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Introducdo: O mastocitoma, uma das neoplasias malignas de pele mais
comuns dos cées, ¢ normalmente classificado em trés graus histoldgicos [1].
Recentemente, um novo método de classificagao foi proposto, subdividindo estes
tumores em apenas duas classes [2], com intuito de minimizar variagdes entre
observadores, principalmente em relagdo aos tumores de grau II, e de tornar
mais precisa a avaliagdo prognostica para esta neoplasia. Semelhantemente,
diversos outros métodos histomorfoldgicos e imuno-histoquimicos tém sido
propostos no intuito de prever o comportamento desta neoplasia e melhorar
os tratamentos disponiveis [3]. Sabe-se que para o desenvolvimento tumoral
hd necessidade de interagdo entre células e outros elementos teciduais, além
de atividade proliferativa consideravel e evasao da morte celular. A apoptose
ocorre naturalmente em quase todos os tipos de células. A principal forma
de ativagdo deste processo se da pela via intrinseca, gerando o estimulo de
morte por meio da formag¢ao de um complexo denominado apoptossomo. Este
cliva caspases executoras, entre elas a caspase 3, desencadeando os eventos
como a degradagio e fragmentagdo nucleossomal. Alteragdes na expressio
de caspase 3 podem ser consideradas como importantes para a progressao de
tumores e para a resisténcia aos tratamentos [4]. Devido & sua importéncia na
execucdo do processo de apoptose, a sua quantificagao pode ser um importante
marcador progndstico para mastocitomas cutineos caninos. O objetivo desta
pesquisa foi a caracterizagdo da expressiao imuno-histoquimica da caspase
3 em mastocitomas cutdneos caninos, e a verificagdo das possiveis relagdes
com graduagdo histopatolégica. Materiais e Métodos: Quarenta e
oito amostras de mastocitomas cutdneos caninos provenientes do Hospital
Veterinario da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA-
USP), bem como de Hospitais e Clinicas Veterinarias colaboradoras foram
processados rotineiramente para histopatologia. Cortes histologicos foram
corados com Hematoxilina e Eosina [5] para diagnostico e graduagao quanto
a diferenciagao celular, segundo os dois métodos de classificagdo mais
utilizados [1,2]. Para as reagdes imuno-histoquimicas foi efetuada a incubagao
com o anticorpo primdrio anti-caspase 3 (policlonal de coelho anti-caspase 3
humana, Abcam, c6d. ab4051), na diluicao de 1:1500. As laminas de controle
negativo foram incubadas com IgG em substitui¢do ao anticorpo primario e
processadas simultaneamente para confirmar a especificidade dos anticorpos.
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A imunomarcagdo para caspase 3 foi classificada, por 3 observadores
simultdneos, em cinco campos de intensa marcagao (“hot spots”) como:
negativa, para os tumores sem expressdo da proteina; 1+, para lesdes com
até 1% de células neopldsicas marcadas; ou 2+, para expressao em mais de 1%
das células tumorais, conforme realizado por outros [4]. Os resultados foram
comparados aos trés graus histopatologicos, por meio de ANOVA/Kruskal-
Wallis, seguido de pds-testes de Dunn, ou pelo teste Mann-Whitney, com nivel
de significincia estabelecido em 5%. Resultados: Foi observada marcagio
citoplasmatica, finamente granular, em células isoladas (Figura 1) ou em
pequenos grupos celulares (Figura 2). A distribui¢do dos casos analisados em
fungéo dos escores de marcagio para caspase 3 e classificagdo histopatoldgica
estao descritos na Tabela 1.
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Figura 1 - Fotomicrografia de mastocitoma cutaneo canino apresentando célula isolada positiva para

caspase 3. Obj. 100x. Contracolora¢ao com Hematoxilina de Harris

Figura 2 - Fotomicrografia de mastocitoma cutaneo canino apresentando grupo de células positivas para

caspase 3. Obj. 40x. Contracoloragio com Hematoxilina de Harris

Tabela 1 - Distribui¢io dos casos analisados em fung¢do dos escores de marcagdo para caspase 3 e

classificagao histopatologica utilizada

Patnaik et al. [1]

