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Resumo

Objetivou-se avaliar o nivel de estresse em cadelas em canis experimentais durante sete dias. Foram utilizadas
dez cadelas, pesando 12,96+3,19 kg com idade de 3,4+2,6 anos, provenientes da Associacdo Patoense de
Protecdo aos Animais. Amostras de sangue foram coletadas para determinacéo do cortisol e da glicemia. Foram
mensuradas, frequéncias cardiaca e respiratdria, temperatura retal e pressdes arteriais sistélica, média e
diastolica. Para avaliar clinicamente o estresse foi utilizado um Escore Composto de Estresse. O estresse obtido
foi classificado em discreto (escores de 0 a 6), moderado (escores de 7 a 14) e intenso (escores >14). Na
andlise estatistica utilizou-se o programa computacional Bioestat 5.0 ao nivel de 5% de significancia.
Observou-se um decréscimo do cortisol, porém, estatisticamente, apenas 144 (0,60+0,67 pg/dL) e 168 horas
(0,55+0,55 pg/dL) apds a chegada dos animais ao canil o cortisol diferiu do momento basal (2,78+2,7 ug/dL).
O estresse foi classificado em discreto em todos os momentos (escores <6). As cadelas deste experimento ndo
perceberam a admissdo ao canil como um potencial estressor. Sugere-se que seis dias sdo suficientes para
cadelas se adaptarem a um novo ambiente.

Palavras-chave: canino; cortisol; glicemia.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the stress level in female dogs in experimental kennels for seven
days. Ten female dogs, weighing 12.96+3.19 kg and aged 3.4+2.6 years, from the Patoense Association for
the Protection of Animals were used. Blood samples were collected to determine cortisol and blood glucose
levels. Heart and respiratory rate, rectal temperature, and systolic, mean and diastolic arterial pressure were
measured. To clinically evaluate stress, we used a Stress Composite Score. Stress was classified as discreet
(score 0 to 6), moderate (scores 7-14), and intense (score >14). Statistical analyses were performed using the
computer program Bioestat 5.0 at a 5% significance level. There was a decrease in the cortisol; however,
statistically, only 144 (0.60+0.67 pg/dL) and 168 hours (0.55+0.55 pg/dL) after the arrival of the animals at
the kennel did the cortisol differ from the baseline (2.78+2.7 pug/dL). Stress was classified as discreet in all
time points (scores <6). The female dogs of this experiment did not perceive the admission to the kennel as a
potential stressor. It is suggested that six days is enough for female dogs to adapt to a new environment.
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Introducéo

Entre as maiores preocupagdes relacionadas
ao bem-estar em pequenos animais est o estresse
imposto ao confina-los em abrigos ou submeté-los
a ambientes diferentes. Em canis, geralmente o cdo
estd confinado em é&rea limitada, sendo obrigado a
urinar e defecar naquele espaco. Além disso, sons
e odores associados a estresse em outros cées
podem contribuir para o desenvolvimento do
estresse no novo ambiente. Esse efeito ocorre
igualmente em machos, fémeas, filhotes e animais
velhos (Hennessy, 2013), no entanto, uma
consideravel variacdo na resposta comportamental
ao estresse foi encontrada em cées da mesma raga,
idade e sexo, sendo assim infuenciada pela
experiéncia individual do animal (Rooney et al.,
2007).

