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RESUMO

DUQUE, Carla Myrrha Chaves. Respostas Neuroendodcrinas a Diferentes Intensidades de
Trabalho em Caes de Policiamento Mantidos em Isolamento Social e Restri¢do Espacial.
2013. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de
Veterinaria,Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Desde que foi estabelecida a relacdo entre o estresse e a saude fisica e mental, os estudos
sobre seus mecanismos e efeitos nos individuos tornaram-se mais frequentes. O estresse
deixou de ser uma condi¢do exclusivamente humana e tem se tornado importante também
para animais seja visando qualidade de vida ou o desempenho, no caso dos animais de
trabalho. Sabe-se que a restricdo espacial, o isolamento social e o trabalho podem ser
estimulos potencialmente estressores em cdes. A fim de caracterizar as manifestacdes de
estresse durante diferentes intensidades de trabalho e a influéncia do isolamento
social/restricdo espacial (ISRE) sobre diferentes eixos neuroenddcrinos neste contexto, foram
avaliados 15 cées de policiamento em condicdes basais (T0) e imediatamente apds (T1) e 30
min apos (T2) os paradigmas de ataque e protecdo (AP) ou adestramento basico (AB). Foram
coletadas amostras de sangue nos tempos: Basal, T1 e T2 para as dosagens de cortisol,
tiroxina (T4) e T3. Na avaliacdo do eixo HHA, o nivel de cortisol basal encontrou-se dentro
dos valores de normalidade para a espécie. Durante a exposicdo aos paradigmas, 0 mesmo
apresentou elevacGes para duas atividades de forma distinta, pois embora sua elevacgdo tenha
sido tardia no AP em relacdo ao AB ela se mostrou mais intensa. Ja na avaliacdo do eixo
HHT, os niveis hormonais se mostraram bastante alterados, caracterizando o hipotiroidismo
primario nesses animais. Quando o eixo foi avaliado diante dos paradigmas sé o T3 se
mostrou responsivo, onde seus niveis foram diminuidos durante o paradigma de AP. Os
resultados sugerem que embora os animais parecam adaptados ao estresse, apresentando
niveis normais de cortisol, a presenca do hipotireoidismo indica uma possivel consequéncia
do mesmo cronicamente. As diferentes atividades de trabalho realizadas induzem agudamente
a diferentes respostas do eixo HHA e do eixo HHT.

Palavras chave: Estresse; Hipotireoidismo; Cées
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ABSTRACT

DUQUE, Carla Myrrha Chaves. Neuroendocrine Responses to Different Intensities of Work
in Military Dogs Maintained on Social Isolation and Spatial Restriction. 2013
Dissertation (Master Science in Veterinary Medicine, Clinical Sciences) Instituto de Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Since it was established the relationship between stress and physical and mental health,
studies on its mechanisms and effects on individuals have become more frequent. Stress no
longer an exclusively human condition and have become important for animals in to improve
quality of life and performance in the case of working animals. It is known that the spatial
restriction, social isolation and the work can be potentially stressful stimuli in dogs. In order
to characterize the manifestations of stress during different intensities of work and influence
of social isolation / spatial restriction (ISRE) on different neuroendocrine axes in this context,
we evaluated 15 dogs policing at baseline (T0) and immediately after (T1) and 30 min after
(T2) the paradigms of attack and protection (AP) or basic training (AB). Blood samples were
collected at: Baseline, T1 and T2 for evaluation of serum levels of cortisol, thyroxine (T4) and
T3. In order to access HPA axis, the baseline cortisol level was within the normal range for
the species. Cortisol increased during exposure to both work paradigms, but although delayed,
it was higher in AP compared to AB.. In spite of HPT axis, it was observed primary
hypothyroidism in these animals. In the work paradigms, only T3 has changed, showing
reduction during the AP paradigm. The results suggest that although the animals seem
adapted to stress, presenting normal levels of cortisol, hypothyroidism indicates the presence
of a possible chronic consequence. The different work activities performed acutely induce
different responses of the HPA axis and the HPT axis.

Keywords: Stress; Hypothyroidism; Dogs
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1. INTRODUCAO

O estresse vem recebendo grande enfoque nas ultimas décadas, como sendo
importante precursor de diversas patologias, por alterar diretamente a homeostase. As
manifestacbes de estresse ocorrem de diversas maneiras, sejam elas alteracdes
comportamentais ou fisioldgicas. Individuos submetidos a situacdes estressantes
rotineiramente, desenvolvem o estresse cronico, com efeitos ainda mais deletérios ao
organismo.

O estresse e 0 bem-estar deixaram de ser uma preocupacdo limitada ao homem e
passaram a ser também de extrema importancia para 0s animais, sejam eles, silvestres, de
producdo, de estimacdo ou de trabalho. Saber reconhecer os sinais de estresse nos animais
vem se mostrando um desafio para os pesquisadores. Diferentes espécies manifestam o
estresse de maneiras diferentes, saber reconhecé-las e criar padrdoes de avaliagdo vem sendo
buscado cada vez mais. As avaliacdes devem incluir observacdo comportamental e
fisioldgica. Alteragdes comportamentais devem ser observadas com atencdo, pois embora
parecam subjetivas, comparando diversos estudos conseguimos distinguir comportamentos
padrGes durante o periodo de estresse, 0 que sugere também que as mesmas devem ser
levadas em consideracdo. Ja os parametros fisioldgicos parecem ser mais fidedignos. Embora
ndo tdo bem esclarecidas, as vias neuroenddcrinas em resposta ao estresse, caracterizadas
pelas dosagens de horménios circulantes, podem ajudar a diagnosticar e quantificar o nivel
dos mesmos. Provavelmente, correlacionar ambas (respostas comportamentais e
neuroendocrinas) pode levar a resultados ainda mais fidedignos.

Diversas situacdes em que 0s animais sdo submetidos podem levar ao estresse, entre
elas estdo bem descritas o isolamento social seja em relacdo a outros animais ou ao ser
humano e a restricdo espacial, ou seja, ambientes pequenos e pouco enriquecidos. Esses dois
fatores possivelmente indutores de estresse sdo observados no cotidiano de cdes de
policiamento do Exército Brasileiro, os quais vivem em canis isolados e s6 saem para 0
trabalho e treinamento. Neste contexto, o proprio trabalho também poder ser um possivel
indutor de estresse.

A avaliacdo desses cdes para diagnosticar o estresse, bem como o nivel deste, €
importante para que procedimentos sejam adotados visando um maior bem-estar e qualidade

de vida associados a melhora de desempenho, prevenindo assim futuras enfermidades
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decorrentes do desequilibrio da homeostase. Por fim, a caracterizacdo do dimorfismo sexual
nas respostas neuroenddcrinas a diferentes intensidades de trabalho deve também ser util para
a melhor selecdo dos animais a tarefas especificas. Do ponto de vista da Fisiologia, este
estudo tem grande importancia no sentido de acrescentar informacdes clinico-laboratoriais
relevantes para o maior entendimento das respostas ao estresse, bem como, das relagfes entre

eixos neuro-endécrinos distintos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estresse

A vida existe devido a manutencdo da homeostase, constantemente desafiada por
forcas adversas intrinsecas e extrinsecas e 0 organismo reage a essas forcas por meio de
ajustes vegetativos e respostas comportamentais. O conceito de meio interno foi definido por
Claude Bernard que ressaltou a importancia da manutencdo do equilibrio do mesmo para a
sobrevivéncia das células e do organismo, mas ndo deu nenhuma denominacdo especifica a
essa condicdo de equilibrio. Posteriormente, em concordancia com Claude Bernard, Willian
Cannon chamou de homeostase essa condi¢do de equilibrio do meio interno. O estresse
representa um desafio ao organismo capaz de alterar a homeostase, ou seja, o equilibrio
natural do organismo. Esse desafio trata-se de um estimulo chamado de estressor que pode ser
fisico ou emocional (FRANCI, 2005).

Hans Seyle foi o primeiro a observar que pacientes com enfermidades distintas
apresentavam um conjunto de sintomas semelhantes, posteriormente ele realizou estudos
experimentais em ratos e observou respostas semelhantes a estimulos inespecificos, ou seja, 0
padrdo ndo era o estimulo e sim as respostas, entdo ele definiu e descreveu essas respostas
como sendo uma sindrome de adaptacéo a estimulos nocivos. Entre os sinais observados por
ele, estdo alteragcéo do ciclo sexual, aumento da adrenal, ulceragBes gastrointestinais entre
outros, sinais que hoje ja4 sdo bem definidos como sendo consequentes a exposi¢do aos
horménios e outros subprodutos do estresse. Seyle ainda dividiu a sindrome de adaptacdo em
trés fases: fase de alarme (caracterizada por uma fase de reconhecimento do estimulo e
resposta imediata), fase de resisténcia (caracterizada por uma manutencao da resposta) e fase

de exaustdo (onde o esfor¢co do organismo em manter a homeostase passa a se tornar um
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desgaste para 0 mesmo). O termo estresse s6 foi introduzido em seus trabalhos posteriores e
foi difundido rapidamente no meio académico, porém, havia muita controvérsia e davidas
sobre a aplicacdo especifica do mesmo. Foi entdo que em 1973, Hans publicou um artigo de
revisdo para definir estresse, estressor e sindrome de adaptagdo. Ele define “estresse como
uma resposta nao especifica do corpo a uma demanda feita sobre ele”, segundo ele o agente
indutor dessa resposta, o “estressor”, ndo pode ser completamente definido, pois o que ¢
estressor para um individuo pode nédo ser para outro e so diante da resposta poderemos saber a
intensidade e importancia do estressor. Ele ainda deixa claro que sindrome de adaptacdo é um
mecanismo fisioldgico, natural e benéfico ja que somos desafiados constantemente, mesmo
em situaces rotineiras como se levantar pela manha (onde o organismo é desafiado, se
prepara e responde a este estimulo) e assim consequentemente ao longo do dia, e em situacfes
de risco, como realizar uma fuga se necessario. E essa adaptacio que nos da condicbes para
isso (SEYLE, 1973).

A reacdo do organismo ao estresse envolve a ativacdo de sistemas complexos que
resultam em alteracGes hormonais, autonémicas e comportamentais. Essas alteracdes levam a
diferentes fendmenos fisioldgicos que incluem: redistribuicdo de fluido sanguineo com
mobilizacdo de energia para o cérebro e funcdo muscular, estado de alerta, aumento da
frequéncia cardiaca e respiratoria, modulacdo da resposta imune, inibicdo da funcdo
reprodutiva e inibicdo do apetite. O controle da ativacdo dos diferentes sistemas frente a um
estimulo de estresse envolve a participacdo do sistema nervoso central, que recebe
informacdes e coordena as respostas neuroenddcrinas de adaptacdo ao estresse (ELIAS &
CASTRO, 2005). Porém tdo importante quanto a mobilizacdo de processos funcionais e
comportamentais para manter o equilibrio em resposta ao estressor € a desmobilizacdo desses
processos quando cessa O estimulo estressor. Assim tanto a mobilizagdo quanto
desmobilizacdo inadequadas provocam as chamadas doencas de adaptacdo oriundas da
ativacdo constante desses sistemas compensatorios (FRANCI, 2005). Esses mecanismos
existem com a finalidade de dar suporte a vida em situagdes especificas por um determinado

periodo de tempo e ndo indefinidamente.
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2.1.1 Alostase e carga alostatica

Na condicdo de homeostase desafiada, 0 organismo reage por meio da ativacdo e
desativacdo de mecanismos de controle de varias funcOes, para recuperar € manter a mesma.
A recuperacdo da homeostase pode ocorrer pela eliminagdo do estressor. Porém mesmo em
situacbes em que o estressor ndo é eliminado, é possivel recuperar e manter a homeostase,
sendo esse fendmeno chamado de “alostase” e representa uma sobrecarga para 0 organismo
chamada de carga alostatica. Esse mecanismo tem como finalidade manter o organismo em
equilibrio até que o estimulo estressor cesse, porém se o estimulo ndo for cessado ou mesmo
se na auséncia do estimulo o sistema alostatico falhe em cessar sua resposta, ocorrera uma
sobrecarga ao organismo oriunda da ativacdo constante dos sistemas alostaticos, ligada direta
ou indiretamente ao desenvolvimento de doencas enddcrinas, cardiovasculares, bem como
doencas psiquicas. Este efeito pode ser bem visualizado em pacientes que ja possuiam fatores
de risco para o desenvolvimento das mesmas, podendo ser fatores hereditarios, sociais,
habitos alimentares e outros (MCEWN, 1998).

2.1.2 Estresse em caes.

Cdes quando expostos aos estressores de forma intermitente e prolongada,
demonstram alteragdes comportamentais, fisiologicas e imunoldgicas que caracterizam o
estresse crénico. Uma variedade de respostas comportamentais é observada nesses cées, entre
elas vocalizacdo frequente, baixa postura, levantar a pata, aumento na salivacdo, respiracao
ofegante, dentre outras. Similares as respostas comportamentais, alteracdes fisioldégicas em
cées submetidos a estresse se manifestam com uma grande variedade de parametros. A
maioria das respostas fisiologicas ao estresse refletem alteracbes na atividade dos eixos
Hipotalamo-Hipd6fise-Adrenal (HHA) e Simpato-adrenomedular. As mudancas no eixo HHA
sdo normalmente estabelecidas pela medida de cortisol que tende a se mostrar elevado,
enquanto o desempenho cardiovascular é mais frequentemente utilizado para investigar o eixo
Simpato-Adrenomedular mostrando um aumento na frequéncia cardiaca e diminuicdo da
variabilidade. Porem a adaptacdo ao estresse em situacfes de estresse crénico pode contrariar
as respostas de estresse inicial e tornar pardmetros de estresse agudo inUteis na avaliacdo de

estresse crbnico, por isso varios parametros fisiolégicos e comportamentais devem ser
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avaliados de forma cuidadosa. Dados sobre as respostas imunoldgicas ao estresse em cées sao
escassos e indefinidos (BEERDA et al., 1997), ndo podendo assim se tornarem parametros
especificos para avaliacdo de estresse.

Portanto, o reconhecimento de outras algas neuroenddcrinas ndo classicamente
estudadas pode ser til no estabelecimento de um diagnoéstico mais fidedigno, sobretudo em
animais submetidos ao estresse cronico. Uma dessas al¢as, que parece ser mais relevante, € o

eixo Hipotalamo-Hipofise-Tireoide (HHT) que serd abordado em topicos posteriores.

