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RESUMO

SANTOS, RODRIGO GUSTAVO DANTAS. Avaliac¢dio do nivel de estresse em
cadelas de abrigo submetidas a um periodo de adaptac¢iio de sete dias em canis
experimentais. Patos, UFCG/CSTR/UAMYV. 2013, 40p. (Trabalho de conclusiio

decurso em Medicina Veterinaria)

O estresse € uma resposta ndo especifica do organismo para qualquer exigéncia sobre
este, em que o individuo responde com uma resposta homeostatica estereotipada. Entre
as alteracles fisioldgicas observadas quando hd situagdes de estresse tém-se: aumnento
nas frequéncias cardiaca e respiratoria e na pressdo arterial; hiperglicemia; e secrecfio de
corticosteroides pela adrenal.Objetivou-se com este trabalho avaliar o estresse em 10
cadelas alojadas em canis durante sete dias, ¢ determinar se esse periodo é suficiente
para que estas se adaptem a um novo ambiente. Foram utilizadas dez cadelas
provenientes da Associagio Patoense de Protecio aos Animais. Para avaliar
clinicamente o estresse foi desenvolvido um Escore Composto de Estresse. Amostras de
sangue foram colhidas para determinago do cortisol ¢ da glicemia. Foram mensuradas
ainda, frequéncia cardiaca e respiratdria, temperatura retal e pressdes arteriais sistolica,
meédia e diastolica. Testes estatisticos foram considerados significativos quando p<0.05.
Observou-se um decréscimo gradual do cortisol sérico, porém, estatisticamente, apenas
132 (M11) e 156 (M13) horas apods a chegada dos animais ao canil o cortisol diferiu
significativamente do momento basal. Conclui-se que a mensuragdo do cortisol sérico é
um parmetro adequado na avaliagio do estresse durante o periodo de adaptagdo. Seis

dias foram suficientes para as cadelas se adaptarem a um novo ambiente,

Palavras-chave: canino,cortisol, glicemia, presséo arterial.




ABSTRACT

SANTOS, RODRIGO GUSTAVO DANTAS. Assessment of the level of stress in
bitches of shelter undergo an period of adaptation of seven days in experimental
kennels. Patos, UFCG/CSTR/UAMYV. 2013, 40p. (Trabalho de concluséo decurso em

Medicina Veterinaria)

Stress is a non-specific response of the body to any demand on this, in which the
individual responds with a stereotyped homeostatic response. Among the physiological
changes observed when there are stressful situations have: increased heart and
respiratory rate and blood pressure, hyperglycemia, and secretion of corticosteroids by
the adrenal. The objective of this study was to evaluate the stress in female dogs housed
in kennels for seven days, and determine if this is enough time for them to adapt to a
new environment. Ten female dogs were used from Patos Association of Animal
Protection. To clinically evaluate the stress we developed a Composite Stress Score.
Blood samples were collected for determination of serum cortisol and glycemia. We
measured heart and respiratory rate, rectal temperature and systolic, mean and diastolic
blood pressure. Statistical tests were considered significant when P <0.05. There was a
gradual decrease in serum cortisol, however, statistically, only 132 and 156 hours after
the arrival of animals at the kennel the cortisol differed significantly from baseline
values. The measurement of serum cortisol proved to be an appropriate parameter to
assess stress during the period of adaptation. Six days were enough for the female dogs

to adapt to a new environment.

Keywords:blood pressure, canine, cortisol, glycemia.
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1. INTRODUCAO

Sabe-se atualmente que o estresse causa alteragdes fisicas e/ou psicolégicas que
alteram a homeostase do organismo.A mudanga de ambiente, a restri¢do de espago € o
isolamento social t€m sido relatados como fortes fatores estressantes em animais.

Devido ao aumento do niimero de organizagdes ndo governamentais envolvidas no
acolhimento de animais abandonados, a maioria das pesquisas com pequenos animais tem
utilizado animais provenientes dessas associagdes, ja que a utilizagdo de animais
domiciliados se torna mais dificil devido ao fato de os animais de companhia serem
considerados como membros da familia.

As mensuragtes séricas de cortisol e de glicemiatém sido utilizadas em varios
estudos que visam avaliar a eficdcia analgésica de farmacos, bem como identificar os
momentos de maior estresse fisioldgico em avaliagSes pds-operatorias.Nestes estudos, para
que néo ocorra interferéncia nos resultados devido ao estresse pelo qual os animais possam
passar no ambiente experimental, os animais passam por um periodo de adaptagdo de 7 a
15 dias, porém ndo existe na literatura nenhum estudo que comprove ou demonstre se esse
periodo proposte pelos autores ¢ suficiente para minimizar o estresse e a possivel
interferéncia nos resultados experimentais.

Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar o nivel de estresse em cadelas de
abrigo alojadas em canis experimentais durante sete dias, e determinar se esse periodo ¢

suficiente para que estas se adaptem a umn novo local.
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% REVISAO DE LITERATURA
2.1 ESTRESSE

O conceito de estresse foi utilizado pela primeira vez na Medicina na década de 30
por Hans Selye, sendo descrito como uma resposta nédo especifica do organismo a qualquer
exigéncia sobre este, em que o individuo responde com uma resposta homeostatica
estereotipada. Desde entfio varios estudos sobre a “sindrome geral da adaptagdo™ e a
“sindrome do estresse”, vém sendo realizados (BISPO; PEREIRA, 1994).