A avaliacdo do estresse em animais ndo €
facil e alguns métodos de analise sdo bastante
subjetivos. A atividade do eixo hipotadlamo-
pituitaria-adrenal (HPA) aumenta em resposta a
uma ampla variedade de situacGes de ameaga ou
eventos aversivos, e ndo pode ser estimada a partir
do comportamento. Assim, a mensuragdo do
cortisol pode ser uma variavel importante para se
avaliar o estado psicolégico e o bem-estar de
animais, sendo amplamente utilizada para esse
proposito (Hennessy et al., 2001; Mormede et al.,
2007; Yamamoto et al., 2012; Part et al., 2014).
Relata-se que elevagdes nos niveis de cortisol séo
observadas nos trés primeiros dias quando 0s
animais sdo levados para abrigos, havendo um
declinio gradativo nas concentraces a partir dai
(Hennessy et al., 1997). Entre as alteracOes
fisiologicas observadas em situacdes de estresse
destacam-se: aumento na frequéncia e forca de
contragdo cardiacas; na pressdo arterial sanguinea
(Mcewen e Gianaros, 2010); na frequéncia
respiratoria; e na glicemia (Romero e Butler,
2007). A ansiedade e o estresse podem estar
relacionados ainda ao aumento da temperatura retal
(Yamamoto et al., 2012), como observado por
Budziak et al. (2016) em animais de abrigo
agitados ou assustados.

Em relagdo a comportamentos sugestivos de
estresse em cdes, a literatura cita: aumento da
atividade  locomotora, apatia,  coprofagia,
vocalizacdo, poliuria, tremores, lambedura
frequente do focinho e comportamentos repetidos
ou estereotipados (Beerda et al., 1999; Haverbeke
et al., 2008).

A maioria das pesquisas envolvendo animais
domésticos, como cées e gatos, tém utilizado

animais provenientes de abrigos para animais
abandonados, uma vez que os tutores tém cada vez
mais ndo autorizado a participagéo de seus pets em
experimentos. Nessas pesquisas, para que ndo haja
interferéncia nos resultados experimentais, adota-
se um periodo de adaptacdo, o qual ndo estd
totalmente elucidado do ponto de vista temporal,
pincipalmente no que diz respeito a animais
errantes. Assim, objetivou-se, com este estudo,
avaliar o nivel de estresse em cadelas de abrigo
alojadas em canis experimentais durante sete dias,
e determinar se esse periodo é suficiente para que
estas se adaptem a um novo ambiente.

Material e Métodos

Foram utilizadas dez cadelas adultas,
higidas, pesando 12,96+3,19 kg (médiatdesvio
padrdo), com idade de 3,4+2,6 anos (médiatdesvio
padrdo), encaminhadas para realizagdo de ovario-
histerectomia, provenientes da Associagao
Patoense de Protecdo aos Animais (APPA),
localizada na cidade de Patos, Paraiba, Brasil. A
higidez dos animais foi determinada com base na
avaliagdo clinica e em exames laboratoriais
(hemograma, glicemia de jejum e dosagens de
Alanina Aminotransferase - ALT, Aspartato
Aminotransferase - AST, ureia e creatinina).

Vale salientar que na APPA os cdes, de
ambos 0s sexos e de idades variadas, vivem de
forma conjunta em um galpéo, onde competem por
alimento e espago, e convivem com animais
doentes.

Os animais foram observados no ambiente
em que viviam onde foram registrados
comportamentos indicativos de estresse, tais como,
agressividade, agitacdo, hiperatividade e apatia.
Foram  selecionados animais  clinicamente
saudaveis e que ja estavam na APPA ha, no
minimo, 15 dias. Os animais foram deslocados da
APPA até o Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Campina Grande, Campus de Patos, as
06:00h da manhd em caixas de transporte
apropriadas para o tamanho do animal e em
caminhdo coberto em distancia de,
aproximadamente, cinco quilémetros. Os mesmos
ficaram alojados em canis individuais por um
periodo de sete dias, recebendo ragdo comercial
duas vezes ao dia e 4gua ad libitum. Ao chegar ao
canil e no Gltimo momento de avaliacdo os animais
foram pesados para avaliar se houve ganho ou
perda de peso.
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Para mensuracdo do cortisol, amostras de
sangue (2 mL) foram coletadas por puncgéo da veia
jugular, acondicionadas em tubos de ensaio
esterilizados sem anticoagulante e centrifugadas
por cinco minutos a 5000 rotagdes por minuto
(rpm). A coleta e contengdo foram feitas de forma
tranquila em todos os animais em um periodo
médio de trés minutos. O soro resultante foi
armazenado sob refrigeracdo e, posteriormente,
encaminhado ao laborat6rio para determinacéo dos
valores séricos em pg/dL. A concentragdo sérica de
cortisol foi mensurada pelo método de
eletroquimioluminescéncia (Cassu et al., 2011).