2.1.2.1 Isolamento social, restri¢do espacial, trabalho e caes.

Cées submetidos a restricdo espacial, ou seja, mantidos em ambientes pequenos e
pobres e concomitantemente submetidos ao isolamento social, seja em relagcdo a humanos ou
a outros cdes, comecam a apresentam indicios significativos de estresse cronico, manifestados
através de alteracGes comportamentais e fisiologicas (BEERDA et al., 1999).

Cées de trabalho quando expostos a desafios, apresentam aumento nos niveis de
cortisol, porém as alteracfes comportamentais ndo estdo bem correlacionadas com o mesmo
(HAVERBEKE et al., 2008).

2.1.2.2 Alteragdes comportamentais em resposta ao estresse em cées.

Estudos mostram que mas condi¢Oes de habitacdo para cdes induzem alteracbes de
comportamento, como aumento no ato de se limpar, aumento da manipulacdo do ambiente e
de movimentos repetitivos (HEETS et al., 1992; HUBRETCH et al.,1992). Ainda segundo
Heets et al. (1992), cdes submetidos a isolamento social passam a maior parte do tempo em
movimento e exibindo um maior numero de comportamentos estranhos.

Segundo Walker et al. (2009), cées submetidos ao confinamento em ambientes pobres
e pequenos, durante um longo periodo apresentam sinais de ansiedade e estresse como andar
em circulos e postura de lamentacéo.

Estudos realizados em cdes por Beerda et al. (1999a) mostraram que 0s principais
sinais de estresse cronico induzido por isolamento social e restrigdo espacial s&o um aumento

na frequéncia do ato de se limpar, de andar em circulo, de comer fezes, de levantar a pata, do
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ato de suspirar e nas vocalizagGes. Os cdes também apresentaram baixa postura, sentaram-se
mais e caminharam menos. Houve também diminuicdo no ato de cavar, de se apresentarem
ofegantes e na intencdo de mudar de um estado de locomocdo para o outro. Dentre estes
sinais, houve aumento significativo e considerdvel no ato de se limpar, no levantamento da
pata e nas vocalizagGes, por isso podem ser considerados parametros Uteis na identificacdo do
estresse cronico.

Em situacbes de estresse mais severo pode induzir os cées a realizarem
comportamentos de termorregulacdo como aumento de salivacdo, respiracdo ofegante e anti—
diurese (BEERDA, et al., 1997).

Outras alteracbes de comportamento em cdes com restricdo espacial e social foram
descritas por Spangenberg et al. (2006), como o ato de ficar de pé na duas patas traseiras
apoiando-se no muro ou grade, saltando e movimentando-se e repetindo este movimento por
varias vezes. Foi observado ainda aumento na postura de dominéncia quando visualizavam
outros caes, evidenciando a agressividade. Assim, algumas alteracdes de comportamento sdo
observadas apenas quando os cdes estdo diante de um desafio, mas que ainda assim devem ser
levadas em consideracdo (BEERDA et al., 1999 a). J4 foi descrito que ndo somente o
tamanho e o tipo de ambiente ou se é enriquecido ou ndo, que alteram o comportamento dos
cdes. O isolamento social, por si, é suficiente para levar a essas alteraces (SPANGENBERG
et al., 2006).

2.1.2.3 Alteragdes hormonais em resposta ao estresse

A exposicdo a condicBes hostis inicia uma serie de respostas organizadas para
aumentar a probabilidade de sobrevivéncia. Estas respostas coordenadas sdo conhecidas como
resposta ao estresse e sdo caracterizadas por alteragdes comportamentais, alteracdo na funcéo
autondmica e na secrecdo de diversos hormdnios (CARRASCO & KAR, 2003).

2.1.2.3.1 Eixo Hipotalamo-Hipodfise-Adrenal na resposta ao estresse

O eixo hipotalamo — hipéfise — adrenal (HHA) é parte integrante de um sistema neural
e enddcrino que, de acordo com estimulos internos ou externos, sofre variagfes visando a

manutencdo da homeostase do meio interno. O controle hipotaldmico sobre a secrecdo
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hipofisaria do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) é multifatorial, sendo o hormonio
liberador da corticotrofina (CRH) considerado o principal regulador fisiologico da secre¢édo de
ACTH. Qutros fatores podem também modular a secrecdo de ACTH, como a vasopressina,
angiotensina, ocitocina, catecolaminas e citocinas. O ACTH plasmatico é o principal
regulador da secrecdo de cortisol pelo o cortex da adrenal, porém outros horménios, fatores
ou citocinas, bem como a inervacdo do sistema nervoso autbnomo do cortex da adrenal
parecem participar da regulacdo da secre¢do do cortisol. Os neurdnios parvocelulares que
secretam CRH e vasopressina, juntamente com os neurdnios catecolaminérgicos do locus
ceruleus e outros grupamentos celulares da medula e ponte, constituem os principais
reguladores centrais da resposta ao estresse, que ativam o eixo HHA e o sistema eferente
simpatico da medula adrenal (ELIAS & CASTRO, 2005).

O eixo HHA é ativado por diferentes tipos de estresse como, traumatico, inflamatério
ou psicologico. Em diferentes modelos experimentais, observa-se que varios paradigmas de
estresse induzem a ativacdo dos neurdnios parvocelulares que secretam CRH, entre 0s quais
podemos citar: sobrecarga salina, hipoglicemia, imobilizacdo, jejum, exposicdo ao éter e
administracdo de citocinas. A magnitude da resposta do ACTH e cortisol ao estresse depende
de varios fatores, dentre os quais se destacam a natureza do estresse, intensidade, rapidez de
aparecimento, a associagao com outro estresse e o tempo de exposic¢do. Durante o estresse, ha
aumento da secrecdo de CRH e vasopressina, que resulta na secrecdo aumentada de ACTH e
cortisol. O CRH é um dos neuropeptideos responsaveis pela integracdo do processo de
resposta adaptativa ao estresse, ndo s6 como mediador da ativacdo do eixo HHA, mas também
como mediador das respostas autondmica, comportamental e imune (CARRASCO & KAR,
2003).

Outros fatores sdo recrutados durante diferentes tipos de estresse, potencializando a
acdo do eixo HHA, entre os quais a angiotensina Il, citocinas e outros mediadores da
inflamacdo. Exercicios fisicos também podem estimular a secrecdo de ACTH e cortisol cuja
resposta tem relagdo com a intensidade e o grau de treinamento fisico. O ACTH é o principal
regulador da secrecdo de glicocorticoide pelo cortex da adrenal. Porém, outros horménios ou
citocinas presentes na circulagdo sisttmica ou liberados pela medula adrenal, bem como
informagdes neuronais via inervacdo autonémica do cortex adrenal, podem também participar
da secrecdo do cortisol. Os glicocorticoides sdo os efetores terminais do eixo HHA e

participam do controle da homeostase do organismo frente ao estresse, tendo papel
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preponderante no término da resposta do eixo HHA, exercendo a regulacdo contra negativa a
nivel hipotalamico e hipofisario. A interrupcéo desse mecanismo de contra regulacdo negativa
tem sido implicada na fisiopatologia de alguns distdrbios, como a depressao, e resulta em
concentracOes elevadas de glicocorticoide. O efeito inibitorio do glicocorticoide sobre a
secrecdo de ACTH limita a exposicdo prolongada dos tecidos aos glicocorticoides,
minimizando os efeitos catabdlicos, anti-reprodutivos e imunossupressivos desses hormonios
(ELIAS & CASTRO, 2005)

2.1.2.3.1.1 Ciclo Circadiano

O eixo HHA tem a arquitetura classica dos grandes sistemas neuroenddcrinos.
O CRH e a vasopressina desencadeiam a liberacdo do ACTH sintetizado por células
especializadas da hipofise, os corticotrofos, que tem como funcdo estimular a sintese e
liberacdo do cortisol a partir da zona fascicular do cortex da adrenal. O ritmo circadiano de
secrecdo de ACTH reflete em um ritmo similar para liberagdo de cortisol. Primeiro ocorre
uma gradual diminuicdo dos niveis plasmaticos de ACTH com o inicio do sono a um minimo
por volta de meia-noite, em seguida uma serie de picos de liberagdo de ACTH ocorrem,
culminando em niveis maximos de ACTH e cortisol em cerca de seis horas. Seguindo este
pico, ha um declinio gradual de ambos os horménios ao longo do dia com episddios
ocasionais de secrecdo. A secrecdo de ACTH pode ocorrer ap6s uma refeicdo ao meio dia,
mas ndo pode ocorrer apds uma refeicdo a noite. O padréo de horério de secre¢do de ACTH e
cortisol é invertido em animais de habitos noturnos. O nivel de cortisol no plasma sanguineo
realiza um feedback negativo para eixo (NORRIS, 2007).

O estresse agudo ou cronico estimula diretamente o eixo HHA, resultando em
aumento das secre¢des dos hormonios oriundos desse eixo, como 0 CRH, a vasopressina, 0
ACTH e o cortisol, com consequente elevacdo dos mesmos no plasma sanguineo. Estudo
realizado em cdes submetidos a restricdo espacial e isolamento social observou significativo
aumento nos niveis de cortisol no periodo em que os cdes estavam sob a restricdo e o
isolamento, em relacdo ao periodo em que os cdes ndo se encontravam sob estresse (BEERDA
etal., 1999 b).
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2.1.2.3.1.2 Relagéo do cortisol com a glicose

O cortisol é conhecido por ser um hormonio hiperglicemiante, isso porque ele é capaz
de atuar tanto aumentando a gliconeogénese quanto reduzindo a utilizagdo celular da glicose.
O estimulo a gliconeogénese se da de duas formas: o cortisol aumenta as enzimas necessarias
para conversdao de aminoacidos em glicose pelas células hepaticas e também provoca
mobilizacdo de aminoacidos a partir a de tecidos extra-hepaticos principalmente dos
masculos, dessa forma mais amino4cidos séo disponibilizados no plasma para entrar em
processo de gliconeogénese pelo figado e portanto promover a formacéo de glicose. Tanto o
aumento da taxa de gliconeogénese quanto a reducdo moderada na velocidade de utilizacdo da
glicose pelas células irdo provocar elevacdo da concentracdo da glicose sanguinea. Esta
elevagédo por sua vez provoca a estimulagdo da secregdo de insulina, no entanto os maiores
niveis plasmaticos de insulina ndo sdo tdo efetivos na manutencdo dos niveis plasmaticos de
glicose como ocorre em condicbes normais. Por motivos ainda ndo inteiramente
compreendidos, os altos niveis de glicocorticoides reduzem a sensibilidade de muitos tecidos,
especialmente musculo esquelético e tecido adiposo, aos efeitos estimulantes da insulina
sobre a captacdo e utilizacdo da glicose (GUYTAN & HALL, 2006). Assim o
acompanhamento dos niveis plasmaticos da glicose juntamente com o cortisol pode auxiliar

na identificacdo do estresse.

2.1.2.4 Eixo Hipotalamo-Hipdfise-Tiredide em resposta ao Estresse.

O Hormonio Liberador da Tireotrofina (TRH) é expresso em neurdnios parvicelulares
dos nucleos paraventriculares do hipotdlamo, sendo armazenado nos ax6nios e liberado sob
condigdes especificas, ao sistema porta hipotdlamo-hipofisario, participando assim, da
regulagdo da atividade tireotrofica. O TRH atua nos tireotrofos da glandula hipdfise
estimulando a transcrigdo génica e a secre¢do do hormonio tireotréfico ou tireotrofina (TSH).
O TSH ¢ sintetizado e secretado pelos tireotrofos, na hipofise ele € o principal regulador do
crescimento e da funcéo da glandula tireoide, interage com receptores presentes na membrana
da célula folicular tireoidiana estimulando a expressao de proteinas envolvidas na indugéo de
seus efeitos proliferativos e na biossintese e secrecdo de hormonios tireoidianos (NUNES,
2005).
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Os principais reguladores da atividade do eixo hipotalamo-hipofise-tiredide sdo os
préprios hormonios tireoidianos que atuam no hipotalamo e hipofise, modulando tanto a
sintese quanto a secrecdo nas diferentes situacdes fisioldgicas. Esse mecanismo é conhecido
como retroalimentacdo negativa, ou feedback negativo, e implica a compreensdo de que 0s
hormdnios tireoidianos, mesmo em concentra¢Bes fisiologicas, exercem uma acgdo tbnica
inibitdria sobre a sintese e a secrecdo de Somatostatina (SS), de modo a garantir que a sua
secrecdo basal seja mantida. Assim em baixas concentracdes plasmaticas, tanto seu efeito
inibitorio sobre 0 TRH e TSH quanto o seu efeito estimulante sobre a SS ficam reduzidas, o
que causa maior liberacdo de TRH e TSH, estimulacdo da atividade tireoidiana e elevagédo da
taxa de seus hormonios na circulacdo. O contrario ocorre quando eles se apresentam em altas
concentracdes plasmaticas, situacdo em que haverd maior inibicdo do TRH e TSH e maior
estimulacdo da SS, efeitos que em conjunto reduzem a atividade tireoidiana e a concentracao
plasmaética de seus horménios (NUNES, 2008).

Fatores capazes de alterar a atividade do eixo, como: temperatura e luz ambiente,
estado alimentar e estresse, levam a ajustes homeostaticos que confirmam a importante fungéo
desse sistema na regulacao da temperatura corporal, no metabolismo energético e no estresse
(NUNES, 2008). A relacéo dos glicocorticoides e o eixo hipotalamo-hipofise-tiredide vem
sendo investigado a décadas. Em 1955, Ingbar e Freninkel concluiram que as acGes dos
glicocorticoides nos derivados tireoidianos ndo eram de origem periférica como se acreditava,
mas também ndo conseguiram elucidar se os efeitos seriam diretamente relacionados a
hipofise ou a tireoide (INGBAR & FRENINKEL, 1955).

Ja em 1969, Wilber e Utiger realizaram um estudo para observar a relacdo direta entre
os glicocorticoides e a secrecdo de TSH, para isso utilizaram dois experimentos sendo um em
humanos e outro em ratos, ambos contendo individuos saudaveis e individuos portadores de
hipotireoidismo. O resultado encontrado foi semelhante tanto entre humanos e ratos, quanto
entre individuos portadores de hipotireoidismo e individuos saudaveis. O experimento
consistiu na avaliacdo dos niveis de TSH antes e depois da administracdo de dexametasona, e
foi observada uma diminuicdo significativa nos niveis de TSH depois da exposicao a altas
concentracdes de glicorticoides, também foi observado que os niveis de TSH voltaram aos
valores inicias de 24-48 horas ap6s a administracdo (WILBER & UTIGER, 1969).

