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RESUMO

A superpopulacdo de cdes nos centros urbanos ocasiona sérios problemas de salde
publica e bem-estar animal. Métodos alternativos de contracepcdo tém sido bastante
discutidos, mas ainda existe polémica no que diz respeito ao efeito algico dos agentes
esclerosantes. Este trabalho teve o proposito de caracterizar o grau de desconforto
causado pela castragdo quimica por meio da injecdo intratesticular de gluconato de
zinco e comparar com 0 procedimento convencional da orquiectomia, levando-se em
consideracdo parametros comportamentais e bioquimicos, além de avaliar o grau de
sensibilidade de tais parametros. O presente estudo foi conduzido na cidade do Recife,
Brasil, entre os meses de abril a dezembro de 2013. Dezenove cdes machos foram
distribuidos aleatoriamente em trés grupos: G1 (controle — submetidos apenas a
procedimento anestésico), G2 (orquiectomia) e G3 (injecdo intratesticular de gluconato
de zinco). As avaliacdes foram realizadas em cinco diferentes momentos (M0, M1, M2,
M3 e M4), onde foram avaliados cortisol plasmatico, glicose sérica, leucograma de
estresse (neutréfilos/linfocitos) e grau de desconforto por meio da Escala de Melbourne.
N&o foram encontradas diferencas significativas nas concentragdes de cortisol e
contagem de leuctcitos. O grau de desconforto foi maior no G2, apesar de ndo
ultrapassar o escore de dor leve segundo a Escala de Melbourne. A concentragdo sérica
de glicose foi estatisticamente maior no G3 quando comparada com o G2, embora
ambos tenham sido semelhantes ao grupo controle. Diante dos resultados concluiu-se
que a esterilizacdo quimica causa um desconforto similar aquele gerado pelo
procedimento de orquiectomia, podendo ser utilizado como procedimento de rotina no
controle da fertilidade de caes.

Palavras chave: Canis lupus familiaris, bem estar, gluconato de zinco, controle
populacional, dor
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ABSTRACT

The overpopulation of dogs in urban areas causes serious problems to public health and
animal welfare. Alternative methods of contraception have been widely discussed, but
there is still controversy regarding the painful effects of sclerosing agents. This study
aimed to characterize the degree of discomfort caused by chemical castration by zinc
gluconate intratesticular injection and compare it with the conventional procedure of
orchiectomy, taking into consideration both behavioral and biochemical parameters, and
also to evaluate the degree of sensitivity of such parameters. This study was conducted
in the city of Recife, Brazil, between April and December 2013. Nineteen male dogs
were randomly divided into three groups: G1 (control — subjected to anesthesia only),
G2 (orchiectomy) and G3 (zinc gluconate intratesticular injection). The evaluations
were performed at five different moments ( MO , M1, M2 , M3 and M4 ) , in which
were evaluated plasma cortisol , serum glucose , stress leukogram ( neutrophils /
lymphocyte ) and pain level according to the Melbourne Scale. No significant
differences in the concentrations of cortisol and leukocyte count were found. The degree
of discomfort was higher in G2, despite not exceeding the mild pain score according to
the Melbourne Scale. Serum glucose concentration was statistically higher in G3
compared with G2, even though both were similar to the control group. In face of the
results it was concluded that chemical sterilization causes similar discomfort to that
generated by orchiectomy procedure and can be used as a routine procedure in the
control of fertility in dogs.

Keywords: Canis lupus familiaris, welfare, zinc gluconate, population control, pain
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1. INTRODUCAO

Estima-se que a populacdo canina esteja em torno de 10% da humana na area urbana
devido a reproducdo descontrolada de cdes e gatos errantes, ocasionando sérios
problemas a saude animal e puablica (Mascarenhas, 2008). Segundo a Organizagdo
Mundial da Saude (1990), as atividades isoladas de recolhimento e eliminacao de cdes e
gatos néo sdo efetivas para o controle da dindmica dessas populacdes, sendo necessario,
portanto, atuar na causa do problema: a procriacdo animal sem controle, e a falta de
responsabilidade do ser humano quanto a sua posse, propriedade ou guarda. Métodos
alternativos de contracepcdo em cdes e gatos tém sido bastante discutidos,
principalmente no que diz respeito as fémeas, entretanto, cada macho intacto € um
reprodutor em potencial, podendo gestar varias fémeas por ano. Na espécie canina, a
contracep¢do em machos, pode ser realizada por métodos cirdrgicos, imunolégicos,
hormonais ou quimicos. A castracao quimica tem sido sugerida como alternativa rapida
e de baixo custo, que poderia ser utilizada em larga escala na populagéo canina e felina,
especialmente nas regides de populacBes carentes onde o problema é mais intenso
(Immegart e Threlfall, 2000; Cedilho et al, 2006). Entre os diversos agentes
esclerosantes utilizados em machos caninos e felinos, estdo o dimetil-sulfoxido (Pineda
et al., 1977; Pineda e Doley, 1984), acido latico (Nishimura et al., 1992), gluconato de
zinco (Fahim et al, 1993; Oliveira et al., 2007), glicerol (Immegart e Threlfall, 2000),
clorexidina (Aiudi et al., 2010) e cloreto de célcio (Baran et al., 2010). Alguns desses
agentes causam dor e febre, inflamacdo ou até mesmo orquite grave apds injecdo
intratesticular (Jana et al., 2005). Apesar da variedade de agentes quimicos utilizados
com a finalidade de contracepcao, ha relatos de dor e pirexia em ratos (Jana e Samantha,
2006), cdes (Soto et al., 2007) e gatos (Jana e Samanta, 2011). A contracepgao quimica
com produtos contendo gluconato de zinco é considerada um procedimento seguro e
eficaz (Wang, 2004; Bowen, 2008; Soto et al., 2009; Oliveira et al., 2011), e apesar de
alguns estudos sugerirem que o produto ndo produz efeito algico perceptivel
(Tepsumethanon et al., 2005; Soto et al 2009; Oliveira et al., 2011), ndo existem

avaliacOes direcionadas especificamente para este quesito.

2. REVISAO DE LITERATURA
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A maioria dos centros urbanos enfrenta problema de animais mantidos sem controle,
oferecendo riscos a saude, a seguranca publica, ao bem estar animal e ao meio
ambiente, onerando o poder publico com investimentos necessarios para o controle
populacional (Nassar e Fluke, 1991). Da mesma forma que se tem comprovado que 0
recolhimento e a eutanasia de animais domésticos ndo reduzem a superpopulacdo nos
grandes centros urbanos e municipios, tem-se que a esterilizacdo em massa € um dos
métodos eticamente preconizados e de eficacia constatada para controle populacional.

Apesar da grande preocupacdo com contracepcdo em fémeas, no Brasil, os relatorios
sobre a dindmica da populacdo canina mostram que 0s machos sdo maioria, entre 60 e
70% do total da populacdo canina, e as fémeas entre 30 e 40% do total da populagéo
canina (Soto et al., 2007). Por esta razdo tem-se buscado técnicas alternativas de
contracep¢do em machos, que sejam seguras, menos invasivas e de baixo custo.

O bloqueio reprodutivo do macho pode ser obtido por meio de intervencéo cirurgica,

por terapias hormonais, imunoldgicas e pelo uso de agentes esclerosantes nos testiculos.

2.1 Métodos cirurgicos

A orquiectomia é o método contraceptivo mais utilizado para esterilizacdo de cées e
gatos. A remocao dos 6rgaos reprodutores se dé sob anestesia geral e pode ser realizada
pelas técnicas aberta ou fechada, que se referem a abertura ou ndo da tunica vaginal,
sendo o método fechado, o mais comumente utilizado (Slatter, 2003). De acordo com
Johnston et al. (2001), a orquiectomia bilateral € um método completamente eficaz, que
inclui diversos beneficios como prevencdo do surgimento de neoplasias, tor¢do do
corddo espermaético, orquites e epididimites, além da supresséo ou erradicacdo de sinais
clinicos associados a doengas androgeno-dependentes como hipertrofia prostatica
benigna, prostatite cronica, adenoma perianal, hernia perianal e alopecia responsiva a
castracdo. Uma vantagem muito desejada que esta técnica traz, € a reducdo significante
do comportamento sexual, incluindo marcacdo territorial, agressividade e
comportamento de monta, que muitas vezes é intoleravel aos proprietarios.

Estudos tém destacado que para que ocorra a efetividade do programa de
esterilizacdo cirargica no controle de populacdo animal, hd necessidade que uma
elevada porcentagem de cées seja submetida a este método por um longo periodo de

tempo (Amaku et al., 2003). Sendo a orquiectomia um procedimento que exige
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profissionais especializados e ambiente asséptico, nem sempre essas medidas sao
possiveis. Além do exposto, existem algumas complicacGes poOs-operatorias, que
incluem hemorragias, infeccdes, obesidade (Johnston et al., 2001; German, 2006;
Kustritz, 2005; Brunetto, 2011) e incontinéncia urinaria (Johnston et al., 2001). No cdo,
0s hematomas e edema escrotal sdéo comumente observados apds a incisdo escrotal. As
hemorragias ap6s a castracdo podem ser graves e podem resultar em hemorragia na
cavidade abdominal (Boothe, 2003). Além disso, a dor acompanha todas as operacoes
envolvendo tecido inervado e pode contribuir para morbidade pos-operatoria (Almeida
et al., 2006). O periodo po6s-operatdrio também decorre com sofrimento, podendo essa

sensacao dolorosa evoluir para cronicidade (Duncan, 2005).

2.2 Agentes esclerosantes

InjecBes intratesticulares tém sido investigadas como método de inducdo de
contracep¢do em machos por mais de cinco décadas (Kutzler e Wood, 2006). Diversos
agentes esclerosantes tem sido utilizados para esterilizacdo em machos caninos e
felinos, entre os quais estdo o dimetil-sulfoxido (Pineda et al., 1977; Pineda e Doley,
1984), acido latico (Nishimura et al., 1992), gluconato de zinco (Fahim et al, 1993;
Oliveira et al., 2007), glicerol (Immegart e Threlfall, 2000), clorexidina (Aiudi et al.,
2010) e cloreto de calcio (Baran et al., 2010). Essas substancias podem ser aplicadas nos
testiculos, epididimo e ducto deferente (Immegart e Threlfall, 2000). Quando injetadas
no parénquima testicular, os agentes esclerosantes levam a atrofia testicular com
decréscimo da espermatogénese, e da concentragdo de andrdgenos, contribuindo para
diminuicdo de alteracBes androgeno-dependentes. Com a aplicacdo da droga no
testiculo ocorre uma resposta sisttmica imune, devido a ruptura da barreira de células de
Sertoli, além de inflamacéo local com liberacéo de antigenos testiculares (Johnston et al,
2001). Quando injetadas no ducto deferente ou epididimo, essas substancias induzem
uma ocluséo fibrosa, resultando em azoospermia.