Atualmente, apesar de a terminologia estresse ser amplamente utilizada, ndo existe
ainda um consenso quanto a sua defini¢do. Segundo Jocaet al. (2003)estresse € o estado
gerado pela percepg¢do de estimulos que provocam excitagdo comportamental e, ao
perturbarem o equilibrio, disparam um processo de adapta¢do caracterizado,entre outras
alteragdes, pela liberagdo de epinefrina e outros hormoénios,produzindo diversas
manifestacdes sistémicas.

O termo estresse engloba trés conceitos: agentes estressores, que sdo mudangas ou
estimulos do ambiente que causam estresse; resposta ao estresse, que corresponde a
resposta fisiologica ao estimulo estressante; e efeitos cronicos do estresse que sdo as
doengas que resultam de uma exacerbagdio das respostas fisiolégicas (ROMERO;
BUTLER, 2007).

Dentre os agentes estressores tém-se: mudangas alimentares, pari¢do, lactacdo,
desmame, fadiga de transporte, privagdo de dgua e alimento durante a comercializagio e
exposi¢io de animais, variagdes climaticas bruscas, infecgdes, trauma, vacinagdo,
parasitoses, inanig#o, exercicio muscular exaustivo, entre outros.A mudanga de ambiente €
considerada um agente estressante (BISPO; PEREIRA, 1994), bem como a restricdo de
espaco e o isolamento social (BEERDA et al., 1999).

Em relagdo aos agentes estressores sabe-se que a percep¢do do animal de que um
fator é ou ndo estressante altera-se com a idade. Da mesma forma, o sexo e fatores
genéticos em conjunto com eventos ao longo do curso da vida de cada animal como, por
exemplo, ter vivido em ambiente estimulante ou em isolamento, contribuem para os
diferentes niveis de impacto que um mesmo fator estressante produz em cérebros de
individuos diferentes (MCEWEN; GIANAROS, 2010).
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A resposta ao estresse ¢ resultado da interag@io entre as caracteristicas do individuo
¢ as demandas do meio, ou seja, as discrepancias entre 0 meio externo e interno e a
percepgdo do individuo quanto & sua capacidade de resposta. E modulada pelo tempo de
exposi¢do ao fator estressante (MARGIS et al., 2003).Esta se inicia com a percepgo pelo
sistema nervoso central, de uma ameaga potencial 3 homeostase, de modo a induzir
respostas gerais de defesa bioldgica, como resposta comportamental, resposta do sistema
nervoso auténomo e neuroendocrino (CUTOLO; BUTTGEREIT; STRAUB, 2011).
Diversas situagdes podem desencadear a resposta ao estresse, tais como medo, ansiedade,
dor, trauma cirurgico e fatores ambientais (CLARK etal., 2011).

Selye (1965) denominou o conjunto de reagdes ndo especificas do estresse de
Sindrome da Adaptag@io Geral (SAG), sendo esta dividida em trés fases: reagéio de alarme
ou mobilizagdo das defesas, estdgio de resisténcia eestagio de exaustdo. No primeiro
estagio a adaptacdo ainda nfio ocorreu. No segundo, a adaptagdo é 6tima e no terceiro, a
mesma foi perdida (BISPO; PEREIRA, 1994).De acordo com Samulskyet al.(1996)
citados por Araldi-Favassa, Armiliato e Kalinine (2013) os estagios da SAG podem ser
diferenciados da seguinte forma: na reag@o de alarme, o organismo mostra caracteristicas
para a primeira a¢io do estressor. Ao mesmo tempo diminui a sua resisténcia e se o
estressor for suficientemente forte, pode até levar a morte. No estagio de resisténcia os
sinais corporais caracteristicos da reagdo de alarme desaparecem totalmente e a resisténcia
eleva-se acima das condigdes normais. O estagio de exaustdo se desenvolve quando a agéo
do estressor, ao qual o organismo adaptou-se, permanecer por um longo periodo, até
finalmente esgotar sua energia de adaptagdo. Ndo é necessario que a fase se desenvolva até
o final para que haja o estresse, e somente em situagdes mais graves é que se atinge a fase
de exaustdo.

Outra classificagdo para o estresse foi proposta por Breazile (1988) onde se
identificam trés graus ou formas de estresse: euestresse, estresse neutro e diestresse. O
euestresse ou estresse bom representa o estimulo que inicia as respostas benéficas no
organismo, sendo as variagdes proximas do padriio fisioloégico, incluindo alteragdes
cardiovasculares, respiratorias e metabolicas, entre outras. O estresse neutro representa o
estimulo que, sendo de pouca intensidade, ndo traz prejuizos para o individuo. J4 o
diestresse compreende um estimulo que pode ser prejudicial, interferindo no conforto e na

capacidade reprodutiva do individuo.
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Segundo McEwen e Gianaros (2010), quando experiéncias estressantes se tornam
exacerbadas, hd mudangas na interagdio comportamental, além de alteragdes cognitivas,

fisiolégicas e neurais que promovem uma maior suscetibilidade as doengas.
2.1.1 Fisiopatologia do estresse

A resposta aoestresse € parte integral de um sistema biologico adaptativo
(MARGIS et al., 2003), podendo ser rapida e intensa como no estresse agudo ou, de longa
duragdio, como no estresse cronico. O aumento da secrecdo de catecolaminas e
glicocorticoides no estresse agudo, por exemplo, provoca mudangas periféricas, a fim de
redistribuir o fluxo sanguineo para o cérebro e musculos esqueléticos e reorientar o
metabolismo para a produgdo de glicose e conservagdo de energia (SORRELLS;
SAPOLSKY, 2007). Porém, a exposicdo ao agente estressor de forma exacerbada pode
causar danos ao organismo, uma vez que a constante mobilizagdo de energia aumenta a
probabilidade de desenvolvimento de doengas metabdlicas e o aumento na pressdo arterial
pode causar lesdes endoteliais. Além disso, situagdes de estresse diminuem a atividade
imunologica, favorecendo o desenvolvimento de diversas doengas infecciosas
(SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000).

