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Introducao:
comportamental e imune, especifica e temporaria, que ocorre em diversas

O comportamento doentio (CD) ¢ uma resposta

espécies em diferentes processos inflamatérios/infecciosos [1-4]. E geralmente
acompanhado por febre, prostragao, diminui¢do da atividade exploratoria,
do comportamento social, alimentar e sexual, além de prejuizos cognitivos
[1,5]. As alteragdes do CD sdo consideradas como estratégias orquestradas
pelo hospedeiro para melhor lidar contra microorganismos invasores, cura
rapida e redugio da exposi¢ao do doente a predadores e contaminagio de sua
colonia [2,4]. Porém, o CD é considerado um estado motivacional modulado
pelo contexto ambiental [6]. Por exemplo, se o animal estiver correndo
risco de morte, ou engajado em lutas hierarquicas, o CD normalmente é
momentaneamente interrompido para priorizar os comportamentos de luta
ou fuga [6,7]. O lipopolissacarideo (LPS) mimetiza infec¢des por bactérias
Gram-negativas com a liberagio de citocinas pro-inflamatdrias como o fator
de necrose tumoral (TNF) -a e interleucinas -1 e -6 [8,9], e ativagdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) [10], sendo considerado um potente
indutor de CD [11]. O zinco regula os sistemas imune e nervoso, sendo, inclusive,
prescrito para o tratamento de gripe, infecgdes respiratorias e pneumonia [12-
14], embora sem preocupagdes com intercorréncias estressoras. Considerando
que o CD pode ser expresso de maneira diferente em situagdes estressoras,
no presente trabalho o CD foi induzido em ratos com administragdo de
LPS e subsequentemente os animais foram expostos ao desafio estressor por
contencdo. O objetivo do trabalho foi verificar os efeitos do tratamento com
zinco no CD de ratos estressados. Material e Métodos: Foram utilizados
quarenta ratos Wistar machos adul tos (FMVZ-USP, Protocolo n°3130/2013)
separados em quatro grupos (n = 10): (1) SAL+SAL, salina estéril (0,2 ml/100
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g, 1.p.) e uma hora depois outra dose de salina s.c. na nuca. (2) LPS+SAL, LPS
(0127:B8, 100 pg/kg, i.p.) e uma hora depois salina (0,2 ml/100 g, s.c.). (3)
LPS+Zn, LPS (100 pg/kg, i.p.) e uma hora depois sulfato de zinco (ZnSO4, 2
mg/kg, s.c.). (4) SAL+Zn, salina (0,2 ml/100 g, i.p.) e uma hora depois zinco
(2 mg/kg, s.c.). Apés uma hora da segunda inje¢do, cada rato foi colocado
em tubo de contengao para uma sessdao de duas horas. Nos cinco minutos
finais da contengao, cada rato foi observado para vocalizagdes ultrassonicas
em frequéncia de 22-kHz (Ultravox, Noldus). Pardmetros avaliados por cinco
minutos: nimero de vocaliza¢des, e tempo total, maximo, médio e minimo
de vocalizagdes e de siléncio (em secs). Apds o teste de vocalizagio os ratos
foram inseridos em arena de campo aberto. Pardmetros avaliados por cinco
minutos (Ethovision, Noldus): distancia percorrida (cm), velocidade média
(cm/s), frequéncia de levantar, auto-limpeza (secs), e tempo (secs) nas zonas
central e periféricas. Apos o teste, o plasma foi obtido e utilizado para avaliar
niveis de TNF-a, corticosterona, e fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), usando-se kits de ELISA. Os dados foram analisados por ANOVA e
pos-teste de Tukey. Os resultados sao expressos em média + EP. Os resultados
foram considerados significantes para p < 0,05. Resultados: Apés o
desafio estressor, o numero de vocaliza¢des de 22-kHz (Figura 1) dos ratos
foi diminuido pelo LPS (grupo LPS+SAL), comparado ao grupo controle
(SAL+SAL). O tratamento com zinco apds LPS (LPS+Zn) preveniu a redu¢ao
nas vocalizagdes, retornando aos valores do grupo controle. O zinco sem o
LPS (SAL+Zn) aumentou o niimero de vocalizagdes comparado aos valores
dos trés grupos. Os outros parametros de vocalizagdes ultrassdnicas foram

