumorais agem ativamente
sobre o sistema imune do hospedeiro tornando-se um agente coadjuvante no

tratamento do cancer primario, inibindo também as metastases e,
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consequentemente, melhorando a qualidade de vida do animal (FELIZZOLA,
2008).

2.2 Osteossarcoma canino

2.2.1 Etiologia e epidemiologia

O osteossarcoma é um tumor de células mesenquimais malignas de
origem Ossea que afeta especialmente cdes de racas grandes e gigantes,
correspondendo a 80-85% dos tumores 6sseos e 5-6% de todos os tumores.
O risco de desenvolvimento deste tumor é, em média, 125 vezes maior em
caes com peso acima de 36 Kg do que em caes com peso abaixo de 9 Kg.
Ele ocorre principalmente em caes de meia idade (média de 7 anos)
(LACRETA, 2002; DERNELL, 2003; KLEINER, 2003).

Entre as racas mais acometidas mundialmente pelo osteossarcoma
estdo: Pastor Alemao, Rottweiler, Dogue Alemao, Dobermann, Sao Bernardo,
Setter Irlandés e Golden Retriever. No Brasil, cdes da raga Fila Brasileiro
apresentam esta neoplasia com grande frequéncia. Em machos a incidéncia é
maior do que em fémeas, entretanto, o osteossarcoma no esqueleto axial
acomete mais as fémeas do que os machos (HEYMAN, 1992; HULSE, 2002;
DALECK et al.,, 2006; DERNELL, 2007). Estudos de CAVALCANTI et al.
(2004) verificaram que de 50 animais, 31 (62%) eram fémeas, embora néo
tenha sido realizada uma correlacao entre sexo e local da leséo.

Vinte e cinco por cento dos cdes com esta neoplasia apresentam
envolvimento do esqueleto axial e em 75% dos casos o0 esqueleto apendicular
€ acometido (HEYMAN, 1992; WATERS, 1998). Os ossos mais afetados sao
umero, radio, ulna, fémur e tibia. A ocorréncia do osteossarcoma é maior nos
membros toracicos, pois suportam 60% do peso corporal (MOORE, 2001)
(Figural).
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Locais de ocorréncia
intermedidria e Localde
ptognéstico desfavaravel rarissima
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e progndstico desfavaravel

Locais de comum
ocorréncia e prognd stico
reservado a
desfavaravel

Figura 1 — Esqueleto canino apresentando locais de ocorréncia de osteossarcoma seguidos do
prognostico.

O osteossarcoma extra-esquelético abrange uma pequena
porcentagem dos casos em caes (1%). Acomete geralmente caes idosos (11
anos em média), e ndo possui predisposicao sexual; as racas mais afetadas
sdo Rottweiler e Beagle dentre outras (LANGENBACH, 1998). Os locais de
maior ocorréncia sao glandula mamaria, trato gastrointestinal, tecido
subcutaneo e figado, mas ha relatos em outros 6rgaos (JOHNSON, 2002).

A causa desta neoplasia é desconhecida, mas acredita-se que seja de
etiologia multifatorial. Estudos evidenciam a participacdo de células
pluripotenciais indiferenciadas na etiopatogénese, adicionado a fatores
hereditarios e ao gene TP53 (THOMSEN, 1999; BAILEY, 2007). A neoplasia
tem inicio em locais adjacentes as fises de fechamento tardio (metafises).
Estas regibes tém grande atividade mitética que, adicionada a pequenos
traumas, predispde o desenvolvimento de linhagens de células mutantes
(THOMPSON, 2007; DERNELL, 2007).

Alguns autores relatam casos de osteossarcoma em caes que sofreram
implantes metalicos ou enxerto cortical localizado no sitio da fratura

(FRANCO, 2002). Comenta-se também a importancia viral na etiologia desta
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neoplasia, pois pode ocorrer tanto em ninhadas, como pode ser induzido
experimentalmente em fetos (DALECK et al., 2002).

2.2.2 Clinica e patologia

O osteossarcoma canino é muito similar ao humano, no qual a regiao
metafisaria dos ossos longos é a mais afetada, causando claudicacao e
aumento de volume do membro afetado. Osteossarcomas podem ser
classificados em esquelético e extra-esquelético, dependendo da localizacao
do tumor (MUNDAY et al., 2004). Ao exame fisico os cées apresentam
tumefacéo dolorosa, que pode ou nao acometer os tecidos moles adjacentes.
Os neoplasmas do esqueleto axial apresentam-se firmes a palpacao e com
tumefacao localizada (SELMI et al., 2003; KLEINER e SILVA, 2003; NELSON
e COUTO, 2006). E incomum o aparecimento de ulceragdo (CAVALCANTI et
al., 2004).

Os sinais de neoplasia nos membros caracterizam-se por edema com
ou sem claudicagdo. Ja quando a area afetada localiza-se no esqueleto axial,
0s sinais variam conforme a regido afetada. Os sinais sistémicos como
hipertermia, anorexia ou perda de peso sdo incomuns no estagio agudo da
doenca (FOSSUM, 2001; DALECK et al., 2002; KLEINER e SILVA, 2003).
Geralmente a fase aguda resulta em suspeita de problema ortopédico nao-
neoplasico, o que leva a um retardo no diagnéstico e terapia do neoplasma. O
osteossarcoma provoca rarefacdo do osso acometido e assim, pode causar
fraturas patolégicas (DALECK et al., 2002).

O osteossarcoma extra-esquelético primario mostra comportamento
biolégico agressivo e alto poder de metastatizacdo (60-85% dos casos).
Animais com as regides extra-esqueléticas afetadas podem apresentar sinais
de letargia, anorexia, aumento de volume abdominal e hematuria (MUNDAY
et al., 2004). Estudos sugerem que esta neoplasia em tecidos moles possa
surgir de uma metaplasia de tecido conectivo secundaria a uma irritacdo ou
trauma, uma proliferacéo de células mioepiteliais em tecido glandular ou uma
infeccao por Espirocerca lupi, no osteossarcoma esofagico (STIMSON, 2000).
Na ocorréncia de mineralizacdo dos tecidos moles periarticulares, nao

havendo evidéncia de lise déssea adjacente pode-se atentar para um
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osteossarcoma sinovial, embora seja de rarissima frequéncia (THAMM,
2000).

O osteossarcoma é um neoplasma muito agressivo, tanto no local de
proliferacdo quanto nas metastases. Aproximadamente 98% dos casos
apresentam micrometastases ao diagndstico, entretanto, apenas 5% dos caes
com osteossarcoma apresentam evidéncia radiografica de metéstase
pulmonar. Estas s6 irdo causar sinais clinicos em estagios avancados,
fazendo com que a maioria dos caes seja eutanasiada (BERG, 1996;
STRAW, 1996; DALECK et al., 2008).