Segundo Olivares et al. (2012), hd uma relacdo direta entre o estresse e a funcgdo

tireoidiana. Desta forma, a resposta ao estresse pelo eixo HHT pode variar consideravelmente
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em relacdo ao tipo de estressor e 0 tempo de exposicdo ao mesmo, podendo ocorrer desde
inibicdo e estimulacdo como o eixo permanecer inalterado, até mesmo as trés respostas podem
ser encontradas em estagios temporais diferentes como uma estimulagéo inicial seguida por
inibicdo. Em um trabalho publicado recentemente pelo nosso grupo, verificou-se que ratos
submetidos a estresse social cronico, pelo paradigma residente-intruso, se mostraram
hipotireoideos nas primeiras semanas e o tratamento com antidepressivo foi parcialmente
eficaz em prevenir tal alteracdo (OLIVARES et al. 2012). Isto sugere que o0 eixo HHT tem
importante papel no estresse e que 0os mecanismos que desencadeiam tais alteracfes precisam

ainda ser mais bem explorados.

2.1.2.4.1 Hipotireoidismo Canino.

As anormalidades estruturais ou funcionais da glandula tireoide podem levar a
producdo deficiente de hormonios tireoidianos. Um esquema de classificacdo conveniente
para o hipotireoidismo foi criado e baseia-se na localizacdo do problema dentro do complexo
glandular hipotalamo-hipofise-tireoide. O hipotireoidismo priméario € a forma mais comum
deste distarbio em caninos, ele resulta em problemas dentro da glandula tireoide, geralmente a
destruicdo da glandula. Os dois achados histolégicos mais comuns neste disturbio sdo a
tireoide linfocitica e a atrofia idiopatica da glandula tireoide. A tireoide linfocitica é um
disturbio imunologicamente mediado, caracterizado por uma infiltracdo difusa de linfdcitos,
macrdofagos e plasmdcitos na glandula tireoide. Os fatores que desencadeiam a tireoide
linfocitica sdo pouco compreendidos, mas fatores genéticos indubitavelmente desempenham
um papel. Ja atrofia idiopatica da glandula tireoide é caracterizada por perda do parénquima
tireoidiano. Ndo héa infiltrado inflamatério. A causa da atrofia tireoidiana idiopatica é
desconhecida, mas ela pode ser um disturbio degenerativo primario, bem como pode
representar o estagio final de uma tireoide linfocitica.

O hipotireoidismo secundario resulta da falha de desenvolvimento dos tireotrofos
hipofisarios ou da disfuncdo dentro deles, causando secrecdo deficiente de TSH e uma
deficiéncia secundaria na sintese e secrecdo do hormonio da tireoide. O hipotireoidismo
secundario também poderia ocorrer devido a destrui¢do dos tireotrofos hipofisarios como na

neoplasia hipofisaria ou por supressdo da fungéo tireoidiana por drogas ou hormdnios como o
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cortisol. O hipotireoidismo terciario por deficiéncia de TRH ainda néo foi relatado em caninos
(NELSON & COUTO, 2006).

A incidéncia é maior em cées entre 4 e 10 anos de idade e de médio a grande porte.
Os sinais clinicos mais comuns em cées hipotirdideos sdo alopecia bilateral com ou sem
hiperpigmentacgdo; letargia fisica; embotamento mental; intolerdncia ao frio; frequéncia
cardiaca baixa; infertilidade, constipacdo e ganho de peso. Achados laboratorios importantes
juntamente com niveis baixos de T3 e T4 sd@o anemia e a hipercolesterolemia que pode estar
presente em até 75% dos cdes. Porém a ocorréncia primaria da deficiéncia dos hormonios
tireoidianos pode ser lenta e insidiosa, e os sinais clinicos e achados laboratoriais podem ser
inespecificos (CHANSTAIN & PANCIERA, 1997).

O diagnostico do hipotireoidismo canino é baseado em sinais clinicos e
principalmente achados laboratérios, para isso utiliza-se dosagens hormonais e para sua
interpretacdo se utiliza os dados de valores de normalidade da espécie ja& amplamente
descritos e definidos na literatura, com minimas variacdes entre eles: Para o0 T3: 0,5-1,8 ng/dL
(JOHNSON, 2011), T4 1,5-3,6 mcg/dL (ESPINEIRA et al., 2007), TSH: 0-39 mcUI/L
(KANEKO et al., 1997) e para o Colesterol: 139-171 mg/dL (MEYER, et al., 1995).
Importante ressaltar que essas referéncias é que serdo utilizadas como base comparativa dos

niveis séricos hormonais neste estudo.

2.1.2.4.1.1 Relagéo entre o Hipotireoidismo e o Colesterol.

O colesterol esta presente na dieta de todos os individuos, pode ser absorvido
lentamente pelo trato gastrointestinal e é altamente lipossoltvel. Além do colesterol absorvido
todos os dias pelo trato gastrointestinal, que é chamado colesterol exdgeno, uma quantidade
ainda maior é formada nas células do corpo, o chamado colesterol endégeno.

Essencialmente todo colesterol endégeno que circula nas lipoproteinas do plasma é
formado pelo figado, mas todas as outras células do corpo formam pelo menos algum
colesterol, que constitui de alguma forma, estruturas membranosas. A estrutura basica do
colesterol € um nucleo esterol. Este é sintetizado inteiramente a partir de diversas moléculas
de acetil-CoA. Por sua vez o nucleo esterol pode ser modificado através de diversas cadeias

laterais para formar: colesterol; &cido colico que é a base dos &cidos biliares formados no
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figado; e muitos hormonios esteroides importantes secretados pelo cortex adrenal, ovarios e
testiculos (GUYTON & HALL, 2006).

Ainda de acordo com Guyton e Hall (2006), o controle dos niveis plasmaticos de
colesterol no organismo se da por diversos fatores: o aumento da quantidade de colesterol
ingerido ao longo do dia eleva ligeiramente 0s niveis plasmaticos ja que atuam diretamente
provocando um feedback negativo para producdo do colesterol endégeno, ja a ingestdo de
gorduras saturadas pode levar a aumentos mais significativos do colesterol e em contrapartida
a ingestdo de &cidos graxos insaturados pode levar a uma queda dos niveis de colesterol.
Outro fator importante na regulacdo dos niveis séricos de colesterol sdo os hormonios
tireoidianos que quando baixos resultam em aumento nos niveis de colesterol e vice e versa.
Estes efeitos sdo provavelmente causados por modificacbes no grau de ativacdo de enzimas
especificas responsaveis pelo metabolismo de substancias lipidicas. Outro mecanismo pelo
qual o horménio tireoidiano reduz os niveis de colesterol é através de um aumento

significativo da excrecdo do mesmo pela bile.

2.1.2.4.1.2 Relagéo entre o Hipotireoidismo e o Lactato.

Do ponto de vista metabdlico, os musculos esqueléticos sdo capazes de realizar
extremas proezas por alguns poucos segundos, mas sdo muito menos capazes de fazé-los
durante a atividade prolongada. A maior parte da energia extra ndo pode vir dos processos
oxidativos, pois eles sdo lentos demais em sua resposta. Em vez disso, a energia extra provem
de fontes anaerdbias, como a liberada pela quebra glicolitica do glicogénio em &cido latico. A
liberacdo de energia pela glicdlise pode ocorrer muito mais rapidamente do que liberacédo
oxidativa, consequentemente a maior parte da energia extra durante a atividade vigorosa, que
perdure por mais 5 a 10 segundos é originada da glicolise anaerobia. Como consequéncia, 0
conteddo de glicogénio nos musculos durante o periodo de atividade vigorosa é reduzido,
enquanto a concentracdo de acido latico no sangue aumenta (GUYTON & HALL, 2006).
Dessa forma, a utilizacdo de medidores de lactato sanguineo antes e depois do exercicio, se
torna um importante instrumento para avaliacdo da intensidade da atividade fisica para aquele
individuo e também para diferenciacdo entre as atividades.

Além disso, o nivel sérico de lactato pode se mostrar um bom parametro indicativo

para algumas desordens sistémicas, entre elas o hipotireoidismo. Um estudo realizado com
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pacientes portadores de hipotireoidismo clinico e subclinico observou que os niveis de lactato
basal nesses pacientes eram significativamente mais elevados em relacdo aos pacientes ndo
portadores, mostrando também uma relacdo direta inversamente proporcional entre os niveis
sanguineos de lactato e T4 livie (MCGROWDER et al., 2011) e lactato e T3 e T4 (ROTl et al.,
1980).

3. OBJETIVOS
Baseando-se na falta de informagfes, bem como na controvérsia de dados
concernentes ao estresse em cdes de policiamento na literatura, bem como a auséncia de
estudos que se preocuparam em investigar diferentes al¢as neuroenddcrinas nestes animais,
este estudo teve como objetivos:

3.1 Objetivos Gerais

. Avaliar e caracterizar parametros neuroendocrinos em cédes de policiamento

mantidos em condicGes de isolamento social e restri¢do espacial.

. Comparar as resposta neuroenddcrinas ao estresse em diferentes desafios de
trabalho.

. Comparar as resposta neuroenddcrinas entre machos e fémeas ao estresse de
trabalho.

3.2 Objetivos especificos

o Estudar as respostas secretorias dos horménios dos eixos HHA e HHT em caes
de policiamento submetidos ao isolamento social e restricdo espacial.

o Investigar as respostas secretdrias dos horménios dos eixos HHA e HHT antes
e ap6s diferentes tipos de trabalho (baixa e alta intensidade) em cées de policiamento
submetidos ao isolamento social e restricdo espacial.

o Estudar o possivel dimorfismo sexual nas respostas secretrias hormonais
basais e apés diferentes modalidades de trabalho em cées de policiamento submetidos ao
isolamento social e restricdo espacial.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica na Pesquisa da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro sob o protocolo de nimero 23083.009172/2012-13

4.1 Animais

O estudo foi realizado com cées de policiamento que séo utilizados para diversos tipos
de trabalho como guarda pessoal, ataque e protecdo, faro de drogas, garantia da lei e da ordem
em disturbios e guarda de territorio. Foram utilizados 15 cées (7 machos e 8 fémeas) com
idades entre 3 e 7 anos e que foram submetidos a dois tipos (cargas) de trabalho: adestramento
basico (baixo impacto) e ataque (alto impacto). Os animais foram submetidos ao manejo de
isolamento social/restricdo espacial sendo alojados em canis de aproximadamente 1,5m x 2m
sendo, para tanto, mantidos em canis individuais e manipulados somente para o trabalho.
Estes animais estdo condicionados a este tipo de manejo desde o inicio de seu treinamento,
que ocorre por volta dos oito meses de vida. Desta forma, estes animais ndo passaram por
periodo de adaptacdo ao experimento, pois ja se encontravam expostos a tais condi¢des por no

minimo trés anos.

4.2 Condigdes Clinicas

Antes de iniciar o estudo, os animais foram submetidos a uma avaliacdo clinica e
laboratorial com realizacdo de hemograma completo, EAS e exame coproldgico, a fim de
verificar se a sanidade dos animais se adequava ao estudo. Constatando que 0s animais
estavam aptos para 0 experimento, isto €, sem sinais e sintomas claros de alteracoes
hematologicas, parasitérias, alteracdes renais, entre outras, 0s mesmos foram separados para o
estudo. Nas fémeas, atencdo especial foi dada a fase do ciclo estral que elas se encontravam,
avaliado por meio de esfregaco vaginal, antes, durante e no final do protocolo experimental,
para se avaliar a influéncia do mesmo nos resultados. Constatando que todas as fémeas se
encontravam em anestro, portanto na mesma fase do ciclo e ainda sendo seu periodo de

repouso, as mesmas foram mantidas no estudo.
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4.3 Exames Laboratoriais

O sangue foi acondicionado em tubos sem anticoagulantes, mantido em refrigeragéo,
posteriormente em no maximo duas horas, o sangue foi processado para obtencdo do soro e
entdo novamente acondicionado para ser transportado para o laboratorio onde ficou
armazenado a -70°C até realizacdo das dosagens hormonais por meio da técnica de

quimioluminescéncia e para dosagem do colesterol.

4.3.1 Avaliacdo Hormonal

A avaliacdo hormonal foi realizada através da coleta de sangue por punc¢éo da
veia cefalica para realizacdo das dosagens dos horménios: Cortisol, TSH, Tze T, por meio de
guimioluminescéncia. O método de quimioluminescéncia foi utilizado para as dosagens
sérica dos horménios e foi realizado no laboratorio de analises hormonais do Instituto de
Biologia do Exercito. O sistema de andlise, Immulite, possui unidades teste recobertas com
anticorpo especifico para o horménio especifico, atuando como um ensaio fase solida, que
serve de base para a reacdo imune, a incubacdo, a lavagem e o desenvolvimento do sinal. A
emissdo de luz do substrato quimioluminescente reage com o conjugado enzimatico e é
proporcional a quantidade de substancias a serem analisadas, originalmente presentes na
amostra do animal. Essa técnica possui como vantagem a praticidade de execucdo e a menor
variacdo durante a pipetagem, pois o técnico sO precisa acrescentar as amostras nos tubos,
sendo que os demais reagentes sdo adicionados pelo proprio equipamento. Entretanto algumas
desvantagens sdo notadas em relagdo ao radioimunoensaio, como a menor sensibilidade a
valores muito baixos e a necessidade de ambiente refrigerado, pois os reagentes s6 atuam
adequadamente em baixas temperaturas. Para dosagem de cortisol foi utilizado o equipamento
IMMULITE 2000 XPi Immunoassay System e o teste IMMULITE® 2000 Cortisol e para as
dosagens de T3, T4 e TSH foi utilizado o equipamento ADVIA Centaur XP Immunoassay
System e os testes ADVIA Centaur® T3, ADVIA Centaur® T4 e ADVIA Centaur® TSH 3UL.
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4.3.2 Dosagem do colesterol

As dosagens de colesterol foram realizadas no Laborat6rio de Bioguimica do Instituto
de Biologia do Exército, através de andlise bioquimica utilizando o equipamento
VITROS® 5,1 FS Chemistry System e o teste especifico para colesterol Reativos Secos
VITROS para CHOL.

4.3.3 Dosagem de lactato e glicose.

A obtencdo dos dados de lactato e glicose foi realizada in loco e em tempo real através
da utilizacdo do medidor de lactato Accutrend® Plus Roche e do medidor de glicose Accu-
Chek Performa Roche ambos os aparelhos foram utilizados com as suas respectivas tiras onde

uma gota de sangue era colocada para obtencdo dos resultados.

