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RESUMO

O estresse observado em cdes hospitalizados traz efeitos deletérios e o feroménio analogo ao
odor materno tem sido utilizado nesse proposito. O objetivo do estudo foi analisar se o
ferombnio andlogo ao odor materno interfere nos parametros fisicos, cardiovasculares e
comportamentais em cdes hospitalizados. Foi realizado um estudo prospectivo, pareado,
randomizado e cego, no qual dez cdes higidos foram submetidos a dois protocolos
experimentais: feromonio eplacebo. Os parametros avaliados no momento basal, seis, doze,
vinte e vinte quatro horas do inicio do estudo, foram: frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria, pressao arterial sistolica etemperatura retal. Analises comportamentais, tempo de
sono, variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo e frequéncias cardiacas
minimas, médias e maximas foram monitoradas ao longo das 24 horas de internacdo. Nao se
constataram diferencas nas frequéncias respiratérias e pressdo arterial sistolica, embora
apresentaram-se elevadas nos doistratamentos empregados. A frequéncia cardiaca maxima do
grupo placebo no momento TO (193 + 23 bpm) foi menor quando comparada aos momentos
T6, T12, T20 (226 + 13 bpm; 229 + 16bpm; 230 £ 19 bpm, respectivamente), demonstrando o
estresse no ambiente hospitalar. As alteracdes encontradas em temperatura retal ndo trazem
importancia clinica, pois os valores se mantiveram dentro da normalidade para a espécie.
Constatou-se maior frequéncia cardiaca média no momento T20 do grupo feromonio (120 +
17 bpm) do que no grupo placebo (105 + 14 bpm). Durante a monitorizacao do grupo placebo,
observou-se maior frequéncia cardiaca minima no momento TO (82 = 15 bpm), quando
comparado aos momentos T6, T12, T20, T24 (51 = 12 bpm; 51 + 11 bpm; 50 + 8 bpm; 59 +
20 bpm, respectivamente). No momento T6, observou-se maior frequéncia cardiaca minima
no grupo feroménio (60 £ 17 bpm) do que no grupo placebo (51 £ 12 bpm). Embora tenham
sido observadas flutuagdes nas frequéncias cardiacas médias e minimas durante a
monitorizacdo, ndo se constataram valores clinicamente relevantes, uma vez que todos se
encontravam também dentro da normalidade para a espécie. Ndo houve diferenca nos
parametros comportamentais analisados entre tratamentos. Nao houve diferenca no tempo de
sono entre as substancias. Ndo houve diferenca na variabilidade da frequéncia cardiaca no
dominio do tempo entre as substancias analisadas. A concordancia interobservador foi
positiva, a denotar analise com boa confiabilidade. A exposi¢do ao feromonio analogo ao odor
materno na apresentacdo de difusor, portanto, ndo promoveu alteracdes significativas em
parametros fisioldgicos, cardiovasculares e comportamentais relacionados a reducdo do
estresse em cées hospitalizados.

Palavras-chave: Bem-Estar; Estresse; Feromonio Apaziguador de Cées; Sistema Nervoso
Autondémico; Variabilidade da Frequéncia Cardiaca



ABSTRACT

The stress observed in hospitalized dogs causes deleterious effects and the pheromone
analogous to maternal odor has been used for this purpose. The aim of the study was to analyze
whether the pheromone analogous to maternal odor interferes with physical, cardiovascular and
behavioral parameters in hospitalized dogs. A prospective, paired, randomized and blinded
study was conducted, in which ten healthy dogs were submitted to two experimental protocols:
pheromoneand placebo. The parameters evaluated at baseline, six, twelve, twenty and twenty
- four hoursfrom the beginning of the study, were: heart rate, respiratory rate, systolic blood
pressure and rectal temperature. Behavioral analyses, sleep time, heart rate variability in the
time domain and minimum, mean and maximum heart rates were monitored throughout the 24
hours of hospitalization. There were no differences in respiratory rates and systolic blood
pressure, although they were elevated in the two treatments used. The maximum heart rate of
the placebogroup at moment TO (193 + 23 bpm) was lower when compared to moments T6,
T12, T20 (226 = 13 bpm; 229 = 16 bpm; 230 = 19 bpm, respectively), demonstrating the
stress in the hospital environment. The alterations found in rectal temperature do not bring
clinical importance, because the values remained within normal limits for the species. A
higher mean heart rate at time T20 in the pheromone group (120 £ 17 bpm) than in the
placebo group (105 + 14 bpm). During the placebo group monitoring, a higher minimum heart
rate was observed at moment TO (82 £ 15 bpm), when compared to moments T6, T12, T20,
T24 (51 £ 12 bpm; 51 = 11 bpm;50 + 8 bpm ; 59 £ 20 bpm, respectively). At T6, a higher
minimum heart rate was observed in the pheromone group (60 £ 17 bpm) than in the placebo
group (51 = 12 bpm). Although fluctuations in mean and minimum heart rates were observed
during monitoring, clinically relevant values were not found, since all were also within
normal limits for the species. There was no difference in the behavioral parameters analyzed
between treatments. There was no difference in sleep time between substances. There was no
difference in heart rate variability inthe time domain between the analyzed substances.
Interobserver agreement was positive, denoting analysis with good reliability. Exposure to the
pheromone analogous to maternal odorin the diffuser presentation, therefore, did not promote
significant changes in physiological, cardiovascular and behavioral parameters related to
stress reduction in hospitalized dogs.

Keywords: Wellness; Stress; Dog Appeasing Pheromone; Autonomic Nervous System; Heart
Rate Variability
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, estudos tém demonstrado que estresse psicogénico agudo ou
cronico desencadeia implicacBes importantes para a saude de animais e pessoas. Cées
hospitalizados podem sofrer de estresse em decorréncia da exposicdo ao novo ambiente,
submisséo a procedimentos invasivos e principalmente, em resposta a separacdo do cuidador
primario (HEKMAN; KARAS; SHARP, 2014).

A relevancia clinica do estresse nesses animais ainda ndo estad bem elucidada, embora
Yuki et al., (2019) observaram que cdes com alto nivel de cortisol nas primeiras 24 horas de
internamento, tiveram menor sobrevida quando comparados a cdes com niveis inferiores.
Demonstrando desse modo, que 0 manejo do estresse ja na admissao do paciente, é de extrema
importancia.

Contudo, h& de se considerar a auséncia de indicadores qualitativos e quantitativos
universais de estresse e tampouco protocolos padronizados para prevengdo e controle em
pequenos animais. Face ao exposto, a analise comportamental associada avaliagdo de
marcadores de estresse é a forma mais confidvel para interpretar o estado psicoldgico do céo e
definir o diagnostico de estresse de forma mais acurada (LEFMAN; PRITTIE, 2019;
KARTASHOVA et al., 2021).

Os principais biomarcadores laboratoriais de estresse em cées sdo: cortisol (marcador
mais popular), prolactina, imunoglobulina A secretdria, ocitocina, catestatina e vasostatina
salivar. Entretanto, ha dificuldade em estabelecer os niveis de confiabilidade desses testes, uma
vez que sofrem interferéncias de muitos fatores e ndo possuem valores de referéncia precisos
(BURNARD et al., 2017; SCHOBERL et al., 2017; RIGHI et al., 2019; GUTIERREZ et al.,
2019;).

