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RESUMO

Osteossarcoma é uma neoplasia 6ssea primaria maligna, heterogénea quanto ao
padrdo histolégico. O tipo central € a forma mais comum. A classificacéo histolégica
é feita de acordo com o tipo e a quantidade de matriz 6ssea e pelas caracteristicas
celulares. Dezesseis amostras de osteossarcoma canino centrais foram
selecionadas, processadas histologicamente, classificadas e documentadas. Os
casos de osteossarcoma do subtipo osteoblastico prevaleceram (46,70%), seguido
pelos condroblasticos (26,70%), fibroblasticos (20%) e misto (6,60%).
PALAVRAS-CHAVE: Cao, histomorfologia, sarcoma, tumor 6sseo

HISTOPATHOLOGICAL CLASSIFICATION OF THE SUBTYPES OF CENTRAL
CANINE OSTEOSARCOMA

ABSTRACT

Osteosarcoma is a primary malignant bone neoplasm, heterogeneous regarding
histhological pattern. The central type is the most common form. The
histopathological classification is performed according with the type and amount of
ossea matrix and the cell characteristics. Sixteen samples of central canine
osteosarcoma were selected, histologically processed, classified and documented.
The cases of subtype of osteoblastic osteosarcoma have prevailed (46.70%),
followed by chondroblastic (26.70%), fibroblast (20%) and mixed (6.60%).
KEYWORDS: Bone tumor, dog, histomorphological, sarcoma
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INTRODUCAO

O osteossarcoma canino € um tumor heterogéneo (MUFF et al., 2012), com
padrées histolégicos diversificados, constituido por varios tipos celulares que,
provavelmente, sdo originados de uma unica célula mesenquimal pluripotente ou de
osteoblastos imaturos, que sofrem diferenciagéo diversificada (CAVALCANTI, 2007).
E uma das mais frequentes neoplasias 6sseas malignas, pertencendo ao grupo de
tumores primitivos que produzem tecido 6sseo e podendo, também, ser conhecido
como sarcoma osteogénico ou sarcoma osteoblastico (PROSPERO, 2001).

Dentre as neoplasias Osseas primarias malignas comuns em caes, 0S
osteossarcomas representam as mais prevalentes (NELSON & COUTO, 2006). E
localmente invasivo, altamente metastatico e torna-se progressivamente mais
doloroso a medida que vai crescendo e promovendo destruicdo 6ssea (KRAJARNG
et al., 2012). Por ser, também, o tumor 6sseo primario mais comum em humanos e
apresentar caracteristicas similares as dos cées, a incidéncia em cées faz com que o
estudo nesta espécie proporcione melhor entendimento da neoplasia no ser humano
(MEHL et al., 2001).

A metastase pulmonar ocorre em 30% a 90% dos pacientes e € a principal
responsavel pela mortalidade. A sobrevida em pacientes com osteossarcoma tem
melhorado com o advento da poliquimioterapia e 0 avanco das técnicas cirirgicas.
No entanto, ainda existe a necessidade de validar melhores marcadores de
prognéstico, e agentes terapéuticos (SANTOS, 2009; ANGSTADT et al.,, 2011;
ZHANG et al., 2011; FLORES et al., 2012; OSBORNE & KHANNA, 2012; RAO-
BINDAL et al., 2012; OUYANG et al., 2013). Na ultima década, as plantas e outras
fontes naturais tornaram-se alvo de estudos na tentativa do desenvolvimento de
novos agentes antineoplédsicos (ZHANG et al.,, 2013). Além disso, sistemas de
modelo tém sido utilizados a partir do tumor primario, submetidos a cultura ou
interacbes com hospedeiros de espécies diferentes, para estudar e testar novas
substancias terapéuticas (KUIJJER et al., 2011). Terapia fotodindmica também
mostrou-se eficaz em linhagem de células de osteossarcoma humano (REIDY et al.,
2012).

O tumor foi classificado, quanto ao tipo de matriz, por CARLTON & MCGAVIN
(1998) em simples: quando o tecido 6sseo é formado numa matriz cartilaginosa;
composto: quando osso e cartilagem estdo presentes; e pleomorfico: anaplasico
com apenas algumas ilhas de ostedide presente. Os casos com grau avancado
apresentam cariétipo complexo e numerosas aberracdes genéticas. As aberracoes
cromossbmicas dificultam a identificacdo das caracteristicas desta neoplasia
(NAML@S et al, 2012). No entanto, o sistema mais utilizado € baseado na
Classificacdo Histoldégica de Tumores Osseos e das Articulagdes dos Animais
Domeésticos, proposto pela Organizacdo Mundial de Saude, que divide o
osteossarcoma em Forma Periférica e Forma Central (MORRIS & DOBSON, 2001,
PROSPERO, 2001; MEUTEN, 2002; THOMPSON & POOL, 2002).