4.4 Protocolo Experimental

Para a realizacdo deste estudo, os 15 cdes foram divididos em dois grupos: 1. Ataque e
protecdo (AP) e 2. Adestramento Basico (AB), com sete e oito individuos (respectivamente)
que foram selecionados de acordo com sua aptiddo para atividade que seu grupo iria exercer.
Dessa forma, animais com maior aptidao para o ataque foram designados para o grupo de
ataque e protecdo e 0s animais com maior aptidao para o treinamento de obediéncia foram
designados para o grupo de adestramento basico. Os animais foram acompanhados em dois

experimentos da seguinte forma:

4.4.1 Primeira Fase

Duas semanas antes do primeiro experimento (experimento 1), os animais de ambos os
grupos foram submetidos a coleta de sangue pela veia cefélica para a obtencdo dos valores
hormonais basais, de glicose e lactato. Estes dados foram utilizados para se tracar um
panorama dos animais em estado de ndo-atividade, em sua rotina habitual sem qualquer

interferéncia oriunda das atividades do experimento. Assim, menc¢fes futuras no texto dos
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valores obtidos nesta fase serdo chamadas de “Basal”, refletindo portanto, 0s niveis basais dos

horménios que serdo estudados.

4.4.2 Segunda Fase

Duas semanas apos a primeira fase do experimento, os animais de ambos 0s grupos
foram submetidos a uma coleta basal (que sera chamada de TO para os animais que realizaram
atividade imediatamente ap6s a coleta) as 8:00 horas para determinagdo dos valores
hormonais, de glicose e lactato basais. Posteriormente a coleta, o grupo AB foi levado de
volta ao canil onde permaneceu sem realizacdo de qualquer atividade. Em contrapartida, o
grupo AP foi designado para o trabalho imediatamente apds a coleta. O motivo pelo qual
todos os animais foram submetidos a coleta, grupo AP que realizou a atividade e grupo AB
que ndo realizou, é a avaliacdo da possivel influéncia da homeostase preditiva, isto &,
alteracdes antecipatorias da possivel atividade, sobre os parametros bioquimicos que foram
avaliados neste estudo. A atividade do grupo AP consistiu em realizacdo individual do
trabalho de ataque durante 10 minutos. Esta atividade se resume em um condutor (soldado
capacitado para o treinamento dos cdes) direcionar 0 cdo preso a uma guia para uma area
aberta onde outro condutor aguarda devidamente paramentado, distante aproximadamente dez
metros do cdo. Entdo se inicia um processo onde o condutor de posse do cdo o instiga a atacar
e depois de alguns instantes, o cdo é solto da guia para que possa efetivamente atacar o outro
condutor, e este, depois de atacado tenta se desvencilhar do cdo, que entdo recebe o comando
de cessar 0 ataque, sendo novamente preso a guia. O mesmo treinamento é repetido por
algumas vezes.

Apo6s 0s 10 minutos desse treinamento, os cdes foram conduzidos para a segunda
coleta de sangue (T1) novamente para obtencdo dos dados hormonais, glicose e lactato. Apds
esta coleta, os cdes do grupo AP foram reconduzidos aos seus respectivos canis para um
periodo de descanso 30 minutos. Imediatamente apds o descanso, 0s mesmos cdes foram
reconduzidos para ultima coleta de sangue (T2) também para a obtencdo dos dados
hormonais, de glicose e lactato. Finalmente os cdes foram devolvidos aos canis sem mais
atividades. As Figuras 1, 2 e 3 ilustram animais representativos do grupo AP realizando a

tarefa de alto impacto.
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Fig. 1: Treinamento de ataque e protecdo. Note 0 momento em que 0 cdo promove 0 ataque ao
condutor. Este tipo de treinamento de ataque e protecdo foi considerado um treinamento de alto

impacto.

Fig. 2: Treinamento de ataque e protecdo. Note 0 momento em que o céo é instigado a atacar o

outro condutor para a realizacdo do treinamento de ataque e protecao.
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Fig. 3: Treinamento de ataque e protecdo. Note 0 momento em que 0 c0 promove 0 atague ao

condutor.

4.4.3 Terceira Fase

Uma semana apos a segunda fase do experimento, os animais de ambos 0s grupos
foram submetidos a uma coleta basal (que serd chamada de TO para os animais que forem
realizar atividade imediatamente apos a coleta) as 8:00 horas para determinacdo dos valores
hormonais, de glicose e lactato basais. Posteriormente a coleta, o grupo AP foi levado de volta
ao canil onde permaneceu sem realizagdo de qualquer atividade. Em contra partida, o grupo
AB foi designado para o trabalho imediatamente apds a coleta, que consistiu em realizagdo
individual do trabalho de adestramento durante 10 minutos. Esta atividade se resume em um
condutor (soldado capacitado para o treinamento dos cées) direcionar o cd0 preso a uma guia
para uma area aberta e entdo o cdo recebe diversos comandos como: sentar, deitar, ficar,
caminha junto ao condutor e 0 cdo deve permanecer na posicao até que condutor lhe de outro
comando. O mesmo treinamento é repetido por algumas vezes, até que apds 10 minutos de
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trabalho, os cées foram conduzidos para segunda coleta de sangue (T1) novamente para
obtencdo dos dados hormonais, glicose e lactato. Apds esta coleta, os caes do grupo AB foram
levados para seus respectivos canis para um periodo de descanso 30 minutos, imediatamente
apo6s o descanso os mesmos cdes foram reconduzidos para Ultima coleta de sangue (T2)
também para a obtencdo dos dados hormonais, glicose e lactato. Finalmente os caes foram
devolvidos aos canis sem mais atividades. As Figuras 4, 5 e 6 ilustram animais

representativos do grupo AB realizando as tarefas de sentar, abaixar e deitar respectivamente.

Fig.4: Treinamento de adestramento basico. Note o animal realizando o comando de sentar

dado pelo condutor. Este tipo de atividade foi considerada de baixo impacto.
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Fig.5: Treinamento de adestramento basico. Note o animal realizando o comando de abaixar

dado pelo condutor.

Fig.6: Treinamento de adestramento bé&sico. Este tipo de atividade foi considerada de
baixo impacto.
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5. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram apresentados como média = s.e.m (erro padrdo da média) e para
verificar a diferenca entre os grupos foi utilizada a anélise de variancia (ANOVA) de uma ou
duas vias, dependendo das caracteristicas dos dados, seguidamente o teste de comparagdo
multipla de Bonferroni quando indicado. Em todos os testes, o grau minimo de significancia
sera de 95% (P < 0,05) ou de 99% (P < 0,01) e os calculos realizados no computador pelo

programa GraphPad Prism® (versdo 5, GraphPad software, Inc., San Diego, USA).

6. RESULTADOS
6.1 Avaliacdo Basal

A analise basal consistiu em caracterizar o estado dos animais em sua condi¢cdo de
repouso e para tanto foram realizadas trés coletas de cada individuo em dias alternados: Bl
(coleta basal realizada 15 dias antes do experimento para reconhecimento do estado geral dos
cdes), BSA (coleta basal realizado no dia em que animal ndo realizaria atividade) e BCA
(coleta basal realizada antes do animal ser direcionado para as atividades de trabalho).Todas
as coletas foram realizadas entre 8:00 e 9:00 horas, afim de se obter dados confidveis de seus
indices basais.

6.1.1 Cortisol

De acordo com a Figura 7, observa-se que 0s niveis séricos de cortisol em ambos os
sexos, representados em termos dispersdo dos valores individuais de cada grupo, se
encontravam dentro da faixa considerada normal para espécie (entre 0,4 e 6,0 pg/dL,
JOHNSON, 2011) para os trés grupos (os trés diferentes dias de coleta). Quando estes dados
sdo apresentados apenas em machos (Figura 8) ou fémeas (Figura 9), o perfil de distribuigédo
dos valores ndo muda entre grupos e entre 0s sexos. Estes dados sugerem ndo ter havido
diferengas significativas entre machos e fémeas e também entre os diferentes dias de coleta,
demonstrando que possivelmente, este seja 0 padrdo basal dos animais, ndo tendo o dia da

coleta ou o sexo influéncia nos niveis séricos de cortisol em nosso estudo.
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Figura 7. Niveis de cortisol obtidos por quimioluminescéncia nos trés dias de avaliacdo em
comparacgdo com os niveis de cortisol basal descrito na literatura como referencia para espécie (regido
pontilhada em cinza: entre 0,4 e 6,0 pug/dL). N= 15 (7 machos e 8 fémeas). Os dados representam 0s
valores médios + S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post test Bonferroni. e P < 0,05.
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Figura 8: Niveis de cortisol nos machos obtidos por quimioluminescéncia nos trés dias de
avaliacdo em comparagdo com os niveis de cortisol basal descrito na literatura como referéncia para
espécie (regido pontilhada em cinza: entre 0,4 e 6,0 pug/dL). N = 7 machos. Os dados representam 0s
valores médios + S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post test Bonferroni. P < 0,05.
38



h
1

Cortisol (pg/dL)

BI BSA BCA
Grupos

Figura 9: Niveis de cortisol obtidos nas fémeas por quimioluminescéncia nos trés dias de
avaliacdo em comparagdo com os niveis de cortisol basal descrito na literatura como referéncia para
espécie (regido pontilhada em cinza: entre 0,4 e 6,0 pg/dL). N = 8 fémeas). Os dados representam os
valores médios + S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post test Bonferroni. P < 0,05.

6.1.2 Eixo HHT

Os niveis de TSH basal que sdo apresentados nas Figuras 10, 11 e12 foram analisados
em 15 individuos, sendo sete machos e oito fémeas. Embora os animais tenham apresentado
uniformidade na distribuicdo dos valores tanto em relacédo aos diferentes dias de coleta, como
guanto no comparativo entre os sexos, mostrando ndo haver diferencas claras entre machos e
fémeas, os valores encontrados se mostram muito acima do esperado para espécie como
valores de normalidade descritos na literatura (de 0 - 0,39 pUI/L, VADEN et al., 2009;
KANEKO, 1997). Estes dados sugerem hipertireotrofinemia em todos os animais estudados,

independentemente do sexo e do dia em que foi realizada a coleta basal.
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Figura 10: Niveis séricos de TSH nos trés dias de avaliacdo em comparagdo com niveis séricos

de TSH basal descrito na literatura como referencia para espécie (regido pontilhada em cinza: entre 0 -
0,39 pUI/L). N = 15 (7 machos e 8 fémeas/grupo). Os dados representam os valores médios + S.E.M.

Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post test Bonferroni e P < 0,05.
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Figura 11: Niveis séricos de TSH nos trés dias de avaliagdo em comparacdo com nivel de TSH

basal descrito na literatura como referencia para espécie demonstrado pela regido pontilhada em cinza

entre 0 - 0,39 pUI/L. N = 7 machos/grupo. Os dados representam os valores médios + S.E.M.

Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post test Bonferroni e P < 0,05.
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Figura 12: Niveis séricos de TSH nos trés dias de avaliagdo em comparacao com nivel de TSH

basal descrito na literatura como referéncia para espécie demonstrado pela regido pontilhada em cinza

entre 0 - 0,39 pUI/L. N = 8 fémeas/grupo). Os dados representam os valores médios + S.E.M.

Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post test Bonferroni e P < 0,05.
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Corroborando os altos valores de TSH encontrados em todos o0s cées, 0s niveis basais
de T3 apresentados nas figuras 13, 14, e 15 e de T, apresentados nas figuras 16, 17 e 18
mostram que embora também uniformes em relacdo as diferentes coletas e aos sexos, eles se
apresentaram significativamente diminuidos no comparativo com os valores descritos como
normais pela literatura de T3 (0,5-1,8 ng/dL, JOHNSON, 2011) e T, (1,5-3,6 pg/dL,
ESPINEIRA, 2007).

Estes dados em conjunto sugerem que todos os animais avaliados neste estudo
apresentaram um quadro de hipotireoidismo primario, isto €, baixos niveis de hormoénios
tireoidianos associados a elevados niveis de TSH, independentemente do sexo e do dia em

que se realizaram as coletas basais.

A

b2
=]
[ ]

=
[+ ]
1

T3 (ng/dL)

o
on
1

m %a&&
O_o 58%85 AAL

O ¥y

1 1 1
Bl BSA BCA
Grupos
Figura 13: Niveis séricos de T3z nos trés dias de avaliagdo em compara¢do com nivel de Tj
basal descrito na literatura como referéncia para espécie (regido pontilhada em cinza entre 0,5 - 1,8

ng/dL). N = 15 (7 machos e 8 fémeas/grupo). Os dados representam os valores médios + S.E.M.
Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post test Bonferroni e P < 0,05.
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Figura 14: Niveis séricos de T; obtidos nos machos nos trés dias de avaliagdo em comparacao
com nivel de T3 basal descrito na literatura como referéncia para espécie (regido pontilhada em cinza
entre 0,5 - 1,8 ng/dL). Note os baixos niveis de T3 encontrados no soro de todos os animais e a
semelhanca nas medias obtidas nos trés dias diferentes de coleta. N = 7 machos/grupo. Os dados
representam os valores médios + S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post test Bonferroni e
P <0,05.
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Figura 15. Niveis séricos de T3 obtidos nas fémeas nos trés dias de avaliacdo em comparagdo com
nivel de T; basal descrito na literatura como referéncia para espécie (regido pontilhada em cinza entre
0,5 - 1,8 ng/dL). Note os baixos niveis de T3 encontrados no soro de todos 0s animais e a semelhanca
nas medias obtidas nos trés dias diferentes de coleta. N = 8 fémeas/grupo. Os dados representam os

valores médios + S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post test Bonferroni e P < 0,05.
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Figura 16: Niveis séricos de T, obtidos em ambos os sexos nos trés dias de avaliacdo em
comparacdo com nivel de T, basal descrito na literatura como referéncia para espécie (regido
pontilhada em cinza entre 1,5-3,6 pg/dL Note os baixos niveis de T4 encontrados no soro de todos 0s
animais e a semelhanca nas medias obtidas nos trés dias diferentes de coleta. N = 15 (7 machos e 8

fémeas/grupo). Os dados representam os valores médios + S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA seguido

do post test Bonferroni e P < 0,05.
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Figura 17: Niveis séricos de T, obtidos nos machos nos trés dias de avaliagdo em comparacao
com nivel de T, basal descrito na literatura como referéncia para espécie (regido pontilhada em cinza
entre 1,5 - 3,6 pg/dL). Note os baixos niveis de T4 encontrados no soro de todos os animais e a
semelhanca nas medias obtidas nos trés dias diferentes de coleta. N = 7 machos. Os dados representam
os valores médios + S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post test Bonferroni e P < 0,05.
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Figura 18. Niveis séricos de T, obtidos nas fémeas nos trés dias de avaliagdo em comparagao
com nivel de T, basal descrito na literatura como referéncia para espécie (regido pontilhada em cinza
entre 1,5 - 3,6 pg/dL). Note os baixos niveis de T4 encontrados no soro de todos os animais e a
semelhanca nas medias obtidas nos trés dias diferentes de coleta. N = 8 fémeas/grupo. Os dados
representam os valores médios + S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post test Bonferroni e
P <0,05.

