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Introdução: O comportamento doentio (CD) é uma resposta 
comportamental e imune, específica e temporária, que ocorre em diversas 
espécies em diferentes processos inflamatórios/infecciosos [1-4]. É geralmente 
acompanhado por febre, prostração, diminuição da atividade exploratória, 
do comportamento social, alimentar e sexual, além de prejuízos cognitivos 
[1,5]. As alterações do CD são consideradas como estratégias orquestradas 
pelo hospedeiro para melhor lidar contra microorganismos invasores, cura 
rápida e redução da exposição do doente a predadores e contaminação de sua 
colônia [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 hierárquicas, o CD normalmente é 
momentaneamente interrompido para priorizar os comportamentos de luta 
ou fuga [6,7]. O lipopolissacarídeo (LPS) mimetiza infecções por bactérias 
Gram-negativas com a liberação de citocinas pró-inflamatórias como o fator 
de necrose tumoral (TNF) -α e interleucinas -1β e -6 [8,9], e ativação do eixo 
hipotálamo-pituitária-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, infecções respiratórias e pneumonia [12-
14], embora sem preocupações com intercorrências estressoras. Considerando 
que o CD pode ser expresso de maneira diferente em situações estressoras, 
no presente trabalho o CD foi induzido em ratos com administração de 
LPS e subsequentemente os animais foram expostos ao desafio estressor por 
contenção. 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 

g, i.p.) e uma hora depois outra dose de salina s.c. na nuca. (2) LPS+SAL, LPS 
(0127:B8, 100 µg/kg, i.p.) e uma hora depois salina (0,2 ml/100 g, s.c.). (3) 
LPS+Zn, LPS (100 µg/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.). Após uma hora da segunda injeção, cada rato foi colocado 
em tubo de contenção para uma sessão de duas horas. Nos cinco minutos 
finais da contenção, cada rato foi observado para vocalizações ultrassônicas 
em frequência de 22-kHz (Ultravox, Noldus). Parâmetros avaliados por cinco 
minutos: número de vocalizações, e tempo total, máximo, médio e mínimo 
de vocalizações e de silêncio (em secs). Após o teste de vocalização os ratos 
foram inseridos em arena de campo aberto. Parâmetros avaliados por cinco 
minutos (Ethovision, Noldus): distância percorrida (cm), velocidade média 
(cm/s), frequência de levantar, auto-limpeza (secs), e tempo (secs) nas zonas 
central e periféricas. Após o teste, o plasma foi obtido e utilizado para avaliar 
níveis de TNF-α, corticosterona, e fator neurotrófico derivado do cérebro 
(BDNF), usando-se kits de ELISA. Os dados foram analisados por ANOVA e 
pós-teste de Tukey. Os resultados são expressos em média ± EP. Os resultados 
foram considerados significantes para p < 0,05. Resultados: Após o 
desafio estressor, o número de vocalizações de 22-kHz (Figura 1) dos ratos 
foi diminuído pelo LPS (grupo LPS+SAL), comparado ao grupo controle 
(SAL+SAL). O tratamento com zinco após LPS (LPS+Zn) preveniu a redução 
nas vocalizações, retornando aos valores do grupo controle. O zinco sem o 
LPS (SAL+Zn) aumentou o número de vocalizações comparado aos valores 
dos três grupos. Os outros parâmetros de vocalizações ultrassônicas foram 
estatisticamente os mesmos entre os três grupos (dados não apresentados). 
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Figura 1 - Efeitos do LPS (100 µg/kg) e do zinco (ZnSO4; 2 mg/kg) no número de vocalizações de 22-kHz 
em ratos adultos após desafio estressor por contenção. 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 ZnSO4. (n = 10 por grupo). **p<0,01, ***p<0,0001 (ANOVA de uma via e teste 
de Tukey). Dados em média ± EP

