imunomarcagdo de caspase 3 entre os graus histopatoldgicos, tanto quando
considerada a classificagdo 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 utilizagdo de outros métodos de quantificagdo das reagdes poderdo
trazer resultados mais consistentes a respeito. Conclusdo: Os resultados
do presente estudo apontam que os mastdcitos neoplasicos cutneos caninos
expressam caspase 3 com frequéncia varidvel, mas sugerem a auséncia de
diferengas 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 end6crino dos animais
¢ uma preocupagao de grande importancia toxicologica a medida que tais
substincias podem se tornar contaminantes ambientais. Por alterarem a
homeostase de diferentes hormonios, tais substancias 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 ndo 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
substancias produzidas para diferentes fins podem afetar o sistema enddcrino
dos animais e passaram a ser de grande importancia toxicologica 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].
Ha muito se tem ciéncia dos efeitos das substincias DE sobre animais de
laboratodrio, tais como roedores; porém uma busca na literatura deixa clara
a auséncia de estudos e de protocolos para avaliacdo de DEs em animais de
produgdo como os ruminantes. A exposigao 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-agtcar 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: redugdo 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
exposicdo 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 avaliagdo 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, suplementagao mineral
e dgua, 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 eletroejaculagio 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: Nao foi
evidenciada nenhuma manifestacdo clinica caracteristica da intoxicagao pela
ATR. Também nao foi observada nenhuma alteragéo digna de nota referente
a: frequéncias cardiaca e respiratoria, temperatura corpdrea, coloragao de
mucosas e ganho de peso em ambos os grupos. As dosagens enzimaticas e os
componentes sanguineos mostraram flutuagdes de algumas variaveis, 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. Conclusao: Qualquer conclusio a respeito do efeito DE
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da ATR em ruminantes neste momento seria precipitada, haja vista que o
protocolo proposto para tal avaliagio compreende um periodo experimental
de até 120 dias, sendo os resultados aqui apresentados parciais até o 60° dia
de experimento. Além disso, vale salientar que o presente estudo auxiliard
no desenvolvimento do protocolo para avaliagio DE em ruminantes o qual
vem sendo elaborado por este laboratério. Agradecimentos: O presente
estudo teve auxilio financeiro do Conselho Nacional de Pesquisa (CNPq).
Referéncias

U.S. Environmental Protection Agency. Special report on environmental endocrine disruption:

An effects assessment and analysis. U.S. Environmental Protection Agency, 630/R-96/012, 116
P> 1997.

VINGGAARD, A.M.; HNIDA, C.; BREINHOLT, V;; LARSEN, J.C. Screening of selected
pesticides for inhibition of CYP19 aromatase activity in vitro. Toxicol. In Vitro, v.14, p. 227-234,
2000.

ROLLEROVA, E.E. Interaction of acetochlor with estrogen receptor in the rat uterus.
Acetochlor—possible endocrinemodulator? Gen. Physiol. Biophys, v.19, p.73-84, 2000.

HAYES, T; TSUI, M; HOANG, A.; HAEFFELE, C.; VONK, A. Atrazine-induced
hermaphroditism at 0.1 ppb in American leopard frogs (Rana pipiens); laboratory and field
evidence. Environ. Health Perspect. V.111, p.568-575, 2003.

THIBAUT, R.; PORTE, C. Effects of endocrine disrupters on sex steroid synthesis and
metabolism pathways in fish. J. Steroid Biochem. Mol. Biol, v.92, p.485-494, 2004.

GOAD, R;; GOAD, J; ATIEH, B.; GUPTA, R. Carbofuran-Induced endocrine disruption in adult
male rats. Toxicol. Mech. Methods, v.14, p.233-239, 2004

RHIND SM, EVANS NP, BELLINGHAM M, SHARPE RM, COTINOT C, MANDON-PEPIN B,
et al. Effects of environmental pollutants on the reproduction and welfare of ruminants. Animal,
v.4 (7), p-1227-39, 2010.

KNIEWALD, J.; JAKOMINIC, M.; TOMLJENOVIC, A.; SIMIC, B.; ROMAC, P.; VRANESIC,
D., et al. Disorders of male rat reproductive tract under the influence of atrazine. ] Appl Toxicol,
V.20, p.61-68, 2000.

VICTOR-COSTA AB, BANDEIRA SM, OLIVEIRA AG, MAHECHA GA, OLIVEIRA CA.
Changes in testicular morphology and steroidogenesis in adult rats exposed to Atrazine. Reprod
Toxicol, v.29(3), p.323-331, 2011.

GOTARDO, A. T.; PAVANELLI, E.L.; CARVALHO, H.E; LEMES, K.M.; ARRUDA, R.P;
KEMPINAS, W.G.; GORNIAK, S.L. Endocrine Disruptes Action in Ruminants: a Study of the
Effects of Ipomoea Carnea in Adult Male Goats. Small Ruminant Research, v. 119, p. 81-87, 2014.