A Forma Periférica € a menos frequente, com caracteristicas clinicas,
evolutivas e anatomopatologicas distintas da forma central. Cresce na superficie
O0ssea e é classificada, levando em consideracdo o aspecto predominante, nos
subtipos: periosteal e parosteal. O periosteal cresce na cortical 0ssea sob o
periosteo e ndo invade o canal medular. O parosteal cresce na superficie 6ssea
sobre a cortical (MORRIS & DOBSON, 2001; PROSPERO, 2001; MEUTEN, 2002).

A Forma Central € a mais comum, com aspectos clinicos, radiogréaficos e
anatomopatoldgicos bem definidos. Cresce no interior do osso, rompe a barreira
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cortical e periostal, comprimindo as partes moles adjacentes, tornando-se tumor
extracompartimental. Possui uma variabilidade de aspectos histologicos e é
classificada nos  subtipos:  osteoblastico, condroblastico, fibroblastico,
teleangectasico, indiferenciado ou pobremente diferenciado e do tipo de células
gigantes (PALMER, 1992; DOIGE & WEISBRODE, 1998; MORRIS & DOBSON,
2001; PROSPERO, 2001; MEUTEN, 2002; THOMPSON & POOL, 2002; WOLFE et
al., 2011).

As caracteristicas histologicas dos diversos subtipos sdo descritas
isoladamente. No osteoblastico predomina a producdo de traves osteoides
mineralizadas, circundadas por osteoblastos atipicos. A maioria, 60% a 70%, dos
pacientes apresenta este subtipo (MUFF et al.,, 2012). JA& no condroblastico
prevalece tecido cartilaginoso com matriz hialina ou aspecto mixdide, com
osteogénese escassa. No fibroblastico sobressaem células fusiformes, fibroblastos
atipicos, com escasso ostedide e no telangectasico predominam capilares ou
lacunas sanguineas irregulares, com traves osteoides neoplasicas. O indiferenciado
€ caracterizado por pequenas células indiferenciadas com raras traves ostedides. No
tipo de células gigantes ha predominio de areas contendo células gigantes
neoplasicas multinucleadas. MORRIS & DOBSON (2001); PROSPERO (2001);
MEUTEN (2002); THOMPSON E POOL, 2002.

A classificacdo histologica é feita de acordo com o tipo e a quantidade de
matriz e pelas caracteristicas celulares (NEUWALD et al.,, 2006). Segundo
THOMPSON (2007), os subtipos sdo adaptacdes do sistema desenvolvido para
osteossarcomas humanos e sédo utilizados pelos patologistas veterinarios. O céo
possui apresentacdo clinica e biologica, histologia do tumor primario e padrdo de
propagacédo de metastases semelhantes ao osteossarcoma humano. Outra relacao
diz respeito as anomalias citogenéticas do osteossarcoma, que sao conservadas
entre estas espécies. Além disso, a oncologia comparativa integra o estudo da
ocorréncia natural, biologia e terapia de neoplasias em animais e humanos.
(ANGSTADT et al., 2011; STEIN et al., 2011; ROWELL et al., 2011; WOLFE et al.,
2011; LANGDON, 2012; OSBORNE & KHANNA, 2012).

Diante do exposto, o0 presente estudo teve por objetivo classificar os subtipos
da forma central de casos de osteossarcoma canino, provenientes do Setor de
Patologia Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de
Goias.

MATERIAL E METODOS

Foram revisadas fichas de exames histopatologicos obtidos dos arquivos do
Laboratério de Patologia Animal/lEVZ/UFG, do periodo de janeiro de 2007 a
dezembro de 2012. Neste estudo, foram considerados todos os diagndsticos
histopatolégicos de fragmentos de tecido originados de biopsias. Apés analise dos
protocolos, foram selecionadas 15 amostras, previamente incluidas em parafina,
dentre os casos com diagndstico de osteossarcoma canino de forma central. Em se
tratando de material de arquivo do Setor de Patologia Animal, ndo houve acesso aos
protocolos de avaliagéo clinico/cirargico dos casos estudados.

