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RESUMO

FERNANDES, Anna Julia Bessa. Efeito do 06leo essencial de Lavanda (Lavandula
angustifolia) no bem-estar de cées durante exame clinico. 2024. 96f. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024,

Atualmente o céo é frequentemente visto inserido no ndcleo familiar e, por esse motivo, 0s
cuidados com sua satde e bem-estar vem sendo cada vez mais buscados por seus responsaveis.
Entretanto, as idas ao consultério veterindrio podem ser estressantes e causadoras de traumas
nos animais, o que pode fazer com que seus responsaveis acabem negligenciando a necessidade
do atendimento e prejudicando a satde de seu cdo. Ha formulagdes disponiveis no mercado
com indicacdo de acalmar os cdes em diversos momentos, mas & necessario que sejam
acessiveis, seguras e comprovadamente eficazes. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
obter informacdes sobre o comportamentos de cdes em contexto de consulta veterinaria a partir
da concepgdo de seus tutores através de questionario online e avaliar o efeito de uma formulacéo
a base de oleo essencial de Lavandula angustifolia nas concentracdes de 15 e 30% no
comportamento de cdes submetidos ao exame clinico. A metodologia adotada para este trabalho
contou com a elaborag¢do de um questionario online através do “Google Formuldrios”, no qual
os tutores de cdes respondiam a questdes desde o perfil dos animais até sobre o seu
comportamento exibido no momento em que estavam na sala de espera, consultério veterinario
e ao serem manipulados pelos médicos veterinarios e, o desenvolvimento e caracterizacdo
fisico-quimica da formulacdo com as duas concentragbes, assim como a avaliacdo
comportamental dos cdes quando estavam no canil, na sala de espera e na mesa de
procedimentos durante o exame clinico, e a avaliacdo clinica, avaliando parametros como
frequéncias cardiaca e respiratoria, temperatura corporal, com coleta de saliva para dosagem de
cortisol salivar e coleta de sangue. Através do questionario online, foi obtido que a maioria dos
cédes é considerado como filho(a) em relagdo ao vinculo com o responséavel/grupo familiar e
mais da metade dos respondentes relatou a percepcdo de que seus cdes exibiram
comportamentos caracteristicos de estresse, ansiedade e medo no contexto de consulta
veterinaria. No ensaio clinico foi possivel observar que os parametros vitais como frequéncias
cardiaca, respiratOria e temperatura dos caes foram menores em ambos 0s grupos tratados assim
como os niveis de cortisol salivar, mas ndo foi possivel obter diferenca significativa (p>0,05).
Entretanto, os escores comportamentais dos animais tratados com a formulacao a base de éleo
essencial de lavanda foram significativamente reduzidos em comparacdo aos grupos controle
(p<0,001). Portanto, a formulacdo tdpica de dleo essencial de lavanda nas concentracdes de 15
e 30% foram eficazes em reduzir o estresse mental de cdes em situacdo de consulta veterinaria.
Além de eficaz, ndo demonstrou sinais clinicos de toxicidade, tanto topicos quanto sistémicos,
ao ser administrada na face interna das orelhas dos animais.

Palavras-chave: comportamento canino; consulta veterinaria; Oleos essenciais; bem-estar

animal.