6.1.3 Glicose

Os niveis de glicose basal sdo apresentados na figura 19 onde foram analisados
15 individuos, sendo sete machos e oito fémeas e novamente conforme os dados apresentados
anteriormente, foi observado uma uniformidade entre os individuos e também entre machos e
fémeas mostrando ndo haver diferenca entre eles. Poréem no comparativo com a literatura, os
animais se mostraram quase que em sua totalidade com niveis glicémicos abaixo do esperado

levando em consideracéo valores entre 91 e 102 mg/dL (MEYER et al., 1995).
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Figura 19: Niveis de glicose sanguinea em todos os animais (quadrados brancos), nos machos
(quadrados azuis) e nas fémeas (quadrados rosas). Note que a média dos valores glicémicos basais se
encontraram abaixo do descrito na literatura como referéncia para espécie (entre 91 e 102 mg/dL)
demonstrado pela regido pontilhada em cinza. N = 15 (7 machos e 8 fémeas). Os dados representam 0s

valores médios + S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post test Bonferroni e P < 0,05.

6.1.4 Lactato

Na anélise dos niveis de lactato no sangue, demonstrada na Figura 20, observa-se que
ndo houve diferenca entre machos e fémeas. J& em relacdo aos valores de normalidades

descritos na literatura para espécie, 0s mesmos se encontraram acima dos valores de 0,22 -

1,44 mmol/L (KANEKO et al., 1997).
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Figura 20: Niveis de lactato sanguineo em todos o0s animais (quadrados brancos), nos machos
(quadrados azuis) e nas fémeas (quadrados rosas). Note que os niveis de lactato basais se apresentaram
acima dos descritos na literatura como referéncia para espécie (entre 0,22 - 1,44 mmol/L) demonstrado
pela regido pontilhada em cinza. N = 15 (7 machos e 8 fémeas). Os dados representam os valores
médios + S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post test Bonferroni e P < 0,05.

6.1.5 Colesterol

Os dados do colesterol apresentados na Figura 21 repetem a uniformidade dos demais
resultados ja descritos, tanto entre individuos quanto entre sexos, e novamente s6 quando
comparados com os valores esperados € que observamos alteracdes, ja que todos os animais
apresentaram niveis de colesterol elevados em relacdo ao intervalo de 139 - 171 mg/dL
(MEYER etal., 1995).
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Figura: 21 Niveis de colesterol em todos os animais (gquadrados brancos), nos machos
(quadrados azuis) e nas fémeas (quadrados rosas) e faixa de variagdo normal de colesterol basal
descrito na literatura como referéncia para a espécie (entre 139-171 mg/dL) demonstrado pela regido
pontilhada em cinza. N= 15 (7 machos e 8 fémeas). Os dados representam os valores médios + S.E.M.

Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post test Bonferroni e P < 0,05.

6.2 Avaliacdo em atividade comparativa entre os grupos AP e AB

Os dados apresentados abaixo mostram um grafico comparativo das diferencas entre
0s grupos AP e AB durante as atividades, em trés tempos diferentes: TO, Tle T2 em cada um
dos parametros ja avaliados em condi¢do basal. Devido a semelhanca dos valores obtidos em
todos os parametros observados entre machos e fémeas, a partir de agora, todos os dados dos
protocolos de atividade serdo representados juntos para compor 0 mesmo grupo (machos e
fémeas) comparando as duas diferentes atividades: adestramento basico (AB) vs. ataque e
protecdo (AP), em funcéo do tempo. Os resultados foram agrupados em ambos 0s sexos, pois
em testes preliminares ndo apresentados, ndo houve diferenca entre os sexos durante a

atividade.
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6.2.1 Cortisol

Na Figura 22, observa-se que o eixo HHA respondeu de maneira distinta aos
paradigmas AP e AB. No grupo AP os niveis de cortisol foram semelhantes no TO e T1,
posteriormente no intervalo entre o0 T1 e T2 houve aumento altamente significativo (P < 0,01)
comparado aos valores basais (T0) e ao Grupo AB no T2. Ja no grupo AB esse aumento (P <
0,05) comegou precocemente no intervalo entre TO e T1, porem de forma mais discreta,
atingindo pico inferior ao obtidos no grupo AP. Diferente do grupo AP, 0s niveis retornaram

aos valores inicias no T2 (P > 0,05).
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Figura 22: Niveis de cortisol durante a atividade em trés tempos (TO = antes do inicio da
atividade, T1 = imediatamente ap0s a atividade e T3 = apds descanso de 30 minutos) e o comparativo
entre os dois grupos (AP = ataque e protecdo e AB = adestramento basico). N= 15 (7 machos e 8
fémeas). Os dados representam os valores médios + S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA bivariada
seguido do post test Bonferroni e *P < 0,05, **P < 0,01 vs. mesmo grupo no TO ou ao outro grupo no

mesmo tempo (T1 ou T2).
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6.2.2 Glicose

A Figura 23 demonstra que, embora a glicemia pareca mais baixa apenas no grupo AB
no T1 (comparando com o mesmo grupo no TO e ao grupo AP no T1), isto ndo foi
comprovado estatisticamente. Assim, todos os valores de glicemia obtidos em ambos os

grupos ndo foram diferentes estatisticamente ao longo do periodo de observacao.
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Figura 23: Glicemia medida durante a atividade em trés tempos (TO = antes do inicio da
atividade, T1 = imediatamente ap0s a atividade e T2 = apds descanso de 30 minutos) e o comparativo
entre os dois grupos (AP = ataque e protecdo e AB = adestramento basico). N= 15 (7 machos e 8

fémeas). Os dados representam os valores médios + S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA seguido do

post test Bonferroni e P < 0,05.
6.2.3 Lactato

A resposta do lactato se diferenciou nos dois paradigmas como mostra a figura 24.
Enquanto no paradigma AB, o0s niveis de lactato permaneceram praticamente inalterados
durante os trés tempos, no AP ocorreu aumento significativo no T1, retorno aos niveis de
lactato basais no T2. Estes dados sugerem atividade de alto impacto no grupo AP e baixo

impacto no AB.
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Figura 24: niveis de lactato sanguineo durante a atividade em trés tempos (TO= antes do inicio
da atividade, T1= imediatamente ap6s a atividade e T2 = ap6s descanso de 30 minutos) e o
comparativo entre os dois grupos (AP = ataque e protecdo e AB = adestramento basico). N= 15 (7
machos e 8 fémeas). Os dados representam os valores médios £ S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA

seguido do post test Bonferroni. *P < 0,05 vs. mesmo grupo no TO e ao grupo AB no T1 ou T2.

6.2.4 Eixo HHT

Diferente da resposta observada no eixo HHA, o eixo HHT respondeu de forma
semelhante aos diferentes paradigmas AP e AB. Ao que se refere aos niveis de TSH
apresentados na figura 25, embora parecam mais elevados no paradigma AP, comparados ao
AB, isto ndo foi demonstrado estatisticamente (P > 0,05).

Em relacdo aos niveis de T, apresentados na Figura 26, observou-se que nos dois
paradigmas 0s niveis se mantém muito semelhantes ao longo do tempo (P > 0,05).

Curiosamente, em relagdo aos valores séricos de Ts representados na Figura 27,
observou-se diminuicgéo significativa em seus niveis em ambos os grupos no T1. Esta queda
se manteve apenas no grupo AP, tendo portanto, o grupo AB retornado aos valores basais (P >
0,05) no T2.
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Figura 25: Niveis séricos de TSH durante a atividade em trés tempos (TO = antes do inicio da
atividade, T1 = imediatamente ap0s a atividade e T2 = apds descanso de 30 minutos) e o comparativo
entre os dois grupos (AP = ataque e protecdo e AB = adestramento basico). N= 15 (7 machos e 8
fémeas). Note que ndo houve diferenca tanto entre 0s grupos como entre 0s tempos de observacao (P >
0,05). Os dados representam os valores médios + S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post

test Bonferroni.
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Figura 26: Niveis séricos de T4 durante a atividade em trés tempos (TO = antes do inicio da
atividade, T1 = imediatamente ap0s a atividade e T2 = apds descanso de 30 minutos) e 0 comparativo
entre os dois grupos (AP = ataque e protecdo e AB = adestramento basico). N= 15 (7 machos e 8
fémeas). Note que ndo houve diferenca tanto entre os grupos como entre os tempos de observagéao (P >
0,05). Os dados representam os valores médios + S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post

test Bonferroni.
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Figura 27: Niveis séricos de T3 durante a atividade em trés tempos (TO = antes do inicio da
atividade, T1 = imediatamente ap0s a atividade e T2 = apds descanso de 30 minutos) e 0 comparativo
entre os dois grupos (AP = ataque e protecdo e AB = adestramento basico). N= 15 (7 machos e 8
fémeas). Note a reducdo do T3 em ambos os grupos no T1, parecendo ser mais intensa no grupo AP, e
a retomada aos valores basais apenas no grupo AB (P > 0,05). Os dados representam os valores
médios + S.E.M. Utilizou-se o teste ANOVA seguido do post test Bonferroni. *P < 0,05, **P < 0,01

Vs. mesmo grupo no TO ou em relacdo ao outro grupo no mesmo tempo (T1 ou T2).
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7. DISCUSSAO

O principal achado deste estudo foi a constatacdo de que cées de policiamento
mantidos em isolamento social e restricdo espacial desenvolveram hipotireoidismo,
diagnosticado diretamente por meio de dosagem sérica diminuida dos horménios tireoidianos.
Outros achados secundarios, como hipercolesterolemia, também foram observados, o que
fortalece a hipotese de distdrbio tireoidiano nesses animais. Surpreendentemente, 0 eixo
hipotadlamo-hipdfise parece estar responsivo a queda de T3 e T4, uma vez que em todos 0s
animais, houve hipertireotropinemia, caracterizando assim o hipotireoidismo primario. Isto
parece incomum, pois, ndo ha registros na literatura de disturbio tireoidiano direto em
resposta a estimulos estressores, seja clinicamente ou em nivel experimental. Doencas
secundarias parecem ser pouco provaveis uma vez que todos os animais foram submetidos a
exame clinico geral para a pesquisa de possiveis alteracdes sistémicas que pudessem compor
critérios de exclusdo dos animais deste estudo.

Embora o hipotireoidismo central, i.e., diminuicdo da estimulacdo hipotalamica-
hipofiséaria seja uma alteracdo frequente em qualquer doenca grave (NELSON & COUTO,
2006) ou mesmo em situacdes de estresse cronico (Olivares et al. 2012), a alteragdo primaria
da tireoide em resposta a possivel situacdo de estresse neste estudo ndo era esperada. Embora
alteracdo da funcdo tireoidiana ja tenha sido descrita em modelos de estresse como estresse
social ndo acreditamos que isto seja a principal explicacdo para os achados deste estudo.
Desta forma, a interagdo entre os eixos hipotalamo-hipdfise-tireoide (EHHT) e hipotalamo-
hipéfise-adrenal (EHHA) possa ser a principal razdo do hipotireoidismo detectado neste
estudo. Considerando que esses animais estejam sendo submetidos a estimulacdo cronica do
EHHA, é provavel que o hiperadrenocorticismo esteja bloqueando o EHHT e portanto sendo
o responsavel primério do hipotireoidismo. Pode-se especular também que, com a cronicidade
da estimulacdo do EHHA, o sistema tenha se adaptado, adaptacdo esta sugerida aqui pelos
niveis normais de cortisol plasméatico basal, e consequentemente perdido a influéncia
moduladora central do cortisol sobre o EHHT. Isto associado a perda de feedback negativo
exercido pelos hormonios tireoidianos (hipotireoidismo), pode ter potencializado o estimulo
hipotaldmico-hipofisario na secrecdo de TRH e TSH respectivamente. Esta hipotese é
sustentada pela descrigdo de que o EHHA exerce influéncia negativa sobre o EHHT em vérios

modelos de estresse. Ao mesmo tempo, € claro que estudos utilizando o modelo de estresse
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induzido pelo isolamento social e restricdo espacial, bem como dosagens seriadas de
horménios tireoidianos e de cortisol em cdes de policiamento em duas situacdes: antes e
depois do confinamento/isolamento serdo necessarios para confirmar ou ndo esta hipdtese.

Com base nos dados discutidos na literatura, partimos da premissa que
possivelmente esses animais poderiam se encontrar sob condicGes de estresse, devido as suas
condicdes de alojamento e manejo. Para avaliacdo de estresse preconiza-se principalmente
avaliacdo do eixo HHA baseando-se nos niveis de cortisol. O eixo hipotalamo-hipofise—
adrenal (HHA) é parte integrante de um sistema neuroenddcrino que, de acordo com
estimulos internos ou externos, sofre variages visando a manutencdo da homeostase do meio
interno. O controle hipotalamico sobre a secrecdo hipofisaria do hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH) é multifatorial, sendo o horménio liberador da corticotrofina
(CRH) considerado o principal regulador fisioldgico da secrecdo de ACTH. Outros fatores
podem também modular a secrecdo de ACTH, como a vasopressina, angiotensina, ocitocina,
catecolaminas e citocinas. O ACTH plasmatico é o principal regulador da secrec¢do de cortisol
pelo o cortex da adrenal, porém outros horménios, fatores ou citocinas, bem como a inervagédo
do sistema nervoso autbnomo do cortex da adrenal parecem participar da regulacdo da
secrecdo do cortisol. Os neurdnios parvocelulares que secretam CRH e vasopressina,
juntamente com os neurbnios catecolaminérgicos do locus ceruleus e outros grupamentos
celulares da medula e ponte, constituem os principais reguladores centrais da resposta ao
estresse, que ativam o eixo HHA e o sistema eferente simpético da medula adrenal (ELIAS &
CASTRO, 2005).