Segundo Kutzler e Wood (2006) o procedimento ndo exige muita técnica, é barato e
adequado para programas de esterilizacdo em larga escala em animais domésticos e
selvagens. Mas, pesquisas que envolvem esterilizacdo quimica de machos séo restritas,
e um dos fatores esta relacionado aos resultados obtidos com a maioria dos agentes

esclerosantes, que nédo resultam em azoospermia e causam irritagdo ou ulceragdo na
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bolsa escrotal (Fahim et al., 1993). Outras reacbes locais e sistémicas adicionais
notificadas apos injecOes intratesticulares incluem dermatite e auto-mutilacdo escrotal,
edema no prepucio, vomitos, diarreia, anorexia, letargia e leucocitose (FDA, 2003).

Existem ainda polémica e questionamentos em relacdo a dor e sofrimento dos
animais castrados quimicamente. Jana e Samanta (2011) relatam sinais de desconforto
temporario em gatos tratados com injecdo de cloreto de célcio, em até cinco minutos
apos aplicagdo. Num trabalho realizado por Muller et al. (2010), utilizando gluconato de
zinco para esterilizacdo em cdes machos, foi observado que alguns animais
apresentaram desconforto, caracterizado por vocalizacdo e auséncia de apetite, nas
primeiras oito horas. Soto et al. (2007) relatam dor e sensibilidade em 4% dos animais
no primeiro dia de tratamento utilizando gluconato de zinco associado ao DMSO. Jana e
Samanta (2006) também relatam dor e pirexia em ratos. No que concerne ao gluconato
de zinco, varios trabalhos sugerem que o produto ndo produz efeito algico perceptivel
(Tepsumethanon et al., 2005; Soto et al., 2009; Oliveira et al., 2011).

2.2.1. Solucéo a base de gluconato de zinco

O zinco € essencial para o crescimento normal, reproducédo e expectativa de vida dos
animais e tem efeito benéfico no processo de reparacdo tecidual e cicatrizagdo. E
considerado ndo-carcinogénico, ndo-teratogénico e ndo-mutagénico (Leonard et al.,
1987). O zinco tem pH neutro e faz parte da composicdo do plasma seminal e dos
tecidos do trato reprodutor masculino. Em baixas concentragdes é importante para a
espermatogénese (incorpora-se ao flagelo das espermatides alongadas e também é
encontrado nas fibras densas externas da cauda do espermatozoide) (Fahim et al., 1993),
mas em concentragdes elevadas inibe a divisdo e replicacdo das células germinativas e
causa fragmentacdo da membrana celular e do nucleo (Fahim et al., 1993).

Segundo Wang (2002), o gluconato de zinco provoca atrofia dos tibulos seminiferos
com formagdo de tecido de granulacdo e oclusdo fibrosa & passagem de
espermatozoides. Entretanto acredita-se que a injecdo intratesticular a base de zinco
tenha uma acdo mais especifica sobre a espermatogénese, atraveés de uma reacao
inflamatdria exacerbada no local, causando a ruptura da barreira hematotesticular e
reacdo imunomediada contra as células do compartimento adluminal, resultando em
injaria celular (Oliveira, 2007; Muller et al., 2010).
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Um produto a base de gluconato de zinco foi descrito por Fahim et al. (1993), que
injetou Neutersol (Pet Healthcare International, Inc., Columbia, MO, EUA), nos
epididimos de cdes. Posteriormente foi injetado nos testiculos de cédes adultos. O
produto tornou-se comercialmente disponivel nos EUA em 2003, e foi retirado do
mercado em 2005. No entanto, esta disponivel no México desde 2008 (Esterisol,
Ciéncias arca, New York, NY, EUA) (Purswell e Jochle, 2010).

Em estudo realizado por Oliveira (2012) com cdaes puberes (8 meses a 4 anos de
idade) demonstrou-se que a espermatogénese foi substancialmente suprimida 60 — 150
dias apds o tratamento.

Desde 2003, um outro produto a base de gluconato de zinco neutralizado pela
arginina (Testoblock , bioliberagdo Technologies, Birmingham , AL , EUA) , foi
avaliado para castracdo quimica de cdes machos por injecdo intratesticular . Oliveira et
al (2007), relataram uma investigacdo morfoldgica e ultra-estrutural dos testiculos de
cdes (8 meses a 4 anos de idade) apds o tratamento com injecdo intratesticular de
Testoblock, comprovando o comprometimento da espermatogénese e sugerindo
irreversibilidade. Mais recentemente, Soto et al. (2009) avaliaram um novo esterilizante
injetavel para cdes machos ( Infertile , Rhobifarma , Hortolandia , SP, Brasil), que é
semelhante ao Neutersol / Esterisol, embora com algumas diferencas na formulacéo.
Uma diferenca é a adicdo de dimetil sulféxido como um "veiculo™ para ajudar na
distribuicéo da droga no testiculo. Além disso, o Infertile tem aproximadamente o dobro
da concentracdo de gluconato de zinco. A injecdo intratesticular de Infertile em jovens e
adultos machos ndo resultou em azoospemia, embora tenha resultado na reducdo da

motilidade e concentracdo espermatica 12 meses apds injecdo (Soto et al., 2009).

2.3. Dor x Estresse

No Brasil, assim como em outros paises, devido a relacdo estabelecida entre o cdo e
0 ser humano, existe uma preocupacao crescente com o bem-estar animal. Desde que 0s
animais sdo considerados seres sencientes, capazes de experimentar dor e sofrimento,
existe o interesse em evitar e minimizar essas sensacoes.

Durante muito tempo a dor foi negligenciada, tanto em animais quanto em humanos.
No entanto, mesmo apds décadas de compreensdo dos mecanismos de geracdo da dor no

homem, muitas davidas ainda pairam sobre este fenémeno nos animais (Neto, 2008).
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Um dos pontos criticos na avaliacdo do sofrimento animal € como mensura-lo, pois
um mesmo estimulo doloroso pode desencadear respostas diferentes entre as espécies e
mesmo entre individuos da mesma espécie e raca (Neto, 2008). Muito se tém falado em
avaliacdo do estresse em sinébnimo a avaliacdo da dor. De fato, a dor € um estimulo
estressante, e pode ser definida como uma experiéncia sensorial e emocional aversiva,
que alerta o individuo sobre uma lesdo ou ameaca a integridade de seus tecidos. Ela
altera o comportamento e a fisiologia do animal tentando evitar ou reduzir o dano
tecidual e promover a recuperacdo (Molony e Kent, 1997).

A dor induz respostas reflexas que resultam no aumento do tbnus simpatico,
vasoconstricdo, aumento da resisténcia vascular sisttmica, aumento da frequencia
cardiaca e do consumo de oxigénio pelo miocardio, diminui¢do do tdnus gastrointestinal
e urinario, e aumento do musculo esquelético (Mathews, 2005). A resposta endocrina
compreende, entre outros, 0 aumento da secrecao de corticotropina, cortisol, horménio
antidiurético, horménio do crescimento e catecolaminas (Mathews, 2005; Teixeira,
2005). Estes efeitos constituem também a classica resposta ao estresse e correspondem a
uma adaptacdo desenvolvida para otimizar a sobrevivéncia no periodo imediatamente
apos a injuria (Lamont e Tranquilli, 2000). A dor é considerada um estimulo
estressante, mas o contrario ndo é verdadeiro. Por isso a detec¢do da dor nos animais
pode ser extremamente dificil. Ambos resultam em alteracGes dos mesmos pardmetros
fisioldgicos e das determinacgdes bioguimicas.

As mensuracdes bioguimicas, especialmente o cortisol e a glicose tem se mostrado
importantes referéncias para avaliacdo da dor e do estresse por meio indireto (Sturion,
2011). Outros parametros bastante utilizados s&o o leucograma de estresse,
catecolaminas, proteinas de fase aguda, exame fisico, avaliagdo comportamental e
escalas de dor.

Até ha pouco tempo, para avaliagdo da dor nos animais, utilizavam-se de escalas
desenvolvidas para 0 Homem, como a Escala Descritiva Simples, Escalas de Graduagéo
Numérica, e Escalas Visuais Relativas (Mich e Hellyer, 2009). No entanto, segundo
Robertson (2006) e Mich e Hellyer (2009), a limitagc&o dessas escalas em medir apenas
uma dimenséo da dor, como sua intensidade, tornaram-nas inadequadas para 0 universo
da Medicina veterinaria, exigindo a criacdo de escalas multidimensionais ou compostas,
como € o caso da Escala de Dor da Universidade de Melbourn (EDUM) e da Escala

Composta de Dor de Glasgow. A primeira baseia-se em respostas comportamentais e
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fisioldgicas especificas, e inclui maltiplas descricdes organizadas em seis categorias de
parametros ou comportamentos relacionados com a dor. Segundo Mich e Hellyer
(2009), a escala de Melbourn apresenta uma maior precisdo em relacdo as escalas
anteriormente citadas. O seu sistema de pontuacdo permite realcar o peso relativo de
certos comportamentos, e a pontuacéo total minima de dor obtida € 0 e a maxima total é
27 (Muir e Gaynor, 2008). A segunda é voltada para avaliacdo da dor pds-cirlrgica,
sendo semelhante 8 EDUM, mas é realizada em ambiente hospitalar.

A unido de varios biomarcadores torna a avaliacdo mais segura. Além disso, também
faz-se importante considerar o histérico do animal (se 0 mesmo passou por um
processo traumatico conhecido). A dor poés-operatéria, como a observada na
orquiectomia por exemplo, € um tipo de dor aguda com etiologia bem definida — o ato
operatorio, de natureza autolimitante, com pico entre seis a vinte e quatro horas apds o
procedimento cirurgico, devendo reduzir ou cessar com a cicatrizacdo ou estabilizacao
da érea lesada (Gozzani, 2004). Ndo ha relatos na literatura sobre a avaliacdo do
desconforto/dor causado pela castragdo quimica por meio da injecdo intratestiular de
gluconato de zinco em cdes.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a seguinte hipotese:

A injecdo intratesticular de gluconato de zinco causa desconforto/dor em menor grau

que o observado no procedimento convencional da orquiectomia.

Por meio dos seguintes objetivos:

1. Descrever a resposta comportamental ao estresse de animais submetidos a
injecdo intratesticular de gluconato de zinco e de animais subetidos a
orquiectomia

2. Avaliar a concentracdo de cortisol sérico, glicose sérica e razéo
neutrofilos/linfocitos de cdes submetidos a injecao intratesticular de gluconato de
zinco e de caes submetidos a orquiectomia

3. Avaliar o grau de sensibilidade dos parametros observados, relacionados ao
estresse de cdes submetidos a injecdo intratesticular de gluconato de zinco e a

orquiectomia.
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ARTIGO 1
Marcadores de estresse em cées
Stress biomarkers in dogs
Adriana Neves, Thais Ferraz, Cibele Melo, Erika Oliveira

-REVISAO BIBLIOGRAFICA-

RESUMO

Os cées assumiram um papel muito importante na evolugdo humana, e hoje ocupam um
espaco na sociedade, sendo muitas vezes considerados membros da familia. Sendo
assim, existe uma preocupagéo crescente no que diz respeito ao bem estar animal. O
estresse tem sido empregado como o principal indicador e mecanismo de avaliacdo do
bem-estar. O presente trabalho tem como objetivo explorar algumas formas de avaliacdo
do estresse, quais parametros sdo potencialmente Uteis e que formas ndo invasivas tem
sido utilizadas para auxiliar na identificagdo do estresse e dor em caes.