Além da bioquimica sérica para mensuracdo de estresse, outros parametros fisioldgicos
sdo uteis no diagnostico, como frequéncia cardiaca, que usualmente encontra-se alterada
perante situacOes estressantes devido a ativacdo simpatica. A atuacdo da noradrenalina nas
fibras simpaéticas cardiacas, as quais sdo responsaveis por ativar receptores $1 no nodo sinoatrial
e miocardio, geram aumento da forca contratil (inotropismo positivo), assim como aumento da
frequéncia de disparos e consequentemente da frequéncia cardiaca (cronotropismo positivo)
(GOMART; ALLERTON; GOMMEREN, 2014; COSTANZO, 2015; EDWARDS et al., 2022).
No entanto, trabalhos tém demonstrado que fatores como postura e movimentagdo corporal

tendem a interferir nesses valores, ndo sendo, portanto, um dado fidedigno para anélise de
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estresse quando utilizado isoladamente (MAROS; DOKA; MIKLOSI, 2008, PICCIONE, et al.,
2012).

Alteracdes na resisténcia vascular sisttmica também sdo visualizadas em virtude da
ativacdo do sistema nervoso simpético, que resulta em estimulacdo de receptores al na
musculatura lisa dos vasos sanguineos, promovendo vasoconstricdo e aumento da pressao
arterial sistolica (BRAGG et al.,2015; COSTANZO, 2015).

Outro parametro que tem sido amplamente utilizado para analisar o estado emocional
de ces é a variabilidade da frequéncia cardiaca, uma vez que é determinada pela capacidade
do sistema nervoso autdbnomo de ajustar dinamicamente sua resposta parassimpatica ou
simpatica de acordo com o ambiente e por ndo sofrer tanta interferéncia externa quanto a
frequéncia cardiaca (KATAYAMA et al., 2016; BOWMAN et al., 2017; WORMALD, et al.,
2017). Estudos evidenciaram menor variabilidade da frequéncia cardiaca em cédes sob
condicOes estressantes, denotando menor capacidade de adaptagdo a fatores fisioldgicos e
psicolégicos (WORMALD et al., 2017).

Elevacdes nos valores de frequéncia respiratoria e temperatura retal em cées
hospitalizados também séo descritas como anormalidades decorrentes do estresse (BRAGG et
al., 2015). Dentre as alteracbes comportamentais relacionadas ao estresse, descrevem-se:
vocalizacdo, vigilancia, anorexia, tremores, tentativa de fuga, automutilacdo e eliminacéao
inadequada (DRESCHEL; GRANGER, 2005; PEREGO; PROVERBIO; SPADA, 2014,
KARTASHOVA et al., 2021).

No que tange minimizar as alteragcdes fomentadas pelos potenciais fatores estressantes
aos cdes durante a estadia no ambiente hospitalar, condutas sdo recomendadas, como: limpeza
de superficies a fim de reduzir odores de outros animais; utilizacdo de ambientes silenciosos
para avaliacdo e reducdo na manipulacdo do paciente (HERRON; SHREYER, 2014;
EDWARDS et al., 2019).

Outra alternativa contempla a utilizagdo de feromdénios, dentre os quais, destaca-se o
feromdnio analogo ao odor materno (DAP) (VAN DEN BERGUE et al., 2019), que possui
potencial de reduzir ansiedade em cées jovens e adultos, na medida em que mimetiza o
feromdnio secretado pelas glandulas sebaceas entre as cadeias mamarias de cadelas em lactacao
logo apds o parto (PAGEAT; GAULTIER, 2003). O mecanismo de a¢do do DAP ndo esta
completamente elucidado, embora, acredita-se que o feroménio seja identificado pelo 6rgédo
vomeronasal dos filhotes, o qual envia projecbes axonais em direcdo ao bulbo olfatério
acessorio anterior e posterior, na medida em que se conecta a amigdala, resultando em
alteracbes comportamentais e na endocrinologia (eixo hipotalamo — hipofise — adrenal) dos
caes (RIDDELL et al., 2021).

H4& estudos que demonstram eficiéncia do feromdnio em minimizar comportamentos

de estresse em cdes hospitalizados, embora ndo tenham realizado avaliagdes nos parametros
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cardiovasculares (MILLS et al., 2006; YOUNG- ME et al.,, 2006; SIRACUSA, 2009;

YOUNG-ME et al., 2010).

Nesse contexto, 0 objetivo desse estudo foi analisar se o feromdnio analogo ao odor
materno afetard os pardmetros fisicos, cardiovasculares e comportamentais em cées

hospitalizados.

2. HIPOTESES

Os animais sob tratamento com o feromonio analogo ao odor materno apresentarao
pouca ou nenhuma alteragdo comportamental relacionada ao estresse; alta variabilidade
cardiaca; pressdo arterial sistdlica, temperatura retal, frequéncia cardiaca e respiratéria

normais, demonstrando menor ativagdo simpatica no organismo.

3. OBJETIVOS

3.1- Geral
O presente estudo teve como objetivo analisar se o feromdnio analogo ao odor
maternoafeta os parametros fisicos, cardiovasculares e comportamentais em cées no ambiente

hospitalar.

3.2-  Especificos

a) Determinar a frequéncia respiratdria, pressdo arterial sistolica e temperatura retal
em cées sob efeito do feromdnio andlogo ao odor materno e placebo em ambiente hospitalar;

b) Determinar as frequéncias cardiacas minimas, medias e maximas em cées sob
efeito do feromdnio analogo ao odor materno e placebo em ambiente hospitalar;

c) Determinar a variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo em caes
sob efeito do feroménio analogo ao odor materno e placebo em ambiente hospitalar;

d) Avaliar o tempo de sono em cées sob efeito do feromdnio analogo ao odor
materno e placebo em ambiente hospitalar;

e) Avaliar caracteristicas comportamentais em cdes sob efeito do feroménio

analogo ao odor materno e placebo em ambiente hospitalar.

4- MATERIAL E METODOS

41- TRIAGEM
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A pesquisa foi conduzida na Superintendéncia Unidade Hospitalar Veterinaria da
Universidade Federal da Fronteira Sul, no municipio de Realeza — Parand, ap6s aprovacéao da
Comisséo de Etica no Uso de Animais da respectiva universidade (CEUA-UFFS) sob protocolo
n°® 3057301121. Todos os tutores que concordaram em participar do projeto, assinaram
previamente o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo I) e Termo de Anuéncia

para Uso de Materiais Biologicos (Anexo I1).

Foi realizado uma chamada publica para selecdo dos cées que participariam do estudo.
Como criterios de inclusdo, foram selecionados apenas animais higidos, sem raca definida
(SRD), mesocefalicas, porte pequeno e na faixa etaria de dois a seis anos. Como critérios de
exclusdo, foram desconsiderados animais que estivessem sob tratamento medicamentoso ou

que apresentassem alteragcdes nos exames de triagem.