A glicemia em mg/dL foi mensurada por
meio de glicosimetro portatil (Breeze 2, Bayer
HealthCare, Leverkusen, Alemanha) utilizando-se
uma gota de sangue colhida para mensuracdo do
cortisol. As coletas de sangue foram realizadas no
ambiente em que os animais viviam (MO-momento
basal), e a cada 24 horas a partir da chegada dos
animais ao canil, totalizando sete dias de avaliacao
(M24, M48, M72, M96, M120, M144 e M168),
entre oito e nove horas da manhd, no primeiro
contato com os animais. A afericdo dos parametros
fisiologicos e coleta de sangue basais foram
realizadas individualmente, sendo os animais
separados em uma sala do abrigo, minimizando-se
ao maximo o estresse durante a contencao fisica. A
selecdo e separacdo das cadelas para avaliacdo
durou em média 20 minutos.

Posteriormente a coleta de sangue, quando
0s momentos coincidiam, os seguintes parametros
fisiologicos foram mensurados:  frequéncia
cardiaca (FC) em batimentos por minuto (bpm),
mensurada através de estetoscopio clinico
(Estetoscdpio clinico, Becton Dickinson Brasil
Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil); frequéncia
respiratéria  (f), mensurada contando-se 0s
movimentos tordcicos durante um minuto (mpm);
temperatura retal (TR) aferida com apoio de um
termbémetro clinico digital; e pressdes arteriais
sistolica (PAS) e diastélica (PAD), mensuradas por
método oscilométrico, ndo invasivo (Medidor de
PANI portétil — DL1100, Deltalife, Sdo José dos
Campos, SP, Brasil) em que o0 manguito
pneumatico foi colocado ao redor do radio
esquerdo, sendo que sua largura correspondia a
40% da circunferéncia deste. A cada momento
experimental foram realizadas cinco mensuracfes
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). As
avaliacOes paramétricas foram realizadas a cada 12
horas a partir da chegada dos animais ao canil
(M12, M24, M36, M48, M60, M72, M84, M96,
M108, M120, M132, M144, M156 e M168).

Por dltimo, ap6s descanso de uma hora da
afericdo dos parametros fisioldgicos, avaliou-se
clinicamente o estresse utilizando-se um Escore
Composto de Estresse (ECE) (Tabela 1), escala
desenvolvida a partir de comportamentos
sugestivos de estresse em cdes descritos na
literatura (Rooney et al., 2007; Yamamoto et al.,
2012; Budziak et al., 2016). Os animais foram
avaliados dentro de seus respectivos canis, de
forma individual. O escore maximo obtido com o
ECE é de 18 pontos. O estresse obtido por esta
escala foi classificado em discreto (escores de 0 a
6), moderado (escores de 7 a 14) e intenso (escores
>14). Esta avaliagdo foi realizada 13 horas (M1)
apos a chegada dos animais ao canil, e repetida a
cada 12 horas, totalizando 14 momentos. Além
disso, foi observada a ocorréncia de alteracOes
comportamentais e funcionais tais como,
modificagdo na movimentagdo e/ou no apetite,
automutilagdo, apatia, hiperatividade, tremores,
vOmito, diarreia, taquipneia, midriase, lambedura
frequente dos labios e nariz e degluticdo repetida
de saliva, entre outras alteracdes. As avaliagOes
foram realizadas por um mesmo individuo que
tinha contato com esses animais apenas nesse
momento. Ao final do experimento 0s animais
foram submetidos a cirurgia de ovario-
histerectomia e retornaram a APPA para posterior
adocao.