CARACTERIZACAO DA MATRIZ EXTRACELULAR
INTRATUMORAL COMO POTENCIAL INDICADOR
PROGNOSTICO PARA MASTOCITOMAS CUTANEOS
CANINOS (PROJETO EM ANDAMENTO)

DANIEL, J."; BARRA, C.N."2; PULZ, L.H."; KLEEB, S.R.3; XAVIER, J.G.3;
NISHIYA, A.T.4; CATAO-DIAS, J.L.2; FUKUMASU, H."; STREFEZZI, R.F".
1 Laboratério de Oncologia Comparada e Translacional (LOCT),
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sdo
Paulo. Av. Duque de Caxias Norte, 225, CEP 13635-900, Pirassununga,
SP, Brasil. E-mail: rstrefezzi@usp.br

2 Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo
Paulo. Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva, 87, CEP 05508-900, Sdo
Paulo, SP, Brasil.

3 Universidade Metodista de S3o Paulo, Rua Dom Jaime de Barros
Céamara, 1000, CEP 09895-400, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil.

4 Universidade Anhembi-Morumbi, Rua Conselheiro Lafaiette, 64, CEP
03164-110, Sdo Paulo, SP, Brasil.

Introducdo: O Mastocitoma, um dos tumores de pele mais comuns
em cdes, representa cerca de 25% de todas as neoplasias cutdneas malignas
nestes animais. A alta frequéncia em ragas originarias dos Bulldogs sugere a
existéncia de uma predisposigao hereditdria [1,2,3,4]. A avaliagdo prognostica
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em casos de mastocitomas cutaneos caninos ¢ realizada de acordo com
a graduagdo proposta por Patnaik et al. [7] e ainda norteia a conduta da
maioria dos médicos veterinarios diante dessa neoplasia. No entanto, tal
critério de classificagdao ¢ considerado subjetivo [8], estimulando pesquisas
com marcadores prognosticos complementares ou mais objetivos [3]. O
microambiente tumoral é formado pela associagdo de componentes quimicos
e bioldgicos, como a vascularizagdo do tecido e a matriz extracelular (MEC).
Sabe-se que a interagdo entre células cancerosas e o microambiente pode
promover o crescimento de um tumor e de protegé-lo do ataque imunolégico
[5]. A MEC é formada por diversas substincias, como coldgeno e elastina,
algumas delas podem se ligar a fatores de crescimento durante a proliferagio
celular tumoral, limitando sua difusdo. A angiogénese, também pode ser
inibida ou estimulada de acordo com a composi¢do da MEC. Enzimas como
as metaloproteinases de matriz facilitam a invasdo e, consequentemente, a
disseminagdo e as metdstases, por alterarem a estrutura do coldgeno intersticial
[6]. O presente trabalho foi delineado para investigar a existéncia de variagoes
dos constituintes da MEC entre os diferentes graus histopatoldgicos de
mastocitomas cutineos caninos, considerando as duas propostas de graduagéo
mais utilizadas [9,7]. Materiais e métodos: Foram utilizados 73 casos
de mastocitomas cutineos caninos, corados pelas técnicas de Tricromio de
Masson e Picrossirius, para identificagio de coldgeno e de Verhoeff, para
elastina [10]. Das laminas coradas pelo Tricréomio de Masson foram obtidas
imagens de cinco campos intratumorais representativos em cada lamina, a
objetiva de 40x. Observadas em microscopio dptico com camera digital de alta
definigdo (Leica DMso0 e ICCDso HD) e software para captura de imagens
(Leica LAS EZ). A drea contendo coldgeno em cada campo foi mensurada com
a selegdo dos tons de azul, utilizando-se o software Image]. A média dos cinco
campos resultou no indice de coldgeno. As laminas coradas pela técnica de
Verhoeff foram analisadas com a mesma metodologia. Para as laminas coradas
pela técnica de Picrossirius, foi utilizado o microscépio com luz polarizada
com camera digital (AxioImager. A2 e Axiocam MR, Zeiss) e software para
captura de imagens (AxioVision, versdo 4.9.1, Zeiss). Foram obtidas trés
imagens intratumorais representativas da lamina, & objetiva de 20x. Os tipos
de colageno (tipo I, em tons de amarelo-laranja-vermelho, ou III, em verde)
estao sendo analisadas com software Image ProPlus (Media Cybernetics). As
médias de porcentagem da drea ocupadas por tipo de coldgeno serdo seus
respectivos indices de colageno. Para comparagao entre indices de colageno e
elastina de cada amostra e os graus histopatolégicos foram utilizados os testes
de ANOVA/Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, com nivel de significancia de
5%, utilizando o software Graphpad Prism. Resultados e Discussdo: Os
resultados obtidos com as marcagdes com Tricromio de Masson confirmaram
a existéncia diferengas significantes em relagdo a quantidade de coldgeno entre
os graus histopatoldgicos de Patnaik et al. [7] (p=0,0012), principalmente entre
os graus II e III (p<o,05) e os graus I e III (p<o,o1) (Figura 1).
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Figura1 - Distribuigao dos valores de indice de colageno nas amostras de diferentes graus histopatologicos
com base na classificagdo de Patnaik et al. (1984) e suas respectivas médias. ANOVA/Kruskal-Wallis,
P=0,0012, com p<0,05 entre os graus II e ITI, e p<o,o01 entre os graus I e ITT
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