A triagem desses animais ocorreu por meio da anamnese, exame fisico, mensuragéo da
pressdo arterial sistélica (PAS), ecocardiograma, eletrocardiograma e exames laboratoriais
sanguineos (hemograma, ureia, creatinina, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina e

albumina).
4.2- OESTUDO

Este foi um estudo prospectivo, pareado, duplo-cego, controlado por placebo,
randomizado por meio de sorteio e com dois avaliadores. Todos os cédes foram analisados
individualmente em ambos os grupos estudados (feroménio e placebo) com intervalo de sete
dias entre os tratamentos. A fim de evitar interferéncia nos resultados devido ao efeito de
ambientacdo, cincoanimais iniciaram as avaliagdes com feromonio e 0s outros cinco animais
com placebo. Um colaborador externo foi responsavel pela randomizacdo das substancias

entre 0s animais.

Utilizou-se o feromonio analogo ao odor materno na forma de difusor! e como placebo,
foi empregado solugcdo NaCl 0,9% em um difusor. As embalagens dos difusores foram
encapadas e nomeadas como “Solugdo 1” e “Solucdo 2” pelo colaborador externo, a fim de

impedir a identificacdo das substancias (Figura 1).

! Adaptil® Ceva Saude Animal Ltda — Paulinia, S&o Paulo, Brasil
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Figura 1 — Os difusores elétricos utilizados ao longo da experimentagdo foram encapados como substancia 1

(DAP) e substancia 2 (placebo), para que a pesquisa permanecesse cega até a Ultima coleta dos dados
experimentais.

1ONN A

Os animais permaneceram durante 24 horas no ambiente hospitalar, em duas salas com
aproximadamente 11,4 m2 e 9,87 m?, sendo uma delas destinada ao emprego do feromonio
analogo ao odor materno e a outra ao placebo respectivamente. Salienta-se que as salas se
localizavam no centro da Superintendéncia Unidade Hospitalar Veterinaria e préxima uma da

outra, de tal modo que interferéncias externas eram semelhantes em ambos os locais (Figura 2).
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Figura 2. Mapa do ambiente hospitalar onde foi realizada a pesquisa. Circulo: sala de experimentagdo da
substancia feromonio analogo ao odor materno. Estrela: sala de experimentagdo da substancia placebo

14,
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As salas foram preparadas 48 horas antes do inicio do estudo (T-48), por meio de
alocacdo de gaiolas de aco inoxidavel (120 x 80 x 60 cm) e plugue do difusor contendo a
substancia a ser estudada durante a semana. No dia anterior ao inicio do estudo (T -24), 0s
tutores plugaram o difusor, contendo a substancia a ser empregada no dia posterior, no cémodo

da casa que o animal permaneceria ao longo do dia.

Duas horas antes do inicio do estudo (T -2), o ar-condicionado foi ligado respeitando
temperatura de 23 °C. Foi instalada uma camera para gravacdo e monitora¢do do animal no
periodo em que o mesmo estivesse confinado, a fim de detectar eventuais variagdes
comportamentais durante o estudo. Cobertas e vasilhas contendo agua fresca e racdo a vontade
foram dispostas dentro da gaiola. Salienta-se que o alimento fornecido para cada animal durante
0 experimento foi 0 mesmo que o animal estava habituado a comer, com intuito de minimizar

fatores estressantes provenientes do emprego de uma nova dieta (Figura 3).

No momento basal, previamente a alocacdo do animal na sala (T0), foi realizada
mensuracdo da frequéncia respiratéria (FR), afericdo da pressdo arterial sistolica (PAS) e
temperatura retal (TR), seguida da instalagio do eletrocardiograma ambulatorial.
Posteriormente, o animal foi encaminhado para a sala, onde permaneceu isoladamente durante
24 horas.
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Apobs seis (T6), doze (T12), vinte (T20) e vinte quatro horas (T24) do inicio do estudo,
foram realizadas novamente avaliacGes dos parametros supracitados (FR, PAS e TR), seguida
da retirada do animal da sala para passeio, 0 qual possuia duragdo de 20 minutos. Faz-se
importante ressaltar que ap6s findado o passeio do momento T12, o individuo foi realocado na
sala com as luzes desligadas, mantendo-se na sala acesa apenas uma luminaria (lampada

incandescente amarela de 15w), com o proposito de facilitar o sono do mesmo.



T -48
Ambiente
hospitalar

- Plugue do difusor na sala, contendo a

substincia randomizada para a semana;
- Alocacao das gaiolas na sala.

T24

Ambiente
hospitalar

- Frequéncia respiratoria;
- Pressao arterial sistélica;
- Temperatura retal;
- Retirada ECG ambulatorial;
- Liberacao do animal para casa.

Permanéncia do ECG

ambulatorial no animal T20

Ambiente
hospitalar

- Frequéncia respiratoria;
- Pressao arterial sistélica;
- Temperatura retal;

- Passeio durante 20 min.

Permanéncia do ECG T 1 2

ambulatorial no animal

Ambiente
hospitalar

- Frequéncia respiratodria;
- Pressao arterial sistolica;
- Temperatura retal;
- Passeio durante 20 min;
- Luzes da sala apagada -> lumindria
apenas acesa.

4.2.1- Avaliacdo experimental

4.2.1.1- Eletrocardiografia ambulatorial
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Figura 3. Organograma representando delineamento experimental da pesquisa

T -24

Ambiente
domiciliar

- Plugue do difusor no ambiente que o
animal permaneceria ao longo do dia.

T-2
Ambiente
hospitalar

- Ar-condicionado 23°C;
- Colocacao de vasilhas de dgua,
alimento e cobertas;
Preparacdo da cimera de monitoragao.

TO

Ambiente
hospitalar
- Frequéncia respiratdria;
- Pressao arterial sistolica;
- Temperatura retal;

- Instalacao do ECG ambulatorial no
animal.

Alocacao
na sala

Permanéncia do ECG
ambulatorial no animal T6

Ambiente
hospitalar

- Frequéncia respiratoria;
- Pressao arterial sistdlica;
- Temperatura retal;

- Passeio durante 20 min.
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Foi utilizado o eletrocardiograma ambulatorial (Holter) com gravador digital? durante
24 horas. O exame foi obtido por meio do sistema de eletrodos de quatro vias e trés canais e foi
considerado maximo de 5% de artefatos, sendo excluidas arritmias quando presente. A area de
colocagdo dos eletrodos foi previamente tricotomizada sucedida de limpeza da pele com
alcool 70%. Posteriormente foi efetuada a colocagdo dos eletrodos adesivos® que respeitaram

0 seguinte posicionamento:

o Eletrodo verde: posicionado na juncdo costocondral no lado esquerdo do térax,
entre 5° e 6° espacos intercostais;

o Eletrodo preto: posicionado na juncdo costocondral no lado direito do torax,
entre 0 5° e 6° espacos intercostais;

o Eletrodo branco: posicionado no manubrio;

o Eletrodo vermelho: posicionado na cartilagem xifoide.

Com o auxilio de uma atadura, esparadrapo e bandagem elastica autoaderente, o
aparelho foi fixado junto a coluna toracica do animal. O aparelho permaneceu no animal durante
as 24 horas que o mesmo esteve no ambiente de estudo sob efeito dos tratamentos. Apos isso,
o mesmo foi retirado, o exame foi descarregado e interpretado pelo mesmo avaliador com

auxilio de software* especifico.

Os pardmetros avaliados por meio da eletrocardiografia ambulatorial foram: nimero
total de QRS, frequéncias cardiacas minima, média e maxima nos momentos TO, T6, T12, T20
e T24 e a média em 24 horas e a variabilidade da frequéncia no dominio do tempo. Os

parametros do VFC estdo demonstrados na Tabela 1.