Palavras-chave: Canis lupus familiaris, bem estar, biomarcadores

ABTRACT

Dogs have taken a very important role in human evolution, and today occupy a place in
society, often considered family members. Thus, there is a growing concern with regard
to animal welfare. Stress has been used as the main indicator, and also as a mechanism,
for welfare evaluation. This study aims to explore some forms of stress assessment,
which parameters are potentially useful and, finally, noninvasive forms that have been
used to assist in identifying the stress and pain in dogs.

Key words: Canis lupus familiaris, welfare, biomarkers

INTRODUCAO

No Brasil, assim como em outros paises, devido a relacdo estabelecida entre o cdo e
0 ser humano, existe uma preocupacao crescente com o bem-estar animal. Desde que 0s

animais sdo considerados seres sencientes, capazes de experimentar dor e sofrimento,

26



existe 0 interesse em evitar e minimizar essas sensacfes. Segundo a Farm Animal
Welfare Advisory Council (FAWAC), o conceito de bem-estar refere-se a uma boa ou
satisfatoria qualidade de vida, que envolve varios aspectos referentes ao animal,
devendo-se ter como base as cinco liberdades por ela divulgadas em 1967, onde todo
animal deve estar livre de fome e sede; livre de desconforto; livre de dor, lesdes ou
doengas; livre para expressar seu comportamento normal; e livre de medo e estresse. Em
resumo, o animal deve estar em boas condigdes fisicas e mentais. Com efeito, o estresse
tem sido empregado como o principal indicador e mecanismo de avaliacdo do bem-
estar.

Para uma avaliagdo valida de estresse, é preciso saber como ele se manifesta e como
pode ser medido. Muitos estudos publicados nos ultimos anos sobre bem-estar em
animais domesticos e de laboratorio demonstram o crescente interesse por esta questao,
no entanto esses estudos, em sua maioria, sdo voltados para a compreensdo do estresse
em situagBes especificas. A presente revisdo tem como objetivo explorar algumas
formas de avaliacdo do estresse, quais parametros sdo potencialmente Uteis e que formas
ndo invasivas tem sido utilizadas para auxiliar na identificacdo do estresse e dor em

caes.

O mecanismo de acéo e reacao do estresse

A resposta ao estresse tem como finalidade manter e/ou restaurar a homeostase do
organismo lesado, mantendo a estabilidade hemodindmica, preservacdo do aporte de
oxigénio para tecidos nobres, mobilizagdo de substrato calorico, redugdo de efeitos
dolorosos e manutencdo de temperatura corporea (STOCCHE et al., 2001). Essa
resposta se inicia no sistema nervoso central, ao perceber uma potencial ameaca a
homeostase, gerando altera¢des bioldgicas significativas nos animais, que consistem em
quatro defesas gerais: a resposta comportamental, a resposta do sistema nervoso
auténomo, a neuroenddcrina e a do sistema imunolégico (MOBERG e MENCH, 2000).
Cada resposta dessas gera informagdes que possibilitam avaliar a presenga ou ndo do
estresse.
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Resposta comportamental

A resposta comportamental muitas vezes é a melhor maneira que o animal tem para
lidar prontamente com o fator estressante. Alguns comportamentos que o cédo exibe
durante a resposta ao estresse, como a forma de comunicacdo, podem fornecer uma
medida do seu estado interno e entdo serem Uteis como medidores de estresse
(MOBERG e MENCH, 2000). A analise comportamental para avaliacdo do estresse em
cées tem sido utilizada rotineiramente nas Ultimas décadas. Estados de movimento,
posturas  corporais, vocalizagbes, comportamentos orais, comportamentos
comunicativos e exploratorios, tém sido usados como indicadores de condi¢des de bem-
estar (HORVATH et al, 2007; HAVERBEKE et al, 2008). Esta observacdo ¢
considerada um meio de diagndstico promissor e ndo invasivo, podendo ser usado para
quantificar a intensidade da dor e as suas associa¢des a fatores como o stress (MUIR,
2008). Uma variedade de respostas comportamentais tem sido relatada em cées
submetidos a diferentes tipos de estresse. Parte desta diversidade pode ser atribuida as
diferengas nos protocolos utilizados por diferentes investigadores.

A avaliacdo do comportamento normalmente € realizada por especialistas, mas
SERPELL e HSU (2001) sugerem que metodologias que aplicam questionarios com 0s
tutores dos animais tém uma potencial aplicabilidade para medir o comportamento em
situagdes em que outros meios convencionais sejam dificeis de utilizar, baseando-se no
fato de que os donos conhecem o comportamento dos seus cdes melhor do que ninguém.
Num estudo realizado por MARITI et al (2012), sobre a percepcdo do estresse em caes
por seus proprietarios, observou-se que mais da metade dos entrevistados foram capazes
de identificar corretamente o estresse como alteragdo a curto ou longo prazo do
equilibrio psicofisico que pode evoluir para doenca; 0s autores destacaram ainda que
essa capacidade foi maior nas pessoas com niveis educacionais mais elevados.

No entanto, a avaliagdo comportamental nem sempre € um método confiavel, pois
pode ser influenciada pela subjetividade do observador, seja proprietario ou especialista,
bem como pela variabilidade do individuo. Na verdade, os potenciais fatores de estresse
podem desencadear respostas diferentes, como resultado das diferencas individuais, tais
como a capacidade de certos animais para lidar com um determinado contexto (
APPLEBY e HUGHES, 1998). Além disso, o tipo de estimulo e as respostas

relacionadas dependem de diversas variaveis, incluindo genética, experiéncias no inicio
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da vida, e 0 sucesso ou o fracasso das respostas anteriores ao estresse (HORWITZ,
2004). Sendo assim, o ideal é que estejam sempre associados a avaliacdo
comportamental, outros parametros fisioldgicos utilizados como marcadores de estresse
(PASTORE et al., 2011).

Resposta do Sistema Nervoso Autbnomo

A ativacdo do SNA se da alguns segundos apds a recepcdo do estimulo estressor,
através de um sinal enviado pelo hipotalamo, via sistema nervoso, para a medula
adrenal. Isso é possivel devido ao aumento na secrecdo das catecolaminas, como a
norepinefrina e a epinefrina, neurotransmissores responsaveis pelo controle das
respostas vegetativas de alerta do organismo (ULHOA, 2009). Suas acdes envolvem a
regulacdo do metabolismo intermediario bem como as respostas que permitem que 0s
animais se ajustem a situacfes que envolvem o estresse agudo (CUNNINGHAM,
2004).

Em resposta a estimulos agudos aversivos, as catecolaminas sdo liberadas em poucos
segundos por terminacdes nervosas simpaticas periféricas e pelas glandulas supra-
renais, estimulando a mobilizacdo de glicogénio, e resultando na liberacdo de glicose e
lactato, que por sua vez podem ser medidos no plasma e serem usados como marcadores
indiretos da ativacdo simpatica (PRUNIER et al, 2005).

Além do aumento de catecolaminas no soro, pode-se observar aumento da glicose no
soro, da frequéncia cardiaca e pressdo sanguinea. BEERDA (1997) avaliou a resposta de
FC em cées apos diferentes estimulos de estresse e relatou que essa resposta ocorreu de
forma inespecifica para todos os tipos de estimulos, e que ndo forneceu nenhum
conhecimento a respeito de que os comportamentos foram, em particular, indicativos de
estresse.

Respostas do SNA, como taquicardia, taquipnéia, aumento da pressdo arterial,
arritmias, salivacdo, midriase, sudorese e liberacdo de catecolaminas s&o indicativos de
dor e estresse, principalmente quando estdo associadas as altera¢cbes do comportamento.
Devido a réapida e especifica resposta do SNA a determinados agentes estressores, as
avaliacOes acima podem ser utilizadas na avaliacdo do estresse, no entanto, devido a

fugaz resposta desses parametros, essas mensura¢fes mostram-se dificeis e pouco
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confiaveis (SACKMAN, 1991). MOBERG e MENCH (2000) relatam que estas
variacOes representam boas ferramentas para avaliar a magnitude de uma resposta
aguda, mas elas ndo sdo precisas para avaliagdo em longo prazo, e que este aspecto,
juntamente com a dificuldade em avaliar os parametros como pressdo arterial ou da
frequéncia cardiaca no campo, torna a resposta do SNA de menor interesse na avaliacéo

do estresse.

Resposta neuroenddcrina

A resposta enddcrina € ativada por estimulos neuronais a partir do local da lesao
tecidual. O impulso viaja através das vias neuronais até o hipotadlamo. Apds a
sensibilizagdo do hipotalamo, este libera o fator liberador de corticotropina (CRF), que é
transportado até a hipofise, onde ativa a secrecdo do hormonio adrenocorticotrofico
(ACTH). A hipofise libera uma grande quantidade de ACTH para a corrente sanguinea,
tendo como sitio de acdo as células presentes na zona fasciculada das adrenais
(YEAGER et al., 2004), que apés a sensibilizacdo aumentam o ndmero de receptores
para captacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e colesterol da circulacdo
sanguinea, essenciais para producéo de esteroides (GUYTON e HALL, 2006).

No estresse, além da secre¢do do ACTH, a hipdfise aumenta também a producdo de
outros hormdnios, tais como a vasopressina (VP), prolactina (PRL), hormdnio do
crescimento (GH) e o horménio estimulador da tiredide (TSH). Sendo assim, o estresse
acaba por envolver todo o organismo no esfor¢co de adaptacdo (BALLONE e MOURA,
2008).

Cortisol

O cortisol é um glicocorticoide produzido pela glandula suprarrenal, essencial nos
mecanismos de resposta ao estresse. Desempenha também um importante papel na
regulacdo do sistema imune e do metabolismo de proteinas, carboidratos e gorduras
(CUNNINGHAM, 2004). E um biomarcador comumente utilizado para avaliacdo de
estresse em cdes (HAVERBEKE et al, 2008), pois oferece a vantagem de ser um
indicador sensivel e universalmente aceito, e de facil mensuragdo através de Kits

comerciais.
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Os hormonios esteroides sdo lipideos, e dependem da ligacdo com proteinas
plasméticas para o transporte no sangue. Aproximadamente 75% do cortisol
transportado no plasma esta ligado a transcortina, globulina especifica com alta
afinidade ao cortisol, e 15% a albumina, permanecendo 10% no estado livre
(CUNNINGHAM, 2004). Porém o cortisol s6 apresenta acdo fisioldgica quando
circulando em forma livre. Esta conjugacdo do cortisol com proteinas plasmaticas serve
como reservatério para diminuir rapidas flutuacBes nas concentracdes de forma livre,
também pode ajudar a garantir uma distribuicdo relativamente uniforme do horménio
nos tecidos (ANTI et al, 2008). Alteracbes no estado fisioldgico ou fisiopatoldgico
podem influenciar a quantidade de proteinas ligadoras presentes no plasma, assim, as
concentragdes presentes ndo somente refletem a taxa de secrecdo, mas também podem
ser influenciadas pela quantidade de proteinas plasmaticas ligadoras de glicocorticoides
(CUNNINGHAM, 2004). Aléem disso, concentracdes circulantes de glicocorticoides
apresentam uma oscilacdo circadiana, com concentragdes mais elevadas na parte da
manh& em cédes (BEERDA et al., 1999).

