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 auxiliara
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).
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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 predisposigo hereditdria [1,2,3,4]. A avaliagdo prognostica
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em casos de mastocitomas cutdneos caninos ¢ realizada de acordo com
a graduagao proposta por Patnaik et al. [7] e ainda norteia a conduta da
maioria dos médicos veterindrios diante dessa neoplasia. No entanto, tal
critério de classificagao ¢ 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 vascularizagao 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 imunoldgico
[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 cutaneos caninos, considerando as duas propostas de graduagao
mais utilizadas [9,7]. Materiais e métodos: Foram utilizados 73 casos
de mastocitomas cutaneos caninos, corados pelas técnicas de Tricromio de
Masson e Picrossirius, para identificagio de coldgeno e de Verhoeff, para
elastina [10]. Das laminas coradas pelo Tricromio 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
definigao (Leica DMsoo 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 (Axiolmager. A2 e Axiocam MR, Zeiss) e software para
captura de imagens (AxioVision, versao 4.9.1, Zeiss). Foram obtidas trés
imagens intratumorais representativas da lamina, a 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 histopatoldgicos foram utilizados os testes
de ANOVA/Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, com nivel de significincia 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 rela¢ao a quantidade de coldgeno entre
os graus histopatologicos 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 - Distribui¢ao dos valores de indice de coligeno nas amostras de diferentes graus histopatolégicos
com base na classificagio 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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De modo semelhante, quando sdo comparados aos graus propostos por
Kiupel et al. [9], a andlise estatistica confirma a existéncia de diferencas
extremamente significantes (p<0,0001) quanto a drea ocupada por colageno
entre os graus de malignidade do tumor (Figura 2), com menor quantidade
de coldgeno para os tumores de alto grau em relagdo aos classificados como
de baixo grau.
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Figura 2 - Distribui¢do dos valores de indice de coldgeno nas amostras de diferentes graus
histopatolégicos com base na classificagio de Kiupel et al. (2011) e suas respectivas médias. Teste t,

P<0,0001 entre 0s grupos

O método de Picrossirius permitiu a visualizagdo das fibras coldgenas tipo
I, mais espessas e birrefringentes com tonalidades laranja, amarelo e vermelho,
bem como as fibras do tipo III, mais delicadas e dispersas, com birrefringéncia
verde. Foi observada a presenga de grande quantidade de fibras eldsticas na
pele normal e em artéria elastica, nos controles utilizados. Entretanto, as
mesmas se apresentaram em minimas propor¢oes em mastocitomas cutineos
caninos. As quantificagdes destas marca¢Oes histoquimicas encontram-se em
andamento em nosso laboratério. O coldgeno, maior constituinte da MEC na
pele integra, encontra-se diminuido em mastocitomas, sendo sua quantidade
menor quanto maior o grau de malignidade desses tumores. Esta caracteristica
havia sido descrita por Patnaik et al. [7], mas ndo foi confirmada por anélises
quantitativas e qualitativas. Novas investiga¢des sao necessarias para a
elucidagdo dos mecanismos de interagao desses componentes. Pulz, 2014"
verificou que a expressiao de metaloproteinases de matriz e seus inibidores,
particularmente a proteina TIMP-1, tem valor prognéstico nesta neoplasia.
Sendo assim, a preservagio e/ou a sintese de colageno possuem potencial para
se tornarem alvos terapéuticos para mastocitomas. A diferencia¢do entre os
tipos de proteinas presentes na MEC também pode interferir na progressao
tumoral, ji que as metaloproteinases possuem especificidade por substrato.
A elastina esta presente em grande quantidade nos tecidos que requerem
propriedades fisicas de elasticidade como artérias e ligamentos e encontra-se
também em menor quantidade na pele (SANTOS et al,, 2004). Entretanto,
foram encontradas quantidades minimas de tal substdncia em fragmentos
de pele de caes acometida por mastocitomas. Como controle positivo para a
técnica de Verhoeft, foi realizada a coloragao de cortes histolégicos de artérias,
onde ¢ sabida a presenca de fibras eldsticas. A observagio da elastina presente
na pele integra revela a presenga de uma quantidade superior a encontrada
nos mastocitomas. Essa redugdo na proporgao de elastina pode também estar
relacionada com a progressdo tumoral, porém néo foi verificada tal associagio,
pois o processo de quantificagdo da mesma ainda esta em andamento.
Conclusdo: Mastocitomas de maior grau histopatolégico apresentam
menor quantidade de coldgeno intratumoral, e a quantificagdo dessa proteina
pode auxiliar na sua classificagio. Agradecimentos: A FAPESP (processo
2013/13252-8) e Universidade de Sao Paulo (bolsa de IC RUSP 1903-2013). Aos
técnicos Nilton Pedro dos Santos e Claudio Arroyo, pelo auxilio técnico.
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Introducio:

importancia para a clinica veterindria, tendo em vista a sua grande incidéncia

Os mastocitomas caninos siao neoplasias de grande

na espécie, representando cerca de 20% dos tumores cutidneos caninos e até
30% dos casos malignos [1,2]. Para avaliagdo do grau de diferenciagio celular e
consequente malignidade do tumor, tem sido utilizado o grau histopatologico
apresentando grandes diferengas de resultados entre patologistas devido a sua
caracteristica subjetiva [3]. Atualmente tém sido demonstrada a
importancia do emprego de instrumentos de prognodsticas no tratamento
das neoplasias. O Oct-4 esté localizado no POU (Pit, Oct e Unc) é altamente
expresso em células pluripotentes, sendo considerado como marcador de
células-tronco. Esta relacionado ao o grau de diferenciagdo celular em tumores
de prostata em humanos*. Wen, et al 2013 relataram a existéncia de relagdo
com tumores resistentes & quimioterapia e que o Oct-4 estava relacionado com
quimioresisténcia. J4 Saisuga et al, 2009 mostraram que a presenga do Oct-4
estava relacionada com progndstico pds-cirtrgico. A avaliagdo da presenga
de Oct-4 em células de mastocitomas caninos pode estar relacionada ao grau
de malignidade do tumor, ou mesmo ser um fator prognéstico independente,
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