2 Cardiolight® Cardios Sistemas - S3o Paulo, S3o Paulo, Brasil
3 Eletrodo adesivo para monitoriza¢do cardiaca 3M® - Sumaré, S3o Paulo, Brasil
4 CardioMananger S540® Cardios Sistemas -S3o Paulo, S3o Paulo, Brasil
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Tabela 1. Descricdo das varidveis mensuradas na variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do
tempo
indice Unidade Definicdo
NNS ms Numero total de ciclos normais medidos
NNNS ms NuUmero total de trés ciclos normais sucessivos.
NNMED ms Média de todos os intervalos NN.
SDNN ms Desvio padréo de todos os intervalos NN.
SDANN ms Desvio padrdo da média dos intervalos NN, medida em
segmentos de cinco minutos.
SDNNi ms Média dos desvios padrao dos intervalos NN, medidos
em segmentos de cinco minutos.
RMSSD ms Raiz quadrada da média das diferencas sucessivas ao
quadro, entre NN adjacentes.
PNN50 % Percentagem das diferencas sucessivas entre 0s

intervalos NN que sd@o maiores que 50 ms.

4.2.1.2- Frequéncia respiratoria

Para a mensuracdo da FR dos animais, foi realizada a contagem dos movimentos

respiratérios em um minuto (mpm), com o minimo de contencao possivel.

4.2.1.3- Temperatura retal

Para a afericdo da temperatura retal, o bulbo do termoémetro foi introduzido no reto do

animal, permanecendo em contato direto com a mucosa retal. Apos alguns segundos, 0

resultado foi demonstrado em graus Célsius (°C).

4.2.1.4- Pressao arterial sistolica

Foi realizada afericdo indireta da PAS, com o minimo de contengdo possivel, por meio

do doppler vascular®. Os animais foram posicionados em decibito esternal e 0 manguito foi

disposto sobre o terco proximal da regido radioulnar do membro toracico direito, sendo que o

5 Medmega Industria de Equipamentos Médicos Ltda - Franca, Sdo Paulo, Brasil
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mesmo correspondeu a 30 — 40% da circunferéncia do membro. O transdutor do aparelho foi

disposto sobre a regido palmar metacarpal, seguindo os protocolos de Acierno et al., (2018).

Foram realizadas sete aferi¢cGes sequenciais, com variagfes menores que 10% entre 0s
valores, sendo que o valor final correspondente a PAS, foi proveniente da média aritmética de

todas as aferi¢bes. As aferi¢des foram realizadas pelo mesmo avaliador.
4.2.1.5- Comportamento

As alteracdes comportamentais foram analisadas em tempo real e em cameras gravadas
por meio de software®. A analise foi realizada por dois avaliadores cegos e posteriormente
submetidos a analise de concordancia. Nos momentos em que houve impossibilidade da

monitoracdo em tempo real pelos avaliadores, utilizou-se a gravacédo para analise posterior.

Monitorou-se a quantidade de horas que cada animal dormiu ao longo das 24 horas para
posterior analise de tempo de sono. Ademais, foram avaliados oito parametros no total:
“autocuidado”, tremer, vocaliza¢do, acdo destrutiva, deslocamento, inquietacao, eliminacdo e
fuga (Anexo 1), conforme descrito por Souza (2015). A descricdo de cada pardmetro esta
detalhada na Tabela 2.

Os parametros foram classificados quanto a frequéncia das alteragdes, seguindo a escala
a seguir: 0 = ndo observado; 1 = observado poucas vezes (menos que seis horas de ocorréncia);
2 = observado frequentemente (seis a quatorze horas de ocorréncia) e 3 = observado sempre

(maior que quatorze horas de ocorréncia), conforme descrito por Sheppard e Mills (2003).

6 Cisco Webex Meetings®
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Tabela 2. Etograma fornecendo descri¢do dos comportamentos que foram analisados no estudo

Comportamento Descricdo

“Autocuidado” Comportamentos direcionados ao proprio corpo, tais como:

morder-se, lamber-se, cocar-se.

Tremer Indicio de tremor no corpo.

Vocalizacdo Manifestar sons vocais, como: uivar, chorar, latir e rosnar.

Acdo destrutiva | Tentar cavar, arranhar e/ou morder objetos do ambiente.

Deslocamento - Bocejar: A boca abre bem por um periodo de alguns segundos,
depois fecha;

-Lamber os labios: A lingua se estende para cima para cobrir 0s
l&bios, antes de retrair na boca;

- Arfar: Aumento da frequéncia respiratéria em combinacdo com
abertura da boca.

Inquietagdo Estado de locomogdo pelo ambiente.
Eliminagéo Emese, defecar ou urinar.
Fuga Tentativa intencional de sair do ambiente, buscando possiveis

acessos de saida.

Fonte: Adaptado de Sheepard e Mills (2003) e Souza (2015).

4.3- ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se o software G*Power® na versao 3.1.9.7 para calcular o nimero amostral, o
qual evidenciou total de dez animais, representando poder atual de 0,83 (efeito 0,9, a 0,05 e
poder estatistico 80%). Os dados foram analisados através do software GraphPad Prism® na
versdo 5.03. Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk. As variaveis paramétricas
foram descritas em valores de media e desvio padrdo e avaliadas por meio do teste T pareado
ou de Analise de Variancia (ANOVA) e posterior teste de Tukey para comparar os dados
obtidos. Em contrapartida, as variaveis ndo paramétricas foram descritas em medianas e
intervalos interquantis (25 a 75%) e avaliadas pelo teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis
e posterior teste post-hoc de Dunn, para comparar os dados obtidos. Ja o teste de Kappa foi
utilizado para verificar a concordancia entre os avaliadores, onde um valor < 0,40 representou

concordancia razoavel; o valor de 0,41 a 0,60 caracterizou concordancia moderada; um valor
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de 0,61 a 0,80 foi considerado concordancia substancial e o valor de Kappa de 0,81 a 1,00 foi

considerado concordancia excelente. O nivel de significancia foi considerado p < 0,05.
5. RESULTADOS

Do total de doze cées avaliados, dez cées atingiram os critérios de inclusdo neste
estudo, sendo cinco machos e cinco fémeas, com idade média de 4,1 + 1,5 e peso médio de
6,1 + 2,7 kg. Dois cdes foram excluidos devido alteragbes nos exames de triagem. As
seguintes varidveis foram classificadas como paramétricas: pressdo arterial sistolica,
temperatura retal, frequéncias cardiacas maxima, média e minima, numero total de QRS,
Nnmed, SDNN, SDANN, SDNNIDX, PNN > 50. J& como dados ndo parametricos, foram
enquadrados a frequéncia respiratoria, NNNs, NNs, RMSSD e parametros comportamentais.

No grupo placebo, quatro animais iniciaram a experimentacdo durante o periodo
matutino (40%), dois no periodo vespertino (20%) e quatro no periodo noturno (40%). Ja no
grupo feromonio, trés animais iniciaram a experimentacdo durante o periodo matutino (30%),
quatro no periodo vespertino (40%) e trés no periodo noturno (30%).