O eixo HHA é ativado por diferentes tipos de estresse como, traumatico, inflamatorio
ou psicolégico. Em diferentes modelos experimentais, observa-se que varios paradigmas de
estresse induzem a ativacdo dos neurdnios parvocelulares que secretam CRH, entre os quais
podemos citar: sobrecarga salina, hipoglicemia, imobilizacdo, jejum, exposicdo ao éter e
administracdo de citocinas. A magnitude da resposta do ACTH e cortisol ao estresse depende
de varios fatores, dentre os quais se destacam a natureza do estresse, intensidade, rapidez de
aparecimento, a associagao com outro estresse e o tempo de exposic¢do. Durante o estresse, ha
aumento da secrecdo de CRH e vasopressina, que resulta na secrecdo aumentada de ACTH e
cortisol. O CRH é um dos neuropeptideos responsaveis pela integragdo do processo de

resposta adaptativa ao estresse, ndo s6 como mediador da ativagdo do eixo HHA, mas também
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como mediador das respostas autondmica, comportamental e imune (CARRASCO & KAR,
2003).

Outros fatores sdo recrutados durante diferentes tipos de estresse, potencializando a
acdo do eixo HHA, entre os quais a angiotensina Il, citocinas e outros mediadores da
inflamacdo. Exercicios fisicos também podem estimular a secrecdo de ACTH e cortisol cuja
resposta tem relacdo com a intensidade e o grau de treinamento fisico. O ACTH ¢é o principal
regulador da secrecdo de glicocorticoide pelo cortex da adrenal. Porém, outros horménios ou
citocinas presentes na circulagdo sisttmica ou liberados pela medula adrenal, bem como
informacdes neuronais via inervacdo autondmica do cortex adrenal, podem também participar
da secrecdo do cortisol. Os glicocorticoides sdo os efetores terminais do eixo HHA e
participam do controle da homeostase do organismo frente ao estresse, tendo papel
preponderante no término da resposta do eixo HHA, exercendo a regulacdo contra negativa a
nivel hipotalamico e hipofisario. A interrupcdo desse mecanismo de contra regulacdo negativa
tem sido implicada na fisiopatologia de alguns distdrbios, como a depressao, e resulta em
concentracdes elevadas de glicocorticoide. O efeito inibitério do glicocorticoide sobre a
secrecdo de ACTH limita a exposicdo prolongada dos tecidos aos glicocorticoides,
minimizando os efeitos catabolicos, anti—reprodutivos e imunossupressivos desses hormonios
(ELIAS & CASTRO, 2005).

Assim o estresse agudo ou cronico estimula diretamente o eixo HHA, resultando em
aumento das secre¢des dos hormonios oriundos desse eixo, como 0 CRH, a vasopressina, 0
ACTH e o cortisol, com consequente elevacdo dos mesmos no plasma sanguineo.

Estudo realizado por Beerda et al., (1999b) a fim de caracterizar estresse cronico em
cdes, 0s mesmos foram submetidos ao estresse de isolamento social e restricdo espacial por
um periodo de aproximadamente seis semanas. Tal experimento se mostrou eficaz, pois o0s
animais apresentaram ao final do experimento sinais claros de estresse, tanto em parametros
hormonais, como elevados niveis de cortisol como quanto pardmetros comportamentais
(BEERDA, et al., 1999a) apresentando estereotipias classicas de estresse . Contrariando estes
dados, nossos cées apesar de se encontrarem em isolamento social e restri¢do espacial, pois
este € 0 manejo preconizado para cdes de policiamento do exercito, 0s mesmo apresentaram
niveis de cortisol em condi¢des basais dentro dos valores esperados para especie, embora
préximos aos valores minimos. Dado semelhante também foi encontrado por Haverbeke et

al., (2008), que também utilizou trés coletas de um mesmo animal para obtencdo de dados

59



basais confiaveis, tal procedimento se mostrou eficiente tanto em seu estudo, quanto no nosso.
As diferencas entre os resultados no estudo realizado por Beerda et al., (1999b) e nosso,
talvez se deva ao fato de que nossos animais se encontram sob condi¢des de isolamento e
restricdo por no minimo trés anos enquanto o grupo de Beerda acompanhou 0s animais por
apenas algumas semanas. Os animais do grupo de Havebeke ja se encontravam sob condicéo
de isolamento e restricdo também por um longo periodo, talvez por isso haja semelhangas em
nossos dados basais. Estes achados em conjunto sustentam a hipdtese de que os animais
utilizados neste estudo estivessem sob adaptacéo ao estresse cronico.

Hannessy et al., (1997) em um estudo realizado com cdes de abrigo que sé&o
submetidos a condi¢bes semelhantes de isolamento e restricdo, concluiram que o periodo
crucial para o desenvolvimento do aumento nos niveis de cortisol plasmaticos desses animais,
sdo os primeiros dias de exposicdao ao ambiente. Dado que também pode explicar os niveis de
cortisol normais de nossos animais.

Outro aspecto relevante do nosso estudo foi a constatacdo de que o dimorfismo sexual
ndo apresenta fator importante na resposta ao estresse crénico em nossos animais. Hannessy
et al. (1997) também estudaram este fator e mostraram ndo haver diferencas significativas
entre machos e fémeas, 0 que vem a corroborar nossos dados que se mostraram uniformes em
todos os parametros avaliados em relacdo ao sexo. O dimorfismo sexual em relacdo aos niveis
de cortisol também nédo foi observado em um estudo com cédes de policiamento do Exército
Belga. Porém, os animais avaliados apresentaram niveis de cortisol basal acima dos valores
esperados para espécie, em contra partida esses niveis elevados passaram a se enquadrar nos
valores de normalidade depois que esses animais foram submetidos a uma rotina regular de
praticas de atividades em companhia de seus condutores. O estudo sugeriu que o bem estar de
caes de canis, principalmente militares, esta diretamente relacionado a rotina de exercicios e
contato humano (LEFEBVRE et al., 2009). Isto reforca o fato que a interacdo social tem
efeitos benéficos para bem estar fisico e emocional do animal, podendo assim o isolamento
social ser um importante indutor de estresse.

Além de ndo termos encontrado dimorfimo sexual em relagdo aos niveis de cortisol, as
coletas alternadas utilizadas para obtencdo dos dados basais, também mostraram ndo haver
diferengas nos niveis dos mesmos em relagdo aos diferentes dias, ou seja 0s animais
realizando ou néo atividade naquele dia. Portanto, seus dados basais ndo foram influenciados

por uma possivel homeostase preditiva em relacdo a atividade.
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Hannessy et al., (1997) também observaram que a coleta de material através da
venopuncdo da cefélica parece ndo afetar os niveis de cortisol, pois acreditam que o
procedimento ndo demande tempo suficiente para que isso ocorra. Com base em nossos dados
também compartilhamos da mesma opinido.

Ainda em relacdo aos dados basais de cortisol, Rooney et al., (2007), avaliaram dois
grupos distintos de cdes: (1) os animais ja haviam passado por experiéncia prévia em um canil
de isolamento e restricdo; (2) os animais ndo possuiam experiéncia prévia em canis de
iIsolamento e restricdo. Quando introduzidos em canis, os dados basais de cortisol desses
animais foram avaliados e os mesmos refletiram que os cdes podem carregar uma memoria
fisioldgica e emocional de experiéncia anterior, que irdo ajudar o animal em novas exposi¢des
futuras a condicdes adversas, pois 0s animais ja experientes embora tenham apresentado
elevacBes nos niveis de cortisol desde o primeiro dia no canil, seus niveis de aumento eram
significativamente menores que 0s niveis apresentados pelos animais que nunca tinham estado
em um canil. Outro fato observado foi que os animais ja experientes, tiveram seus niveis de
cortisol normalizados em 10 dias, 0 que ndo ocorreu com 0s animais ndo experientes. Neste
estudo temos as experiéncias passadas e capacidade cognitiva do animal, modulando a
resposta fisioldgica a um complexo e relevante estressor especifico.

Em um estudo muito semelhante, porém realizado com cées efetivamente pertencentes
a abrigos de acolhimento, foi feito um comparativo entre animais que ja haviam passado por
experiéncias anteriores em abrigos e animais que nunca haviam passado por tal experiéncia, e
foi demonstrado corroborando os dados anteriores, que 0s animais experientes embora tenham
demonstrado aumento nos niveis de cortisol nos primeiros dias de estadia, esses niveis foram
diminuindo ao longo de 10 dias, fato que ndo ocorreu com o grupo nao experiente, pois o
mesmo manteve niveis de cortisol aumentados ao longo dos 10 dias. O grupo sugeriu entdo
que animais com experiéncias prévias se tornam mais adaptados mediante a uma nova
exposicdo, mostrando que embora o estresse ocorra como demonstrado pelos altos niveis de
cortisol, os desdobramentos posteriores mostraram que estes animais estdo mais preparados
para lidar com o isolamento social e restri¢cdo espacial tendo descoberto medidas adaptativas
durante sua estadia anterior (HIBY et al., 2006).

A discussdo destes resultados pode ter significativa relevancia em relacdo aos dados
dos nossos animais, pois 0s mesmo podem sim ter desenvolvido um mecanismo de adaptagéo

em resposta ao seu ambiente social e espacial. Dessa forma é sugestivo que as respostas a um
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estimulo estressor podem ser diferenciadas de acordo com experiéncias prévias, mostrando
que um possivel estresse cronico ndo deve ser avaliado somente com parametros explicitos de
estresse agudo.

Embora as mudancas no eixo HHA sejam normalmente estabelecidas pela medida de
cortisol que tendem a se mostrarem elevados, a adaptagé@o ao estresse em situacoes de estresse
crénico pode contrariar as respostas de estresse inicial e tornar parametros de estresse agudo
inGteis na avaliacdo de estresse cronico, por isso varios parametros fisiologicos e
comportamentais devem ser avaliados de forma cuidadosa (BEERDA et al., 1997).

Em uma discussdo adicional observamos que os parametros comportamentais séo de
grande relevancia para avaliagdo do estresse nesses animais, embora neste estudo tais
parametros tenham sido observados de forma informal, ou seja ndo avaliados
quantitativamente e qualitativamente, apenas por uma observacao visual durante o convivio
com estes animais, ficou claro que os mesmos apresentavam sinais de estereotipias classicos,
que corroboram com dados ja publicados.

Estudos mostram que mas condi¢Ges de habitacdo para cdes induzem alteracbes de
comportamento, como aumento no ato de se limpar, aumento da manipulagcdo do ambiente e
de movimentos repetitivos (HEETS et al., 1992; HUBRETCH et al.,1992). Ainda segundo
Heets et al. (1992), cdes submetidos a isolamento social passam a maior parte do tempo em
movimento e exibindo um maior nimero de comportamentos estranhos.

Segundo Walker et al. (2009), cdes submetidos ao confinamento em ambientes pobres
e pequenos, durante um longo periodo apresentam sinais de ansiedade e estresse como andar
em circulos e postura de lamentacéo.

Estudos realizados em cdes por Beerda et al. (1999a) mostram que 0s principais sinais
de estresse cronico induzido por isolamento social e restricdo espacial s&o um aumento na
frequéncia do ato de se limpar, de andar em circulo, de comer fezes, de levantar a pata, do ato
de suspirar e nas vocalizagGes. Os cdes também apresentaram baixa postura, sentaram-se mais
e caminharam menos. Houve também diminuicdo no ato de cavar, de se apresentarem
ofegantes e na intencdo de mudar de um estado de locomocéo para o outro. Dentre estes sinais
h& aumento significativo e consideravel no ato de se limpar, no levantamento da pata e nas
vocalizacGes, por isso podem ser considerados parametros Uteis na identificagdo do estresse

cronico.
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Em situagfes de estresse mais severo pode induzir os cées a realizarem
comportamentos de termorregulacdo como aumento de salivagdo, respiracdao ofegante e anti —
diurese (BEERDA, et al., 1997).

Outras alteracbes de comportamento em cdes com restricdo espacial e social foram
descritas por Spangenberg et al. (2006), como o ato de ficar de pé na duas patas traseiras
apoiando-se no muro ou grade, saltando e movimentando-se e repetindo este movimento por
varias vezes. Foi observado ainda aumento na postura de dominancia quando visualizavam
outros caes, evidenciando a agressividade. Assim, algumas alteragcdes de comportamento sao
observadas apenas quando os cées estdo diante de um desafio, mas que ainda assim devem ser
levadas em consideracdo (BEERDA et al., 1999 a). Ja foi descrito que ndo somente o
tamanho e o tipo de ambiente ou se é enriquecido ou ndo, que alteram o comportamento dos
caes. O isolamento social, por si, € suficiente para levar a essas alteracdes (SPANGENBERG
et al., 2006).

Mesmo diante de tais manifestacdes, curiosamente as alteracfes comportamentais
ainda ndo estdo bem correlacionadas com os niveis de cortisol (HAVERBEKE et al., 2008),
embora haja uma relagdo entre elas.

O eixo HHA, quando avaliado diante dos paradigmas AP e AB, se mostrou responsivo
no comparativo com os dados basais. No paradigma AP, podemos observar que ndo houve
diferenca entre o intervalo TO e T1, porém posteriormente entre o intervalo T1 e T2 houve o
aumento altamente significativo. Ja no paradigma AB, o aumento se tornou visivel ainda no
intervalo TO e T1, com posterior declinio no intervalo T1 e T2, retornando assim aos seus
valores iniciais. Concluimos entdo que embora no paradigma AP o aumento nos niveis de
cortisol durante atividade tenha sido retardado em relacdo ao AB, 0s mesmos atingiram niveis
significativamente mais elevados quando comparados ao AB, em contra partida devido ao
protocolo adotado para o experimento ndo foi possivel observar seu declinio, como ocorreu
com AB gue acompanhamos sua curva de ascensao e posterior declinio.