Os niveis de cortisol sdo frequentemente mensurados no plasma, porém existem
outros métodos menos invasivos, como cortisol livre na urina, na saliva, fezes ou
cabelo. Vérios estudos tém sugerido que a técnica de coleta da amostra de cortisol por si
sO pode causar aumento no seu nivel, por isso busca-se técnicas de coleta minimamente
invasivas, defendidas como menos estressantes.

O cortisol urinario tem sido amplamente utilizado como um indicador de estresse
(BEERDA et al., 2000; STEPHEN e LEDGER, 2006; ROONEY e BRADSHAW,
2007), e e expresso em relacdo a creatinina para corrigir a diluicdo da urina. A dosagem
de cortisol livre na urina apresenta como vantagem tedrica o fato de ser imune a
flutuacBes da proteina carregadora de cortisol, por outro lado, apresenta uma limitacao
especifica que concerne a coleta da urina, procedimento que exige participacao ativa do
paciente (VIEIRA et al., 2005).

STEPHEN e LEDGER (2006), avaliando cortisol urinario em cées de canil,
encontraram uma media de cortisol:creatitina urinario de 17,8x10°, valor ligeiramente
superior ao relatado por BEERDA et al (2000) em cédes que vivem em diferentes
condices de canil (4,8 — 14,4 x 10°), e sugerem que esta disparidade pode ser por
diferencas em técnicas de amostragem ou medicdo, ou por diferencas nos

temperamentos dos cées.
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A concentracdo de cortisol plasmatico tem sido muito utilizada para medir estresse e
dor induzida apds cirurgias em cées, sendo uma desvantagem da sua medi¢do, o tempo
de contencdo necessario para coleta de sangue, que pode ser um fator estressante por si
s0 (BEERDA et al., 1996). HENNESSY et al. (1998) observaram um aumento nos
niveis de cortisol 20 minutos depois de um procedimento de puncdo da veia, o que foi
atribuido aos cdes do abrigo desacostumados a coleta de sangue. Da mesma forma,
KOBELT et al. (2003) relataram aumento de cortisol plasmético trés minutos apés a
coleta de sangue, e aumento do cortisol salivar quatro minutos apos a coleta de saliva
em caes. Visto que os cdes podem aprender a prever a coleta de sangue e saliva, estas
alteracdes de cortisol podem ocorrer antes mesmo da coleta da amostra.

Estas limitagcbes muitas vezes podem ser superadas pelo uso de amostras de saliva. A
principal vantagem deste método é que ndo € invasivo e é agora amplamente usado na
medicdo do estresse em estudos sobre animais ( BEERDA et al., 1996, 1998, 2000). As
concentragOes de cortisol na saliva foram bem correlacionadas com as concentragdes
plasméaticas em varias espécies, incluindo humanos (KIRSCHBAUM e
HELLHAMMER, 1989) e cdes (VINCENT e MICHELL, 1992; BEERDA et al, 1996).

O cortisol salivar mostrou ser uma medida nao-invasiva e Util tanto no estresse agudo
(BEERDA et al, 1998) quanto no cronico (BEERDA et al, 1999, 2000) em cées.

HEKMAN et al, (2012), estudando o comportamento e as concentragdes de cortisol
salivar em uma populacdo de cdes saudaveis hospitalizados para procedimentos
eletivos, observaram concentraces salivares de cortisol significativamente mais
elevadas do que o resto da populacdo estudada e mostraram correlagdes apenas
modestas de determinadas frequéncias comportamentais com o cortisol, como
“descanso de cabega”, “respiracdo ofegante” e “lambedura dos labios”; jA PASTORE et
al. (2011), avaliando a ocorréncia de mudangas comportamentais estresse-dependentes
em cées agility, encontraram comportamentos atribuiveis ao estresse, como inquietude,
tremores, respiracdo ofegante e abano da cauda, juntamente com elevacdo de cortisol
salivar apos a prova de agility, sem encontrar, porém, correlagdo deste com o

comportamento.

Glicose

Dentre os efeitos metabolicos mais amplamente conhecidos do cortisol e de outros

glicocorticoides, esta a sua capacidade de estimular a gliconeogénese pelo figado
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(GUYTON e HALL, 2006). Durante uma situacdo de estresse, tanto o aumento do
cortisol, quanto das catecolaminas, resultam no aumento da glicose plasmatica, que
pode também ser utilizada como um biomarcador para avaliar a resposta do eixo HPA
ao estresse. No entanto, como este metabolito também € influenciado pela resposta do
SNA e de outros fatores, como alimentacdo e fome, ndo é tdo confiavel quanto o
cortisol, ainda assim, sua utilizagdo em conjunto com a determinagdo do cortisol pode

dar apoio adicional para avaliagdo do eixo HPA ao estresse.

Prolactina

A prolactina tem a sua sintese e secrecdo adeno-hipofisaria reguladas principalmente
pelo hipotalamo, e desempenha mais de 300 diferentes funcGes bioldgicas, entre elas,
parece estar implicada na resposta de adaptacdo ao estresse, além de aumentar a
imunidade humoral e celular (CORONHO et al., 2001).

Apesar de a prolactina ter sido amplamente utilizada em outros animais e seres
humanos para avaliagdo do estresse, poucos estudos tém sido publicados sobre o uso de
prolactina como biomarcador de estresse em cédes. A prolactina no cdo esta envolvida
em respostas emocionais e aumenta durante interaces positivas com os seres humanos.
Hiperprolactinemia foi encontrada em cdes com ansiedade generalizada, mas ndo em
cées com fobias ou ansiedade leve (PAGEAT et al, 2007).

Dependendo do meio ambiente regulador local, no momento da tenséo, o nivel de
prolactina pode aumentar ou diminuir. A vasopressina e o peptideo histidina-metionina
(PHM) podem estar envolvidos na secrecao de prolactina durante o estresse, no entanto,
o significado real da alteracdo do nivel de prolactina é incerto. Sabe-se que pode afetar o

sistema imunoldgico ou algum aspecto da homeostase (ITOH et al., 1983).

Hormonios da tireoide

Apesar do eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide (HHT) ndo ter sido extensivamente
estudado em relacdo ao estresse, evidéncias crescentes indicam que os hormoénios da
tiredide também participam da resposta ao estresse cronico (CREMASCHI et al., 2000;
SILBERMAN et al., 2002).

A secrecdo dos horménios tireoidianos é regulada a distancia pelo hipotalamo, a
mesma regido cerebral que é mobilizada desde o inicio do estresse. O hipotalamo

produz Hormoénio Liberador de Tireotropina (TRH), o qual, chegando a hipofise,
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estimula a produ¢do do Hormonio Estimulador da Tiredide (TSH). O TSH hipofisario,
por sua vez, age na tireoide estimulando a producdo de tiroxina (T4), hormodnio
tireoidiano.

As alteracdes do hipotdlamo durante o estresse e, consequentemente, as alteracdes da
hipdfise, podem resultar em desordem na producédo da tiroxina. Tanto pode ocorrer um
excesso como uma deficiéncia de tiroxina, provocando respectivamente o hiper e o
hipotireoidismo. Na fase aguda do estresse é comum o hipertireoidismo e na fase
crbnica, o hipotireoidismo, embora essas alteragdes possam acontecer inversamente
(BALLONE e MOURA, 2008). Segundo HELMREICH et al. (2005), as funcdes da
tirdide sdo geralmente reprimidas durante condicdes estressantes. Sendo assim, 0s

horménios da tireoide ndo sdo bons parametros para avaliacdo da dor ou estresse.

Hormonio do crescimento (GH)

O nivel do GH é aumentado durante o esforco fisico agudo, podendo aumentar em
até duas a dez vezes. Devido ao seu efeito antagdnico a insulina, 0 GH pode aumentar a
atividade metabdlica. Em estresse psicoldgico, no entanto, as respostas de GH sédo
raramente vistas. Pelo contrario, existe um defeito de secrecdo de GH com o estresse
psicossocial prolongado (SKUSE et al., 1996), logo ndo parece ser um bom marcador

de estresse.

Resposta imune

A resposta do sistema imune durante o estresse foi classicamente relacionada com a
resposta do eixo HPA e ao aumento de glicocorticoides circulantes, que causa supressao
da competéncia imune. No entanto, o sistema imune é atualmente considerado como
tendo a sua propria resposta primaria para um fator estressante. A resposta imune pode
ser avaliada de uma forma simples e clinicamente util usando contagem total e
diferencial de glébulos brancos (ALLEVA et al., 2003).

Os corticosteroides, exdgenos ou enddgenos, quando apresentam sua Ssecrecao
aumentada, causam alteracfes no leucograma, mais previsivel para cdes e gatos, e
menos para equinos e bovinos. O leucograma de estresse é classicamente caracterizado
por neutrofilia, linfopenia, eosinopenia e monocitose. O cdo demonstra esta resposta
leucocitaria com maior consisténcia e 0 gato, por sua vez, ocasionalmente apresenta
uma monocitose (MEYER et al., 1995).
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Os neutrofilos e linfocitos tém sido utilizados em seres humanos e cavalos para
avaliar o estresse pds-operatorio, e sua razdo tem sido proposta como um indicador Util
e barato de estresse perioperatorio. Alteracdes nos neutrofilos e linfocitos estdo
principalmente relacionados com a inflamagédo poOs-operatéria e com a ativacdo do eixo
HPA durante o estresse perioperatério. No entanto, a dor pds-operatéria também foi
encontrada como responsavel por apoptose de linfécitos (ALLEVA et al., 2003).

Segundo BUSH (2004) existem altera¢fes nos eosindfilos, de acordo com o tipo de
estresse, onde a liberacdo de adrenalina causada no estresse agudo por medo, excitacdo
ou atividade muscular violenta, por exemplo, causa, primeiramente, leve eosifofilia,
seguida de um pico moderado de eosinopenia depois de aproximadamente quatro horas.
No estresse cronico, ha liberacdo de glicocorticoide endégeno (principalmente cortisol)
gue causa eosinopenia com neutrofilia, linfopenia e monocitose (BUSH, 2004).

Além das alteragdes nos glébulos brancos, durante uma infeccdo, inflamagdo ou
mesmo estresse, 0 organismo animal desenvolve um conjunto de alteragbes denominado
de “resposta de fase aguda”, que tem sido relacionado com o eixo HPA (DINARELLO,
1984), e envolvem mudancas nas funcbes metabdlicas, enddcrinas, neuroldgicas,
imunoldgicas e alteracdes nos niveis de algumas proteinas plasméaticas (DABROWSKI
et al, 2007). As proteinas de fase aguda (APPs) sdo um grupo de proteinas produzidas
no figado apos estimulagdo por citocinas pro-inflamatorias e liberadas para a corrente
sanguinea. Sdo consideradas componentes da imunidade inata, ndo especificas,
envolvidas na restauracdo da homeostase (CERON, 2005). Quando o animal é
submetido a desafios externos ou internos, tais como infeccGes, traumas, cirurgias ou
estresse, essas proteinas podem aumentar sua concentragdo no sangue (APPs positivas)
ou diminuir (APPs negativas). Varios trabalhos cientificos indicam como principais
proteinas de fase aguda, a proteina amilGide sérica (PAS), a proteina C reativa (PCR), 0
fibrinogénio, a proteina ligante de manose (PLM), a haptoglobina (Hp), a
ceruloplasmina (Cp), a a-1- antitripisina e a a-1-glicoproteina sérica. Dessas proteinas,
as mais investigadas na medicina veterinaria sdo as PCR em cées, a a- 1-glicoproteina e
a Hp em felinos, a Hp e PCR em ruminantes e Hp em suinos (YAMAMOTO et al.,
1992). Estas proteinas foram consideradas indicadores potenciais de doenca e bem-estar
em animais, individualmente, bem como da saude do rebanho (MURATA et al., 2004).