Para avaliar se houve diferenca significativa
entre 0s parametros clinicos e resultados
laboratoriais foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA) de duas vias com multiplas
comparacoes pelo teste de Tukey para os dados que
apresentavam distribuicdo normal, sendo os dados
registrados como média e desvio-padrao, e o teste
de Friedman para os dados que apresentavam
distribuicdo ndo normal, sendo os dados
apresentados como  mediana e  desvio
interquartilico. Para avaliagdo dos escores de
estresse utilizou-se o teste Friedman. Para os dados
em que foram comparadas apenas duas amostras,
foi utilizado o teste t de Student. Aplicou-se um
nivel de 5% de significAncia utilizando-se o
programa BioEstat 5.0.
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Tabela 1. Critérios de avaliagdo do grau de estresse.

PARAMETRO CRITERIO

Atento e responde a voz e toques humanos
Responde timidamente
Comportamento interativo  N#o responde imediatamente

N&o responde ou responde agressivamente
</=10% maior que o valor basal
11 a 30 % maior que o valor basal
31 a 50% maior que o valor basal
>50% maior que o valor basal
Normal (37.5-39.0 °C)
T°C Acima de 39°C
Sem vocalizacéo
Vocalizagdo presente e controlada
Vocalizagdo presente ndo controlada
Adormecido ou calmo
Leve agitacéo
Moderada agitacéo
Severa agitacao
Fonte: adaptado de Beerda et al. (1998) e Hiby et al. (2006).

ESCORE

FC, FR, PA

Vocalizacdo

Agitacdo

WNPFPONPFPOPFPOWNPEFPOWNMNPE,O

Resultados e Discussao

N&o houve diferenca significativa entre os
pesos dos animais ao chegarem ao canil
(12,96£3,19 kg) e ap6s o M168 (13,55+3,29 kg),
demonstrando que o confinamento néo influenciou
no peso corpadreo.

Ao se analisar os resultados laboratoriais de
cortisol sérico demonstrados na Tabela 2,
observou-se que a concentracdo média de cortisol
detectada no MO excedeu os valores fisioldgicos
citados para a espécie canina, compreendidos entre
0,25 e 2,3 pg/dL (Russell et al., 2007). Esse fato
pode ser explicado pelas condigdes em que os
animais viviam, as quais, por si sO, ja eram
consideradas estressantes. A equipe estava
preparada para reduzir o estresse dos animais ao
minimo, porém, o primeiro contato com 0s
pesquisadores e a contencdo fisica podem ter
influenciado nos achados de cortisol basal. Além
disso, 0s animais viviam em um ambiente de forma
conjunta e tiveram que ser separados e levados para
uma sala proxima onde pudesse ser realizada a
coleta de sangue. Tal conduta pode ter assustado o0s
animais que nunca haviam saido do abrigo,
causando estresse nesse momento.

Em todos os momentos ap6s 0 MO, nos quais
0s animais foram avaliados, coletou-se sangue
imediatamente apds o contato com o animal, ndo
havendo influéncia dos picos hormonais
decorrentes da manipulacdo, considerando que o
pico de cortisol em cdes tende a ocorrer de 15 a 30

minutos apo6s o estimulo doloroso ou estressante
(Inoue et al., 2006).

Nos demais momentos houve diminuigao
gradativa dos niveis de glicocorticoides, devido,
provavelmente, a diminuicdo do estresse pela
adaptacdo ao local e aos pesquisadores, ou a uma
habituacdo a técnica de avaliacdo dos parametros
fisioldgicos. Esses niveis mantiveram-se dentro
dos valores fisiologicos para a espécie canina ja a
partir do primeiro dia no novo ambiente o que pode
ser explicado pelo fato de os animais serem
provenientes da associagdo de cdes abandonados
onde ha constante contato com diferentes pessoas
que Vvisitam esses abrigos concordando com
Hennessy (2013) que afirma que a interagdo
humana constante reduz a resposta do cortisol a
distirbio em momento posterior. Além disso,
experiéncia com estressores cronicos no abrigo de
origem, tais como, competicdo por alimento e
espaco, agressividade por parte dos outros animais
e convivéncia com animais doentes, podem ter
reduzido a magnitude da resposta do cortisol ao
confinamento no novo ambiente (Hennessy et al.,
2001).