Escore Graul Grau II Grau III Baixo grau Alto grau
para caspase 3* (n=8) (n=28) (n=12) (n=28) (n=20)
o 4 (50,0%) 10 (35,7%) 8 (66,7%) 12 (42,9%) 10 (50,0%)
I+ 1(12,5%) 11 (39,3%) 4(33,3%) 7 (25,0%) 9 (45,0%)
2+ 3 (375%) 7 (25,0%) 0 (0,00%) 9 (32,1%) 1(5,0%)

* 0 = negativo; 1+ = até 1% de células marcadas; 2+ = mais de 1% de células marcadas

Nao foram detectadas diferencas estatisticamente significantes para
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imunomarcagdo de caspase 3 entre os graus histopatoldgicos, tanto quando
considerada a classificagao de Patnaik e colaboradores [1] (p=0,1189), como
quando a de Kiupel e colaboradores [2] (p=0,2328). Apesar disso, foi obervada
uma tendéncia dos tumores de maior grau apresentarem menor nimero de
células positivas para caspase 3. O aumento do nimero de casos analisados,
ou a utilizagao de outros métodos de quantificagiao das reagoes poderao
trazer resultados mais consistentes a respeito. Conclusao: Os resultados
do presente estudo apontam que os mastdcitos neoplasicos cutdneos caninos
expressam caspase 3 com frequéncia variavel, mas sugerem a auséncia de
diferengcas estatisticamente significativas entre os graus histopatoldgicos desta
neoplasia. Agradecimentos: a FAPESP (processo 2013/13252-8) e a0 CNPq
(PIBIC 382/2014).
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Introducdo: Nos ultimos anos a constatagdo de que muitas substancias
produzidas para diferentes fins podem afetar o sistema enddcrino dos animais
¢ uma preocupagao de grande importéncia toxicologica a medida que tais
substincias podem se tornar contaminantes ambientais. Por alterarem a
homeostase de diferentes hormonios, tais substincias passaram a ser chamadas
de “desreguladores enddcrinos” (DE). Um exemplo é a atrazina (ATR),
herbicida, largamente utilizado na agricultura em varias partes do mundo,
inclusive no Brasil. Assim, o presente trabalho foi delineado para avaliar o
potencial DE da atrazina em caprinos machos. Para isto, os animais foram
divididos em dois grupos; um experimental, que recebeu a atrazina (ATR,
n=s), na dose de 7,5mg/kg/dia, via oral, por um periodo de 60 dias; e um
grupo controle (CO, n=5), que nio recebeu qualquer tratamento experimental.
Quinzenalmente até o 60° dia experimental, foram realizadas as analises:
hematoldgica, bioquimica e reprodutiva. Nao foram observadas diferencas
significantes entre os valores destes diferentes parametros entre os animais dos