Em geral um aumento significativo em APPs no soro € detectavel entre quatro e 24

horas apds uma lesdo, e o0 pico de concentracdo maxima € atingindo entre 24 horas e
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sete dias. Em trauma cirdrgico, um aumento significativo é detectavel entre quatro e 24
horas, e um pico é alcancado entre 24 horas e quatro dias, sendo a PCR detectada mais
rapidamente (SIRACUSA, 2009).

Proteina C-reativa

A PCR é uma proteina de fase aguda ndo especifica, que aumenta na presenca de
inflamacdo (HAYASHI et al, 2001), além disso tem um papel importante na protecéo
contra processos infecciosos, eliminagéo de tecidos alterados e prevencao de reacGes de
autoimunidade (MOLD et al., 2002).

A PCR canina pode ser detectada a partir de varias amostras, sendo a mais frequente
0 sangue venoso. PARRA et al. (2005) sugere a utilizacdo da saliva, como um método
de amostragem mais facil e menos estressante para o animal.

Devido a sua cinética rapida, a sua facil interpretacdo, boa sensibilidade e ao
elevado intervalo de valores, a PCR pode ser utilizada para diagndéstico, por si s6 ou em
associagdo com outros parametros (ARCHER, 2008). OTABE et al. (1998) realizaram
um estudo cujo objetivo era avaliar se a as concentragdes de PCR variavam ao longo de
24 horas ou de quatro semanas, e os resultados obtidos foram constantes, indicando que
a concentracao desta proteina ndo varia ao longo do dia nem do més.

Em 1993, YAMAMOTO et al. demonstraram que a PCR canina é antigenicamente
diferente da PCR humana, ndo se podendo utilizar testes desenvolvidos para humanos
na determinagdo das concentraces de PCR canina, no entanto, KLENNER et al.
(2010), avaliaram trés ensaios turbidimétricos automatizados (Randox, Thermo e
Wako), desenvolvidos para 0s seres humanos, quanto a sua capacidade de detectar o
PCR canino, e demonstram que dois dos trés testes (Randox e Wako) apresentaram
reatividade cruzada com PCR canino e, assim, poderiam ser utilizados para detectar um
aumento na concentracdo de PCR de cdes com neoplasia ou inflamacdo. Além disso,
outros estudos tém sido realizados utilizando ensaios de PCR humanos para avalia¢do
em cdes (CARVALHO et al., 2008; WONG et al., 2011).

Haptoglobina

A haptoglobina é uma glicoproteina plasmatica sintetizada principalmente pelo
figado com atividade antioxidante e imunomoduladora, sendo sua principal funcéo a

formacgdo de um complexo estavel com a hemoglobina livre liberada no interior dos
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vasos sanguineos prevenindo desta forma a excrecdo de ferro pelos rins e os danos
causados pelo efeito oxidativo do ferro ao permanecer livre (MELAMEDFRANK et al.,
2001). A concentracdo de haptoglobina aumenta em processos inflamatérios agudos,
estresse e, as vezes, durante processos neoplasicos recentes (CORAZZA, 1997). Um
aumento para haptoglobina sérica em cédes foi observado, com um pico entre trés a

quatro dias ap6s procedimento cirirgico (CERON, 2005).

Imunoglobulina A (IgA)

A Imunoglobulina A salivar (slgA) desempenha um importante papel na imunidade
mucosa e foi comprovada como um marcador objetivo e sensivel de estresse em seres
humanos (RING et al.,, 2002). SKANDAKUMAR et al. (1995) em seu trabalho,
relatam que o IgA salivar pode ser um marcador Util para medir o bem estar em cées, e
gue o mesmo diminui seu nivel como resultado de tensdo nesses animais. As amostras
de saliva sdo facilmente obtidas sem causar sofrimento para os individuos, e um
pequeno volume da amostra é suficiente. KIKKAWA et al. (2003) também sugerem o

slgA como um marcador Util de estresse em cées.

CONCLUSAO

A modulacdo da resposta ao estresse ¢é altamente variavel, e depende da experiéncia
individual, do grau do estimulo estressor, da idade e da forma como o céo se relaciona
com o ambiente, entre outros fatores. Nem sempre 0s quatro sistemas que vimos sdo
ativados simultaneamente, e cada um deles pode responder a um grau diferente quando
ativado. Nenhum dos pardmetros acima discutidos é especifico para avaliacdo do
estresse, embora o cortisol seja considerado bastante sensivel e universalmente aceito
para este propoésito. J& outros parametros como hormonio do crescimento, prolactina e
tiroxina, apesar de apresentarem alteracdo durante um estimulo estressante ndo séo
muito utilizados por sua grande varia¢do. Mais estudos devem ser realizados nessa area
para gue se possa estabelecer exatamente qual o papel desses hormdnios no estresse e a
sua confiabilidade como biomarcador.

E importante levar em consideracdo o tipo de estressor ao que o animal sera
submetido, o tempo de estimulo, o tipo de amostra a se coletar e a manipulagdo do
animal, além de se associar mais de um parametro, para que se minimizem as

influéncias externas e a avaliacdo seja mais proxima da realidade.
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Avaliacao do estresse de cdes submetidos a esterilizacdo quimica por meio de
injecdo intratesticular de solucédo a base de zinco em comparacao com a
orquiectomia.

Resumo: O crescimento descontrolado da populacdo canina nos centros urbanos
ocasionam sérios problemas de saude publica. Métodos alternativos de contracepcéo
tém sido bastante discutidos, mas ainda existe polémica no que diz respeito ao efeito
algico dos agentes esclerosantes. Este trabalho teve como objetivo avaliar o grau de
desconforto causado pela castracdo quimica por meio da injecdo intratesticular de
gluconato de zinco e comparar com o0 procedimento convencional da orquiectomia,
levando-se em consideracdo pardmetros comportamentais e bioquimicos. Dezenove
cdes machos foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: G1 (controle —
submetidos apenas a procedimento anestésico), G2 (orquiectomia) e G3 (injecdo
intratesticular de gluconato de zinco). As avaliagfes foram realizadas em cinco
diferentes momentos (M0, M1, M2, M3 e M4), e foram avaliados cortisol plasmatico,
glicose sérica, leucograma de estresse (neutréfilos/linfocitos) e grau de desconforto por
meio da Escala de Melbourne. Ndo foram encontradas diferencas significativas nas
concentragdes de cortisol e contagem de leucécitos. O grau de desconforto foi maior no
G2, apesar de ndo ultrapassar o escore de dor leve segundo a Escala de Melbourne. A
concentracdo sérica de glicose foi estatisticamente maior no G3 quando comparada com
0 G2, embora ambos tenham sido semelhantes ao grupo controle. Diante dos resultados
concluiu-se que a esterilizacdo quimica causa um desconforto similar aquele gerado
pelo procedimento de orquiectomia, podendo ser utilizado como procedimento de rotina
no controle da fertilidade de cées.

Palavras-chave: Canis lupus familiaris, contracepcédo, agentes esclerosantes

Evaluation of stress in dogs subjected to chemical sterilization by means of
intratesticular injection of zinc based compared to orchiectomy.

Abstract: The uncontrolled growth of the dog population in urban centers cause serious
public health problems. Alternative methods of contraception have been widely
discussed, but there is still controversy regarding the painful effects of sclerosing
agents. This study aimed to characterize the degree of discomfort caused by chemical
castration by zinc gluconate intratesticular injection and compare it with the
conventional procedure of orchiectomy, taking into consideration both behavioral and
biochemical parameters. Nineteen male dogs were randomly divided into three groups:
G1 (control — subjected to anesthesia only), G2 (orchiectomy) and G3 (zinc gluconate
intratesticular injection). The evaluations were performed at five different moments
(MO, M1, M2, M3 and M4 ), in which were evaluated plasma cortisol, serum glucose,
stress leukogram ( neutrophils / lymphocyte ) and pain level according to the Melbourne
Scale. No significant differences in the concentrations of cortisol and leukocyte count
were found. The degree of discomfort was higher in G2, despite not exceeding the mild
pain score according to the Melbourne Scale. Serum glucose concentration was
statistically higher in G3 compared with G2, even though both were similar to the
control group. In face of the results it was concluded that chemical sterilization causes
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similar discomfort to that generated by orchiectomy procedure and can be used as a
routine procedure in the control of fertility in dogs.

Keywords: Canis lupus familiaris, contraception, sclerosing agents

1. INTRODUCAO

Estima-se que a populagdo canina esteja em torno de 10% da humana na area urbana
devido a reproducdo descontrolada de cdes e gatos errantes, ocasionando sérios
problemas a saude animal e publica (Mascarenhas, 2008). Segundo a Organizacao
Mundial da Satde (1990), as atividades isoladas de recolhimento e eliminacdo de cées e
gatos ndo sdo efetivas para o controle da dindmica dessas popula¢des, sendo necessario,
portanto, atuar na causa do problema: a procriacdo animal sem controle, e a falta de
responsabilidade do ser humano quanto a sua posse, propriedade ou guarda.

Métodos alternativos de contracepcdo em cdes e gatos tém sido bastante discutidos.
Na espécie canina, a contracepcdo em machos, pode ser realizada por métodos
cirdrgicos, imunolédgicos, hormonais ou quimicos. A castracdo quimica tem sido
sugerida como alternativa rapida e de baixo custo, que poderia ser utilizada em larga
escala na populacdo canina e felina, especialmente nas regides de populagfes carentes
onde o problema é mais intenso (Immegart e Threlfall, 2000; Cedilho et al, 2006). Entre
os diversos agentes esclerosantes utilizados em machos caninos e felinos, estdo o
dimetil-sulfoxido (Pineda et al., 1977; Pineda e Doley, 1984), acido latico (Nishimura et
al., 1992), gluconato de zinco (Fahim et al, 1993; Oliveira et al., 2007), glicerol
(Immegart e Threlfall, 2000), clorexidina (Aiudi et al., 2010) e cloreto de célcio (Baran
et al., 2010). Alguns desses agentes causam dor e febre, inflamacdo ou até mesmo
orquite grave apds injecdo intratesticular (Jana et al., 2005).