ABSTRACT

FERNANDES, Anna Julia Bessa. Effect of Lavender essential oil (Lavandula angustifolia)
on the wellfare of dogs during clinical examination. 2024. 96f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Currently, the dog is often seen as part of the family and, for this reason, care for its health and
well-being is increasingly sought after by those responsible for it. However, trips to the
veterinary office can be stressful and cause trauma to animals, which can cause their guardians
to end up neglecting the need for care and harming their dog's health. There are formulations
available on the market that are intended to calm dogs at different times, but they must be
accessible, safe and proven to be effective. Therefore, the objective of this work was to obtain
information about the behavior of dogs in the context of veterinary consultation based on the
conception of their owners through an online questionnaire and to evaluate the effect of a
formulation based on Lavandula angustifolia essential oil at concentrations of 15 and 30% in
the behavior of dogs submitted to clinical examination. The methodology adopted for this work
included the development of an online questionnaire using “Google Forms”, in which dog
owners answered questions ranging from the animals’ profile to their behavior displayed when
they were in the waiting room. , veterinary office and when handled by veterinarians and, the
development and physicochemical characterization of the formulation with the two
concentrations, as well as the behavioral evaluation of the dogs when they were in the kennel,
in the waiting room and on the procedure table during the examination clinical, and clinical
assessment, evaluating parameters such as heart and respiratory rates, body temperature, with
saliva collection to measure salivary cortisol and blood collection. Through the online
questionnaire, it was obtained that the majority of dogs are considered as children in relation to
the bond with the guardian/family group and more than half of the respondents reported the
perception that their dogs exhibited behaviors characteristic of stress, anxiety and fear in the
context of veterinary consultation. In the clinical trial, it was possible to observe that vital
parameters such as heart rate, respiratory rate and temperature of the dogs were lower in both
treated groups, as well as salivary cortisol levels, but it was not possible to obtain a significant
difference (p>0.05). However, the behavioral scores of animals treated with the lavender
essential oil-based formulation were significantly reduced compared to control groups
(p<0.001). Therefore, the topical formulation of lavender essential oil at concentrations of 15
and 30% were effective in reducing the mental stress of dogs undergoing veterinary
consultation. In addition to being effective, it did not demonstrate clinical signs of toxicity,
either topical or systemic, when administered to the inner surface of the animals' ears.

Keywords: dog behavior; veterinary appointment; essential oils; animal welfare.
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1 INTRODUCAO

Se, atualmente, os cdes sdo importantes componentes de grupos familiares, sendo
considerados at¢ mesmo como “filhos” de seres humanos, ¢ devido ao processo de
domesticacgdo de seus ancestrais ha milhares de anos, no qual coabitavam para que um pudesse
ter auxilio na caga e protecdo, enquanto o outro abrigo e alimento. Com essa relagdo proxima,
a preocupagdo com a saude fisica e mental dos cées passou a ocupar a rotina das familias e,
assim, o medico veterinario se tornou o protagonista desta relacdo com o juramento de cuidar
da salde dos animais em quaisquer contextos, sendo o profissional capaz de orientar e

acompanhar as familias para que tenham a relacédo interespecifica mais harmoniosa possivel.

Para que o alto grau de bem-estar dos cées seja garantido, um dos fatores a serem
cumpridos € a visitagdo ao consultorio veterinario periodicamente a fim de certificar sua saude.
Entretanto, essa visitacdo pode ser dificultada pelo proprio comportamento do animal a ser
examinado a partir do momento em que manifesta sinais de medo e ansiedade junto ao fato de
seus tutores ndo procurarem auxilio para a reducdo desse quadra, mas sim o afastamento da

situacdo desencadeadora, que é a consulta veterinéria.

Diversos fatores do contexto da consulta veterinaria, como por exemplo, sala de espera
com outros animais de mesma ou de diferentes espécies, sons e barulhos de equipamentos,
cheiros diferentes e até mesmo a postura das pessoas que ali estdo podem compor um ambiente

que desperte ansiedade e medo nos cées.

Os cées, quando se sentem inseguros, podem reagir com comportamentos que tornem o
exame clinico mais dificil de ser realizado, além de ter seus pardmetros vitais, como por
exemplo, frequéncia cardiaca, alterados devido ao estresse do animal e resposta do seu
organismo ao mecanismo de “luta ou fuga” que ali foi despertado. Além do exame clinico
dificultado por essas alteracdes comportamentais e fisiologicas, tem-se uma menor precisao no
diagndstico e tratamento de doencas até mesmo por alteracGes laboratoriais passiveis de
ocorréncia em amostras coletadas dos animais sob estresse para exames hematoldgicos, por
exemplo. Além disso, os efeitos para a salde mental dos cdes também néo sdo positivos, pois a
cada situacdo deflagradora de medo e inseguranca, O estresse aumenta assim como suas
experiéncias e memorias dessas situagdes, decorrendo em traumas e no desconforto mental cada

vez que sao repetidas.