As neoplasias frequentemente produzem  substancias que
desencadeiam o aparecimento de sinais distantes tumor primario e de suas
metastases. Estes sinais sdo nomeados sindromes paraneoplasicas e
incluem manifestacées enddcrinas, hematoldgicas, gastrointestinais, renais,
cutdneas e neuroldgicas que ndo sado causadas por invasido, obstrucdo ou
efeito da neoplasia. No osteossarcoma é comum a elevagdo da enzima
fosfatase alcalina induzida pelas células neoplasicas (DALECK et al., 2008).

Este tumor é classificado em seis subgrupos histologicos:
osteossarcomas osteoblastico, condroblastico, fibroblastico, de células
gigantes, pobremente diferenciado e telangiectasico, ndo existindo diferenca
quanto a biologia tumoral entre estes grupos (STRAW, 1996; DALECK et al.,
2002; JOHNSON e HULSE, 2005).

Aspirados de osteossarcoma frequentemente possuem muitas células
neoplasicas dispostas individualmente ou agrupadas. Uma caracteristica
evidente nos esfregacos € a presenca de matriz ostedide de coloracao résea
ao redor das células neoplasicas. As células tumorais apresentam-se de
formas arredondada ou fusiforme com anisocitose. Geralmente ha figuras de
mitose anormal (ROSSEN et al., 2000). Outras caracteristicas, ainda
possuem multinucleacdo, cariomegalia, anisocariose com grandes e multiplos
nucléolos. O citoplasma é tipicamente basofilico e pode conter vacuolos. Além
das células neoplasicas, pode-se encontrar em aspirados de osteossarcomas
células inflamatérias, osteoblastos e osteoclastos nao-neoplasicos (COWELL
et al., 2008).
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2.2.3 Diagnéstico

O diagnostico inclui varias etapas, baseando-se na histéria clinica,
exame fisico e laboratorial além de radiografias, cintilografia, tomografia
computadorizada e ressonancia magnética (DAVIS, 2002). Entretanto, para a
confirmagdo da neoplasia € muito importante a realizagdo de exame
citopatoldgico e histopatolégico (DALECK et al., 2002; OLGIVIE, 2004). O
estadiamento é imprescindivel para a elaboracdo de condutas terapéuticas,
minimizando tratamentos agressivos ao animal. Exame ortopédico cuidadoso
seguido de radiografias com alto padréao ajudam a detectar metastases em
0sso0s longos, no esqueleto axial e em outros érgaos susceptiveis, além de
determinar a melhor area do tumor a ser biopsiada (CASSONE et al., 1996;
HILLERS et al., 2005).

2.2.3.1 Historia clinica

O principal sinal clinico do cao com osteossarcoma apendicular é a
claudicacdo e em lesdes axiais encontra-se aumento de volume e dor a
palpacdo. Em alguns casos o proprietario relata que o cédo sofreu algum
trauma e apds iniciou a claudicagdo (DERNELL, 2001).

Em certos casos pode-se associar dificuldade respiratéria com
metastase pulmonar (CAVALCANTI et al., 2004, JOHNSON e HULSE, 2005).
Os sinais clinicos associados com o esqueleto axial variam conforme o local
da lesdo, gerando aumentos de volume, dor localizada, exoftalmia,
deformidade facial, descargas nasais e sinais neuroldgicos.

Nas lesdes vertebrais podem ocorrer paralisia e sinais agudos de
claudicacdo (DALECK et al., 2006; JOHNSON e HULSE, 2005). Para o
diagnostico definitivo de um osteossarcoma extra-esquelético deve-se buscar
por evidéncias de neoplasias 6sseas primarias, além da investigacao familiar
desse tipo de tumor (THAMM, 2000).
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2.2.3.2 Bioquimica sérica

Os parametros dos minerais séricos de caes com osteossarcoma
fogem da normalidade. Concentragdes de cromo, zinco e ferro, assim como a
capacidade de ligacdo deste Ultimo, encontram-se muito reduzidas em
relacdo a caes sadios (KAZMIERSKI, 2001; KLEINER e SILVA, 2003). A
enzima fosfatase alcalina tem grande valor no diagnéstico e prognéstico desta
neoplasia, podendo evidenciar metastases quando se apresenta elevada
(FOSSUM, 2001; DALECK et al., 2002). A bioguimica sérica renal e hepatica
em conjunto com o hemograma completo deve ser preconizada,
principalmente apds o inicio da terapia com antineoplasicos (JOHNSON e
WATSON, 2004).

2.2.3.3 Radiologia

O exame radiol6gico € muito importante para avaliar a extensao da
lesdo e diferenciar certas lesbes Osseas nao-neoplasicas como fraturas,
osteomielite e doencas metabdlicas (DALECK et al., 2002). A radiografia do
neoplasma de origem Ossea caracteriza-se por um padrao litico e/ou
proliferativo na metafise do osso acometido. Este tumor parece originar-se da
medular 6ssea, invadindo a camada cortical e chegando aos tecidos moles
adjacentes. A formacado do periésteo adjacente ao osso desenvolve o
triangulo de Codman, patognoménico deste neoplasma (Figura 2), composto
pelo cortex da area acometida juntamente com a proliferacdo periosteal
(NELSON e COUTO, 2006). Apdés a obtencdo da imagem radiografica de
osteossarcoma, realizam-se incidéncias toracicas a procura de metastase
pulmonar, embora a maioria dos caes ja possua micrometastases no
momento do diagndstico. Para uma melhor visualizagdo devem ser feitas trés
posicdes radiograficas de térax para a deteccdo das metastases (BERG,
1996; STRAW, 1996; JOHNSON e WATSON, 2004).
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Figura 2 — Radiografia mostrando area de
rarefacdo Ossea e reatividade periosteal na
extremidade proximal do Umero direito.

2.2.3.4 Cintilografia e tomografia computadorizada

A cintilografia 6éssea € um exame muito sensivel na deteccdo de
qualquer lesao éssea, sendo mais eficiente que o exame radiografico, porém,
nao € especifica para lesdes tumorais. Qualquer regiao com atividade
osteoblastica pode ser identificada (GOMES et al., 2008). Utiliza-se um
radiofarmaco (**"TcMD — metileno difosfato marcado com tecnésio 99m) que
se incorpora a matriz cristalina do esqueleto e reflete as condicbes do
metabolismo 6sseo (DALECK et al., 2002; KLEINER e SILVA, 2003).

A tomografia computadorizada ou a ressonancia magnética podem ser
Uteis quando se planeja uma cirurgia, principalmente em tumores localizados
no esqueleto axial. Estes exames promovem a visualizacao dos tecidos moles
envolvidos (STRAW, 1996; DALECK et al., 2002; KLEINER e SILVA, 2003).