Nossos dados ndo se diferem dos dados encontrados no estudo de Radosevich et al.
(1989), onde grupos de cdes foram submetidos a distintos protocolos de atividade, e foi
constatado aumento nos niveis de cortisol também de maneira diferenciada, estando os niveis
de aumento de cortisol diretamente relacionado com a intensidade e a duragdo atividade
experimental. Também se assemelham os dados obtidos por Armario et al. (1996), onde o

cortisol se mostrou um importante marcador de estresse em condigdes de ansiedade.
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Por outro lado, os dados de Haverbeke et al. (2008) discordam dos anteriores. Neste
estudo, em um primeiro momento os cdes militares foram submetidos a diferentes desafios
(social, treinamento, estimulo visual e sonoro), como esperado nesta primeira experiéncia o0s
animais apresentaram aumento em seus niveis de cortisol no comparativo com seus proprios
valores basais, que retornaram para normalidade inicial em média dentro de 15 dias.
Posteriormente, os mesmo animais foram submetidos novamente aos mesmos desafios e
curiosamente 0s animais ndo mais apresentaram respostas em relacdo aos niveis de cortisol, o
fato foi atribuido a um possivel reconhecimento e adaptacdo aos desafios apresentados.
Também foi concluido que estes cdes ndo estariam estressados cronicamente, pois apds o
desafio seus niveis de cortisol regressam aos valores iniciais que se enquadram nos valores
esperados para a espécie. Porém foi avaliado que os mesmos individuos apresentam
estereotipias classicas de estresse, mas que ndo foram consideradas devido a falta de
correlagdo com os altos niveis de cortisol. Os nossos cdes mesmo estando habituados aos
desafios que lhes foram apresentados durante o experimento, pois fazem parte da sua rotina de
treinamento por pelo menos 2 - 3 anos, ainda assim apresentaram respostas significativas
quando desafiados, embora de forma diferente quando comparamos AB a AP. A retomada aos
valores basais no AB ap6s o desafio corrobora com os outros estudos (HAVERBEKE et al.,
2008), sugerindo que os valores basais de cortisol dos nossos animais ndo refletem indicios de
estresse até onde temos conhecimento. Vale ressaltar que, embora os desafios de trabalho
tenham elicitado respostas secretorias de cortisol, em ambas as situacGes os valores de pico
(T1 no AB e T2 no AP) ndo ultrapassaram os valores considerados normais para espécie
(Figura 22). Isto sugere possivel adaptacdo as atividades cotidianas de trabalho nesses
animais.

Portanto, € possivel que os animais deste estudo estejam sendo submetidos ao estresse
crénico, porem com uma possivel adaptacdo ou esgotamento do eixo HHA no que se refere
aos niveis de cortisol, em manter uma resposta ao estresse por periodo muito longo. Para tanto
também nos baseamos nos dados comportamentais indiretamente observados, e nos dados
obtidos pela avaliacdo do eixo HHT que serdo discutidos a partir de agora.

Por ainda haver divergéncias na avaliacdo de estresse cronico, e buscando um maior
embasamento e confiabilidade dos nossos dados, avaliagdes de outra alga neuroenddcrina ndo

classicamente estudada, mas que se mostraram Uteis no estabelecimento de um diagnostico
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mais fidedigno, sobretudo em animais submetidos ao estresse cronico. Abordamos entdo o
eixo Hipotalamo-Hipofise-Tireoide (HHT).

O Hormonio Liberador da Tireotrofina (TRH) é expresso em neurdnios parvicelulares
dos nucleos paraventriculares do hipotadlamo, sendo armazenado nos axénios e liberado sob
condicBes especificas, ao sistema porta hipotdlamo-hipofisario, participando assim, da
regulacdo da atividade tireotréfica. O TRH atua nos tireotrofos da glandula hipdfise
estimulando a transcricdo génica e a secrecdo do horménio tireotréfico ou tireotrofina (TSH).
O TSH é sintetizado e secretado pelos tireotrofos na hipofise e ele é o principal regulador do
crescimento e da funcdo da glandula tireoide, interagindo com receptores presentes na
membrana da célula folicular tireoidiana, estimulando a expressdo de proteinas envolvidas na
inducdo de seus efeitos proliferativos e na biossintese e secrecdo de horménios tireoidianos
(NUNES, 2008).

Os principais reguladores da atividade do eixo hipotalamo-hipofise-tireoide sdo os
préprios hormonios tireoidianos que atuam no hipotalamo e hipo6fise, modulando tanto a
sintese quanto a secrecdo nas diferentes situacdes fisioldgicas. Esse mecanismo é conhecido
como retroalimentacdo negativa, ou feedback negativo e implica na compreensdo de que 0s
hormdnios tireoidianos, mesmo em concentracBes fisioldgicas, exercem uma acdo tdnica
inibitdria sobre a sintese e a secrecdo de Somatostatina (SS), de modo a garantir que a sua
secrecdo basal seja mantida. Assim em baixas concentracdes plasmaticas, tanto seu efeito
inibitério sobre o0 TRH e TSH quanto o seu efeito estimulante sobre a SS ficam reduzidas, o
que causa maior liberacdo de TRH e TSH, estimulacdo da atividade tireoidiana e elevacédo da
taxa de seus horménios na circulacdo. O contrario ocorre quando eles se apresentam em altas
concentracdes plasmaticas, situacdo em que haverd maior inibicdo do TRH e TSH e maior
estimulacdo da SS, efeitos que em conjunto reduzem a atividade tireoidiana e a concentragao
plasmatica de seus hormonios. Fatores capazes de alterar a atividade do eixo, como
temperatura e luz ambiente, estado alimentar e estresse, levam a ajustes homeostaticos que
confirmam a importante fungdo desse sistema na regulacdo da temperatura corporal, no
metabolismo energético e no estresse (NUNES, 2008).

O mesmo protocolo utilizado para obtencdo dos valores basais de cortisol também foi
utilizado para obtencdo dos valores basais dos niveis de TSH, T3 e T4 a fim de caracterizar a
condigdo basal do eixo HHT desses animais. Os resultados dessas avaliagdes mostraram

acompanhar os dados do cortisol em relacdo a sua uniformidade entre os dias de avaliagéo e
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entre os sexos. Concluindo ndo haver interferéncia do dia nos valores basais e também néo
demonstrando dimorfismo sexual.

Porem diferente da normalidade encontrada no eixo HHA, o eixo HHT se mostrou
bastante alterado em seus valores basais no comparativo com os valores esperados para
espécie. Todos os animais apresentaram niveis de TSH significativamente aumentados, em
contrapartida niveis de T3 e T4 significativamente diminuidos, caracterizando assim um
quadro claro de hipotireoidismo primario, como discutido no inicio desta sesséo.

Em relagdo aos paradigmas de desafios apresentados, diferente da resposta observada
no eixo HHA, o eixo HHT respondeu de forma semelhante aos diferentes paradigmas AP e
AB. Ao que se refere aos niveis de TSH, embora parecam mais elevados no paradigma AP,
comparados ao AB, isto ndo foi demonstrado estatisticamente (P > 0,05). Em relacdo aos
niveis de T, observou-se que nos dois paradigmas 0s niveis se mantem muito semelhantes ao
longo do tempo. Curiosamente, em relacdo aos valores séricos de T3, observou-se diminuicdo
significativa em seus niveis em ambos 0s grupos no T1. Esta queda se manteve apenas no
grupo AP, tendo portanto, o grupo AB retornado aos valores basais no T2.

N&o foram encontrados na literatura dados da avaliagdo do HHT, em cées durante a
atividade para que pudéssemos discutir no comparativo com nossos. Ao mesmo tempo que
isto limita nossa discussao, serve de alerta para a necessidade de desenvolvimento de mais
estudos para a investigacdo do EHHT em cdes, especialmente aqueles submetido a
paradigmas de estresse. Considerando a importancia desta alca neuroenddcrina, acreditamos
que estudos deste tipo podem fornecer substratos mais consistentes para uma avaliacdo mais
racional do estresse em cées.

Com base nos diagnosticos de hipotireoidismo e nos dados referentes ao cortisol
discutidos acima, desenvolvemos a hipdtese de que no momento da insercdo desses animais
no ambiente de restricdo e isolamento, 0s mesmos possivelmente desenvolveram um quadro
de estresse agudo, apresentando altos niveis de cortisol, que por sua vez teria exercido uma
modulacdo negativa no EHHT, levando a baixos niveis de TSH, T3 e T4, por consequéncia
causando hipotireoidismo central nesses animais.

Esta relacdo entre o EHHA e o EHHT ja é conhecida ha muito tempo, como por
exemplo, os estudos de Ingbar & Freninkel, (1955), onde a relacdo do eixo EHHT e os
corticoides foi investigada. Neste estudo, conclui-se que as agdes dos glicocorticoides nos

horménios tireoidianos ndo eram de origem periférica como se acreditava, mas também nao
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conseguiram elucidar se os efeitos seriam diretamente relacionados a hipofise ou a tireoide. J&
em 1969, Wilber e Utiger realizaram um estudo para observar a relacdo direta entre os
glicocorticoides e a secrecdo de TSH, para isso utilizaram dois experimentos sendo um em
humanos e outro em ratos, ambos contendo individuos saudaveis e individuos portadores de
hipotireoidismo. O resultado encontrado foi semelhante tanto entre humanos e ratos, quanto
entre individuos portadores de hipotireoidismo e individuos saudaveis. O experimento
consistiu na avaliacdo dos niveis de TSH antes e depois da administracdo de dexametasona, e
foi observada diminuicdo significativa nos niveis de TSH depois da exposicdo a altas
concentracfes de glicorticoides. Também se observou que os niveis de TSH voltaram aos
valores inicias de 24-48 horas ap06s a administracdo. Fato que pode se assemelhar fortemente
ao ocorrido em nossos animais. Assim, com niveis de cortisol dentro da normalidade, o TSH
dos cdes em nosso estudo responde de forma acentuada as baixas concentragdes plasmaticas
dos horménios tireoidianos, revelando que se em algum momento o eixo HHT esteve sob
supressdo, a mesma foi totalmente revertida.

Segundo publicacdo recente do nosso grupo (Olivares et al., 2012), ha uma relacdo
direta entre o estresse e a funcdo tireoidiana. Desta forma, a resposta ao estresse pelo eixo
HHT pode variar consideravelmente em relagéo ao tipo de estressor e o tempo de exposigdo
ao mesmo, podendo ocorrer desde inibicdo e estimulacdo como o eixo permanecer inalterado,
até mesmo as trés respostas podem ser encontradas em estagios temporais diferentes como
uma estimulacdo inicial seguida por inibicdo. Neste trabalho, verificou-se que ratos
submetidos a estresse social cronico, pelo paradigma residente-intruso, se mostraram
hipotireoideos nas primeiras semanas e o tratamento com antidepressivo foi parcialmente
eficaz em prevenir tal alteracdo (OLIVARES et al. 2012). Isto sugere que o0 eixo HHT tem
importante papel no estresse e que 0s mecanismos que desencadeiam tais alteracGes precisam
ainda ser mais bem explorados. O hipotireoidismo apresentado por estes animais nas
primeiras semanas quando foram subtidos ao estresse social, sustenta a hipotese de que isto
tenha ocorrido neste estudo com os cdes no seu periodo inicial de insercdo ao ambiente de
isolamento e restrig&o.

Outro dado interessante apresentado recentemente é o de que cdes tratados
experimentalmente com glicocorticoides exdgenos demonstraram uma significativa queda em
seus niveis plasmaticos de T3 e Ty, relacionado possivelmente com a supressdo do eixo HHT
pelos glicocorticoides administrados (GOTTSCHALK Aet al., 2011).
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Atualmente, ndo temos argumentos fisiologicas consistentes para explicar a queda de
T3 nos cdes submetidos aos dois paradigmas de trabalho (AB e AP). No entanto, pode-se
especular que de alguma forma, a intensidade das tarefas de trabalho destes animais tenha
influenciado diretamente o nivel de queda do T3, uma vez que no AP a queda foi mais
evidente e sustentada do que no AB. Portanto é inevitdvel novamente buscar explicages no
EHHA em trabalhos publicados na literatura. Acreditamos que 0s niveis mais elevados de
cortisol apresentado no AP podem ter influenciado agudamente os niveis de T3, i.e, ter
diminuido mais intensamente seus niveis. Sem descartar os efeitos centrais dos
glicocorticoides sobre 0 EHHT, é possivel que de alguma forma o cortisol esteja aumentando
0 clearance de T3 (e ndo de T4, devido a sua elevada meia-vida e assim diminuindo seus
niveis séricos. A maior capacidade de clearance dos horménios tireoidianos (HTs) foi
verificada em um estudo apds a injecdo de T3 marcado com iodo radioativo. O grupo de
atletas em treinamento para triatlon (prova que envolve natacdo, corrida e ciclismo)
apresentou maior taxa de desaparecimento do T3 radioativo (RONE et al., 1992).
Paralelamente, é possivel que deva existir nesta condicdo, maior utilizacdo dos HTs pelos
tecidos, por exemplo, pela maior expressdo dos transportadores dos HTs como o MCT8 no
musculo esquelético. Esta hipotese ainda ndo foi testada na literatura. Sendo assim, a

literatura discute dois mecanismos principais para explicar a diminuicdo tardia dos HTs apés

0 exercicio:
1. Maior utilizacao pelos tecidos periféricos ou
2. Diminuicdo na conversdo de T4 a T3.

Em relacdo ao primeiro mecanismo, ja € bem descrito que diversas proteinas
musculares sdo alvo dos HT, tais como a cadeia pesada da miosina (MHC), a célcio ATPase
de membrana sarcoplasmatica (SERCA), a proteina desacopladora-3 (UCP-3) e 0 PCG-la
(fator co-ativador de peroxissomo alfa) (SIMONIDES & VAN HARDEVELD, 2008). Sendo
assim, dados recentes mostram que a atividade da D2 no muasculo aumenta apds 0 exercicio e
gue esse aumento nos niveis locais de T3 seria importante para aumentar a expressao dos
genes citados acima ap0s O exercicio e consequentemente promover as adaptacoes
musculares.

Mais recentemente, o estudo de Dentice et al (2010) mostrou a importancia da
conversdo local de T4 a T3 para induzir a transcricdo de genes regulados por horménios

tireoidianos que séo fundamentais para a diferenciacdo muscular. Utilizando animais que néo
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expressam D2 (Knock out — KO), eles observaram que o musculo adulto apresentava reduzida
expressao de fatores regulatérios de masculo (MyoD e myogenina) e aumento na expressao
de SERCA-2 que é regulada negativamente por T3, mostrando que a D2 muscular exerce um
papel importante na regulacdo do status tiredideo no tecido e que durante o desenvolvimento
e diferenciagdo celular a via de sinalizagcdo FOXO-3 parece ser a responsavel pelo aumento na
expressao e atividade da D2. Esses resultados demonstram claramente que a expressdo de
proteinas especificas do muasculo esquelético € dependente da ativacdo da D2 e consequente
acao dos HT (DENTICE et al., 2010).