Os aspectos fisiologicos da resposta ao estresse sdio mediados por dois sistemas
enddcrinos: a liberagdo de catecolaminas, epinefrina e norepinefrina, pela medula da
adrenal, promovendo numerosos efeitos no comportamento, metabolismo e no sistema
cardiovascular; e a liberagdo de hormdnios glicocorticoides pelo cértex da adrenal que t€ém
efeitos diretos no comportamento, metabolismo, transito de energia, reprodugéo,
crescimento e sistema imunologico (ROMERO; BUTLER, 2007).

Ao se deparar com uma ameaga ao seu bem estar, a sua integridade fisica, ou até
mesmo a sua sobrevivéncia, o animal experimenta uma série de respostas neurovegetativas
e comportamentais, que caracterizam a reag@o de medo (MARGIS et al., 2003).

Vale ressaltar também que as respostas hormonais desencadeadas pelo estresse
alteram aconcentra¢do das células sanguineas (ENGLER et al., 2004; LEANDRO et al.,
2006).
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A) Liberagio de catecolaminas

A resposta ao estresse mediada pela epinefrina e norepinefrina é comumente
chamada de resposta de luta-ou-fuga. A detecgio de um estressor, as catecolaminas sdo
liberadas pela medula da adrenal e terminais nervosos do sistema nervoso simpatico
(ROMERO; BUTLER, 2007).

A atuagiio desses horménios adrenérgicos em fibras pos-ganglionares do sistema
nervoso simpatico provoca a reagio de alarme (ARALDI-FAVASSA; ARMILIATO;
KALININE, 2013), havendo numerosas respostas fisiologicas, incluindo: aumento do
fluxo sanguineo para o cérebro; aumento na frequéncia cardiaca(MARGIS et al., 2003)
para permitir que o sangue circule mais rapidamente e, portanto, chegue aos tecidos mais
oxigénio e mais nutrientes;diminuicfio da atividade visceral e da digestdo; midriase com
exoftalmia, com consequente aumento da acuidade visual; aumento da frequéncia
respiratoria e dilatacdo dos bronquios, para que o organismo possa captar e receber mais
oxigénio, aumentando as trocas gasosas nos pulmdes; glicogendlise e consequente
liberagdio de glicose;e inducio de piloeregio (ROMERO; BUTLER, 2007).Além disso, a
liberagfio de catecolaminas causa dilatagdo dos vasos sanguineos do misculo esquelético ¢
cardiaco e vasoconstri¢io periférica, o que em conjunto leva a um aumento da pressdo
sanguinea (CUNNINGHAM, 2004; ROMERO; BUTLER, 2007; MCEWEN;
GIANAROS, 2010; PEDRO, 2011).Ha ainda aumento nos niveis de acidos graxos,
triglicerideos ¢ colesterol no sangue, secreco de opidides endogenos e diminuigio do

fluxo sanguineo nos rins, no trato gastrointestinal e na pele (MARGIS et al., 2003).
B) Glicocorticoides

A liberagdo de glicocorticoides resulta de uma cascata hormonal que comeca com a
detecgiio de um agente estressor. Areas do cérebro que siio responsaveis por interpretar
estimulos internos e externos, tais como a amidala e o hipocampo, enviam sinais neuronais
ao hipotdlamo. Uma vez estimuladas, as células do hipotdlamo liberam o horménio
liberador de corticotrofina (HAUGER et al., 2003) que estimula a liberag8o de hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH). Este, por sua vez, se liga a receptores presentes no cortex da
adrenal causando a liberagdio de glicocorticoides(CHROUSOS; GOLD, 1992) (figura 1).

Esta cascata hormonal desde o hipotdlamo até a adrenal ¢ conhecida como Eixo
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Hipotaldmico-Pituitaria-Adrenal(ROMERO; BUTLER, 2007). Segundo Medeiros (2007)
embora em condi¢des de estresse ocorram mudangas em quase todo o sistema enddcrino,

ocértex da adrenal desempenha as mais importantes fungdes do mecanismo de adaptaco.

Figura 1. Esquema do  Eixo  Hipotaldmico-pituitaria-adrenal. ~ Fonte:

<www.psiquiatriageral.com.br/cérebro/textol3.htm>.

Em geral, o aumento de glicocorticoides na corrente sanguinea € detectado apos 3 a
5 minutos. Se o estimulo estressante ndo continua, ha um feedback negativo que reduz a
liberagdo de glicocorticoides em 30 a 60 minutos (ROMERO; BUTLER, 2007).