estatisticamente os mesmos entre os trés grupos (dados nao apresentados).
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Figura 1 - Efeitos do LPS (100 pg/kg) e do zinco (ZnSO ; 2 mg/kg) no niimero de vocaliza¢des de 22-kHz
em ratos adultos apds desafio estressor por contengdo. SAL+SAL, salina e uma hora depois outra dose
de salina; LPS+SAL, LPS e uma hora depois salina; LPS+Zn, LPS e uma hora depois ZnSO ; e SAL+Zn,
salina e uma hora depois ZnSO . (n = 10 por grupo). **p<o,01, ***p<0,0001 (ANOVA de uma via e teste
de Tukey). Dados em média + EP

Ap6s o desafio estressor, a distdncia percorrida e a velocidade média
(Figura 2) dos ratos foram diminuidas pelo LPS (grupo LPS+SAL), comparado
ao grupo controle (SAL+SAL). O tratamento com zinco apds LPS (LPS+Zn)
preveniu essa redugio, retornando aos valores do grupo controle. O zinco
sem o LPS (SAL+Zn) aumentou a distancia percorrida e a velocidade média
comparadas aos valores dos trés grupos. A frequéncia de levantar (Figura 2)
dos ratos foi diminuida pelo LPS (grupo LPS+SAL), comparado ao grupo
controle (SAL+SAL). O tratamento com zinco ap6s LPS (LPS+Zn) preveniu
essa redugdo, retornando aos valores do grupo controle. O zinco sem o LPS
(SAL+Zn) nao alterou o levantar comparando com os grupos SAL+SAL e
LPS+Zn. A auto-limpeza (Figura 2) dos ratos foi diminuida pelo LPS (grupo
LPS+SAL), comparado ao grupo controle (SAL+SAL). O tratamento com
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zinco com ou sem LPS (LPS+Zn e SAL+Zn) ndo impediu a redugdo da
limpeza, resultando em resultados similares aqueles do grupo LPS+SAL. O
tempo na zona central (Figura 2) dos ratos foi diminuido pelo zinco (LPS+Zn
e SAL+Zn), comparado ao grupo LPS+SAL, mas ndo sem alteragdes para
LPS+Zn e SAL+Zn versus SAL+SAL. Néao foram verificadas diferengas para
o tempo na zona periférica entre todos os grupos (Figura 2). Apds o desafio
estressor, os niveis de TNF-a (Figura 3) dos ratos foram aumentados pelo
LPS (grupo LPS+SAL), comparado ao grupo controle (SAL+SAL). Como
esperado, ndo foram detectados niveis de TNF-a nos animais nao tratados
com LPS (SAL+SAL e SAL+Zn). Interessantemente, o tratamento com zinco
ap6s LPS (LPS+Zn) preveniu a liberagdo de TNF-a no plasma, retornando
aos mesmos valores que o grupo controle. Nao foram verificadas diferencas
para os niveis de corticosterona entre todos os grupos (Figura 3). Portanto, o
eixo hipotalamo-pituitaria- adrenal (HPA) parece néo ter sido afetado pelos
tratamentos.Apds o desafio estressor, os niveis de BDNF maduro (Figura 4)
dos ratos foram aumentados somente pelo zinco (grupo SAL+Zn), comparado
aos dados dos outros trés grupos. Os niveis de BDNF total (Figura 4) dos ratos
foram diminuidos pelo LPS (grupos LPS+SAL e LPS+Zn), comparado aos
dados do grupo controle; o zinco sem o LPS (SAL+Zn) resultou em valores
semelhantes aqueles do grupo controle.
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Figura 2 - Efeitos do LPS (100 pg/kg) e do zinco (ZnSO ; 2 mg/kg) na atividade geral em campo aberto
em ratos adultos apos desafio estressor por contengao. SAL+SAL, salina e uma hora depois outra dose
de salina; LPS+SAL, LPS e uma hora depois salina; LPS+Zn, LPS e uma hora depois ZnSOA; e SAL+Zn,
salina e uma hora depois ZnSO,. (1 = 10 por grupo). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001 (ANOVA de uma