Os fragmentos foram reemblocados em parafina, seguindo o protocolo de
rotina do Laboratério. Cortes de 5 pum foram obtidos dos fragmentos de
osteossarcoma canino em micrétomo automatico e distendidos em laminas
histologicas. Os protocolos de rotina do Laboratério de Histopatologia, do Servigo de
Patologia da Escola de Veterinaria e Zootecnia da UFG, foram utilizados para as
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coloracdes Hematoxilina — Eosina (LUNA, 1968). As laminas foram montadas com
Entellan (Merck) e laminulas histologicas. A analise foi feita em microscépio de luz
comum, inicialmente em menor aumento (32x), seguindo-se aos aumentos
subsequentes (100x, 250x e 400x).

A classificacdo histolégica foi realizada com base na andlise das células
malignas da matriz, seguindo a Classificacdo Histologica de Tumores Osseos e das
Articulacbes dos Animais Domesticos, proposta pela Organizacdo Mundial de Saude
(THOMPSON & POOL, 2002).

As analises foram documentadas por meio de fotomicrografias utilizando-se
de um microscépio de luz acoplado a um computador com software de captura de
imagens (Leica Aplication Suite).

Para a analise estatistica, foi utilizado o teste ndo paramétrico x2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de registros avaliados, foram reclassificados 15 casos de
osteossarcoma de forma central. Destes, sete casos (46,70%) de osteoblastico,
guatro casos (26,70%) de condroblastico, trés casos (20%) de fibroblastico e um
caso (6,60%) apresentando caracteristicas de forma mista (Figura 1).

Osteossarcoma Canino Forma Central

m Osteoblastico
(46,70%)

m Condroblastico
(26,70%)

Fibroblastico
(20,00%)

= Misto (6,60%)

FIGURA 1 - Total de Osteossarcomas de Forma Central
encontrados durante a andlise dos arquivos do
Laboratério de Patologia Animal/EVZ/UFG

Nas ocorréncias de osteossarcoma osteoblastico (Figura 2), foram
observadas alteracdes microscopicas como proliferacdo de células blasticas, com
nacleo de formato oval a alongado, cromatina densa, anisocariose, nucléolo
evidente e raras figuras de mitose. O citoplasma dessas células apresentava-se
levemente basofilico, com bordas indistintas. A proliferacdo celular estava separada
por uma matriz 6ssea madura e, por vezes, foram vistas areas basofilicas intensas,
condizentes com matriz 6ssea neoformada.
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células blasticas, com nacleo de formato oval a alongado, cromatina
densa, anisocariose, nucléolo evidente, associado a uma matriz
O0ssea madura. Por vezes foram observadas areas basofilicas
intensas, condizentes com matriz 6ssea neoformada. HE, 100x e
200x, respectivamente.

No subtipo condroblastico (Figura 3) havia uma intensa diferenciacdo das
células mesenquimais blasticas em condrécitos neoplasicos, com citoplasma
moderado a acentuadamente basofilico, nucleo excéntrico e levemente basofilico
com halo claro perinuclear. Os condroblastos estavam separados por uma matriz
cartilaginosa, por vezes com aspecto mixoide e, raramente, foram vistas areas de
osteogénese.

FIGURA 3 - Fotomicrografias de osteossarcoma condroblastico canino com
intensa diferenciacdo das células mesenquimais blasticas em
condrocitos neoplasicos, citoplasma moderado a acentuadamente
basofilico, nucleo excéntrico e levemente basofilico com halo claro
perinuclear. HE, 100x.

Nos casos de osteossarcoma fibroblastico (Figura 4), as alteracdes
histopatologicas observadas foram de intensa proliferacdo de células fusiformes, em
forma de feixes, com nucleo alongado, cromatina densa, nucléolo evidente, raras
figuras de mitose e moderada producdo de estroma conjuntivo. Esses feixes
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celulares estavam delimitados por trabéculas de tecido 6sseo maduro.

FIGURA 4 — Fotomicrografias de osteossarcoma fibroblastico canino, intensa
proliferacdo de células fusiformes, em forma de feixes, com nucleo
alongado, cromatina densa, nucléolo evidente, raras figuras de
mitose e moderada producdo de estroma conjuntivo. HE, 100x e
200x, respectivamente.