ATabela 3 demonstra os parametros fisicos analisados nos diferentes momentos de
tratamento. Ndo houve diferenca nos parametros de frequéncia respiratéria (placebo: p =
0,8688; feromdnio: p = 0,5277) e pressao arterial sistolica (placebo: p=0,0945; feroménio: p =
0,5441)ao longo de 24 horas de monitoracdo e entre as substancias. A temperatura retal, no
momento TO do placebo (38,5 + 0,2 °C), foi maior do que em T6, T12, T20e T24 (37,8 £ 0,4
°C; 37,9 +0,4 °C; 37,8 £ 0,5 °C; 37,9 + 0,3 °C), houve diferenca também no momento T20
entre substancias, sendo a temperatura retal maior no feroménio (38,2 £ 0,6 °C) do que no
placebo (37,8 £ 0,5 °C). A frequéncia cardiaca maxima, no momento TO do placebo (193 + 23
bpm), foi menor quando comparado aos momentos T6, T12, T20 (226 + 13 bpm; 229 £ 16
bpm; 230
+ 19 bpm, respectivamente). A frequéncia cardiaca média diferiu entre substancias no momento
T20, sendo maior no feroménio (120 £ 17 bpm) do que no placebo (105 + 14 bpm). A
frequéncia cardiaca minima, no momento TO do placebo (82 + 15 bpm), foi maior do que nos
momentos T6, T12, T20 e T24 (51 £ 12 bpm; 51 + 11 bpm; 50 £ 8 bpm; 59 + 20 bpm,
respectivamente), houve diferenca também no momento T6 entre substancias, sendo maior no

feromdnio (60 + 17 bpm) do que no placebo (51 = 12 bpm).
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Tabela 3 - Valores de mediana e intervalos interquartis ou médias + desvios padrdo da frequéncia respiratdria (FR), pressdo arterial sistélica (PAS), temperatura retal (TR) e
frequéncias cardiacas (FC) maxima, média e minima de cdes sob efeito do placebo e do feromdnio analogo ao odor materno (DAP) durante 0 momento basal (T0), seis horas
(T6), 12 horas (T12), 20 horas (T20) e 24 horas (T24)

Parametros T0 T6 T12 T20 T24
Placebo DAP Placebo DAP Placebo DAP Placebo DAP Placebo DAP

FR (mpm) 52(32-118)aA 64 (47-141)aA | 44 (35- 44 (32-76)aA 44 (32-77)aA | 52 (38-84)aA 44 (39-131)aA | 48(32-87,8)aA | 48 (36-83)aA | 52 (38-88)aA
53)aA

PAS (mmHg) 149 +28aA 175+ 43aA 172 + 189 + 35aA 188 + 28aA 194 + 32aA 176 £ 31aA 167 + 44aA 171 +32aA 181 +37aA
35aA

T (2C) 38,5+0,2aA 38,5+ 0,4aA 378+ 37,9+ 0,4aA 37,9+0,4bA | 38,1+0,6aA 37,8 £ 0,5bA 38,2 +0,6aB 37,9+0,3bA | 38,2+0,83A
0,4bA

FC max (bpm) | 193 + 26aA 207 £+ 43aA 226 + 247 (221-248)aA | 229 + 16bA 244 (227-250)aA | 230 + 19bA 240 + 16aA 212 + 34abA | 230 (166-242)aA
13bA

FC med (bpm) | 119 + 19aA 119 + 26aA 108 + 124 + 21aA 108 + 20aA 119 + 15aA 105 + 14aA 120+ 17aB 102 + 25aA 111 + 28aA
15aA

FC min 82 + 15aA 77 £ 18aA 51+ 60 + 17aB 51+ 11bA 56 +12aA 50 £ 8bA 56 + 15aA 59 + 20bA 65 + 23aA

(bpm) 12bA

DAP: Dog Appeasing Pheromone.FR: frequéncia respiratoria. PAS: pressdo arterial sistélica. T (°C): temperatura retal em graus Celcius. FC: frequéncia cardiaca. Médias
seguidas por letras minusculas representam diferenca ao longo dos tempos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas por letras maiusculas diferentes entre

as substancias pelo teste T pareado a 5% de probabilidade.
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Na Tabela 4 estdo descritas as ocorréncias de alteragbes comportamentais relacionadas
ao estresse durante 24 horas. Com relacdo as avaliagdes comportamentais ndo houve diferencas
entre a terapia com placebo e feroménio em todos os parametros estudados, sendo eles:
autocuidado, tremer, vocalizacdo, atitude destrutiva, deslocamento, inquietacdo, eliminacdo e

fuga.

Tabela 4 - Valores de mediana e intervalos interquartis das avaliacfes comportamentais de cdes sob efeito do
placebo e do feromodnio andlogo ao odor materno durante 24 horas, em ambiente hospitalar, seguindo a escala de
0 a 3, sendo 0 = ndo observado, 1 = observado poucas vezes (0 a 6 horas de ocorréncia), 2 = observado
frequentemente (6 a 14 horas de ocorréncia) e 3 = observado sempre (> 14 horas de ocorréncia)

Avaliagdo comportamental Placebo DAP p
Autocuidado 1(0-1) 1(0-1) 0,7642
Tremer 1(0-1) 1(0-1) 0,7642
Vocalizacdo 1(1-2) 1(1-1) 0,0901
Atitude destrutiva 1(0-1) 1(1-1) 0,1784
Deslocamento 1(1-1) 1(1-1) 0,0574
Inquietacao 1(1-1) 1(1-2) 0,2701
Eliminagdo 0(0-0) 0(0-1) 0,4820
Fuga 1(1-1) 1(0,25-1) 0,4466

DAP: Dog Appeasing Pheromone. Nivel de significancia < 0,05 (p)

A Tabela 5 demonstra os dados analisados por meio da eletrocardiografia ambulatorial.
N&o se constatou diferenca entre os tratamentos empregados em relacdo as frequéncias
cardiacas minima (p = 0,8502), média (p = 0,4490), maxima (p = 0,7281), nimero total de QRS
(0,3150) e os parametros utilizados para avaliar a variabilidade da frequéncia cardiaca no
dominio do tempo, sendo eles: NNS (p = 0,4813), NNmed (p = 0,0928), SDNN (p = 0,2642),
SDANN (p = 0,7643), SDNNIDX (p = 0,1672), NNNs (p = 0,3930), RMSSD (p = 0,2176),
pPNN > 50 (p = 0,4359).
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Tabela 5 - Valores de mediana e intervalos interquartis ou médias * desvios padrao de frequéncias cardiacas (FC)
maxima, média e minima, n° total de QRS, NNS, NN médio, SDNN, SDANN, SDNNIDX, NNNs, RMSSD, pNN
> 50 de cées sob efeito do placebo e do feromdnio analogo ao odor materno (DAP) durante 24 de monitorizacdo

eletrocardiografica em ambiente hospitalar

Placebo DAP p
FC minima 41+8 43 16 0,5802
FC média 92+12 99+ 17 0,4490
FC mdxima 250 (246-250) 250 (243-250) 0,7281
N° total QRS | 118.907 + 15.647 129.980 + 23.613 0,3150
NNS 87.801 (74.652-105.036) | 93.214 (84.319-111.717) | 0,4813
NNmed 720,3£ 98,9 667,0 £ 106,1 0,0928
SDNN 290,3 +57,5 270,0 £ 70,8 0,2642
SDANN 203,9+36,1 199,3 £ 55,6 0,7643
SDNNIDX 209,8 + 56,4 192,7 £55,3 0,1672
NNNs 78.407 (64.367-97.124) | 83.265 (74.895-106.354) | 0,3930
RMSSD 102,5 (75-154,8) 179 (94,75-203,3) 0,2176
pNN > 50 61,6 +11,1 57,04+ 14,9 0,4359

DAP: Dog Appeasing Pheromone. FC: frequéncia cardiaca. NNS: nimero total de ciclos normais medidos. NNNS:
namero total de trés ciclos medidos. NNNMED: média de todos os intervalos NN. SDNN: desvio padrdo de todos
os intervalos NN. SDANN: desvio padrdo da média dos intervalos NN, medida em segmentos de cinco minutos.
SDNNi: medida dos desvios padréo dos intervalos NN, medidos em segmentos de cinco minutos. RMSSD: Raiz
quadrada da medida das diferencas sucessivas ao quadro, entre NN adjacentes. pNN50: percentagem das

diferencas sucessivas entre os intervalos NN que sdo maiores que 50 ms. Nivel de significancia < 0,05 (p).