2.2.3.5 Citopatologia e histopatologia

Alteracoes inflamatérias e tumorais podem ser diferenciadas através da
citologia, propiciando assim a definicio de um prognéstico. No entanto,
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quando o diagnéstico citolégico € inconclusivo, necessita-se de uma
confirmagédo histopatolégica (WELLMAN, 1990). A citologia aspirativa por
agulha fina (CAAF) é uma das técnicas utilizadas para a coleta de tecido
neoplasico. Esta tem sido empregada, tanto na medicina humana quanto na
veterinaria, como método diagnoéstico em lesdes de diversas origens
(SUZANO, 2004).

A CAAF possui véarias vantagens em relacdo a outros métodos de
diagnéstico, como rapidez nos resultados, baixo custo, boa eficacia, pouca
invasividade e riscos minimos a vida do animal, ja que ndo é necessaria
anestesia geral (TEIXEIRA et al., 2008). Outra vantagem é a rapida
cicatrizagdo no local da puncdo, permitindo inicio precoce da terapia
adjuvante (CASSONE et al.,, 1996). Desta forma podem ser realizadas
multiplas coletas para obtengdo de material satisfatério, evitando resultados
inconclusivos. O exame citopatolégico proporciona aos clinicos diagnésticos
rapidos, seguros e definitivos na maioria das situagdes (SUZANO, 2008).
Entretanto, o exame histopatolégico € considerado padrdo por possuir
amostragem significativamente maior e manter a arquitetura do tecido
(BERZINA, 2008) (Figura 3).

Flgura 3 - Comparagao entre exame C|opatlog|co () e hlstopatologlco () de
osteossarcoma canino. Panotico rapido, 200x.
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2.2.4 Tratamento

2.2.4.1 Cirurgia

O tratamento, na maioria dos casos, para cdes com osteossarcoma é o
cirurgico acompanhado de quimioterapia antineoplasica. A sobrevida de caes
com leséo apendicular ap6s o procedimento cirargico €, de quatro meses, em
média. Entretanto, caes tratados com amputacado seguida de quimioterapia
sobrevivem aproximadamente um ano (NELSON e COUTO, 2006).

O procedimento adotado para cades com neoplasia apendicular € a
remocgado do membro, contudo, nos casos em que ndo ha metastases, pode-
se optar pela resseccdo Ossea utilizando-se um enxerto homélogo com
implante de tecido 6sseo congelado juntamente com a quimioterapia
(MORELLO, 2001). A maior desvantagem da cirurgia com preservacao do
membro é a infeccdo pds-operatéria devido ao longo tempo de cirurgia,
emprego de enxertos grandes e pouco revestimento por tecidos moles,
levando ao desenvolvimento de osteomielite. Quando isto ocorre, geralmente
o membro é amputado (DALECK et al., 2002; NELSON e COUTO, 2006).

A amputacdo sempre € bem tolerada pelos cdes e estes nédo
apresentam dificuldades e decréscimo na atividade fisica geral. A maior parte
dos caes com osteossarcoma apendicular tem o membro amputado, exceto
naqueles com alteracdes ortopédicas e/ou de ragas gigantes (BERG, 1996;
STRAW, 1996; DALECK, 2002).

O tratamento cirlrgico deve ser considerado paliativo quando realizado
isoladamente. O membro ou a regido afetada pelo tumor devem ser
removidos com boa margem de seguranca (3 cm), evitando assim a
proliferacdo de novos tumores (BERG, 1996). Esta afirmacdo torna-se
igualmente valida para tumores extra-esqueléticos, visto que apresentam alto
poder recidivante (SILVEIRA, et al., 2006).

2.2.4.2 Quimioterapia

Assim como nos humanos, 0s animais respondem ao tratamento de

acordo com o seu sistema imunoldgico. A quimioterapia antineoplasica na
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medicina veterindria tem objetivo de prolongar a vida do animal,
diferentemente do que se preconiza na medicina humana, a cura do paciente
(BERG, 1996; DALECK et al., 2002). Os quimioterapicos mais utilizados no
combate ao osteossarcoma sao cisplatina, carboplatina e doxorrubicina.
Dentre estas drogas, destaca-se a primeira (GUILLERMO, 1998;
KIRPENSTEIJN, 2002).

A cisplatina é um quimioterdpico conhecido por manter grandes
intervalos livres de doenca, aumentando a sobrevida do animal. Os principais
efeitos colaterais sdo a nefro e/ou ototoxicidade, disturbios gastrointestinais e
mielossupressdo. Quando usada com um protocolo de diurese salina,
minimiza as reagfes tdxicas ao organismo do animal. Dentre os varios
protocolos o mais utilizado e seguro € o esquema de quatro horas de
hidratacdo, onde a solucdo salina € administrada por via intravenosa a 25
mL/kg/h, durante quatro horas. A cisplatina € administrada por
aproximadamente 20 minutos em infusdo lenta, seguido por mais uma hora
de solucao salina intravenosa. Este protocolo repete-se a cada trés semanas,
sempre mantendo a monitoracdo do animal com exames de funcao renal
principalmente (GUILLERMO, 1998; DALECK et al., 2002; KIRPENSTEIJN,
2002 ).

Estudos demonstram que as terapias convencionais podem falhar
quando clones heterogéneos de células emergem do tumor primario,
formando metéstases resistentes aos quimioterapicos (BERG et al., 1997).
KURZMAN et al. (1995) analisando a associacdao de muramil tripeptideo-
fosfatidiletanolamina encapsulado em lipossomos (L/MTP-PE) com a
cisplatina, obtiveram resultados satisfatérios no tratamento antineoplasico
ap6s a amputacdo. Portanto, a combinagdo deste polissacarideo com a
quimioterapia apos a retirada do membro aumentou a média de sobrevida dos
caes.

Alternativas de tratamento realizadas por HAHN et al. (1996), na
tentativa de aumentar a resposta a terapia em caes com osteossarcoma nao
tratdveis com cirurgia, propuseram a administragéo de cisplatina intramedular
no local do tumor primario. Cinquenta por cento dos caes tratados tiveram
resultados positivos, observando-se remissdo completa do tumor, entretanto,
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em 25% houve remissao parcial e os restantes continuaram com progressao
do tumor.

Outro método alternativo consiste em liberar altas doses de cisplatina
no local da ferida cirirgica e baixas doses sistemicamente, por meio de um
polimero biodegradavel denominado acido polilatico contendo cisplatina. O
modo de liberagao lenta promove o controle das metastases, pois a cisplatina
liberada do implante penetra nos vasos sanguineos disseminando-se pelo
organismo (DERNELL et al., 2007).

A doxorrubicina em conjunto com a cisplatina tem aumentado a
sobrevida dos animais, pois estes farmacos possuem diferentes mecanismos
de acdo. A principal vantagem da primeira em relacdo a segunda é a
facilidade de administracdo, ndo necessitando de diurese salina quando
infundida sozinha. O intervalo de administracéo é de duas semanas (GOMES,
2008).