Após o desafio estressor, à distância percorrida e a velocidade média 
(Figura 2) dos ratos foram diminuídas pelo LPS (grupo LPS+SAL), comparado 
ao grupo controle (SAL+SAL). O tratamento com zinco após LPS (LPS+Zn) 
preveniu essa redução, retornando aos valores do grupo controle. O zinco 
sem o LPS (SAL+Zn) aumentou a distância percorrida e a velocidade média 
comparadas aos valores dos três grupos. A frequência de levantar (Figura 2) 
dos ratos foi diminuída pelo LPS (grupo LPS+SAL), comparado ao grupo 
controle (SAL+SAL). O tratamento com zinco após LPS (LPS+Zn) preveniu 
essa redução, retornando aos valores do grupo controle. O zinco sem o LPS 
(SAL+Zn) não alterou o levantar comparando com os grupos SAL+SAL e 
LPS+Zn. A auto-limpeza (Figura 2) dos ratos foi diminuída 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) não impediu a redução da 
limpeza, resultando em resultados similares aqueles do grupo LPS+SAL. O 
tempo na zona central (Figura 2) dos ratos foi diminuído pelo zinco (LPS+Zn 
e SAL+Zn), comparado ao grupo LPS+SAL, mas não sem alterações para 
LPS+Zn e SAL+Zn versus SAL+SAL. Não foram verificadas diferenças para 
o tempo na zona periférica entre todos os grupos (Figura 2). Após o desafio 
estressor, os níveis de TNF-α (Figura 3) dos ratos foram aumentados pelo 
LPS (grupo LPS+SAL), comparado ao grupo controle (SAL+SAL). Como 
esperado, não foram detectados níveis de TNF-α nos animais não tratados 
com LPS (SAL+SAL e SAL+Zn). Interessantemente, o tratamento com zinco 
após LPS (LPS+Zn) preveniu a liberação de TNF-α no plasma, retornando 
aos mesmos valores que o grupo controle. Não foram verificadas diferenças 
para os níveis de corticosterona entre todos os grupos (Figura 3). Portanto, o 
eixo hipotálamo-pituitária- adrenal (HPA) parece não ter sido afetado pelos 
tratamentos.Após o desafio estressor, os níveis de BDNF maduro (Figura 4) 
dos ratos foram aumentados somente pelo zinco (grupo SAL+Zn), comparado 
aos dados dos outros três grupos. Os níveis de BDNF total (Figura 4) dos ratos 
foram diminuídos 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.

Figura 2 - Efeitos do LPS (100 µg/kg) e do zinco (ZnSO4; 2 mg/kg) na atividade geral em campo aberto 
em ratos adultos após desafio estressor por contenção. 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 ZnSO4. (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

Figura 3 - Efeitos do LPS (100 µg/kg) e do zinco (ZnSO4; 2 mg/kg) nos níveis plasmáticos de TNF-α e 
corticosterona de ratos adultos após desafio estressor por contenção. 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 ZnSO4. (n = 10 por grupo). *p<0,05 (ANOVA de uma via e teste de 
Tukey). Dados em média ± EP

Figura 4 - Efeitos do LPS (100 µg/kg) e do zinco (ZnSO4; 2 mg/kg) nos níveis plasmáticos de BDNF 
maduro e total de ratos adultos após desafio estressor por contenção. 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 ZnSO4. (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