Durante a fase de resisténcia ou adaptag@o a liberagdo de glicocorticoides € de
extrema importdncia promovendo a conversdo dasproteinas em energia (BALLONE, 2005
citado por FERREIRA, 2008). Outras alteragdes fisiologicas provocadas pela liberagédo
desses horménios sdo: aumento na concentragdo de glicose no sangue,para que esta se

encontre disponivel em quantidade suficiente para a reagdo muscular; alteragdo


http://www.psiquiatriageral.%20com.br/cerebro/texto%2013%20.htm
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comportamental, cujo mecanismo ¢ desconhecido, mas cré-se estar relacionado com
estratégias de luta ou fuga,relacionando-se também com a formagdio e consolidagdo de
memorias no cérebro, de modo a que o animal possa reagir mais adequadamente no futuro
quando se deparar com a mesma situagfio; inibicdo do crescimento, por bloqueio da
secre¢do do horménio do crescimento (GH) que ndo apresenta impacto no animal quando
numa situa¢do aguda, mas que, em caso de estresse cronico, a sua liberagdo prolongada
leva & reducio do crescimento do animal, sindrome denominada de Nanismo Psicosocial,
em medicina humana; e inibi¢do da reprodugfioque, tal como no caso do crescimento,
apenas ¢ afetada em situagdes de liberagéio cronica de glicocorticoides. Todos esses efeitos
ajudam o animal a se recuperar de um estressor € se preparar para estressores subsequentes
(ROMERQ; BUTLER, 2007).

Vale ressaltar que o aumento na concentragdo de cortisol € considerado o maior
indicador de alteracdo do estado fisioldogico do individuo, estando fortemente
correlacionado ao estresse (BERGAMASCO etal., 2010).

Quando o tempo de estresse ultrapassa uma semana, designado por estresse
cronico, a liberacdo de hormoénios glicocorticoidesprovoca alteragdes progressivas na
expressio de genes, altera¢les estruturais dos neurénios e também dos padrdes de
comunicagio entre neurénios cerebrais (JOELS; BARAM, 2009). E por agfio destes
mecanismos que, em situagdes de estresse cronico, surgem doengas devido a

superestimulagio fisiologica e psicolégica (ROMERO; BUTLER, 2007).

C) Aspectos neuroanatémicos

Segundo Margiset al. (2003) experiéncias com modelos animais evidenciam que,
em situa¢des estressantes, as estruturas envolvidas seriam o sistema septo-hipocampal e a
amidala.Tais estruturas recebem informagdes colhidas pelos diferentes sistemas sensoriais.
O sistema septo-hipocampal teria iniciailmente a fungdo de conferidor, comparando
asintese dos dados sensoriais do momento, comas predi¢des que levam em conta as
memdarias armazenadas em diversos locais do Sistema Nervoso Central (SNC), bem como
os planos de agiio gerados pelo cortex pré-frontal. Quando é detectada uma discrepéncia
entre o esperado ¢ o acontecido, o sistema septo-hipocampalpassaria a funcionar na

modalidade controle, gerando inibi¢do do comportamento eaumento do nivel de vigiléncia,
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dirigindo a atengdo do individuo para possiveis fontes de perigo (comportamento de
avaliagio de risco).

Durante as situagdes de estresse, o hipocampo pode sofrer modulagio pelo
complexoamidaloide. Esta estrutura subcortical do lobo temporal é fundamental na
elaboracfio de respostas emocionais frente a ameagas. Ela atribui significado(positivo ou
negativo) as novas experiéncias e modula processos sediados no hipocampo envolvidos
com o processamento de informagdes, especialmente em situagdes de estresse (JOCA et
al., 2003).

Quando os sinais de perigo tornam-se explicitos,mas encontram-se ainda & longa
distincia, a reacfio tipica é a de imobilidade tensa, cuja estrutura neural envolvida € a
porgdo ventral da matéria cinzenta periaquedutal sendo esta responsavel pela programagio
de luta e fuga. Esta, juntamente com o hipotdlamo, modula as manifesta¢des
comportamentais, hormonais e neurovegetativas das rea¢des de defesa (MARGIS et al.,
2003).

D) Perfil hematolégico

Em situagdes estressantes pode ocorrer diminui¢dio da concentragdo de
hemoglobina corpuscular média, aumento do numero total de eritrocitos (WRIGHT et al.,
1951), hematocrito, plaquetas (CHATTERJEA et al., 1953) e de leucocitos totais (FAM et
al., 2010).

Em sitnagdes de estresse agudo, como medo, excitagio ou pungfio venosa,
encontram-se diversas alteragdes hematologicas, tais como, leucocitose, neutrofilia,
eosinofilia e linfocitose, havendo uma leucocitose fisiolégica (KOCIBA, 2004). Ja no
estresse crénico, como em casos de dor persistente ou ambientes estressantes, espera-se
encontrar o leucograma de estresse, caracterizado por leucocitose, neutrofilia, eosinopenia
e linfopenia (KERR, 2003; YAGI et al., 2004).

E) Mediadores do estresse
Acredita-se que citocinas emediadores humorais de inflamagio sio ativadores

potentes da resposta central do estresse (SILVERMAN et al., 2005). As citocinas

inflamatorias TNF-b, IL1-a e IL-6, principalmente em estresse cronico, podem ativar o
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eixo hipotdlamo-pituitdria-adrenal podendo atuar isoladamente ou em sinergismo umas
com as outras (TSIGOS, 2002).

Os mediadores do estresse dividem-se em trés grupos principais: os
neurotransmissores, os neuropeptidios € os horménios esteroides. Cada grupo atua numa
zona espacial e temporal especifica (JOEL; BARAM, 2009).