Na Tabela 6 estdo descritos 0os numeros de ocorréncias ao longo do dia, representando
os valores menores e maiores de frequéncia cardiaca minima, média e maxima. A menor FC
minima no grupo placebo foi de 41+ 8 bpm e no grupo feromdnio foi de 43 + 6 bpm, sendo que
ambas ocorreram de madrugada. A menor FC média no grupo placebo foi de 66 + 9 bpm e no
grupo feromdnio 76 *+ 25 bpm, ambas também ocorreram durante a madrugada. A maior FC
média no grupo placebo ocorreu no periodo matutino e foi de 136 + 17 bpm, ja no grupo
feroménio foi de 143 + 16 bpm e ocorreu no periodo vespertino. A maior FC maxima no grupo
placebo foi de 246 + 9 bpm, ocorrendo pela madrugada e no grupo feromonio foi 244 + 12 bpm,
ocorrendo no periodo matutino. Isso demonstra que, habitualmente, as menores frequéncias
cardiacas foram observadas durante a madrugada, ja as maiores frequéncias cardiacas tenderam

a ocorrer durante o periodo matutino.
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Tabela 6 - Numero de ocorréncias distribuidos ao longo do dia representando os valores menores e maiores de FC
minima, média e maxima obtidos por avaliacdo eletrocardiografia ambulatorial de 24 horas de cées sob influéncia
do placebo ou feromdnio analogo ao odor materno (DAP)

Periodo do dia FC minima FC média FC maxima
Menor Maior Menor Maior Menor Maior

Placebo | DAP | Placebo | DAP | Placebo | DAP | Placebo | DAP | Placebo | DAP | Placebo DAP
Matutino 1 2 5 4 1 1 4 7 2 1 5 7
(06:01-12:00)
Vespertino 0 2 4 3 2 0 4 1 2 2 5 3
(12:01- 18:00)
Noturno 2 2 0 2 0 1 2 2 3 5 4 6
(18:01-00:00)
Madrugada 7 4 1 1 7 8 2 0 3 2 6 4
(00:01-06:00)
TOTAL I?E 11 10 10 10 10 10 11 10 10 10 20 20
OCORRENCIAS

OBS: Numero foi superior ao n devido as FC semelhantes ocorrerem em diferentes periodos do dia

FC: frequéncia cardiaca. DAP: Dog Appeasing Pheromone.

Ademais, observou-se uma média de sono de 7,8 (4,5 — 12,7) horas no grupo placebo e
9,4 (6,8 — 14,7) horas no grupo feromonio, inexistindo diferenca entre ambas as substancias (p
= 0,5703). Contatou-se que no grupo placebo, 50% do sono ocorreu ao longo da madrugada,
43% durante o periodo noturno e 7% durante o periodo matutino. J& no grupo feroménio,
observou-se que 47% do sono ocorreu ao longo da madrugada, 40% durante o periodo noturno,

6,5% durante o periodo matutino e 6,5% durante o periodo vespertino.

Em relacdo ao nivel de concordancia entre os avaliadores, observou-se concordancia
substancial nos seguintes parametros comportamentais do grupo placebo: autocuidado (k: 0,8),
tremer (x: 0,8), deslocamento (k: 0,63), inquietagdo (x: 0,615) e fuga (x: 0,615), em relagdo ao
grupo feromonio, observou-se apenas no parametro fuga (k: 0,615). Foi evidenciado no grupo
feromonio, concordancia excelente nos seguintes parametros: autocuidado (k: 1,0), tremer (k:
1,0), vocalizagdo (k: 1,0), atitude destrutiva (x: 1,0), deslocamento (x: 1,0), inquietacéo (x: 1,0)
e eliminagdo (x: 1,0), ja no grupo placebo, constatou-se nos parametros vocalizagao (k: 1,0),

atitude destrutiva (x: 1,0) e eliminagéo (x: 1,0).
6. DISCUSSAO

Ao conhecimento dos autores, sdo escassos 0s estudos que avaliam o efeito do
feromdnio analogo ao odor materno em indicadores autondmicos de cdes, perante diferentes
situacOes estressantes (AMAYA et al., 2020; TAYLOR et al., 2020; PUGLISI et al., 2022),

tampouco durante um periodo de hospitalizagdo. No presente estudo foi possivel avaliar com
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precisdo esses parametros, dada as recorrentes afericdes ao longo do experimento,

possibilitando conhecimento mais detalhado acerca do mecanismo de acao dessa substancia.

No que tange aos valores de frequéncia respiratoria, apresentaram-se acima dos
parametros de normalidade para a espécie (15 a 30 mpm) durante todos 0s momentos avaliados
(RISHNIW et al., 2012), embora ndo tenha sido observado diferenca entre as substancias.
Dentre os principais diferenciais para taquipneia no ambiente hospitalar esta a ansiedade. O
estudo de Hekman; Karas; Dreschel (2012) envolvendo cées higidos hospitalizados,
correlacionou respiracdo ofegante com aumento das concentragfes de cortisol salivar,
representando ativacdo do eixo simpatico-medular-adrenal, que caracteriza o efeito jaleco

branco.

Semelhante ao observado na frequéncia respiratoria, valores de presséo arterial sistolica
encontraram-se acima dos parametros de normalidade para a espécie (< 140 mmHg) durante
todos os momentos avaliados (ACIERNO et al., 2018), tanto no grupo placebo quando no grupo
feromonio. Bragg et al., (2015) demonstraram que cées hospitalizados apresentaram aumento
médio da pressao arterial de 16% quando comparado ao ambiente domiciliar, sendo o maior
aumento individual de 57%, indicando desse modo, que o efeito do jaleco branco é clinicamente
relevante e deve ser considerado antes da implementacdo de protocolo terapéutico para
hipertensao arterial sisttmica. Resultados similares, em relacdo a FR e PAS, foram encontrados
por Puglisi et al., (2022) durante a avaliacdo dos efeitos de uma nova formulacdo de gel

contendo o DAP, em cdes submetidos a exame clinico.