Conclusões: A administração de LPS induziu o CD em ratos mesmo 
após desafio estressor, verificado pela diminuição da atividade geral, da 
comunicação e do aumento nos níveis plasmáticos de TNF-α. O CD é 
considerado uma estratégia comportamental benéfica para melhor lidar 
com processos inflamatórios/infecciosos. Porém, em situações perigosas e 
estressantes o CD deve ser momentaneamente interrompido, para priorizar 
comportamentos ligados à sobrevivência, como a luta ou fuga. O tratamento 
com zinco foi capaz de prevenir o CD nos animais expostos ao LPS após o 
desafio estressor. Portanto, o tratamento com zinco foi benéfico para o animal 
doente melhorar sua resposta em situações de risco. Agradecimentos: 
O presente estudo teve auxílio financeiro do Conselho Nacional de 
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Introdução: O mastocitoma, uma das neoplasias malignas de pele mais 
comuns dos cães, é normalmente classificado em três graus histológicos [1]. 
Recentemente, um novo método de classificação foi proposto, subdividindo estes 
tumores em apenas duas classes [2], com intuito de minimizar variações entre 
observadores, principalmente em relação aos tumores de grau II, e de tornar 
mais precisa a avaliação prognóstica para esta neoplasia. Semelhantemente, 
diversos outros métodos histomorfológicos e imuno-histoquímicos têm sido 
propostos no intuito de prever o comportamento desta neoplasia e melhorar 
os tratamentos disponíveis [3]. Sabe-se que para o desenvolvimento tumoral 
há necessidade de interação entre células e outros elementos teciduais, além 
de atividade proliferativa considerável e evasão da morte celular. A apoptose 
ocorre naturalmente em quase todos os tipos de células. A principal forma 
de ativação deste processo se dá pela via intrínseca, gerando o estímulo de 
morte por meio da formação de um complexo denominado apoptossomo. Este 
cliva caspases executoras, entre elas a caspase 3, desencadeando os eventos 
como a degradação e fragmentação nucleossomal. Alterações na expressão 
de caspase 3 podem ser consideradas como importantes para a progressão de 
tumores e para a resistência aos tratamentos [4]. Devido à sua importância na 
execução do processo de apoptose, a sua quantificação pode ser um importante 
marcador prognóstico para mastocitomas cutâneos caninos. O objetivo desta 
pesquisa foi a caracterização da expressão imuno-histoquímica da caspase 
3 em mastocitomas cutâneos caninos, e a verificação das possíveis relações 
com graduação histopatológica. Materiais e Métodos: Quarenta e 
oito amostras de mastocitomas cutâneos caninos provenientes do Hospital 
Veterinário da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA-
USP), bem como de Hospitais e Clínicas Veterinárias colaboradoras foram 
processados rotineiramente para histopatologia. Cortes histológicos foram 
corados com Hematoxilina e Eosina [5] para diagnóstico e graduação quanto 
à diferenciação celular, segundo os dois métodos de classificação mais 
utilizados [1,2]. Para as reações imuno-histoquímicas foi efetuada a incubação 
com o anticorpo primário anti-caspase 3 (policlonal de coelho anti-caspase 3 
humana, Abcam, cód. ab4051), na diluição de 1:1500. As lâminas de controle 
negativo foram incubadas com IgG em substituição ao anticorpo primário e 
processadas simultaneamente para confirmar a especificidade dos anticorpos. 

A imunomarcação para caspase 3 foi classificada, por 3 observadores 
simultâneos, em cinco campos de intensa marcação (“hot spots”) como: 
negativa, para os tumores sem expressão da proteína; 1+, para lesões com 
até 1% de células neoplásicas marcadas; ou 2+, para expressão em mais de 1% 
das células tumorais, conforme realizado por outros [4]. Os resultados foram 
comparados aos três graus histopatológicos, por meio de ANOVA/Kruskal-
Wallis, seguido de pós-testes de Dunn, ou pelo teste Mann-Whitney, com nível 
de significância estabelecido em 5%. Resultados: Foi observada marcação 
citoplasmática, finamente granular, em células isoladas (Figura 1) ou em 
pequenos grupos celulares (Figura 2). A distribuição dos casos analisados em 
função dos escores de marcação para caspase 3 e classificação histopatológica 
estão descritos na Tabela 1.

Figura 1 - Fotomicrografia de mastocitoma cutâneo canino apresentando célula isolada positiva para 
caspase 3. Obj. 100x. Contracoloração com Hematoxilina de Harris

Figura 2 - Fotomicrografia de mastocitoma cutâneo canino apresentando grupo de células positivas para 
caspase 3. Obj. 40x. Contracoloração com Hematoxilina de Harris

Tabela 1 - Distribuição dos casos analisados em função dos escores de marcação para caspase 3 e 
classificação histopatológica utilizada

Patnaik et al. [1]
Escore
para caspase 3*

Grau I
(n=8)

Grau II
(n=28)

Grau III
(n=12)

Baixo grau
(n=28)

Alto grau
(n=20)

0 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

Não foram detectadas diferenças estatisticamente significantes para 
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