Apesar da variedade de agentes quimicos utilizados com a finalidade de
contracepcéo, hé relatos de dor e pirexia em ratos (Jana e Samantha, 2006), cées (Soto
et al., 2007) e gatos (Jana e Samanta, 2011). A contracepcdo quimica com produtos
contendo gluconato de zinco é considerada um procedimento seguro e eficaz (Wang,
2004; Bowen, 2008; Soto et al., 2009; Oliveira et al., 2011), e apesar de alguns estudos
sugerirem que o produto ndo produz efeito algico perceptivel (Tepsumethanon et al.,
2005; Soto et al 2009; Oliveira et al., 2011), ndo existem avaliacbes direcionadas

especificamente para este quesito. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o
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grau de desconforto causado pela castracdo quimica por meio da injecao intratesticular
de gluconato de zinco e comparar com o procedimento convencional da orquiectomia,

levando-se em consideragdo parametros comportamentais e bioquimicos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, sob protocolo de nimero 23082.022151/2012, licenga n°
068/2013. O experimento foi conduzido na cidade do Recife, Brasil, entre os meses de
abril a dezembro de 2013. Foram utilizados 19 cdes machos (15 sem raca definida, 2
pinschers, 1 husck siberiano e 1 pittbull), com idades entre 1 e 8 anos e peso médio de
13,9kg. Os animais foram provenientes de ONGs e propriedades particulares, sendo
mantidos durante todo o experimento em seus lugares de origem, com fornecimento de
agua a vontade e alimento segundo o de costume.

Todos os animais foram submetidos a exame clinico e a coleta de sangue para
hemograma completo e dosagem sérica de cortisol e glicose, antes do experimento.
Foram excluidos do projeto os animais que faziam uso de corticoides ou outros
farmacos que pudessem comprometer o andamento do mesmo, assim como aqueles
portadores de doencas crénicas ou outros disturbios detectados no exame clinico.

Os cdes foram distribuidos, aleatoriamente, em trés grupos: grupo controle
(G1)(n=5), grupo de castracdo cirargica (G2)(n=7) e grupo de castracdo quimica
(G3)(n=7).

2.2. Procedimento anestésico

Em todos os grupos, os animais foram submetidos a jejum solido de 12 horas e
hidrico de 4 horas, antes do procedimento. Foram levados ao Hospital Veterinario da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (HOVET-UFRPE), e submetidos a
medicacdo pre-anestesica (MPA) com acepromazina (0,05mg/kg, IM). Decorridos 15
minutos, o acesso venoso foi realizado pela fixacdo de cateter na veia cefalica, e
iniciada administracdo de infusdo continua de NaCl 0,9 % . A indugdo anestésica foi

realizada mediante administracdo de propofol (4mg/kg, 1V), os cées foram intubados
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orotraquealmente, colocados em decubito dorsal, e mantidos em plano anestésico com

isoflurano, por um periodo aproximado de 15 minutos.

2.3. Orquiectomia

Para a orquiectomia os animais foram preparados de forma asséptica e utilizou-se a

técnica pré-escrotal, seqgundo Tudury & Potier (2009).

2.4.  Esterilizacdo quimica por meio de injecdo intratesticular de gluconato de
zinco

Para a esterilizacdo quimica foi mensurado o diametro testicular com a utilizacéo de
um paquimetro, e o escroto foi limpo com solucdo anti-séptica. As doses da solugdo a
base de zinco foram administradas de acordo com o didmetro testicular, segundo Wang
(2002) (Figura 1). Foram utilizadas seringa e agulha de insulina (13 x 4,5mm), uma para
cada testiculo, para injetar o volume da solucdo a base de zinco. Uma Unica injecdo foi
realizada lentamente na regido dorso-cranial de cada testiculo, ao lado da cabeca do
epididimo (o mais proximo possivel do ducto eferente e rede testicular) e a agulha foi
inserida num plano paralelo em relacdo ao testiculo.

A solucdo utilizada contem 0,2M de zinco, cujo pH foi neutralizado em veiculo
fisiolégico ndo irritante desenvolvido pela Biorelease Technologies LLC (Birmingham,

Alabama, USA), sendo a concentracdo final de 13,1mg de zinco por ml de solucéo.

Tabela 1 - Volume da solucéo a base de zinco injetada no testiculo dos cées segundo o
didmetro testicular dos mesmos

Diametro do testiculo Dose por testiculo
(mm) (ml) (mg de zinco)
10-12 0,2 2,6
13-15 0,3 39
16 - 18 0,5 6,6
19-21 0,7 9,2
22-24 0,8 10,5
25-27 1,0 13,1

(Wang, 2002)
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2.5. Grupo controle

No grupo controle os animais foram submetidos apenas ao procedimento anestesico,
posicionados em decubito dorsal, e assim permaneceram, por aproximadamente 15
minutos, sem que nenhum outro procedimento fosse realizado.

Apbs o retorno anestésico, nos trés grupos, foi administrado dipirona (25mg/kg) por

via oral, em dose Unica, e 0s animais foram levados ao seu ambiente de origem.

2.6. Momentos de avaliagéo

As avaliagdes e coletas de amostras foram realizadas nos seguintes momentos:

MO — no recinto onde vivem os animais, um dia antes do procedimento (valores basais);
M1 — no Hospital Veterinario, imediatamente antes da medicacdo pré-anestésica;

M2 — no Hospital Veterinario, apds o retorno anestésico (aproximadamente 2 horas);
M3 — no recinto onde vive o animal, 24 horas ap6s o procedimento;

M4 — no recinto onde vive o animal, 10 dias ap6s o procedimento.

2.7. Avaliagédo do comportamento

2.7.1. Escala de Melbourn

A caracterizagédo do grau de dor e do grau de conforto/desconforto apresentado pelos
animais foi aferida por meio da avaliagdo comportamental, em todos 0s momentos de
avaliacdo do experimento (MO, M1, M2, M3 e M4), atraves da utilizagdo da Escala de

Dor da Universidade de Melbourn (Anexo ).

2.7.2. Questionario ao Proprietario

Para avaliar o julgamento do proprietario em relagdo ao desconforto causado pelo
procedimento, foi utilizado um questionario adaptado (Imagawa, 2006) (Anexo 1), que
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foi entregue no dia do procedimento e recolhido no ultimo dia de avaliacdo (M4). Dos
questionamentos, levou-se em consideracdo a opinido do proprietario com relagcdo a
classificacdo da dor em: Auséncia de dor, Dor leve, Dor moderada ou Dor intensa. Nos
animais que apresentaram dor, considerou-se ainda por guantos dias esse parametro foi

observado.

2.8. Amostras

Amostras de sangue foram coletadas em todos os momentos do experimento (MO,
M1, M2, M3 e M4), com os animais em jejum alimentar de 12 horas. Foram coletados
5ml de sangue da veia cefalica ou jugular e divididas em duas aliquotas, sendo uma
colocada em tubo sem anticoagulante, para analise de cortisol e a outra colocada em
tubos contendo solucdo de anticoagulante acido etilenodiaminotetra-acético tripotassico
(EDTA-K3) a 10%, para andlise de glicose e hemograma, e foram encaminhadas
imediatamente ao laboratdrio de patologia clinica veterinaria Zoo Analises.

As amostras para cortisol foram centrifugadas, separado o soro, congelado a -18°C
até a andlise que foi realizada em equipamento de leitura de ELISA da marca bioclin, e
foram utilizados kits comerciais (Diagnostics Biochem, Canada) seguindo as
orientagdes do fabricante.

As amostras para glicose foram centrifugadas e o plasma foi congelado a -18°C até a
analise que foi realizada em analisador semiautomatico (Doles D-250, Doles, Brasil),
foram utilizados kits comerciais (Doles, Brasil) seguindo as orienta¢fes do fabricante.

O hemograma foi realizado com auxilio de uma Camara de Neubauer para contagem
de hemécias e leucdcitos, e as contagens de plaquetas através do método indireto no
esfregaco sanguineo. A contagem diferencial leucocitaria bem como as observacgdes das
alteracdes morfologicas foram realizadas em esfregaco sanguineo corado pelo corante

pandtico (Instant Provo) (Newprov, Parand, Brasil).

2.9. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise da variancia (ANOVA), para medidas repetidas
e com 1 ou 2 fatores, com o P estabelecido em 5%. Em seguida as diferengas entre as
médias foram identificadas atraves do teste de Tukey, em nivel de 5%. Também foi

utilizado o método de Pearson para as correlagdes. Os resultados estdo expressos em
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média +/- erro padrdo médio. Para todas as analises utilizou-se o programa SigmaStat
3.0.

3. RESULTADOS

Dos 14 animais submetidos a esterilizacdo, dois precisaram de analgesia de resgate,
que foi feito com administracdo de dipirona (25 mg/kg, VO), sendo um céo do grupo
cirargico no dia do procedimento e no dia seguinte, e um do grupo quimico, apenas no
dia do procedimento. Das complicacdes observadas neste trabalho, podem ser citadas
edema escrotal nos animais dos dois grupos, e inflamacéo/infeccdo de ferida cirurgica
em um cdo submetido a orquiectomia, sendo necessario administracdo de
antinflamatodrio e antibidtico.

Visto que a resposta ao estresse e a dor € altamente variavel e depende da experiéncia
individual de cada animal, buscou-se neste trabalho a unido de varios biomarcadores, a
fim de tornar mais confidvel a avaliacdo do desconforto na esterilizagcdo quimica e
cirtrgica (Tabela 1).

De forma geral foi possivel observar que ndo houve diferenca estatistica para o
cortisol para os diferentes grupos, mas houve diferenca extremamente significativa entre
0s momentos (P<0,001) e houve interacdo grupo x momento (P < 0,01). J& em relagdo a
glicose, houve diferenca estatistica apenas entre os grupos (P<0,01). Quando se
considera o escore de dor, observa-se diferenga estatistica extremamente significativa
entre os momentos (P < 0,001). Para a contagem total de globulos brancos e de
linfocitos ndo houve diferenga significativa, e para neutréfilos, observou-se diferenca
estatistica significativa entre os momentos avaliados (P < 0,05). A discussdo foi

direcionada aos parametros que apresentaram alteracfes estatisticas significativas.

Tabela 2 — Analise de variancia, com dois fatores e medidas repetidas, para 0s
diferentes biomarcadores sanguineos e comportamentais em cdes submetidos a
esterilizacdo cirurgica e quimica

_ Resultados
Parametro Analisado
Tratamento Momento Tratamento x Momento
Cortisol NS P < 0,001 P<0,01
Glicose P<0,01 NS NS
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Escore de Dor NS P < 0,001 NS

CGB NS NS NS
Neutréfilos NS P < 0,05 NS
Linfécitos NS NS NS

*NS = Ndo significativo

3.1. Avaliacao do comportamento

3.1.1. Escala de Melbourn

O escore de dor encontrado ao se utilizar a Escala de Melbourn, apresentou diferenca
estatistica entre 0 G2 e G3 (6,83 £ 0,60 e 4,57 + 0,57, respectivamente; P<0,05) apenas
na avaliacéo realizada logo ap6s o procedimento (M2)(Tabela 4, anexo 1V). Ainda, ao
se comparar o grupo controle (G1) cujo escore foi de 4,25 + 0,48 com 0s outros dois
grupos, observou-se que o G2 apresentou um escore estatisticamente superior (6,83 +

0,60), enquanto o G3 foi semelhante ao controle (4,57 + 0,57).