Houve diferenca significativa nos niveis de
cortisol sérico, em relacio ao momento basal,
apenas a partir do M144, ou seja, seis dias apos a
chegada dos animais ao canil, propondo-se que a
partir desse momento houve maior adaptacdo dos
animais ao local e aos pesquisadores.
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A maxima concentracdo de glicemia (Tabela
2) observada no momento basal pode ser explicada
pelos picos hormonais de cortisol anteriormente

discutidos, uma vez que a elevacdo do cortisol
determina aumento da glicogénese hepética
(Romero e Butller, 2007).

Tabela 2. Cortisol sérico (mediana + desvio interquartilico) e glicemia (média + desvio padrdo) em cadelas
submetidas a um periodo de adaptacdo de sete dias em canis experimentais.

MO M24 M48 M72 M96  MI120 M144 M168
Cortisol 2,78t 2,14+ 1,83+ 163+ 1,32+  1,03% 0,60+ 0,55+
(Hg/dL) 2,7 1,36 1,28 1,03 1,13 0,71 0,67* 0,55*
Glicose 101,90+ 844+ 813+ 801+ 816+ 787+ 79,4+ 81,6+
(mg/dL) 11,4 4,9 9,0% 7,5% 5,6% 6,0% 5, 7% 6,7*

Valor superior: média ou mediana.
Valor inferior: desvio padrao ou interquartilico.
* - diferente do MO segundo o teste de Friedman ou ANOVA (p<0,05).

A manutencéo da frequéncia cardiaca dentro
dos parametros fisiolégicos para cdes (Massone,
2011), e a auséncia de diferenca significativa entre
0s momentos avaliados (p>0,05) (Tabela 3),
discordam de Bergamasco et al. (2010) que

afirmam que o aumento no nivel de estresse é
refletido pelo aumento na frequéncia cardiaca.
Nesse caso, esse parametro fisiol6gico nao pode ser
considerado um bom indicador de estresse.

Tabela 3. Mediana + desvio interquartilico da frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (f),
temperatura retal (TR) e pressbes arteriais sistdlica (PAS), média (PAM) e diastolica
(PAD) em cadelas submetidas a um periodo de adaptacdo de sete dias em canis
experimentais.

Momentos FC f TR PAS PAM PAD
(bpm) (mpm) (S (mmHg) (mmHg) (mmHg)
MO 89+27 40+35,5 38,9+0,47 135+10 107+13,75 90+10
M12 106+36,5 28+10 38+0,37 130+7,5 97+10 80+17,5
M24 118427 62+25 38,7+0,57 135+17,5 98,516 800
M36 109422 37+21 37,95+0,35" 120+10 98,5+£16,25 80+10
M48 113423 58+30 38,7+£0,45 135+20 93+13,75 80+10
M60 102+16,5 22+7 38+0,52" 120+17,5 935,25 80+15
M72 114+19 56135 38,45+0,25 125410 93+8,5 80+7,5
M84 122+44 2712 38,10+0,37" 125410 93,5+13 80+0
M96 110+41 58+43 38,6+0,07 130+20 91,5+9,25 80+17,5
M108 94+26 28+10 38,2+0,52 130+10 95+16 80+15
M120 116424 66+70 38,7+0,57 130+20 88+10 80+17,5
M132 120+30 38+21 38,05+0,27 120410 103,5+16" 70+10"
M144 98+24 76+32 38,75%0,37 135+27,5 91,5+£12 85+10
M156 110412 24+7 38,2+0,77 120+17,5 86,8+8,1" 80+10
M168 110+30 50+23,5 38,5+0,35 125410 95+6,5 80+7,5

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

Ndo ocorreu diferenca estatistica na dentro dos padrdes de normalidade para a espécie

frequéncia respiratdria entre 0s momentos, apesar
de Brun et al. (2004) afirmarem que esse parametro
é Util para avaliagdo do estresse.