A carboplatina € menos nefrotoxica que a cisplatina, e ambas mantém
caracteristicas similares. Para este tratamento ndo é necessaria a diurese
salina, administrando-se a droga em intervalos de trés semanas (BERGMAN
et al., 1996; DERNELL et al., 2001).

Cuidado deve ser tomado quanto a supressao da medula éssea e
lesdo renal. Antes da quimioterapia é importante que os caes possuam
leucocitos totais acima de 3000/uL, plaquetas acima de 150000/ uL, valores
normais de uréia e creatinina séricas, densidade urindria dentro dos
parametros de referéncia, auséncia de proteinuria e cilindros no sedimento
urinario (BOUVY, 2003; KLEINER e SILVA, 2003; RODASKI e DE NARDI,
2006).

O quadro 1 mostra os diferentes tipos de antineoplasicos usados no
tratamento para o osteossarcoma acompanhados das suas doses, via de

administracao e periodo de tratamento:
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PRINCIPIO ATIVO COM RESPECTIVAS DOSES, VIA DE ADMINISTRACAO
E PERIODO DE TRATAMENTO:

Cisplatina 70 mg/m® IV Periodo de 4 a 6 se¢bes; intervalo de 21 dias entre
as aplicagbes

Carboplatina 300 mg/m” IV Periodo de 4 a 6 secdes; intervalo de 21 dias entre
as aplicagbes

Doxorrubicina 30 mg/m2 v Periodo de 4 a 6 sec¢des; intervalo de 15 dias entre
as aplicacdes

Quadro 1 — Antineoplésicos frequentemente utilizados no tratamento do osteossarcoma.

Com relacao ao inicio do tratamento quimioterapico, € recomendado
que a primeira aplicacdo aconteca de 2 a 4 semanas ap0s a cirurgia, pois
quando iniciada logo ap6s a operacao podera inibir a cicatrizacdo da ferida,
além de suprimir a medula 6ssea. Entretanto, se iniciada logo apés a cirurgia,
o tempo de sobrevida aumenta. Portanto, o tratamento € iniciado apdés uma
semana do periodo pés-operatério (BERG, 1996).

2.2.4.3 Radioterapia

A radioterapia é considerada um método muito Util para o tratamento
do osteossarcoma, gerando alivio e reducao da dor, assim como retardo do
crescimento neoplésico. Este procedimento é indicado em casos onde a
remocao cirurgica € impossivel, por exemplo, quando ha metastases no
esqueleto axial (AAS, 1999; GREEN, 1999). O tratamento é realizado com
emissao de altas doses de radiacao por um periodo de trés semanas, em
média (JOHNSON e WATSON, 2004). A radioterapia paliativa nédo esta
associada com efeitos colaterais agudos e reducdo na qualidade de vida,
entretanto, em alguns casos, pode-se notar alopecia e despigmentacao do
pelo apés a quarta secdo (LIPTAK et al.,, 2004). Radiofarmacos, como
samarium tem sido utilizado em cdes com metdstases Osseas, mas o
tratamento tem custo elevado, além da baixa disponibilidade do produto
(LIPTAK et al., 2004; BONAGURA e TWEDT, 2009).
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2.2.4.4 Imunoterapia e terapia génica

A imunoterapia associada a quimioterapia possibilita o0 aumento do
efeito antitumoral sem causar conflitos entre mecanismos de acédo e
toxicidade ao animal (MACEWEN e KURZMAN, 1996).

SHI et al. (1993) combinando L/MTP-PE com a doxorrubicina, observou
que a presencga de células mononucleares e o fator de necrose tumoral se
elevaram. Por outro lado, cées tratados com amputagdo, cisplatina e
imunoterapia com L/MTP-PE tiveram o tempo médio de sobrevida ampliado
para 14,4 meses, em relacdo a outros que foram tratados com amputacéo e
cisplatina, com sobrevida de, no méaximo, 11 meses (MACEWEN e
KURZMAN, 1996).

A terapia génica consiste na insercdo de genes funcionais em células
com genes defeituosos na tentativa de evitar doencas. A terapia com
Interleucina 2 no osteossarcoma canino tem aumentado significativamente o
tempo de sobrevida. Ainda, pode-se citar a endostatina, atuando na inibicdo
da angiogénese tumoral (KAMSTOCK et al., 2006).

2.2.5 Prognéstico

A agressividade do osteossarcoma varia conforme a idade do
hospedeiro e de acordo com o local acometido. Caes jovens apresentam grau
de malignidade, escore e indice mitdtico mais elevado que caes idosos assim
como o tumor apendicular tém maior indice mitético que o axial
(LOUKOPOULOQOS e ROBINSON, 2007).

Os cédes que recebem somente tratamento cirirgico sobrevivem em
média 5 meses, chegando a 1 ano em 10% dos casos (BERG, 1996;
DERNELL et al., 2007). Entretanto, animais tratados com amputacao seguida
de quimioterapia com cisplatina sobrevivem em média 9 meses em 40% dos
casos (JOHNSON e HULSE, 2005).

Animais com lesbes metastaticas visiveis tém progndstico
extremamente reservado, uma vez que a sobrevida torna-se impossivel de
ser prolongada com agentes quimioterapicos (BERG, 1996; DERNELL et al.,

2007). Quando visiveis, as metastases pulmonares levam o animal a um
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estado de caquexia rapidamente, além da dificuldade respiratéria. Isso faz
com que os proprietarios optem pela eutanasia, minimizando sofrimentos
(JOHNSON e HULSE, 2005). Metastases em linfonodos regionais sao
incomuns, entretanto esta ocorréncia indica um mau prognéstico (HILLERS et
al., 2005).

A presenca do osteossarcoma em tecidos extra-esqueléticos, como
orgaos internos, sempre indicara um péssimo progndstico. No entanto, o
osteossarcoma cutdneo e subcutaneo podera apresentar progndstico
reservado se for corretamente tratado (LANGEBANCH et al., 1998, KLEINER
& SILVA, 2003, MUNDAY et al., 2004).

Cées tratados cirurgicamente (tanto amputacdo como procedimentos
com preservagao do membro) em associacdo com quimioterapia (cisplatina)
possuem boa taxa de sobrevida, embora existam complicacbes poOs-
operatérias referentes a preservacdo do membro (JOHNSON e HULSE, 2005;
JEHN et al., 2007).

2.3 Comparacao entre citopatologia e histopatologia

A CAAF foi pela primeira vez utilizada na década de 1930, em
pacientes humanos, para diagnostico de tumores malignos. A utilizacado
desta técnica obteve muito sucesso e atualmente faz parte dos exames de
rotina na medicina humana. Na medicina veterinaria o uso da CAAF como
meio diagnéstico chegou na década de 1980, diferenciando neoplasias,
hiperplasias, inflamacdes e degeneragdes em animais (GUEDES et al., 1997;
GUEDES et al., 2000).