Escore de Dor

Gl
\_, _/

— (G2
G3

O P N W b~ OO N 0 ©
1 1 1 1 1 1 1 J

MO M1 M2 M3 M4

Grafico 1.- Variagdo da pontuagdo obtida através da utilizacdo da Escala de Dor da universidade de
Melbourn em cées submetidos a esterilizacdo cirirgica e quimica, nos diferentes momentos avaliados

3.1.2. Questionario ao Proprietario

Segundo a classificacdo dos proprietarios, dos animais castrados cirurgicamente
(G2), 85,71% (6/7) apresentaram dor leve, e 14,28% (1/7), auséncia de dor. Dos que

sentiram algum tipo de dor, 14,28% (1/7) apresentaram no dia do procedimento,
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28,57% (2/7) apenas no dia seguinte e 42,85% (3/7) sentiram dor por até trés dias. Dos
animais castrados quimicamente (G3), 57,14% (4/7) sentiram dor leve, 14,28% (1/7)
dor moderada e 28,57% (2/7) dor intensa, sendo 85,71% (6/7) no dia do procedimento e
14,28% (1/7) por até trés dias.

Classificacdo da Dor Segundo Proprietario Periodo de Desconforto Pés Procedimento

90 4 85,71 90 85,71
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Grafico 2.- Classificagdo subjetiva da dor segundo observacdo do proprietario (1) e periodo (em dias) de
desconforto observado pelos proprietéarios (2).

3.2. Avaliacao do cortisol

O pico de cortisol foi observado no momento seguinte ao procedimento (M2) no G2
e G3 (19,00 £ 2,62 pg/dl e 17,32 + 3,62 pg/dl, respectivamente), cujos valores foram

estatisticamente superiores ao grupo controle (G1) (5,02 + 1,30 pg/dl) (Tabela 5, Anexo
V).
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Grafico 3.- Variagdo na concentracdo plasmatica de cortisol (ug/dL) em cédes submetidos a esterilizagao
cirlrgica e quimica, nos diferentes momentos de avaliacdo
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3.3. Avaliacao da glicose sérica

N&o foram observadas diferencas estatisticas entre os momentos de avaliacdo nos
trés grupos, assim, foram consideradas as médias gerais entre os grupos para efeito de
analise.

As concentracGes médias de glicose (mg/dl) foram de 129,37 + 4,26, 125,85 + 3,56 e
140,64 + 3,63l para os grupos G1, G2 e G3, respectivamente (Tabela 3).A concentracao
sérica de glicose foi estatisticamente maior no G3 quando comparado com o G2,
embora ambos tenham sido semelhantes ao grupo controle (G1).

Tabela 3 — Concentracdo sérica de glicose* (mg/dL) de cdes submetidos a orquiectomia
e esterilizacdo quimica por meio de injecdo intratesticular de gluconato de zinco

Grupos
Parametro N .
Controle (G1) Cirdrgico (G2) Quimico (G3)
Glicose 129,37 + 4,26"° 125,85 + 3,56° 140,64 + 3,63"

OBS. Letras diferentes na mesma linha indicam que P < 0,05 pelo teste de Tukey
*Foram consideradas as medias e desvios- padrdo gerais para efeito de analise, uma vez que ndo houve diferenga
significativa entre 0s momentos de avaliagdo, quais sejam; M0, M1, M2, M3 e M4

3.4. Avaliacao dos Neutrofilos

A contagem de neutréfilos teve aumento nos grupos 2 e 3, no dia seguinte ao
procedimento (M3) (Tabela 6, Anexo V). Ndo houve diferenca estatistica entre o G2
(9,24 + 1,05 x 10*uL) e 0 G3 (10,26 + 1,16 x 10%uL), entretanto ambos foram
estatisticamente diferentes ao G1 (5,68 + 1,04 x 10°/uL).
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Grafico 4.- Variagdo na contagem sanguinea de neutrofilos (x 10pg/dL) em cdes submetidos &
esterilizagdo cirdrgica e quimica, nos diferentes momentos de avaliagdo

4. DISCUSSAO

Segundo a literatura consultada, este € o primeiro trabalho que compara a castracao
cirirgica e a quimica de cdes por meio da injecdo intratesticular de gluconato de zinco
em termos de desconforto, levando-se em consideracdo o comportamento e marcadores
bioquimicos.

Neste trabalho a avaliagdo do comportamento foi realizada em todos os momentos do
experimento (MO, M1, M2, M3 e M4), sempre pelo mesmo avaliador, diminuindo
assim, o fator variabilidade entre observadores. A escala utilizada (EDUM) foi baseada
em respostas comportamentais e fisioldgicas especificas, e incluiu multiplas descri¢cdes
organizadas em seis categorias de parametros ou comportamentos relacionados com a
dor.

A interpretagdo da Escala de Melbourne varia entre os autores. Segundo Firt e
Haldane (1999), o animal apresenta dor quando o escore fica acima de 13 na escala,
Almeida et al. (2010), por sua vez, consideraram a presenca de dor quando os animais
apresentaram escore acima de 10 na escala. No presente trabalho, os animais néo
ultrapassaram o escore 10 na escala de Melbourne, 0 que sugere gque tanto a castracédo
cirdrgica quanto a quimica causam apenas desconforto ou dor leve, ndo sendo suficiente
para gerar alteraces significativas na Escala de Melbourn. A média encontrada de cada

grupo  foi  semelhante & encontrada por  Coutinho  (2012)  apods
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ovariosalpingohisterectomia eletiva em cadelas, por dois diferentes avaliadores
utilizando a escala de Melbourn.

Apesar de escores menores que dez, os animais submetidos & orquiectomia (G2),
apresentaram valores estatisticamente superiores aos grupos 1 e 3, sugerindo que o
nivel de desconforto gerado pela esterilizacdo cirurgica pode ser maior que o da
esterilizacdo quimica, diferente do trabalho apresentado por Paula e Molento (2012)
que, utilizando a mesma escala para comparar trés métodos de esterilizacdo em cées
machos (orquiectomia, vasectomia e injecdo intratesticular de gluconato de zinco), ndo
encontraram diferenca estatistica entre os grupos. Por outro lado, segundo Kukanich
(2011), em alguns casos, as alteracdes também podem ser resultado de estresse,
ansiedade ou de um animal que esteja se recuperando da anestesia, e ndo exatamente
por que sofre de um processo algico. Vale ressaltar ainda que foi observado, no presente
trabalho, uma correlacdo positiva entre escore de dor e concentracdo de cortisol
plasmaético (r = 0,41; P<0,01), sugerindo uma boa sensibilidade da escala de Melbourn
para identificacdo do desconforto

A classificacdo da dor por meio da aplicacdo de questionario aos proprietarios se
assemelha a utilizacdo da escala descritiva simples, a qual é classificada em quatro
niveis (indolor, ligeira, moderada, intensa). Os proprietarios cujos animais foram
submetidos a castracdo quimica classificaram o desconforto/dor apresentado por seus
animais em leve (57,14%), moderada (14,28%) e intensa (28,54%). Os proprietarios
cujos animais foram submetidos a castracdo cirurgica classificaram o desconforto/dor
apresentado por seus animais em leve (100%). Segundo Robertson (2006), apesar de ser
um metodo simples, esta avaliagdo € muito pouco sensivel uma vez que pode ser
influenciada pelo observador. Por outro lado, Serpell e Hsu (2001) sugerem que
metodologias que aplicam questionarios com o0s tutores dos animais tém uma potencial
aplicabilidade para medir o comportamento baseando-se no fato de que os donos
conhecem o comportamento dos seus caes melhor do que ninguém. Ainda, num estudo
realizado por Mariti et al (2012), sobre a percepcdo do estresse em cées por seus
proprietarios, observou-se que mais da metade dos entrevistados foram capazes de
identificar corretamente o estresse como alteragdo a curto ou longo prazo do equilibrio
psicofisico que pode evoluir para doenca; os autores destacaram que essa capacidade foi

maior nas pessoas com niveis educacionais mais elevados.
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Com relacdo ao tempo de desconforto experimentado pelos animais, segundo seus
proprietarios, mais de 80% (6/7) dos animais castrados quimicamente apresentaram
desconforto apenas no dia do procedimento, enquanto que os castrados cirurgicamente
pareceram experimentar esse desconforto por um periodo maior de tempo (28,57% até o
dia seguinte e 42,85% por até trés dias). Isso talvez se deva ao fato de que terminacdes
nervosas associadas a sensacdo de dor estdo localizadas sobre a pele do escroto e na
capsula do testiculo, em vez de no parénquima do testiculo e epididimo (Tawar e Naz,
1981). Na castracdo cirdrgica é realizado incisdo, envolvendo tecido inervado, o que,
segundo Almeida et al. (2010), pode contribuir para morbidade pds-operatéria; ja na
castracdo quimica o desconforto apresentado pelos animais pode ser devido ao aumento
transitorio do didmetro testicular observado apds o procedimento que leva a compressao
das terminac6es nervosas localizadas no escroto.

Muito se tém falado em avaliacdo do estresse em sindnimo a avaliacdo da dor. De
fato, a dor € um estimulo estressante, e pode ser definida como uma experiéncia
sensorial e emocional aversiva, que alerta o individuo sobre uma lesdo ou ameaca a
integridade de seus tecidos (Molony e Kent, 1997). O cortisol € um biomarcador
comumente utilizado para avaliacdo de estresse em cédes (Haverbeke et al, 2008), e tem
sido muito utilizada para medir estresse e dor induzida apds cirurgias em cées.

No presente trabalho, o aumento da concentragdo de cortisol acima dos valores
fisioldgicos para a espécie canina foi observado nos trés grupos ja na chegada dos
animais ao hospital veterinario (M1), o que demonstra que o simples deslocamento dos
animais para um ambiente estranho pode vir a gerar estresse. Este se manteve elevado
no momento seguinte a cirurgia (19,0) e castracdo quimica (17,32) (M2), ndo sendo
observada diferenca estatistica entre os valores, mas diminuiu para valores considerados
fisiolégicos para a espécie (Kaneko et al., 2008) no grupo controle. Quessada et al.
(2009) comparando diferentes técnicas de ovariosalpingohisterectomia em cadelas,
encontrou valores de cortisol plasmatico pos-operatorio proximos a 11pg/dl.

Os resultados do presente trabalho confirmam que tanto a castracdo quimica quanto a
orquiectomia s@o procedimentos estressantes para o animal e, ainda, que o estresse
causado pela primeira é semelhante ao observado na segunda, procedimento
convencional utilizado para a esterilizacdo de machos.

E importante salientar que as amostras de sangue dos animais foram coletadas

respeitando-se o0 horario (sempre pela manhd), a fim de diminuir a oscilagéo circadiana
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do cortisol. O tempo de contencdo necessario para a coleta também foi levado em
consideracdo para que o0 mesmo nao interferisse com os resultados.

Durante a situacdo de estresse, 0 aumento do cortisol e de catecolaminas resulta no
aumento da glicose plasmatica (Thrall et al.,, 2007). No presente trabalho as
concentracdes de glicose encontravam-se todas acima dos valores considerados
fisiologicos para a espécie canina (118 mg/dl, Kaneko et al., 2008) em todos os
momentos de avaliagdo. Os animais submetidos a castracdo quimica apresentaram
concentracdes de glicose estatisticamente superiores aos animais submetidos a
orquiectomia, entretanto, ambos os valores foram semelhantes ao grupo controle. Neste
caso a hiperglicemia, pode ter sido consequéncia do estresse gerado pela manipulagéo e
previsdo do animal a coleta de sangue que, segundo Thrall et al. (2007), sdo
procedimentos que contribuem para o0 aumento da liberacdo das catecolaminas, podendo
elevar a concentragdo de glicose acima do limiar renal, chegando a glicoslria em caes.