Quando ocorre um evento estressante agudo, origina-se uma rapida liberagéio de
monoaminas, noradrenalina, dopamina e serotonina, desencadeada diretamente pelo
cérebro ou por ativacdo do sistema nervoso simpatico. A liberagdo destes
neurotransmissores ocorre rapidamente apos o estabelecimento do estresse € raramente se
mantém além do periodo de exposi¢io ao fator estressante. Cada monoamina estd
relacionada com um aspecto diferente da modificagio comportamental imediata da
resposta ao agente estressante. A noradrenalina provoca uma mudanga no processamento
de informagfo sensorial, passando este de focalizado para uma avalia¢@o mais generalizada
do ambiente. Pensa-se que a fun¢fo da dopamina seja melhorar a avaliagio do risco e
escolha de estratégias. A serotonina atua na redugiio da ansiedade apos o periodo de
estresse (JOEL; BARAM, 2009).

F) Estresse e sistema imunolégico

Assim como o0s sistemas, nervoso, cardiovascular, musculoesquelético e
neuroenddcrino se preparam para reagfio de “luta-ou-fuga”, o sistema imune ajusta-se para
os desafios aos quais serd exposto (DHABHAR et al., 2000).

Os glicocorticoides e as catecolaminas liberados em situagdes de estresse modulam
o sistema imunoldgico, através de receptores especificos presentes nas células-alvo
(PADGETT; GLAZER, 2003). Durante os primeiros minutos da resposta ao estresse ha

FEE I I

uma leucocitose que tende a desaparecer a8 medida que ha inibi¢iio do agente estressor
(DHABHAR, 2002).

No estresse agudo as alteragdes no sistema imune apresentam efeitos benéficos ao
conferir maior resisténcia a possiveis agressores, paralelamente as alteracSes metabodlicas
que capacitam os individuos a desempenharem de modo satisfatério a reagio de luta ou
fuga. J4 no estresse cronico as alteragBes no sistema imune levam a uma depressio na sua
resposta, passando a desempenhar um efeito deletério para o organismo submetido a esta
condi¢io (SAPOLSKY, 2002 citado por MEDEIROS, 2007).
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2.1.2 Alteracdes comportamentais decorrentes de estresse em

pequenos animais

Varias alteragdes comportamentais sdo observadas em resposta ao estresse, tais
como, modificagdo na movimentagio e/ou no apetite, comprometimento na libido,
automutilagio, apatia, hiperatividade (SPRAKER, 1997)tremores, vOmito, diarreia,
respiragdo ofegante, midriase, lambedura frequente dos ldbios ¢ nariz e deglutigio
constante de saliva, entre outras alteragdes (MANTECA; AMAT; FATJO, 2007 citados
por PEDRO, 2011).

Broom e Molento (2004) afirmam que o fato de um animal evitar ou esquivar-se
fortemente de um objeto ou evento fornece informagdes sobre seu bem-estar. Quanto mais
forte a reagfo de esquiva, mais pobre serd o bem-estar durante a presenca do objeto ou do
fato. Além disso, os mesmos autores afirmam que comportamentos anormais, tais como
estereotipias, automutilagio ou comportamento excessivamente agressivo, indicam que o
individuo em questio encontra-se em condigGes de baixo grau de bem-estar e,

consequentemente, de estresse.

2.1.3 Avaliacidio do estresse ¢ do bem estar em animais

A avaliagio do estresse em animais ndo ¢ facil e alguns métodos de analise sdo
bastante subjetivos. Dentre as formas de avaliagdo mais objetivas, encontram-se a dosagem
do cortisol e a mensuragdo de variagSes significativas nos pardmetros fisiologicos,
especialmente na pressdo arterial (YAMAMOTOet al., 2012). Apesar de a avaliagio do
comportamento do animal ser considerada um método subjetivo, Beerdaet al. (1999)
afirmam que para que haja uma andlise adequada do estresse ¢ necessario que se utilize
essa avaliagfo aliada as mensuracgdes fisiologicas.

A avaliagio do estresse e do bem estar animal pode ser realizada por avaliagio de
pardmetros fisiologicos, tais como frequéncia cardiaca,atividade adrenal, atividade adrenal
apos desafio com hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) ou resposta imunologica
reduzida apos um desafio (BROOM; MOLENTO, 2004).

Vale ressaltar que alguns sinais clinicos como mudanga de temperatura corpdrea,
do padrio respiratorio ou da concentragio de cortisol plasmatico, sdio sinais clinicos

indicativos de estresse agudo, enquanto outros, como perda de peso, sdo indicativos de
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estresse cronico e servem como sinal de que ha algo interferindo no bem estar do animal
(BEERDA et al., 1999).

Uma possivel maneira de se avaliar o estresse é o uso de indicadores hormonais.
Um aumento na secre¢do do cortisol na corrente sanguinea ¢ um bom pardmetro para se
avaliar o estresse € o bem estar animalHAUBENHOFER; KIRCHENGAST, 2007;
ODORE et al., 2011), sendo este o maior indicador de estado fisiolégico alterado
correlacionado com o estresse (BERGAMASCO et al., 2010).

3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas dez cadelas adultas, SRD, higidas, pesando 12,96+3,19kg
(médiat+desvio padrio), provenientes da Associagdo Patoense de Protecdo aos Animais
(APPA), localizada na cidade de Patos, Paraiba, Brasil. A higidez dos animais foi
determinada com base na avaliagiio clinica e em exames laboratoriais (hemograma,
glicemia de jejum e dosagens de ALT, AST, ureia e creatinina).