O exame citopatol6gico consiste na avaliagdo morfoldgica das células
de um tecido, auxiliando no diagnéstico e prognéstico das doencgas. Muitas
vantagens sao atribuidas a CAAF como simplicidade da coleta (pouco
invasiva), baixo custo, rapidez e eficacia dos resultados (CLINKENBEARD e
COWELL, 1994; LARKIN, 1994; GUEDES et al., 1997; TEIXEIRA e LAGOS,
2007). Com ela podemos diferenciar doencgas infecciosas, inflamatérias,
proliferativas e neoplasicas. A histopatologia tem vantagem sobre a
citopatologia em relacédo a arquitetura tecidual e morfologia celular, por isso
os diagndsticos histopatolégicos sao mais especificos e definitivos.
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Entretanto, em muitos casos, o diagnéstico citopatoldégico também é
considerado definitivo, como nos tumores com células bem diferenciadas
(WELLMAN, 1990; GRACA, 2007).

MEYER e FRANKS (1986) afirmam que os resultados obtidos pelo
exame citopatologico esta diretamente relacionado a qualidade da técnica e
confeccao das laminas, juntamente com o tipo de coloracdo aplicado. A
interpretagdo da amostra também & de fundamental importancia para o
direcionamento do resultado (CUNHA, 1987; MEYER, 1987). Ha situagdes
em que o exame citopatolégico é mais facil do que o histopatoldgico, como,
por exemplo, em neoplasias com granulacdo, como mastocitomas e
melanomas. Ainda, em certos casos de sarcomas e leucemias, o exame
citopatologico através da CAAF possui melhor eficacia para o diagnéstico do
que a histopatologia (MONTES,1997).

Na medicina veterindria, varios autores comparam as duas técnicas,
concluindo que a histopatologia permite o diagnostico definitivo devido a
visualizacdo da arquitetura tecidual (HEWICKER et al., 1990; TVEDTEN,
1994; MAGALHAES et al., 2001). No entanto, a histopatologia apresenta
maior precisdo quando associada aos resultados da citopatologia, podendo-
se assim dizer que estas duas técnicas complementam uma a outra
(MORRISON e DE NICOLA, 1993; OGILVIE e MOORE, 1995). TVEDTEN
(1994) cita algumas limitagdes em relacdo a citopatologia como método
diagnéstico: especificidade, no caso de neoplasias, e erros de coloracao,
levando a imprecisao do diagnadstico.

A técnica para obtencado das amostras varia de acordo com o local da
lesdo, tipo de tecido e alteragdes clinicas desenvolvidas pela neoplasia
(WELLMAN, 1996; MONTES, 1997; COWELL et al., 2008). A técnica de
puncgdo aspirativa € a mais utilizada por ser um método simples para
diferenciar uma lesao inflamatéria de uma neoplasia (EDWARDS, 1994). A
lesdo provocada pela agulha fina € minima comparada a uma bidpsia.
Portanto, em neoplasmas malignos, as chances de ocorréncia de metastases
apos a coleta sao praticamente nulas (GUEDES et al., 1997).

A técnica de CAAF consiste no isolamento manual do nédulo ou regiao
a ser puncionada, introduzindo-se uma agulha fina (Figura 4), de tamanho
adequado ao local de puncéo, acoplada a uma seringa estéril de 10 a 20 mL,
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com ou sem o uso de citoaspirador (Figura 5). Dependendo do tamanho da
lesdo, deve-se puncionar em diversos pontos (Figura 6) com o propoésito de
se obter amostra significativa da populagédo de células. Apds a coleta de
material, a amostra é colocada sobre uma lamina de vidro limpa e seca
(Figura 7), confeccionando-se, no minimo, trés esfregacos (COUTO, 1994;
OGILVIE e MOORE, 1995; GUEDES et al., 1997; MONTES, 1997; COWELL
et al., 2008). Contudo, nos casos de osteossarcoma a amostra pode ser
obtida por pungdo com agulha 18 G, pois se trata de uma neoplasia de
consisténcia dura e pouco esfoliativa (MAGALHAES et al., 2001).

"
aa

Figura 4 — Agulhas comumente
utilizadas para PAAF.

Figura 5 — Citoaspirador utilizado para
PAAF.
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Figura 6 — Pun¢éo por agulha fina: massa
contida com a méo nado dominante e
puncdo realizada em vdérias diregoes.
Fonte: DALECK, 2008.

Figura 7 — Esfregago tipo squash. Uma pequena parte do material colhido é colocada sobre a
lamina, enquanto a outra é deslizada sobre ele (esquerda para a direita).

Para a realizacdo do exame histopatolégico necessita-se de bidpsia,
onde é obtida uma amostra representativa do tumor. Este tipo de coleta é
como qualquer outro procedimento cirlrgico, ou seja, o animal nao esta livre
dos riscos e de outras complicagdes. A via de acesso ao tumor deve ser bem
planejada, com minima manipulagdo e sem distorcer a estrutura tumoral.
Existem dois tipos de bidpsia: incisional e percutanea. A primeira é
considerada o procedimento de maior precisao e confiabilidade, no entanto, a
precisdo da bidpsia percutdnea para tumores ésseos vem ganhando espaco
(MANKIN et al., 1996; JESUS-GARCIA, 2005).

A CAAF é um procedimento bem indicado em locais de dificil acesso,
como por exemplo, a coluna vertebral e a pelve. Contudo, apresenta como
principal desvantagem, o pequeno tamanho das amostras, podendo nao
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haver representatividade da lesdo. Agulhas tipo thru-cut permitem a coleta de
amostras de tecidos moles significativamente de bom tamanho, possibilitando,
além do diagnéstico citolégico, o histolégico. No entanto, para bidpsia 6ssea
prefere-se a agulha de Jamshidi, que possui uma ponta de metal capaz de
perfurar a camada cortical do osso, sendo muito util para tumores que
acometem as epifises, as metafises e os ossos planos (SIQUEIRA et al.,
2008). Algumas complicagdes comuns nas bidpsias incisionais séo: infeccédo
do trajeto biopsiado e fratura patolégica. No entanto, estes problemas
raramente ocorrem nas biépsias com agulha (CASSONE et al., 1996).

SKRZYNSKI et al. (1996) compararam resultados de bidpsia incisional
com a CAAF, concluindo que esta possui boa acuracia e baixo custo. Além
disso, salientaram a importancia da realizacado deste procedimento em
ambulatério. Ainda, obtiveram 84% de pungdes por agulha fina corretas
versus 96% de bidpsias incisionais corretas, ambas realizadas por
oncologistas, concluindo que a CAAF esta indicada para pacientes
previamente estadiados. Em um estudo demonstrando a eficacia da CAAF
nas lesbes musculo-esqueléticas comparada com outros métodos de bidpsia,
MOORE et al (1979) concluiram que a CAAF possui uma taxa de 80% de
sucesso em lesdes suspeitas de malignidade, sendo preferivel, portanto, por
possuir baixos indices de complicacoes.