via e teste de Tukey). Dados em média + EP
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Figura 3 - Efeitos do LPS (100 pg/kg) e do zinco (ZnSOQ; 2 mg/kg) nos niveis plasmaticos de TNF-a e
corticosterona de ratos adultos apds desafio estressor por contengao. SAL+SAL, salina e uma hora depois
outra dose de salina; LPS+SAL, LPS e uma hora depois salina; LPS+Zn, LPS e uma hora depois ZnSO4;
e SAL+Zn, salina e uma hora depois ZnSO,. (n = 10 por grupo). *p<0,05 (ANOVA de uma via e teste de

Tukey). Dados em média + EP
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Figura 4 - Efeitos do LPS (100 pg/kg) e do zinco (ZnSO ; 2 mg/kg) nos niveis plasméticos de BDNF
maduro e total de ratos adultos apos desafio estressor por contengdo. SAL+SAL, salina e uma hora depois
outra dose de salina; LPS+SAL, LPS e uma hora depois salina; LPS+Zn, LPS e uma hora depois ZnSO ;
SAL+Zn, salina e uma hora depois ZnSO,. (n = 10 por grupo). *p<0,05, **p<0,01, **p<0,0001 (ANOVA
de uma via e teste de Tukey). Dados em média + EP

Conclusdes: A administragio de LPS induziu o CD em ratos mesmo
apos desafio estressor, verificado pela diminuigdo da atividade geral, da
comunicagdo e do aumento nos niveis plasmaticos de TNF-a. O CD ¢
considerado uma estratégia comportamental benéfica para melhor lidar
com processos inflamatérios/infecciosos. Porém, em situagdes perigosas e
estressantes o CD deve ser momentaneamente interrompido, para priorizar
comportamentos ligados & sobrevivéncia, como a luta ou fuga. O tratamento
com zinco foi capaz de prevenir o CD nos animais expostos ao LPS apos o
desafio estressor. Portanto, o tratamento com zinco foi benéfico para o animal
doente melhorar sua resposta em situagdes de risco. Agradecimentos:
O presente estudo teve auxilio financeiro do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), da Fundagdo de Amparo
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GRAUS HISTOPATOLOGICOS

MACEDO, B.M."; BARRA, C.N."2; PULZ, L.H."; KLEEB, S.R.3; XAVIER, J.G.3;
NISHIYA, A.T.#, 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. Pirassununga, SP, Brasil. 2 Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo. Sdo Paulo, SP, Brasil. 3
Universidade Metodista de Sdo Paulo, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil.
4 Universidade Anhembi-Morumbi, Sdo Paulo, SP, Brasil.

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
hé necessidade de interagdo entre células e outros elementos teciduais, além
de atividade proliferativa considerdvel e evasiao 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¢do 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 Veterindrias colaboradoras foram
processados rotineiramente para histopatologia. Cortes histologicos foram
corados com Hematoxilina e Eosina [5] para diagnostico e graduagao quanto
a diferenciagdo celular, segundo os dois métodos de classificagio mais
utilizados [1,2]. Para as reagdes imuno-histoquimicas foi efetuada a incubacao
com o anticorpo primario anti-caspase 3 (policlonal de coelho anti-caspase 3
humana, Abcam, c6d. ab4051), na dilui¢do 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
simultineos, em cinco campos de intensa marcagido (“hot spots”) como:
negativa, para os tumores sem expressio 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 histopatoldgicos, 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 distribuicdo dos casos analisados em
funcéo 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 cutineo 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 marcagio 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%)
1+ 1(12,5%) 11 (39,3%) 4 (33,3%) 7 (25,0%) 9 (45,0%)
2+ 3 (37,5%) 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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