Os animais ficaram alojados em canis experimentais no Hospital Veterinario da
UFCG/CSTR, por um periodo de sete dias, recebendo ragdo comercial duas vezes ao dia e
agua ad libitum(Figura 2). Ao chegar ao canil e no ultimo momento de avaliagdo os

animais foram pesados para avaliar se houve ganho ou perda de peso.

Figura 2. Canino alojado em canil experimental.
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Para avaliar clinicamente o estresse foi desenvolvido um Escore Composto de
Estresse (ECE) (Quadro 1) a partir de escalas de avaliagdo de dor descritas na literatura
para pequenos animais e usando comportamentos sugestivos de estresse em cdes. O escore
maximo obtido com o ECE ¢ de 18 pontos. O estresse obtido por esta escala ¢ classificado
em discreto (escores de 0 a 4), moderado (escores de 5 a 10) e intenso (escores > 10). Esta
avaliagdo foi realizada 12 horas (M1) apds a chegada dos animais ao canil, e repetida a

cada 12 horas, totalizando 14 momentos.

PARAMETRO CRITERIO ESCORE
Atento e responsivo a voz e toques humanos 0
Responde timidamente 1
Comportamento interativo | N#o responde imediatamente 2
Nio responde ou responde agressivamente 3
</= 10% maior que o valor basal 0
11 a 30 % maior que o valor basal 1
FC, FR, PA* 31 a 50% maior que o valor basal 2
>50% maior que o valor basal 3
Normal (37.5-39.0 °C) 0
TR* Acima de 39°C 1
Sem vocalizagéo 0
Vocalizagdo Vocalizagdo presente e controlada 1
Vocalizagdo presente ndo controlada 2
Adormecido ou calmo 0
Leve agitagdo 1
Agitagdo Moderada agitagio 2
Severa agitagdo 3

Quadro 1. Critérios de avaliagdo do grau de estresse.Fonte: adaptado de Brondaniet al. 2009; Villela et

al. 2009.

*FC = frequéncia cardiaca, FR = frequéncia respiratéria, PA = pressdo arterial, TR = temperatura retal.
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Além disso, foi observada a ocorréncia de alteragdes comportamentais e fisicas tais
como, modificagio na movimentagdo e/ou no apetite, automutilagdo, apatia,
hiperatividade, tremores, vOmito, diarreia, respiragdo ofegante, midriase, lambedura
frequente dos labios e nariz e degluti¢o repetida de saliva, entre outras alteragdes.

Apos a avaliagdo clinica do estresse, amostras de sangue (2 mL) foram colhidas por
pungdo da veia cefdlica ou jugular (Figura 3), acondicionadas em tubos de ensaio
esterilizados sem anticoagulante (Figura 4) e centrifugadas por 5 minutos a 5000 rotagdes
por minuto (rpm). O soro resultante (Figura 5) foi armazenado sob refrigeragéo a -20°C e
posteriormente encaminhado ao laboratério para determinagdo dos valores séricos de
cortisol em pg/dL. A concentragdo sérica de cortisol foi mensurada pelo método de
eletroquimioluminescéncia (CASSU et al., 2011).

A glicose plasmatica em mg/dL foi mensurada através de glicosimetro portatil,
utilizando-se uma gota de sangue proveniente da mesma amostra utilizada para a
mensuragdo do cortisol (Breeze 2, Bayer HealthCare) (Figura 6).

As colheitas de sangue para as avaliagdes laboratoriais foram realizadas no
ambiente em que os animais viviam (M0-momento basal), € nos momentos M1, M3, M5,
M7, M9, M11 e M13.

e

Figura 3. Colheita de sangue por meio de pungdo da veia

jugular para mensuragéo decortisolemia.
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Figura 4. Sangue acondicionado em tubos de ensaio
esterilizados.

Figura 5. Soro resultante apds centrifugagdo para mensuragio

dos niveis de cortisol.
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Figura 6.Glicosimetro

portatil utilizado para

mensuragdo de glicemia.

Posteriormente a colheita de sangue, os seguintes pardmetros fisioldgicos foram
mensurados: frequéncia cardiaca (FC) em batimentos por minuto (bpm), mensurada
através de auscultagdo indireta; frequéncia respiratoria (f), mensurada contando-se os
movimentos toracicos durante um minuto (mpm); temperatura retal (TR) aferida através de
um termOmetro clinico digital (Figura 7); e pressdes arteriais sistolica (PAS) e diastdlica
(PAD), mensuradas por método oscilométrico, ndo invasivo (Medidor de PANI portatil —
DL1100, Deltalife) tendo o manguito pneumatico sido colocado ao redor da regido radial
esquerda, e a largura do manguito correspondida a 40% da circunferéncia do local onde o
mesmo foi colocado (Figura 8). A cada momento experimental foram realizadas cinco
mensuragdes da pressdo arterial, eliminando-se a maior e a menor e, posteriormente,
obteve-se a média dos valores restantes, a qual foi anotada como o valor para aquele
momento. A pressdo arterial média (PAM) foi calculada a partir da formula PAM = (PAS —
PAD)/3 + PAD (MASSONE, 2011).



27

Figura 7. Aferi¢do de temperatura retal através de

termometro digital.

Figura 8. Aferi¢do da pressdo arterial de cadelas mantidas

em canis experimentais por método oscilométrico.

As avaliagdes paramétricas foram realizadas em todos os momentos do periodo
experimental (M0 a M14).