Ja um estudo proposto por Taylor et al., (2020) visando investigar o efeito do DAP no
processo de separacdo dos cdes com seus tutores, demonstrou que a temperatura ocular foi
menor quando os proprietarios estavam ausentes e 0 DAP estava ligado. Embora tenha se
observado aumento da temperatura ocular quando os proprietarios estavam presentes mesmo
apos aplicacdo de DAP sugerindo, que pode ter sido a presenca do proprietario que afetou essa
variavel, em vez de qualquer efeito do DAP. Apesar do método escolhido para aferi¢cdo da
temperatura ser diferente do estudo citado, observou-se no grupo placebo, o aumento da
temperatura retal no momento TO quando comparado aos outros momentos, provavelmente em
decorréncia do estresse psicogénico ocasionado pela exposicdo ao novo ambiente e
manipulacdo (TRAVAIN et al., 2015). Ademais, notou-se diferenga entre placebo e feromonio

no momento T20, com maior temperatura retal sendo constatada no grupo feromonio, embora,
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os valores referentes a temperatura retal mantiveram-se, em todos os momentos, dentro da
normalidade para a espécie (37,5 - 39,2 °C) tanto no grupo placebo quando no grupo feroménio
(FEITOSA, 2008), assim como observado por Taylor et., (2020).

Outra medida autonémica utilizada para avaliar o estresse em cdes é a frequéncia
cardiaca, assim, no presente estudo observou-se no momento TO do grupo placebo que a
frequéncia cardiaca maxima foi menor do que nos momentos T6, T12 e T20, todavia, em todos
0s momentos os valores denotaram a taquicardia. J& em relacdo a frequéncia cardiaca media,
observou-se aumento do pardametro no momento T20 do grupo feromonio em relagéo ao grupo
placebo. No grupo placebo, observou-se maior valor de frequéncia cardiaca minima em TO
quando comparados aos outros momentos. Ademais, constatou-se diferenca entre substancias
no momento T6, evidenciando maior valor no grupo feroménio do que no grupo placebo.
Contudo, apesar das flutuacGes nos valores de frequéncia cardiaca, ndo se constata valor
clinicamente relevante para isso, visto que em todas as situacOes, os valores de frequéncia
cardiaca encontravam-se dentro da normalidade para a espécie (70 — 180 bpm) (TILLEY;
SMITH JR, 2008). Em relacdo a frequéncias cardiacas médias ao longo das 24 horas de
monitoracdo, ndo se constatou diferencga entre os grupos estudados, corroborando novamente

com os resultados observados por Taylor et al., (2020).

Ressalta-se ainda, auséncia de diferenca na variabilidade da frequéncia cardiaca entre
0s grupos estudados, fato esse também observado por Amaya et al., (2020), que avaliou o efeito
do DAP na VFC em cées de abrigo expostos ao feromonio e por Taylor et al., (2020). No
entanto diferentes configuracfes experimentais e métodos de analise tenham sido usados, todos
0s estudos concordam que a resposta autonémica em cées diante de uma situacao estressante
pode nao se beneficiar do tratamento com feroménio. Portanto, levanta-se duas hipéteses para
isso: o efeito do DAP na resposta simpatica (se houver), ndo foi forte o suficiente nesse estudo
ou, a ativacdo simpética ocasionada pelo estresse psicogénico experimentado pelos cées, era

muito alto para ser antagonizado pelo DAP (PUGLISI et al., 2022).

N&o obstante, o ritmo circardiano tende a influenciar diretamente na VFC, maiores
valores sdo constatados no periodo noturno e durante a madrugada, devido maior modulacao
parassimpética, ao contrario dos periodos matutino e vespertino, onde maior ativacdo
simpatica é observada (MATSUNAGA et al., 2001). No presente estudo, os cdes iniciaram o
experimento em periodos diferentes, tendo em vista isso, os valores da variabilidade da

frequéncia cardiaca podem ter sofrido interferéncia em decorréncia do ritmo circadiano.

No que se refere as alteracfes na qualidade do sono, dados em cdes Sd0 escassos
sobretudo em ambiente hospitalar. Em seres humanos, parametros como sono mais

fragmentado, laténcia mais longa e duragdo mais curta do sono, também séo descritas apos
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experiéncias emocionais negativas durante o dia precedente, essas situacOes acarretam
alteracdes desfavoraveis na regulacdo do humor e da emoc¢do (VANDEKERCKHOVE et al.,
2011). Apesar de ndo ter sido constatada diferenca no tempo de sono entre as substancias, 0s
animais do grupo feroménio dormiram em média 1,6 horas a mais do que o placebo, denotando
que o feromonio talvez tenha sido capaz de propiciar um sono de maior qualidade para os
animais. Ademais, menores valores de frequéncia cardiaca foram observados ao longo da
madrugada e maiores valores no periodo matutino, isso se deve a frequéncia do sono ter sido
maior durante a madrugada, o que gera reducdo da frequéncia cardiaca de forma fisioldgica, j&
no periodo matutino, os animais encontravam-se acordados, levando ao aumento da frequéncia
cardiaca, devido a maior demanda metabdlica (OKEN, SALINSKY, ELSAS, 2006; VARGA
et al., 2018).Com relacdo as avaliacbes comportamentais, ndo houve diferenca entre a terapia
com placebo ou feromdnio em todos os parametros estudados, assim como observado por
Grigg; Piehler (2015) e Broach; Dunham (2016), durante avaliagdo dos efeitos do DAP no
tocante comportamental de cées alojados em canil a longo prazo e cées durante a transicdo de
lares adotivos para canis de treinamento militar, respectivamente. Mills et al., (2006),
analisaram comportamento de cdes com fobia de veterindrio expostos ao DAP, durante
procedimento padronizado de cinco minutos na sala de espera e dois minutos na sala de
consulta antes de umexame fisico simulado, onde ndo se constatou melhora do comportamento

agressivo apesar dosanimais encontrarem-se mais relaxados.

Acredita-se que o tempo de exposicado ao feromonio possa ter sido insuficiente tanto no
presente estudo quanto nos trabalhos citados anteriormente, uma vez que Gaultier et al., (2008)
verificaram que filhotes recém adotados reduziram a vocalizacdo a partir do terceiro dia de
exposicdo ao DAP. Kim et al., (2010) notaram redugéo de vigilancia, eliminacdo inadequada,
lambedura excessiva e melhora do apetite em cdes sob efeito do DAP durante quatro dias de
hospitalizacdo. Ja Tod; Brander; Waran (2005) observaram reducdo na agitacdo, amplitude e
frequéncia de latido apos sete dias de exposi¢do. Todavia, contraponto Gaultier et al., (2008) e
Kim et al., (2010), melhora nos parametros de vigilia, vocalizagdo, eliminacdo em cdes de
abrigo, foram evidenciadas apenas com 60 dias de exposi¢do aproximadamente (Osella et al.,
2015), levantando a hipotese de que a etiologia da situacdo estressante influencia também na

resposta ao DAP.

A avaliacdo comportamental realizada por dois observadores cegos para os tratamentos
empregados, obteve valores de concordancia positivos por meio do teste Kappa, denotando um
bom indice de confiabilidade da analise, na medida em que 0s menores valores corresponderam
a uma concordéancia substancial e os maiores valores a uma concordancia excelente (LANDIS;
KOCH, 1977).
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O curto periodo de exposicdo ao feromdnio analogo ao odor materno e a auséncia de
padronizacdo do horario inicial do experimento, sdo fatores limitantes neste estudo. Sugere-se
que estudos adicionais para avaliar a eficacia do DAP na reducéo de parametros fisioldgicos,
cardiovasculares e comportamentais relacionados ao estresse em cdes sejam realizados
durante um periodo de exposi¢do ao feromdnio mais prolongado associado a padronizac¢do do

horéario de inicio da experimentacéo.