Comparando-se o comportamento do cortisol e da glicose no presente trabalho, néo
foi possivel observar similaridade entre as oscilacdes dos dois pardmetros nos diferentes
momentos. Assim como o observado por Freeman et al. (2010), que ao compararem
diferentes técnicas de ovariectomia em cadelas, relataram aumento sérico no valores de
cortisol sem haver diferencas significativas na concentracdo de glicose. No entanto,
Caldeira et al. (2006), avaliando cortisol e glicemia em cadelas tratadas com tramadol e
submetidas a ovario-histerectomia, relataram que os dois parametros utilizados foram
sensiveis para deteccdo do periodo de maior estresse cirtrgico, havendo similaridade no
comportamento dos dois biomarcadores.

No presente trabalho foi observado aumento na contagem de neutréfilos para os
grupos 2 e 3 no M3 (24h apds a cirurgia ou castracdo quimica), apesar de estarem
dentro da referéncia considerada normal para a espécie. Esse aumento ja era esperado
visto que os animais haviam sido submetidos a orquiectomia e injecao intratesticular,
respectivamente, levando a um processo inflamatério. Segundo Thrall et al (2007), a
resposta leucocitaria associada a doenca inflamatoria, dor e estresse pode ser detectada
através da alteracdo em vérios tipos celulares, sendo a segunda alteragdo mais
consistente a duplicagcdo da populacdo de neutrofilos circulantes. Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos 2 e 3, 0 que mostra que a castracdo quimica e a
orquiectomia se comportam de maneira semelhante diante de um processo inflamatorio.

Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por Imagawa (2006), onde as
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contagens de leucdcitos apresentaram aumento significativo no periodo pos-operatorio
em cadelas submetidas a ovariosalpingohisterectomia. J& os animais do grupo controle,
que ndo foram submetidos a nenhum procedimento traumatico, ndo apresentaram

aumento da resposta leucocitéaria.

5. CONCLUSOES

A esterilizacdo por meio de injecdo intratesticular de gluconato de zinco é um
procedimento que causa desconforto ou dor leve, semelhante ao observado no
procedimento convencional da orquiectomia. Assim, esta técnica pode ser utilizada na
rotina da clinica de pequenos animais, bem como em programas de controle

populacional.
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CONCLUSOES GERAIS

A modulacdo da resposta ao estresse e a dor € altamente variavel, e depende da
experiéncia individual, do grau do estimulo estressor, da idade e da forma como o cdo
se relaciona com o ambiente, entre outros fatores. N&o existe ainda, um parametro
especifico para avaliacdo do estresse, embora o cortisol seja considerado bastante
sensivel e universalmente aceito, sendo ainda, 0 mais utilizado para este propdsito. E
importante considerar o tipo de estressor ao qual o animal sera submetido, o tempo de
estimulo, o tipo de amostra a se coletar e a manipulagdo do animal, além de se associar
mais de um pardmetro, para que se minimizem as influéncias externas e a avaliacao seja
mais proxima da realidade.

Os biomarcadores utilizados no presente trabalho mostraram-se sensiveis para a
identificacdo do estresse. Foi observado que a esterilizacdo por meio de injecdo
intratesticular de gluconato de zinco é um procedimento que causa desconforto ou dor
leve, semelhante ao observado no procedimento convencional da orquiectomia. Assim,
esta técnica pode ser utilizada na rotina da clinica de pequenos animais, bem como em

programas de controle populacional.
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CONSIDERACOES FINAIS

O controle da fertilidade do cdo macho € necessario ndo apenas para evitar
coberturas indesejadas, mas também por uma importante questdo de salde publica.
Além de pensar no bem estar animal, evitando estratégias de exterminio que atualmente
sdo consideradas ineficientes. A esterilizacdo quimica de cdes machos tem sido bastante
discutida, e muito polemizada em relacdo ao desconforto gerado aos animais. Neste
trabalho foi possivel observar que o desconforto gerado pela técnica € equivalente ao
observado na orquiectomia, utilizada na rotina clinica de pequenos animais. Além de ser
economicamente viavel, tratar-se de uma técnica menos invasiva e mais segura para o

animal.
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ESCALA DE DOR DE MELBOURN

CATEGORIA DESCRICAO VALOR
1 - PARAMETROS FISIOLOGICOS:
a- fisiologicamente normal 0
b- pupilas dilatadas 2
c- escolha apenas uma % de aumento da FC comparada com a pré-operatoria
> 20% 1
> 50% 2
> 100% 3
d- escolha apenas uma % de aumento da FR comparada com a pré-operatoria
> 20% 1
> 50% 2
> 100% 3
e- temperatura retal acima da de referéncia 1
f- Salivagdo 2
2 - RESPOSTA A PALPACAO
sem alteragdes para a pré-operatoria 0
escolha apenas uma defesa/reacdo # quando a palpacgao 2
defesa/reacdo # antes da palpacdo 3
3- ATIVIDADE
em repouso: dorme 0
em repouso: semiconsciente 0
escolha apenas uma em repouso: alerta 1
Come 0
Deprimido 2
Rolling 3
4- ESTADO MENTAL &
Submessivo 0
escolha apenas uma Amigavel 1
Desconfiado 2
Agressivo 3
5-POSTURA
a- defende e protege a area afetada (inclui posicdo fetal) 2
b- escolha apenas uma decubito lateral 0
decubito esternal 1
sentado e estatico, cabega levantada 1
estatico, cabeca pendente 2
em movimento 1
postura anormal (ex. posi¢éo de reza ou curvado) 2
6 - VOCALIZACAO
nédo vocaliza 0
escolha apenas uma vocalizagdo quando manipulado 2
vocalizagéo intermitente 2
vocalizagdo constante 3
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QUESTIONARIO DO PROPRIETARIO PARA AVALIACAO DA DOR DO
ANIMAL APOS O PROCEDIMENTO.

NOME: DATA: )

RACA: IDADE:

PROPRIETARIO:

1- Ao chegar do procedimento em casa, 0 seu animal estava:
( ) normal
( ) quieto
( ) deprimido
( ) agitado

2- Como seu animal se comporta ao se levantar?
() calmo
( ) chorando
( ) incomodado
( ) quer mexer nos testiculos

3

Quando chegou em casa, 0 animal quis comer:
( ) logo que chegou

( ) sé anoite

( ) s6 no dia seguinte da castragdo

( ) néo teve apetite

4- O animal urinou:

( ) logo que chegou

( ) s6 a noite

( ) s6 no dia seguinte da castragdo
( ) ndo urinou

5- O animal defecou:

( ) logo que chegou

( ) s6 a noite

( ) s6 no dia seguinte da castragdo

( ) ndo defecou

6

Se vocé tentar tocar no local da castracéo:
( ) o animal ndo se incomoda
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( ) ele tenta se proteger
( ) ele chora
( ) ele tenta morder/fica agressivo

7- O seu animal dormiu bem durante a noite?
()sim
( ) néo, ficou agitado
( ) ndo, chorou muito

8- Vocé acha que o seu animal sentiu:
( ) dor leve
( ) dor moderada
( ) dor intensa
( ) n&o sentiu dor

9- Se o seu animal sentiu dor/desconforto, vocé acha que foi:

( ) s6 no dia do procedimento
( ) s6 no dia seguinte ao procedimento
( ) por 3 dias ou mais
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UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL TROPICAL

TERMO DE CIENCIA E AUTORIZACAO

Eu, , proprietario do animal da

espécie canina, , raca , sexo masculino, de

anos de idade, ESTOU CIENTE de que o meu animal fara parte do
estudo de avaliacao do estresse na castragdo quimica, intitulado “Avaliagao da Resposta
Comportamental, Hematoldgica e Bioguimica Relacionada ao Estresse de Cées
Submetidos a Esterilizacdo Quimica por Meio de Injecéo Intratesticular de Solucdo a
Base de Zinco.” Desenvolvido no Departamento de Reprodu¢dao Animal da UFRPE, sob
responsabilidade da Prof? Dr2 Erika Christina Santos Oliveira.
Apesar de estudos sugerirem que o gluconato de zinco ndo produz efeito algico
perceptivel, existem relatos de dor em diversos agentes quimicos utilizados para
contracepc¢do, assim, entendo que apds o procedimento, meu animal podera sentir
dor/desconforto, ou apresentar ulceracdo escrotal, devendo comunicar ao grupo
qualquer alteracdo que venha a ocorrer com 0 mesmo.
Outrossim, além de ciente, AUTORIZO por escrito que o animal de minha
responsabilidade, seja incluido no referido projeto, e que tomei ciéncia de que 0 mesmo
sera submetido 8 CASTRACAO QUIMICA.

Recife, de de 2013.

Assinatura:

RG:
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Tabela 4 — Variacdo da pontuacdo obtida através da utilizacdo da Escala de dor da

Universidade de Melbourn em cées submetidos a esterilizagéo cirurgica e quimica

Tratamento

Fase Experimental

Controle (G1) Cirdrgico (G2) Quimico (G3)
MO 3,00 +£0,53 3,43 +0,45 4,00 +0,45
M1 8,20 + 0,53 7,71 +0,45 7,57 +0,45
M2 4,25 + 0,485 6,83 + 0,60" 457 +0,57°
M3 4,40 + 0,53 5,43 + 0,45 4,29 +0,45
M4 480+ 0,53 5,57 £0,45 429 + 0,45

OBS. Letras diferentes na mesma linha indicam que P < 0,05 pelo teste de Tukey

Tabela 5 — Variacdo na concentracdo plasmatica de cortisol (ug/dL) em cées

submetidos a esterilizacdo cirurgica e quimica

Tratamento

Fase Experimental

Controle (G1) Cirdrgico (G2) Quimico (G3)
MO 3,10 +£1.,85 3,77 £ 1,56 3,58+1,72
M1 16,13+ 1,85 16,14 + 1,56 10,74 + 1,56
M2 5,02 + 1,308 19,00 + 2,62 17,32 + 3,62
M3 219+211 423+156 7,76 £1,72
M4 2,83+1,85 3,10+1,71 2,60+ 1,56

OBS. Letras diferentes na mesma linha indicam que P < 0,05 pelo teste de Tukey
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Tabela 6 — Variacdo na contagem de neutréfilos (x 10°ug/dL) em cdes submetidos &
esterilizacdo cirdrgica e quimica

Tratamento
Fase Experimental

Controle (G1) Cirdrgico (G2) Quimico (G3)
MO 6,35+ 0,85 7,15%0,72 6,11 £ 0,79
M1 8,08 £ 0,85 6,74 £ 0,72 6,87 £ 0,72
M2 7,27 £ 0,85 7,24 £0,72 7,37 +0,72
M3 5,68 + 1,04° 9,24 +1,05" 10,26 + 1,16"
M4 550+ 0,85 6,87 £ 0,72 6,24 £ 0,72

OBS. Letras diferentes na mesma linha indicam que P < 0,05 pelo teste de Tukey
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