Em relagdo a outra hipdtese, a da piora na conversao tecidual de T4 em T3, isto se
sustenta pelo conhecimento de que: ocorre aumento dos niveis de glicocorticoides apds o
exercicio, tanto em seres humanos (HUANG et al., 2004) quanto nos animais ap0s a sessdo de
corrida (FORTUNATO et al., 2008), i.e, 0 aumento dos niveis de glicocorticoides modulam a
resposta ao estresse e podem ocasionar diminuicdo da atividade da D1 (desiodase responsavel
pela conversao/ativacdo de T4 em T3) hepatica e consequentemente dos niveis de T3
(BIANCO et al., 1987). Motivados por essas evidéncias, pesquisadores utilizaram um modelo
animal que ndo apresentasse elevacdo de corticosterona induzida pelo exercicio. A
administracdo de metirapona (um inibidor da sintese de corticoide) foi eficaz em impedir o
aumento nos niveis de corticosterona apds o exercicio em ratos, mas nao impediu a
diminuicdo, de aproximadamente 20%, nos niveis de T3, 30 minutos ap6s 0 exercicio.
Observou-se ainda neste estudo diminui¢do da atividade da D1 hepatica 30 minutos ap6s o
exercicio somente no grupo que ndo apresentou elevacdo nos niveis de corticosterona,
indicando que o pico de corticosterona é importante para manter a atividade D1 normal apds o
exercicio (LOUZADA-NETO, 2011).

Estes dados em conjunto sugerem que, possivelmente, a falta de um pico importante
de cortisol nos cées neste estudo (adaptacdo) pode ter impedido a sustentagdo de uma
atividade da D1 normal e consequentemente ter diminuido a conversdo de T4 em T3 nos cées
submetidos tanto ao AB como ao AP, sendo mais intenso neste ultimo grupo.

Com a finalidade de dar maior sustentacdo aos resultados obtidos, outros parametros
diretamente relacionados com as al¢as neuroendocrinas estudadas também foram avaliados.

O eixo HHA com base nos niveis de cortisol, também foi avaliado em relagdo aos
niveis glicémicos, pois o cortisol é conhecido por ser um horménio hiperglicemiante. Assim,

o cortisol é capaz de atuar tanto aumentando a gliconeogénese quanto reduzindo a utilizago
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celular da glicose. O estimulo a gliconeogénese se d& de duas formas: o cortisol aumenta as
enzimas necessarias para conversdo de aminoacidos em glicose pelas células hepaticas e
também provoca mobilizacdo de aminoacidos a partir a de tecidos extrahepaticos
principalmente dos musculos, dessa forma mais aminoacidos sdo disponibilizados no plasma
para entrar em processo de gliconeogénese pelo figado e portanto promover a formagéo de
glicose. Tanto o aumento da taxa de gliconeogénese quanto a reducdo moderada na
velocidade de utilizacdo da glicose pelas células irdo provocar elevacdo da concentracdo da
glicose sanguinea. Esta elevagdo por sua vez provoca a estimulacdo da secrecdo de insulina,
no entanto os maiores niveis plasmaticos de insulina ndo sdo tao efetivos na manutencdo dos
niveis plasmaticos de glicose como ocorre em condi¢cdes normais. Por motivos ainda nao
inteiramente compreendidos, os altos niveis de glicocorticoides reduzem a sensibilidade de
muitos tecidos, especialmente musculo esquelético e tecido adiposo, aos efeitos estimulantes
da insulina sobre a captacdo e utilizacdo da glicose (GUYTON & HALL, 2006). Assim o
acompanhamento dos niveis plasmaticos da glicose juntamente com o cortisol poderia auxiliar
na identificacdo do estresse.

Os resultados basais dos niveis de glicose evidenciaram novamente conforme os dados
apresentados anteriormente, uma uniformidade entre os individuos e também entre machos e
fémeas mostrando ndo haver diferenca entre eles. Porém no comparativo com a literatura, os
animais se mostraram quase que em sua totalidade com niveis glicémicos abaixo do esperado
levando em consideracdo valores de referéncia da espécie. Talvez este fato possa ser
explicado pelos niveis basais de cortisol se encontrarem bem préximos dos valores minimos
aceitos como referéncia, ou talvez tenha uma possivel reacdo com o hipotireoidismos que sera
discutida a seguir.

A glicose durante as atividades de AB e AP demonstrou ndo ter relacdo com os niveis
de cortisol, pois embora a glicemia pare¢a mais baixa no grupo AP no T1 (comparando com o
mesmo grupo no TO e ao grupo AB no T1), isto ndo foi comprovado estatisticamente. Assim,
todos os valores de glicemia obtidos em ambos os grupos ndo foram diferentes
estatisticamente ao longo do periodo de observacdo. J& os niveis de cortisol se apresentaram
significativamente diferentes nos dois paradigmas.

Estes dados divergem dos encontrados por Armario et al. (1996), onde a glicose foi
considerada um parametro relevante na avaliagdo do estresse juntamente com o cortisol, e dos

apresentados por Radosevich, et al. (1989), em que cées avaliados durantes diferentes
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atividades mostraram dados tanto de cortisol quando de glicose se elevando de acordo com a
intensidade e duracdo da atividade. Devido ao diagndstico de hipotireoidismo em nossos
animais, € possivel que isto possa ter influenciado nos resultados da glicemia pos-atividade e,
portanto pode explicar a controvérsia em relagdo a literatura.

Dados complementares de avaliagdo hipotireoidismo canino foram buscados através
utilizacdo de outros parametros fisiologicos, como o colesterol e o lactato. As anormalidades
estruturais ou funcionais da glandula tireoide podem levar a producdo deficiente de
hormonios tireoidianos. Um esquema de classificagdo conveniente para o hipotireoidismo foi
criado e baseia-se na localizacdo do problema dentro do complexo glandular hipotdlamo-
hip6fise-tireoide. O hipotireoidismo priméario € a forma mais comum deste distdrbio em
caninos, que resulta de problemas dentro da glandula tireoide, geralmente a destruicdo da
glandula. Os dois achados histologicos mais comuns neste distdrbio sdo a tireoide linfocitica e
a atrofia idiopatica da glandula tireoide. A tireoide linfocitica é um distarbio
imunologicamente mediado, caracterizado por uma infiltracdo difusa de linfécitos,
macrofagos e plasmacitos na glandula tireoide. Os fatores que desencadeiam a tireoide
linfocitica sdo pouco compreendidos, mas fatores genéticos indubitavelmente desempenham
um papel. Ja atrofia idiopéatica da glandula tireoide é caracterizada por perda do parénquima
tireoidiano. Ndo ha infiltrado inflamatério. A causa da atrofia tireoidiana idiopatica €
desconhecida, mas ela pode ser um distirbio degenerativo primario, bem como pode
representar o estagio final de uma tireoide linfocitica.

O hipotireoidismo secundério resulta da falha de desenvolvimento dos tireotrofos
hipofisarios ou da disfuncdo dentro deles, causando secrecdo deficiente de TSH e uma
deficiéncia secundaria na sintese e secrecdo do hormonio da tireoide. O hipotireoidismo
secundario também poderia ocorrer devido a destruicdo dos tireotrofos hipofisarios como na
neoplasia hipofisaria ou por supressdo da funcdo tireoidiana por drogas ou horménios como o
cortisol. O hipotireoidismo terciario por deficiéncia de TRH ainda néo foi relatado em caninos
(NELSON & COUTO, 2006).

A incidéncia é maior em cées entre 4 e 10 anos de idade e de médio a grande porte. Os
sinais clinicos mais comuns em cdes hipotirdideos sdo alopecia bilateral com ou sem
hiperpigmentacdo; letargia fisica; embotamento mental; intolerdncia ao frio; frequéncia
cardiaca baixa; infertilidade constipacdo e ganho de peso. Achados laboratorios importantes

juntamente com niveis baixos de T3 e T, sdo anemia e a hipercolesterolemia que pode estar
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presente em até 75% dos cédes. Porém a ocorréncia primaria da deficiéncia dos hormonios
tireoidianos pode ser lenta e insidiosa, e 0s sinais clinicos e achados laboratoriais podem ser
inespecificos (CHANSTAIN & PANCIERA, 1997).

O diagndstico do hipotireoidismo canino é baseado em sinais clinicos e
principalmente achados laboratorios, para isso utiliza-se dosagens hormonais e para sua
interpretacdo se utiliza os dados de valores de normalidade da espécie j& amplamente
descritos e definidos na literatura, com minimas variacdes entre eles: Para o T3: 0,5 - 1,8
ng/dL (JOHNSON, 2011), T4 1,5 - 3,6 mcg/dL (ESPINEIRA et al., 2007), TSH: 0 - 39
mcUI/L (KANEKO et al., 1997) e para o Colesterol: 139 -171 mg/dL (MEYAR et al., 1995).
Importante ressaltar que essas referéncias foram utilizadas como base comparativa dos niveis
séricos hormonais neste estudo.

O colesterol estd presente na dieta de todos os individuos, pode ser absorvido
lentamente pela pelo trato gastrointestinal e € altamente lipossolivel. Além do colesterol
absorvido todos os dias pelo trato gastrointestinal, que € chamado colesterol exdgeno, uma
guantidade ainda maior é formada nas células do corpo, o chamado colesterol endogeno.

Os dados do colesterol repetem a uniformidade dos demais resultados ja descritos,
tanto entre individuos quanto entre sexos, e novamente s6 quando comparados com os valores
esperados é que observamos alteracdes, ja que todos os animais apresentam niveis de
colesterol elevados em relacdo aos valores esperados para espécie. Tais resultados reforcam o
diagndstico de hipotireoidismo nesses animais.

Em 2010, o grupo de Yas-Natan avaliou cdes diagnosticados com hipotireoidismos e
constatou, assim como nds em nossos caes, a presenca da hipercolesterolemia nesses animais,
porém contrariamente aos nossos dados glicémicos, os niveis plasmaticos de glicose de seus
cdes se mostraram normais. Mas os dados encontrados por Okojima et al. (1979), se
assemelham aos nossos, pois durante o hipotireoidismo induzido em roedores, 0S mesmos
apresentaram um diminui¢do na gliconeogénese, com consequente diminui¢do nos niveis de
glicose.

Do ponto de vista metabolico, 0 masculo esquelético é capaz de realizar extremas
proezas por alguns poucos segundos, mas sdo muito menos capazes de fazé-los durante a
atividade prolongada. A maior parte da energia extra ndo pode vir dos processos oxidativos,
pois eles sdo lentos demais em sua resposta. Em vez disso, a energia extra provém de fontes

anaerobias, como a liberada pela quebra glicolitica do glicogénio em &cido latico. A liberacdo
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de energia pela glicolise pode ocorrer muito mais rapidamente do que liberacdo oxidativa.
Consequentemente a maior parte da energia extra durante a atividade vigorosa, que perdure
por mais 5 a 10 segundos é originada da glicdlise anaerobia. Como consequéncia o conteudo
de glicogénio nos musculos durante o periodo de atividade vigorosa € reduzido, enquanto a
concentracdo de acido latico no sangue aumenta (GUYTON & HALL, 2006).

Dessa forma a utilizacdo de medidores de lactato sanguineo antes e depois do
exercicio, se torna um importante instrumento para avaliacdo da intensidade da atividade
fisica para aquele individuo e também para diferenciacdo entre as atividades. A utilizacdo dos
niveis lactato sanguineo para diferenciacdo da intensidade dos desafios apresentados para
animais, se mostrou eficaz, pois observou-se de forma clara, através do comportamento do
lactato durante a atividade, que os dois paradigmas se diferem significativamente na relacédo
da intensidade do desafio. Os paradigma AP se revelou de alto impacto no que se refere a
utilizacdo de energia muscular, enquanto no paradigma AB 0s niveis de lactato se mantiveram
inalterados, demonstrando este paradigma nao ser expressivo no consumo de energia
muscular. Assim, associado as dosagens de cortisol, os niveis de lactato aumentando de forma
diferenciada foram importantes para se estabelecer dois niveis de intensidade de atividades
em nosso estudo: baixo impacto, no caso do adestramento basico que nao apresentou aumento
significativo nos niveis de lactato e alto impacto, no caso do ataque e protecdo que apresentou
niveis elevados de lactato. Desta forma pudemos entdo estudar o EHHT em duas condicdes de
trabalho distintas e investigar se a intensidade da tarefa pode influenciar na economia dos

hormonios tireoidianos.

Além disso, o nivel sérico de lactato pode se mostrar um bom parametro indicativo
para algumas desordens sistémicas, entre elas o hipotireoidismo. Um estudo realizado com
pacientes portadores de hipotireoidismo clinico e subclinico observou que os niveis de lactato
basal nesses pacientes eram significativamente mais elevados em relacdo aos pacientes ndo
portadores, mostrando também uma relacdo direta inversamente proporcional entre os niveis
sanguineos de lactato e T4 livre (MCGROWDER, et al., 2011) e lactato e T3 eT4 (ROTI, et al.,
1980). Estes estudos vem a corroborar diretamente os dados que foram observados por nos,
pois 0s cdes em sua totalidade se apresentaram em hiperlactemia em relagéo ao valores basais
esperados para espécie. Nos valores de lactato basal também néao foi observado dimorfismo

sexual, acompanhando assim os outros parametros avaliados.
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Por fim, acreditamos que o presente estudo tenha contribuido sobremaneira ndo apenas
na area da Fisiologia Integrativa, no sentido de estabelecimento de relacbes multidirecionais
entre eixos neuroenddcrinos distintos e o estresse, mas também na area da Medicina
Veterinéria aplicada, no sentido de que alteracBes no manejo de animais de trabalho sdo
necessarias visando o bem-estar animal e o aumento de desempenho dos mesmos. Estudos
futuros utilizando diferentes manejos e de avaliacdo de desempenho poderdo aumentar o

impacto das nossas descobertas.
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8. CONCLUSOES

o Os animais deste estudo apresentaram em condi¢fes basais respostas
secretorias do eixo HHA normais levando em consideracdo os valores de referéncia para
espécie. Porem em relacdo ao eixo HHT, os animais apresentaram respostas secretorias
caracteristicas de hipotireoidismo priméario em relagdo aos valores considerados como

referencia para espécie.

. Em relacdo aos dois paradigmas aplicados AP e AB 0s mesmos se mostraram
diferenciados em sua intensidade como foi demonstrado pelos niveis de lactato durante a
atividade, onde o paradigma de AP demonstrou ser uma atividade de maior intensidade. Em
relacdo ao eixo HHA também se observou diferenciacdo dos dois paradigmas nos niveis de
cortisol mostrando-se o paradigma de AP mais efetivo na elevacdo dos niveis do mesmo
durante a atividade dos animais. Ja no eixo HHT essa diferenciagdo s6 foi observada nos
niveis de T3 onde observou-se queda durante o paradigma de AP.

. N&o foi observado dimorfismo sexual nem em condices basais, tdo pouco

durante as atividades, nos dois eixos avaliados HHA e HHT.
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