7. CONCLUSAO

Com base nos dados coletados nesse estudo, conclui-se que a exposi¢do ao feromonio
anadlogo ao odor materno na apresentacao de difusor, ndo promoveu alteracdes significativas
em parametros fisioldgicos, cardiovasculares e comportamentais, relacionados a reducdo do
estresse em cées hospitalizados durante 48 horas de exposi¢do, sugerindo ndo ser eficaz

quando utilizado para esse fim.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Efeitos cardiovasculares e comportamentais do feromonio

analogo ao odor materno em cées no ambiente hospitalar

Nome do pesquisador responsavel: Taind Minuzzo

Nome dos demais participantes: Tatiana Champion

1. Natureza da pesquisa: o Sr. (sra.) esta sendo convidada (0) a autorizar a participacao
de seu(s) animal(is) nesta pesquisa que tem como finalidade observar quais séo os efeitos do
feroménio analogo ao odor materno e do ambiente, em parametros fisiolégicos e
comportamentais de cdes higidos, utilizando exames como ecocardiografia, afericdo da pressdo

arterial sistolica e eletrocardiografia.

2. ldentificacdo do(s) animal(is): Serdo utilizados dez cées higidos, porte pequeno ou
médio, na faixa etaria de um a oito anos. Caracteristicas quanto a raca e sexo serao irrelevantes

para o estudo.

3. Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo o Sr. (Sra.) permitira que o (a)
pesquisador (a) realize anamnese, exame fisico, exames laboratoriais, afericdo da pressao
arterial sistOlica, ecocardiografia, eletrocardiografia, analise comportamental, bem como,
submissao do animal a um ambiente contendo difusor de solucdo placebo e feromonio analogo
ao odor materno. O Sr. (Sra.) tem liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a
continuar participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo para o seu animal.
Sempre que quiser podera pedir mais informacdes sobre a pesquisa através do telefone do (a)
pesquisador (a) do projeto e, se necessario através do telefone da Comissao de Etica no Uso de
Animais (CEUA).

4. Sobre os dados necessarios: serd realizada anamnese e exame fisico geral. Sera
realizada a coleta de sangue para exames laboratoriais (hemograma e dosagem de ureia,

creatinina, ALT, FA, albumina e proteinas totais) e realizada afericdo da presséo arterial
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sistolica, eletrocardiografia, ecocardiografia e analise comportamental.

5. Riscos e desconforto: a participacdo nesta pesquisa ndo traz complicagdes legais. O
feromonio analogo ao odor materno ndo apresenta efeitos adversos descritos. A coleta de
sangue, para a realizacdo de exames laboratoriais, pode ocasionar um pequeno desconforto no
animal, embora ndo apresenta riscos mais relevantes. Os procedimentos adotados nesta
pesquisa obedecem aos Principios Eticos na Experimentacdo Animal segundo o Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), Lei Federal 11794, de 08 de outubro de 2008
e a Lei Estadual 11977, de 25 de agosto de 2008.

6. Confidencialidade: todas as informacGes coletadas neste estudo séo estritamente

confidenciais. Somente os pesquisadores terdo conhecimento dos dados.

7. Beneficios: esperamos que este estudo traga informacdes importantes sobre o efeito
do feromdnio analogo ao odor materno e do ambiente hospitalar nos parametros fisioldgicos e
comportamentais em cées higidos, de forma que o conhecimento que ser& construido através
desta pesquisa, possa esclarecer duvidas acerca do assunto, principalmente ao se tratar da
eficicia desse farmaco na diminuicdo do estresse dos animais. O pesquisador se compromete a

divulgar os resultados obtidos.

8. Pagamento: o Sr. (Sra.) ndo tera nenhum tipo de despesa para participar desta

pesquisa, bem como nada sera pago por sua participacao.

Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para

participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:

Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto

meu consentimento em participar da pesquisa:
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Nome do Proprietario:

CPF  |Inserir nUmero:

RG Inserir nimero:

—~|
N | N

NUmero de documento:

Nome e Assinatura do Proprietario

Nome e Assinatura do Pesquisador

Data: / /

TELEFONES

Pesquisadora: Taina Minuzzo - (44) 9 9868-3306

Orientadora: Tatiana Champion - (46) 9 9113-0123

CEUAJUFFS: (46) 3543-8394
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ANEXO 11

TERMO DE ANUENCIA PARA USO DE MATERIAIS BIOLOGICOS

Conforme Resolucdo Normativa n° 30 (inciso 6.1.10) de 02/02/2016 do
CONCEA/MCTI - Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal/Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovacoes.

Declaro para fins de direito que concedo a doagéo, e autorizo o uso do material

bioldgico, abaixo descritas, para fins cientificos de Ensino, Pesquisa e/ou Extens&o.
1. ESPECIE ANIMAL: Canino;

2. MATERIAL BIOLOGICO:

Material Biolégico Descri¢do QTD

Sangue total Check up: Hemograma, Ureia, Creatinina, Albumina, |4 ml
Proteina Total, Fosfata Alcalina e Alanina aminotransferase

3. ORIGEM DO MATERIAL: O material biol6gico sera coletado durante a avaliacdo

de triagem, para a sele¢do dos animais que participaréo efetivamente do projeto.

4. NOME DO(A) PROPRIETARIO: ;

5. CPF/CNPJ: :

6. ENDERECO: ;
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7. TELEFONE/E-MAIL: ;

8. TITULO DO PROJETO: Efeitos cardiovasculares e comportamentais do feroménio

analogo ao odor materno em cdes no ambiente hospitalar;
9. Finalidade:  [J Ensino ] Pesquisa O Treinamento/Extensao

10. RESPONSAVEIS: Tatiana Champion e Taina Minuzzo;

11. SETOR: Superintendéncia Unidade Hospitalar Veterinaria Universitaria — Clinica
Médica de Animais de Companhia;

12. INSTITUICAO: Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Realeza.

Realeza/PR, .....oooeveiieeein, , 2022.

Assinatura:

(Doador)



ANEXO 11

FICHA DE PROTOCOLO EXPERIMENTAL
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Data: Substéancia:
Nome: Sexo: Idade: Peso:
Exame fisico TO T6 T12 T20 T24
Frequéncia respiratdria (mpm)
Pressao arterial sistélica (mmHQ)
Temperatura retal (°C)
Avaliacdo Comportamental Avaliador 1 Avaliador 2
“Autocuidado”
Tremer
Vocalizacao

Acéo Destrutiva

Deslocamento

Inquietacao

Eliminacgéo

Fuga

Escala: 0 = ndo observado; 1 = observado poucas vezes (< 6 horas de ocorréncia); 2

= observado frequentemente (> 6 horas e < 14 horas de ocorréncia) e 3 = observado sempre

(>14 horas de ocorréncia).

Observacoes:
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COMPORTAMENTO
“Autocuidado” | Tremer | Vocalizagdo | Atitude | Deslocamento | Inquietacdo | Eliminacdo | Fuga | Tempo
destrutiva de
sono

A

HORARIO DE OCORRENCIA