Varios tipos de coloracées podem ser utilizados na citopatologia. Os
corantes mais usados sdo: Romanowsky (Wright, Giemsa, Diff-Quik, DipStat)
e Papanicolau. Cada corante apresenta um procedimento de coloracéo
recomendado, que pode ser adaptado de acordo com a espessura do
esfregaco e a preferéncia do avaliador (HENDRIX, 2006). Entretanto, na
histopatologia, o corante mais utilizado €& hematoxilina e eosina
(MAGALHAES et al., 2001).

Os corantes tipo Romanowsky fornecem detalhes celulares e melhores
contrastes entre ndcleo e citoplasma, considerados como corantes
permanentes. No entanto, detalhes intranucleares ficam pouco definidos
(MAGALHAES et al., 2001). O corante de rotina deve sempre estar em bom
estado, pois qualquer contaminagcdo ou precipitacdo das solucdes pode
danificar os esfregacos.



38

O aumento da longevidade dos animais de estimagéo, principalmente
0S caes, leva, cada vez mais, a uma busca por diagnéstico e tratamento ideal
para certas doengas, como o cancer. Existem neoplasias muito agressivas e
de curso rapido, como o osteossarcoma, fazendo com que os proprietarios
separem-se mais cedo de seus caes. Portanto, este estudo pretende avaliar a
efichdcia da PAAF como método de coleta no diagnostico histopatolégico de
osteossarcoma canino, enfatizando a técnica por ndo causar danos aos

pacientes.
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3 MANUSCRITO

Os resultados do trabalho desenvolvido durante o periodo de
Residéncia Médico-Veterinaria serdo apresentados na forma de um artigo,
seguindo as normas da Revista Ciéncia Animal Brasileira, para a qual foi
submetido.

3.1 Puncao aspirativa por agulha fina como método de coleta de material
para a histopatologia no osteossarcoma canino

Autores: Luciele Varaschini Teixeira, Sonia Terezinha dos Anjos Lopes,

Danieli Brolo Martins, Raqueli Teresinha Franca, Rafael Almeida Fighera
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MATERIAL PARA A HISTOPATOLOGIA NO OSTEOSSARCOMA CANINO
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RESUMO

O osteossarcoma ¢ um tumor mesenquimal maligno que afeta homens e animais. Para
a obtencdo do diagndstico definitivo realizam-se exames citopatoldgico e
histopatolégico, podendo-se assim planejar o tratamento do paciente. O material para
exame citopatolégico € coletado através de puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF),
ja, para a realizacdo do exame histopatoldgico é necessario uma amostra de tamanho
maior, geralmente conseguida por bidpsia incisional. Este trabalho tem como objetivo
desenvolver uma técnica de coleta de material em caes com suspeita de osteossarcoma
através de PAAF para a realizacio de exame histopatologico, levando em
consideragdo os sinais clinicos, exames radiograficos e a oscilagdo da isoenzima
fosfatase alcalina. Foram coletadas duas amostras de 12 cdes suspeitos de
osteossarcoma por PAAF. O material obtido pela primeira coleta foi utilizado para o
exame citopatolégico, enquanto que o material oriundo da segunda coleta foi fixado
em formol 10% como uma tentativa para a andlise histopatoldgica. Na citopatologia
confirmado o diagndstico de osteossarcoma em todas as amostras; quatro destas
obtiveram também o diagndstico de osteossarcoma no exame histopatolégico pela
metodologia proposta. Esses resultados apontam para uma possivel adequacdo da
técnica de coleta de material por PAAF para exame histopatolégico.

Palavras-chave: neoplasmas O&sseos, citopatologia, histopatologia, metodologia de
coleta.

ABSTRACT

Osteosarcoma is a malignant mesenchymal tumor that affects men and animals. To
obtain a definitive diagnosis are held cytopathologic and histopathologic
examinations, it can plan the treatment of the patient. The material for cytopathologic
examination is collected through Fine-needle aspiration cytology (FNA) has, for the
test is pathological need a higher sample, usually obtained by incisional biopsy. This
work aims to develop a technique for collecting material in dogs with suspected
osteosarcoma by FNA for performing the histopathological examination, taking into
account the clinical signs, radiographic examinations and oscillation of alkaline
phosphatase isoenzyme. Two samples were collected from 12 dogs suspected of
osteosarcoma by FNA. The material obtained by first sampling was used for cervical
screening, while the material coming from the second collection was fixed in 10%
formalin as an attempt to histopathological analysis. In cytopathology confirmed the
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diagnosis of osteosarcoma in all samples, four of these were also diagnosed with
osteosarcoma in the methodology proposed by histopathological examination. These
results indicate a possible adaptation of the technique of collecting material for
histopathological examination by FNA.

Keywords: bone neoplasms, cytopathology, histopathology, methods of collection.

INTRODUCAO

O osteossarcoma é um neoplasma de origem Ossea que afeta humanos e
animais. Em c@es, pode ocorrer em qualquer faixa etdria (RECH et al., 2004), mas é
mais frequente em adultos, ao redor dos sete anos de idade (COSTA et al., 2001;
DALECK et al., 2002; CAVALCANTI et al., 2004). Setenta e cinco por cento
dos cdes com osteossarcoma desenvolvem lesdes no esqueleto apendicular,
principalmente nos membros tordcicos, onde a maior parte do peso € suportada
(DALECK et al., 2002; CAVALCANTI et al., 2004).

A isoenzima fosfatase alcalina (FA) € um indicador de atividade dssea, pois
estd presente nos osteoblastos. Em cdes jovens encontra-se elevada devido ao
crescimento 6sseo. Nos adultos e idosos, apresenta atividade elevada na presenca de
lesdo 6ssea, sendo relevante no diagnéstico do osteossarcoma (FOSSUM, 2001;
DALECK et al., 2002; BARGER et al., 2005).

O diagnéstico das mais variadas neoplasias torna-se necessirio ao paciente e
obrigatério para o clinico de pequenos animais, o qual deve ter conhecimento dos
melhores exames e respectivos métodos de coleta a serem utilizados (GUEDES et al.,
2000). Com o avanco da Medicina Veterindria, cada vez mais surgem novos métodos
de avaliacdo e de diagnodsticos para lesdes Osseas (CASSONE et al., 1996).

A pungdo aspirativa por agulha fina (PAAF) surgiu na década de 1930 com o
intuito de diagnosticar tumores malignos em pacientes humanos. Em animais esta
técnica comecou a ser utilizada na década de 1980, auxiliando na distincdo de
hiperplasias, inflamacdes, neoplasias e degeneragdes (MAGALHAES et al., 2001).