Houve um caso de osteossarcoma misto (Figura 5), onde foi visualizada
intensa proliferacdo de células neoplasicas, com moderado pleomorfismo e
anisocariose, nucléolo evidente, citoplasma levemente basofilico e raras figuras de
mitoses. Essas células formavam, em todos os campos observados, estruturas
multinucleadas, denominadas de células gigantes. Nao foi observada formacéo de
tecido Gsseo.

¥, SR T RN DA ) ety
FIGURA 5 — Fotomicrografias de osteossarcoma misto canino, com trés subtipos
diferentes. A) Padrdo condroblastico: com intensa diferenciacdo das
células mesenquimais blasticas em condroécitos neoplasicos. HE,
200x. B) Padrdao de células gigantes: com intensa proliferacdo de
células neoplédsicas, moderado pleomorfismo e anisocariose,
formando estruturas multinucleadas, denominadas de células
gigantes. HE, 200x. C) Padrao de osteoblastico: com proliferacdo de
células blasticas, com nucleo de formato oval a alongado. HE, 200x.
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A predominancia dos casos de osteossarcoma osteoblastico (46,70%)
corrobora com os achados de PATNAIK (1990); HAMMER et al. (1995);
KIRPENSTEIJN et al. (2002); THOMPSON & POOL (2002); CAVALCANTI et al.
(2004) e CUTILLI et al., 2011. Quanto as caracteristicas observadas destacaram-se
a anisocariose e cromatina densa, e de acordo com GOLDSCHIMIDT & THRALL
(1985) o grau de pleomorfismo celular é variavel, podendo-se encontrar células
gigantes multinucleadas espalhadas por todo tumor.

O segundo tipo mais encontrado foi o condroblastico (26,70 %). Dos 52 casos
avaliados por CAVALCANTI et al. (2004) 22,2% foram classificados como
condroblastico, CUTILLI et al. (2011) relataram 15,8%, enquanto HAMMER et al.
(1995) encontraram 2% em 45 casos, e KIRPENSTEIJN et al. (2002) 5% de 166
casos de osteossarcoma canino. O aspecto histopatoldégico de condroblastos
separados por uma matriz cartilaginosa estdo de acordo com as descricdes de
PALMER (1992).

Neste estudo, 20% dos osteossarcomas eram fibroblasticos, o que difere do
valor de 3,4% relatado por CUTILLI et al. (2011).THOMPSON & POOL (2002)
afirmaram que o tipo fibroblastico normalmente apresenta lesfes 0sseas liticas que
geralmente evoluem para forma mista, enquanto suas células fusiformes
neoplasicas aumentam sua capacidade de formar matriz 6ssea mineralizada. A
observacéo das células fusiformes formando feixes e do tecido 6sseo maduro nos
trés casos (20%) analisados confirma essa capacidade do tecido neoplasico.
Segundo MISDORP & HART (1979), cdes com osteossarcoma fibroblastico tém
melhor progndéstico que os outros subtipos. DUMPALA et al. (2012) descreveram 0s
osteossarcomas condroblasticos e fibroblasticos com a mesma probabilidade de
ocorréncia.

Nenhum caso foi classificado como telangectasico, mas segundo
THOMPSON & POOL, 2002 esse tipo € caracteristicamente muito agressivo e pode
ser confundido com metastase de hemangiossarcoma. Algumas areas estédo
preenchidas por sangue circundado por células neoplasicas e nao por células
endoteliais (MAHAFFEY & GREENE, 1985; PALMER, 1992; DOIGE &
WEISBRODE, 1998). Achados de HAMMER et al. (1995) foram os mesmos em
namero (9%) para os tipos fibroblastico e telangectasico. No presente estudo foram
encontrados padrBes condroblasticos, osteoblasticos e de células gigantes no
osteossarcoma misto. Dos casos de osteossarcomas centrais mistos, a combinacao
celular mais relatada €é a dos subtipos osteoblastico e condroblastico
(KIRPENSTEIJIN et al.,, 2005; CAVALCANTI et al., 2004). HAMMER et al. (1995)
encontraram 16% em 45 casos de subtipo misto, o que supera nossos resultados.

CONCLUSAO

Diante da metodologia aplicada e os resultados obtidos, pode-se concluir que
0s casos de osteossarcoma do subtipo osteoblastico sdo os mais comuns, seguidos
pelos condroblasticos, fibroblasticos e misto, o que esta de acordo com a literatura
consultada.
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