Apenas os momentos M36, M60 e M84
apresentaram  temperaturas  retais  menores
estatisticamente que os valores basais, porém sem
relevancia clinica, uma vez que estas se mostraram

em todos os momentos (Feitosa, 2008).

A PAS n&o variou estatisticamente entre os
momentos, mostrando-se discretamente elevada
(Cabral et al., 2010) em todos 0s momentos com
excecdo do M36, M60, M132 e M156, em que 0S
valores encontraram-se normais para a espécie
canina. As PAM e PAD variaram apenas em um
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momento em relacdo ao momento basal, sendo que
a PAD mostrou-se discretamente elevada (Cabral
et al., 2010) apenas no MO, devido provavelmente
ao estresse sofrido pelos animais durante a afericéo
dos parametros e contencdo fisica. Vale salientar
gue, apesar de ndo conhecerem o aparelho de
mensuracdo, 0s animais ndo reagiram de forma
estressante durante as avaliacGes de pressao.

Em relacdo a avaliacdo clinica do estresse,
no ambiente em que 0s animais viviam, estes se
apresentaram calmos e  responsivos  aos
manipuladores, apesar do nivel sérico de cortisol
estar alto. J& durante o periodo experimental em
todos os momentos o estresse foi classificado como
discreto (escores <6). Porém, ndo se pode dizer que
0s animais ndo estavam estressados uma vez que a
ativagdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal nem
sempre se reflete em comportamento, sendo
possivel que indices hormonais estejam elevados,
enquanto os animais aparentam calma (Helmreich
et al., 2012). Em relagdo as altera¢Ges funcionais e
comportamentais, duas cadelas (20%)
apresentaram-se hiperativas com presenca de
vocaliza¢do em todos os momentos avaliados; dois
animais (20%) mostraram-se agressivos e com
medo até 85 horas apds a chegada ao canil; dois
animais (20%) apresentaram diarreia nas primeiras
25 horas; um animal (10%) estava anoréxico e com
apatia até 37 horas apds a chegada ao canil; e dois
animais (20%) apresentaram baixa ingestdo de
racdo em todos os momentos. A presenca de
hiperatividade, agressividade e vocalizacdo
acentuada podem ter ocorrido devido a presenca de
ansiedade, concordando com Tuber et al. (1996)
gue, estudando o comportamento de cdes mantidos
em isolamento social em canis individuais por um
periodo de oito semanas, observaram alteracoes
comportamentais, com sinais de irritabilidade e
ansiedade, expressos mediante vocalizacdo e
atividade locomotora intensa. Porém, essas
alteracbes  podem  ser  decorrentes  do
comportamento intrinseco do animal.

Concluséo

O nivel de estresse em cadelas de abrigo
submetidas a um periodo de adaptacéo de sete dias
em ambiente diferente foi considerado discreto
devido, provavelmente, a presenca de fatores mais
estressantes no ambiente de origem. Com base nos
resultados dos niveis de cortisol sugere-se que seis
dias sdo suficientes para esses animais se
adaptarem a um novo ambiente. Mais estudos, com
um ndimero maior de animais, sao necessarios para

determinar a validade das mensuracgdes realizadas
nesse experimento como indicadores de estresse.

Conflito de interesse
Os autores declaram nao existir conflito de
interesse.

Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Campina Grande, Campus de Patos, Paraiba
(protocolo n°® 42/2012).
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