Para avaliar se houve diferenga significativa entre os parametros clinicos, escores
de estresse e resultados laboratoriais foram utilizados a analise de varidncia (ANOVA) de
duas vias com multiplas comparagdes pelo teste de Tukey para os dados que apresentavam
distribuigdo normal, sendo os dados registrados como média e desvio-padrdo, € o teste de

Friedman para os dados que apresentavam distribui¢do ndo normal, sendo os dados
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apresentados como mediana e intervalo interquartilico. Para os dados onde foram
comparadas apenas duas amostras, foi utilizado o teste ¢+ de Student para amostras
pareadas. Coeficiente de correlagiio de Spearman foi utilizado para avaliar a correlagio
entre escores de estresse, dados laboratoriais e variaveis fisiologicas. Testes estatisticos
foram considerados significativos quando p< 0.05. Dados foram analisados através do

programa BioEstat 5.0.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve diferenca significativa entre 0s pesos dos animais ao chegarem ao canil
(12,96+3,19kg) e apds o término do experimento (13,55+3,29kg).

Em relagiio a avaliacdo clinica do estresse, em todos os momentos este foi
classificado como discreto (escores <6). Em relagdo as alteragdes fisicas e
comportamentais, duas cadelas (20%) apresentaram-se hiperativas com presenga de
vocalizagdo em todos os momentos avaliados; dois animais (20%) mostraram-se agressivos
e com medo até 0 M7; dois animais (20%) apresentaram diarreia nos momentos M1 ¢ M2;
um animal (10%) estava anoréxico e com apatia até M3; e dois animais (20%)
apresentaram baixa ingestdo de ragdo em todos os momentos. A presenca de
hiperatividade, agressividade e vocalizagio acentuada pode ter ocorrido pelo
comportamento intrinseco do animal em questfio, ou devido a presen¢a de ansiedade,
concordando com Tuberet al. (1996) que, estudando o comportamento de cdes mantidos
em isolamento social em canis individuais por um periodo de oito semanas, observaram
alteracGes comportamentais, com sinais de irritabilidade e ansiedade, expressos mediante
vocalizagéo e atividade locomotora intensa.

Os resultados laboratoriais de cortisolemia (Grafico 1) e glicemia estéo

demonstrados na tabela 1 e no grafico 2.
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Grifico 1.Variago da concentragdo de cortisol sérico (ug/dL)
em cadelas submetidas a um periodo de adaptacdo de sete dias

em canis experimentais.

VarY Ghicemia
mg/dL
17
107
97
87
77

67

GUC(MO0)  GLIC(M3)]  GLIC(M7)  GLIC(M11)
GUC(M1)  GUCMS)  GLIC(MS)  GLICM13)

Grafico 2.Variagdo da concentragdo de glicemia (mg/dL)em cadelas

submetidas a um periodo de adaptagdo de sete dias em canis experimentais.
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Tabela 1. Concentragdo de cortisol sérico (medianatintervalo interquartil) e glicemia

(médiatdesvio padrio) em cadelas submetidas a um periodo de adaptacfio de sete dias em

canis experimentais.

Varidvel Momentos

MO Ml M3 M5
Cortisol  3,19£1,92  2,14+1,36  2,14+121  1,94+0,89
(ng/dL)

Glicemia 101,9£114  84,4+49* 81300  80,1+7,5*

(mg/dL)

M7 M9 M11 M1i3

1,32+1,13 1,15:0,61  0,60+0,67* 0,55+0,55*

81,6+5,6* 78,7+6,9*% 79,457 B81,6+6,7¢

* - diferente do M0 segundo o teste de Friedman (p<0,05).

A concentragdo média de cortisol detectada no M0 excedeu os valores fisiologicos
citados para a espécie canina, compreendidos entre 0,25 a 2,3 pg/dL. (RUSSELLet al.,
2007). Esse fato pode ser explicado pelo estresse nos animais provocado pelo primeiro
contato com os pesquisadores ¢ devido a contencfio fisica. Além disso, acredita-se que no
momento basal os picos hormonais de cortisol decorrentes da manipulagiio do paciente
pelo avaliador tenham sido contabilizados (ZANELLA et al., 2009), ja que os animais
viviam em um ambiente de forma conjunta ¢ tiveram que ser separados ¢ levados para um
local préoximo onde pudesse ser realizada a colheita de sangue para mensuragdo da
glicemia e do cortisol. Vale salientar que em todos os momentos ap6s o MO0, nos quais os
animais foram avaliados, coletou-se sangue imediatamente apds o contato com o animal,
ndo havendo influéncia dos picos hormonais decorrentes da manipulagfio, considerando
que o pico de cortisol em ces tende a ocorrer de 15 a 30 minutos apds o estimulo doloroso
ou estressante (INOUE et al., 2006).

Nos demais momentos houve uma diminui¢do gradativa dos niveis de cortisol,
sugerindo que, apesar de o novo ambiente ter induzido a ativagdio do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal, culminando com a resposta de estresse (TUBER et al., 1996), este
diminuiu ao longo do periodo de adaptagfo, sendo que as concentragdes séricas de cortisol
mantiveram-se dentro dos valores fisiologicos para a espécie canina ja a partir do primeiro
dia no novo ambiente. A manutengio do cortisol dentro dos niveis normais para a espécie
pode ser explicada pelo fato de os animais serem provenientes de uma associagfo de cies

abandonados, onde ha um constante contato com diferentes pessoas que visitam esses
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abrigos, € por ndo apresentarem proprietario, ja que Tuberet al. (1996) observaram em seu
estudo que os niveis de glicocorticoides néo se elevam quando os cdes sdo expostos a um
novo ambiente na presenga de seu tutor, sendo a auséncia deste o principal fator estressante
considerado na adaptagdo ambiental.