Em estudos comparativos entre PAAF e bidpsia incisional, verificou-se varias
vantagens relacionadas a primeira, como: baixo custo, rapidez e eficidcia dos
resultados, simplicidade da coleta, além de n@o proporcionar riscos ao paciente,
podendo ser realizada em ambulatério (LARKIN, 1994; GUEDES et al., 1997). No
entanto, hid desvantagens como a impossibilidade de graduar a neoplasia e a
necessidade de andlise imediata, dificultando o prognéstico clinico (LOPES et al.,

2009).
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O tratamento definitivo de tumores Osseos deve ser baseado na apresentacao
anatomopatoldgica do material obtido por bidpsia. O exame histopatolégico, além de
fornecer o diagnéstico definitivo e a graduacdo da lesdo, também permite que o
tratamento seja bem planejado (CASSONE et al., 1996; KIRPENSTEIJN et al., 2002).

A bidpsia incisional tem a desvantagem de ser um procedimento invasivo, ja
que o tamanho da amostra deve ser grande o suficiente para ser submetido a
histopatologia. Esse exame possui utilidade diagndstica, tanto quanto, a citologia,
porém mantém a arquitetura tecidual e morfologia celular, enquanto que o ultimo
analisa as células de forma isolada. As andlises histopatologicas sdo mais especificas
e definitivas, embora, muitos autores considerem também a citologia como um
diagnéstico definitivo (WELLMAN, 1990; GRACA, 2007).

O osteossarcoma foi eleito para este estudo por ser um tumor de origem dssea
agressivo e devido a bidpsia incisional acarretar varios problemas pds-operatorios ao
paciente, como por exemplo, fraturas patoldgicas e complicacdes na cicatrizagdo do
local biopsiado (DAVID et al., 1996; JOHNSON e HULSE, 2005). A coleta de
material com agulha fina torna-se um método simples comparado a bidpsia incisional.
A técnica proposta neste trabalho visa obter material suficiente para ser conservado e
posteriormente diagnosticado de forma satisfatéria pela histopatologia sem que para
isso, se arrisque a vida do paciente durante o procedimento de coleta. Desta forma,
este trabalho teve como objetivo coletar amostras de osteossarcomas em caes pelo
método de PAAF e submeté-las a histopatologia, avaliando a viabilidade da técnica

desenvolvida.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com 12 caes atendidos no Setor de Clinica de Pequenos
Animais, do Hospital Veterindrio Universitdrio, da Universidade Federal de Santa
Maria (HVU - UFSM). Destes, oito eram machos e quatro eram fémeas, com idade
média de 8,5 anos e peso médio de 30 kg. Oitenta e trés por cento apresentaram
neoplasma no esqueleto apendicular (nove casos em membro tordcico € um em
membro pélvico) e 17% no esqueleto axial (ilio). Os caes acometidos eram de porte
grande e gigante e pertenciam as ragas Pastor Alemdo, Sdo Bernardo, Boxer,
Rottweiler ou nao tinham raga definida (SRD), com exce¢dao de um, que era de

pequeno porte (Maltés).
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Conforme o histérico e os sinais clinicos, os cdes eram encaminhados ao Setor
de Radiologia. Apds o estudo radiografico, a coleta de material através da PAAF era
realizada e as amostras processadas no Laboratério de Andlises Clinicas Veterindrias
(LACVET - UFSM). O patologista clinico observava a radiografia procurando regides
de rarefacdo dssea com aspecto litico proliferativo, caracteristicas de tumores 9sseos,
como o osteossarcoma. L.ogo, o local era puncionado, utilizando-se agulha 21G ou
22G e seringa de 10mL acoplada ao citoaspirador, fazendo-se movimentos em leque,
abrangendo assim vdrios locais do tumor. A seguir, era desprezado o conteido da
agulha em laminas de vidro, procedendo-se esfregacgos tipo squash para realizagao da
andlise citologica. As laminas eram coradas com Pandtico Répido e analisadas,
obtendo-se o diagndstico citopatoldgico do tumor.

Ap6s esta coleta realizava-se nova puncdo com agulha 18G. Esta amostra, de
tamanho maior, era desprezada em papel seda (3 x 1cm) e, depois de seca, mergulhada
em tubo de vidro contendo formol 10% (2 mL). Posteriormente, os tubos com o0s
materiais imersos eram encaminhados ao Laboratério de Patologia Veterindria da
Universidade Federal de Santa Maria (LPV - UFSM) para processamento e andlise

histopatoldgica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A histopatologia evidencia a morfologia das células e tecidos. Contudo, a
amostra deve ter um tamanho adequado para a confec¢@o dos cortes histolégicos. Esse
tamanho € obtido geralmente apenas com o uso de bidpsia incisional, 0 que nem
sempre € de ficil acesso ao clinico de pequenos animais. Neste trabalho, o material
coletado por PAAF, de tamanho menor do que o coletado por bidpsia foi satisfatério
em 33,3% dos exemplares enviados a histopatologia (Tabela 1). Desta maneira, pode-
se perceber que, se uma pequena amostra for coletada de um local com significante
populacdo de células, o exame histopatoldgico terd bons resultados. Na figura 1, as
imagens A, C e E (exame citopatologico), fazem um comparativo com as imagens B,
D e F (exame histopatoldgico), respectivamente. Na citopatologia podem-se observar
células neopldasicas arredondadas e fusiformes, com citoplasma basofilico, cromatina
nuclear frouxa e um nucléolo grande e evidente conforme descrito por COWELL et
al., 2008.

Neste trabalho houve somente um ponto de coleta para o exame

histopatolégico, o que pode ter gerado alguns resultados negativos em relacdo a
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técnica adotada. Portanto, para o aperfeicoamento da coleta, recomenda-se que mais
pontos sejam puncionados a procura de uma drea neopldsica de maior esfoliagdo. Com
base neste propdsito, uma alternativa de se obter maior amostragem de tecido
neopldsico seria aumentar o calibre da agulha utilizada na pungdo para 16G,
procedendo a coleta pelo mesmo orificio em varios angulos, resultando assim, mais de
uma amostra (DAVID et al., 1996). A Tabela 1 contém os resultados das amostras

coletadas utilizando a nova técnica proposta e enviadas ao exame histopatolégico.