diferentes grupos. Contudo qualquer conclusio a respeito do efeito DE da ATR

em ruminantes neste momento seria precipitada, haja vista que o protocolo
proposto para tal avaliagdo compreende um periodo experimental de até 120
dias, sendo os resultados aqui apresentados parciais obtidos até o 60° dia de
experimento. Introducao: Nos tltimos anos foi constatado que muitas
substéncias produzidas para diferentes fins podem afetar o sistema enddcrino
dos animais e passaram a ser de grande importancia toxicolégica a medida
que se tornam contaminantes ambientais. Por alterarem a homeostase de
diferentes hormonios, estas substincias tem sido chamadas de “desreguladores
endécrinos” (DE) [1]. Neste sentido, alguns herbicidas, inseticidas e fungicidas
ja mostraram sua atividade DE, em roedores, anfibios e peixes [2,3,4,5,6].
Hé muito se tem ciéncia dos efeitos das substancias DE sobre animais de
laboratério, tais como roedores; porém uma busca na literatura deixa clara
a auséncia de estudos e de protocolos para avaliacdo de DEs em animais de
produgido como os ruminantes. A exposigdo a estes diversos DEs, sejam eles
agentes terapéuticos e/ou produtos quimicos contaminantes ambientais,
pode ter grande impacto econémico na produgdo de ruminantes [7]. Um
exemplo ¢ a atrazina (ATR), um herbicida, largamente utilizado nas culturas
de milho e cana-de-agucar em vdrias partes do mundo, inclusive no Brasil.
Atualmente sabe-se que a ATR é um DE [8]. Seus efeitos em roedores machos
adultos revelaram alteragdes como: redugido do numero e da motilidade
dos espermatozoides [8], retardo da maturagdo sexual, atrofia testicular e
diminui¢do dos niveis de testosterona [9]. Assim, tendo em vista os riscos da
exposi¢do de ruminantes aos DEs o presente trabalho foi delineado para avaliar
o potencial DE da atrazina em caprinos machos. Para isso foi empregado o
protocolo para avaliacdo de possiveis DEs em ruminantes que vem sendo
desenvolvido por este grupo de pesquisa [10]. Materiais e métodos:
Foram utilizados bodes adultos (18 meses), da raga Pardo Alpina. Previamente
os animais foram separados em dois grupos: um experimental, que recebeu a
atrazina (ATR, n=5), na dose de 7,5mg/kg/dia, via oral, por um periodo de 60
dias; e um grupo controle (CO, n=5), que ndo recebeu qualquer tratamento
experimental. Todos os animais tiveram a sua dieta complementada com cana-
de-agucar (Sacharum officinarum L.), ragdo comercial, suplementagdo mineral
e agua, ad libitum. Quinzenalmente, os animais foram pesados e clinicamente
avaliados. Nos dias experimentais o, 30 e 60, foi mensurado o perimetro
escrotal e aferida a consisténcia testicular dos animais; posteriormente foi
realizada a coleta do sémen por eletroejaculagdo para monitoramento dos
seus perfis espermaticos, as amostras de semém foram submetidas a avaliagao
computadorizada da motilidade espermatica e andlise de morfologia.
Também nestas mesmas datas foi coletado o sangue dos animais para
dosagem de enzimas e de componentes sanguineos: proteina total, albumina,
ureia, creatinina, aspartato amino transaminase, gama glutamil transferase,
leucocitos, eritrécitos, hemoglobina, plaquetas. Resultados: Nio foi
evidenciada nenhuma manifestacdo clinica caracteristica da intoxicagao pela
ATR. Também nio foi observada nenhuma alteragdo digna de nota referente
a: frequéncias cardiaca e respiratdria, temperatura corpdrea, coloragao de
mucosas e ganho de peso em ambos os grupos. As dosagens enzimaticas e os
componentes sanguineos mostraram flutuagoes de algumas varidveis, porém
esses valores permaneceram dentro dos limites normais para a espécie caprina.
A avaliagdo androldgica realizada ndo revelou alteragdes estatisticamente
significantes entre os grupos nas varidveis: consisténcia testicular e perimetro
escrotal. Da mesma forma, também nao foram observadas alteragdes na
motilidade e morfologia espermatica. Embora os resultados parciais obtidos
até o presente nio revelem qualquer efeito DE da ATR, espera-se que com
a exposi¢ao dos animais por um periodo maior, bem como com as analises
hormonais e histopatoldgicas a serem realizadas ao término do periodo
experimental venha a ser obtida uma conclusio mais precisa sobre o potencial
DE da ATR em ruminantes, sabendo que este herbicida é um DE classico
para roedores. Conclusdao: Qualquer conclusio a respeito do efeito DE
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