A maxima concentragdo de glicemia observada no momento basal pode ser
explicada pelos picos hormonais de cortisol anteriormente discutidos, ja que a elevagdo do
cortisol determina aumento da glicogénese hepdtica e, consequentemente, hiperglicemia
(ROMERO; BUTLER, 2007).

Os dados relativos a FC, f, TR, PAS, PAM e PAD estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratdria (f), temperatura retal (TR) e pressdes
arteriais sistélica (PAS), média (PAM) e diastélica (PAD) (mediana+intervalo interquartil) em cadelas
submetidas a um periodo de adaptagdo de sete dias em canis experimentais.

MOMENTOS PARAMETROS
FC (bpm) F TR PAS PAM PAD
(mpm) (°C) (mmHg) (mmHg) (mmHg)
MO 9534243  46,2+21,6 38,98+0,84 137+26,7  106,4+16,5 90+10
M1 117,8423,7 32496 38,08+0,40 130494 96,1+7,8 80+17,5
M2 116,8£22,9  62,8+22,6 38,65+0,45 136+17,8 98,8497 80+0
M3 107,2+184  42,8+21,7 37,99+0,5" 125+9,7 93+6,8 80+10
M4 113+23 70+42,7 38,57+0,40 128+14,8  98,7+11,3 84+10,7
M5 102£16,5  31,6221,3 37,98+0,36" 125+11,8 94,9+9,1 80+8,2
M6 11419 59,2+289 38,48+0,27 125+11,8 94,3+6,5 80+7.5
M7 122+44 26,4+7.4 38,10+0,36" 127+11,6  89,8+13,9  80£10,5
M8 11041 70,4+31,1 38,6+0,31 131£13,7  91,1%14,3 80+10,5
M9 94426 29,2+8,2 38,16+0,45 125+9,7 89,6+14,4 8149.9
M10 116+24 86+40,8 38,57+0,37 129+13,7 95,749,9 79+8.8
Mil 120£30 46+29,8 38,17+0,64 117£10,6 87,4+8,2 73+9,5°
M12 98+24 73,2+33,8 38,69+0,26 142+19,3 103,4£11 84+9.7
Mi13 11012 27,6+7,3 38,29+0,41 120+10,5 86,8+8,1" 77+10,6
M14 110£30  54,6+25.3 38,45+0,28 126+14,3 92,8+6,8 80+7,5

* _ diferente do MO segundo o teste de Friedman (p<0,05).



32

A manuteng¢io da frequéncia cardiaca dentro dos paridmetros fisioldgicos para cies,
que varia de 70 a 180 bpm (MASSONE, 2011), e a auséncia de diferenga significativa
entre 0s momentos avaliados (p>0,05), discordam de Bergamasco et al. (2010) que
afirmam que um aumento no nivel de estresse € refletido por um aumento na frequéncia
cardiaca. No experimento aqui relatado, esse pardmetro fisiologico nio pdde ser
considerado um bom indicador de estresse.

Observou-se taquipneia em dez dos quinze momentos avaliados, em cinco dos
quais a temperatura retal também estava além do padrao normal para a espécie, sendo esse
fato expresso pela moderada correlagio observada entre a frequéncia respiratoria e a
temperatura retal. Essa correlag@o deve-se ao papel do sistema respiratério na regulagio da
temperatura corporal (COLVILLE, 2010) onde o aumento da frequéncia respiratéria faz
com que o calor irradiado pelos tecidos corporeos e sangue aquecidos seja removido do
corpo durante a expiragdo. J4 a forte correlagio observada entre a f com o Escore
Composto de Estresse (r=0,8521; p=0,0001)mostra que esse pardmetro ¢ Gtil para
avaliagdo do estresse, concordando comBrunet al. (2007) que afirmam que a frequéncia
respiratoria € um bom indicador de bem estar animal.

A pressdo arterial média diferiu do momento basal apenas no Mi1 e M13, assim
como ocorreu com o cortisol, porém em todos os momentos este pardmetro esteve dentro
dos niveis fisiologicos para a espécie canina (85 a 120 mmHg) (RABELO, 2005).

O cortisol e a glicemia apresentaram correlagdo apenas com a PAM, a qual foi
considerada muito forte (r=0,9330; p=0,0007) e forte (r=0,7842; p=0,0212),
respectivamente.A correlagio observada da PAM com o cortisol € explicada pela liberagio
de catecolaminas devido ao estresse, que causam reagdes fisiologicas como o aumento da
frequéncia e contratilidade cardiacas, dilatagdo dos vasos sanguineos do musculo
esquelético e cardiaco e vasoconstrigdo periférica, o que em conjunto leva a um aumento
da presséo sanguinea (ROMERQ; BUTLER, 2007).

A PAS apresentou correlagiio moderada com a PAD (r=0,5940; p=0,0195) e com a
PAM (r=0,6132; p=0,0150), o que demonstra a acuracia do método de mensuragdo de

pressdo arterial utilizado nessa pesquisa.
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3. CONCLUSAO

Nas condig¢des da presente pesquisa e com base nos resultados observados, pode-se
concluir quea mensuragdo do cortisol sérico demonstrou ser um pardmetro adequado e util
na avaliagdo do estresse durante o periodo de adaptagdo, sugerindo-se que seis dias foram

suficientes para as cadelas em questio se adaptarem a um novo ambiente.
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