N° DA AMOSTRA RESULTADO
1 Compativel com osteossarcoma
2 Coagulos sanguineos
3 Codgulos sanguineos
4 Compativel com osteossarcoma
5 Poucas células neopldsicas e codgulos sanguineos
6 Coagulos sanguineos
7 Codgulos sanguineos e tecido conjuntivo
8 Codgulos sanguineos
9 Coagulos sanguineos e tecido conjuntivo
10 Compativel com osteossarcoma
11 Poucas células neopldsicas e codgulos sanguineos
12 Compativel com osteossarcoma

Tabela 1 - Resultados das amostras de osteossarcoma colhidas por puncdo com agulha fina
(PAAF) e enviadas ao exame histopatoldgico.
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Figura 1 - Imagens mostrando os resultados dos exames citolgicos (a
esquerda) e histopatoldgicos (a direita) de osteossarcoma canino coletados
PAAF. As fotomicrografias do aspecto citopatolégico demonstram células
neopldsicas envoltas por matriz osteéide (A, C, E). As fotomicrografias do
aspecto histopatolégico demonstram codgulo sanguineo (B), coldgeno com
poucas hemdcias (D) e células neopldsicas em meio a um codgulo sanguineo (F).
Hematoxilina e eosina, 200x. As imagens A e B, C e D, E e F correspondem aos
exames citopatolégico e histopatolégico dos cées 1,2 e 7, respectivamente.

O exame radiogrifico atua como uma ferramenta auxiliar na PAAF,
diminuindo a possibilidade de erro durante a sua execucdo. E importante que a drea a
ser puncionada seja bem delimitada na tentativa de que a amostra seja representativa
para o diagndstico do neoplasma (ROBAINA et al., 2007). Neste estudo, as amostras
colhidas para citologia apresentaram inimeras células neopldsicas e matriz ostedide,
conferindo o diagndstico de osteossarcoma conforme citam ROSSEN et al. (2000) e
COWELL et al. (2008). No entanto, para a histopatologia, algumas amostras colhidas
por PAAF foram pequenas, podendo-se, assim, adequar a técnica para novas

investigacoes.
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Dos 12 casos estudados, 100% tiveram diagndstico citopatolégico de
osteossarcoma. Nas laminas foram encontradas células mesenquimais neopldsicas
contendo vdrias alteragdes, como: anisocitose, citoplasma basofilico pouco
vacuolizado, presenca de matriz ostedide, caracteristica do osteossarcoma, cromatina
nuclear grosseira e nucléolos evidentes, como se pode observar nas imagens A, C e E
da Figura 1 (COWELL et al., 2008).

Além destas células havia grande quantidade de hemdcias, um achado comum,
pois o osteossarcoma € um tumor muito agressivo com acentuada angiogénese
(COOMBER et al., 1998; COWELL et al., 2008). Com isso, € importante que sejam
feitas sempre vdrias laminas a cada puncao, com o intuito de que o esfregaco fique o
melhor possivel para uma boa andlise. Ainda, para que o diagndstico ndo seja
duvidoso, as amostras devem ser colhidas em dareas livres de necrose e intensa
inflamagdo. Mesmo tendo sido encontrado edema com aspecto inflamatério em alguns
dos casos de osteossarcoma deste trabalho, o exame citolégico ndo ficou prejudicado,
conseguindo com a PAAF desviar das dreas de necrose e inflamacdo, caracteristicas de
neoplasias com rapido crescimento (ZUCCARI et al., 2001).

Neste trabalho foi observado o desenvolvimento de osteossarcoma em caes de
diversas idades (média de 8,5 anos). Além disso, 75% dos tumores localizavam-se em
membros tordcicos, nos quais a maior parte do peso corporal € sustentada. Outra
caracteristica € a predominancia deste tumor em caes machos (RECH et al., 2004 e
KUMAR et al., 2005). Dados também encontrados na presente pesquisa.

Na maioria dos cdes (66,7%) foi encontrada elevacdo da FA devido a lesdo
O6ssea, concordando com DEAN et al., (1994); GARZOTTO et al., (2000);
THOMPSON e POOL, (2002). O aumento da atividade desta enzima € também
indicativo de prognéstico desfavordvel, estando diretamente ligado a metéstases
(FOSSUM, 2001; DALECK et al., 2002). Todavia, o paciente amputado pode
permanecer com a enzima inalterada, como ocorreu no cao n° 4 deste estudo, que
recebeu terapia antineopldsica com cisplatina ainda antes da amputacdo do membro.
Atualmente, o c@o encontra-se livre de metdstases e ja com 14 meses de sobrevida.

Em muitos casos, os proprietdrios de cdes com osteossarcoma desistem do
tratamento, acarretando maior sofrimento para o animal. Como este tumor possui
caracteristicas muito agressivas ao hospedeiro, a ocorréncia de metdstases € evidente,
resultando em eutanasia (GOMES et al., 2008). Neste estudo houve a existéncia de

pacientes nao tratados (41%) que sobreviveram por poucas semanas.
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CONCLUSAO

De acordo com esta pesquisa pode-se concluir que a técnica de PAAF proposta
€ vidvel para andlise histopatologica. Estes resultados apontam para uma possivel
adequacdo da metodologia, podendo-se investigar a eficicia desta técnica para o
exame histopatoldgico, tanto para o osteossarcoma canino como para outros

neoplasmas caninos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, com o avanco da medicina, a expectativa de vida de
homens e animais tem aumentado, propiciando a elevada incidéncia de
neoplasias. Em contrapartida, a tecnologia, tanto da Medicina Humana quanto
da Veterinaria, desenvolve metodologias para diagnosticar e tratar os diversos
tipos de tumores. Por isso, em certos casos, 0 desenvolvimento de novas
técnicas de coleta de material neoplasico torna-se crucial para a sobrevida
dos animais.

Os tumores sao diagnosticados por diversos tipos de exames,
entretanto, nenhum exame pode diagnosticar isoladamente. Portanto, é
importante enfatizar a relacdo entre os tipos de exames e a condicédo de vida
do paciente, pois certos tumores, como o osteossarcoma, tém curso rapido e
o tratamento instituido deve ser iniciado logo apés o diagnostico definitivo, o
gue nem sempre ocorre.

As respostas entre os diferentes métodos de coleta (bidpsia incisional e
PAAF) para o osteossarcoma ficam explicitas em diversos casos, tanto apos
a obtencdo das amostras quanto para inicio do tratamento antineoplasico.
Assim, com este trabalho pode-se aperfeicoar a nova técnica de coleta,
minimizando traumatismos causados pela técnica usual de amostragem para
exame histopatolégico, o que garante um bom diagnéstico, dando chances de

uma maior sobrevida para o paciente.
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5 CONCLUSOES

A partir deste estudo conclui-se que:

- O exame citopatoldgico, através de PAAF, contribui grandemente na
rotina clinica, pois além de identificar o tipo de neoplasma, também a
diferencia de outros tipos de lesdes. Além disso, a técnica é de facil
realizacdo, tem baixo custo, é rapida, eficaz e ndo provoca efeitos colaterais

ao paciente;

- A nova técnica de coleta para a histopatologia em tumores 6sseos
proposta nesta monografia é util, mas deve ser aperfeicoada e introduzida na
clinica de pequenos animais, a fim de trazer beneficios diagndsticos e abrir
caminhos para novos estudos em oncologia. Assim, pesquisas posteriores
com algumas modificagbes poderdo investigar ainda mais a eficacia desta

metodologia.
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