Existem diversas técnicas para evitar que o animal ja chegue ao consultorio sob estresse,
como uma prevencdo, assim como lidar com o animal j& estressado. Entretanto, ndo séo todos
os profissionais veterinarios e tutores que possuem tal capacidade e instrugéo e, devido a isso,
na maioria das vezes, sdo aplicados manejos que acabam reforcando ainda mais a inseguranca
dos cédes ao contexto de consulta veterinaria. Quando sdo contidos com coleiras e focinheiras
tendo sua forca disputada, por exemplo, tal situacdo sendo acumulada pode deflagrar em uma

agressdo por parte do cdo em sua Ultima esperanca de fugir da situacéo e se defender.

Uma das varias estratégias possiveis de serem utilizadas para contornar o
comportamento dificultoso e de desconforto psicoldgico de cdes a consulta veterinaria é 0 uso
de aromaterapia, na qual se lanca méo de 0Oleos essenciais como o de Lavandula angustifolia.
Este oOleo, por apresentar atividades calmantes, ansioliticas e relaxantes € uma alternativa
promissora para o controle de emogdes como medo e ansiedade em cées submetidos ao exame
clinico, promovendo conforto psicoldgico e precisdo do exame clinico junto a resultados mais

confiaveis, melhorando seu grau de bem-estar.

A administracdo de 6leos essenciais por via inalatdria é relatada em humanos, assim
como em animais como ratos, camundongos, cavalos e cées, principalmente com o uso de
Lavanda em difusores de ambiente, existindo produtos comerciais com este fim. J& a via de
administragdo topica do dleo essencial de L. angustifolia é relatada em humanos de forma

consideravel, mas ainda pouco em animais, principalmente cdes.

Os estudos existentes quanto a seguranca clinica do uso topico do 6leo essencial de
lavanda em animais ndo sdo recentes e sdo escassos, demonstrando a necessidade de tal
pesquisa. Necessaria também pelo fato da maior procura por 6leos essenciais terapéuticos na
modernidade, do uso indiscriminado e desorientado destes por seres humanos e para seus
animais, assim como a falta de fiscalizagdo e normatizagdo da producdo e comércio destes
produtos, os quais sdo isentos de registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(ANVISA) ou no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Para que os beneficios de diagnostico, cura e prevencdo de doencas oferecidos pelo
exame clinico veterinario sejam mantidos, é fundamental que haja uma estratégia de obtencéo

do equilibrio emocional e prevencao de traumas psicologicos nos animais nessa ocasiao.

Os objetivos deste estudo foram:



1. Avaliar a percep¢do dos tutores quanto ao comportamento dos cdes sob sua
responsabilidade em contexto de consulta veterinaria;

2. Caracterizar um produto topico a base de 6leo essencial de L. angustifolia e
avaliar sua influéncia no comportamento, submetidos ao exame clinico

veterinario.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Relagéo entre seres humanos e caes

H& mais de 100.000 anos, comegou-se a coevolugdo entre seres humanos e caes, quando
0s ancestrais do homem passaram a abrigar filhotes de lobos que rondavam seus acampamentos
com o intuito do animal ajudar na caca e protecéo em troca de comida e abrigo (Beaver, 2001).
Ou seja, pode-se dizer que a coevolucdo configura uma relacdo mutualista, na qual tanto o
homem como a espécie domesticada se beneficiam ao viverem em grupo e, assim, com maior
resisténcia a extingdo e auxilio na sobrevivéncia (Heffner, 1999).

Ha algumas décadas os animais de estimacdo criados em centros urbanos passaram a
ser considerados membros do ndcleo familiar e cumprem o papel de conforto e companhia
(Cohen, 2002).

De acordo com o ualtimo indice divulgado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2019), a populacédo de domicilios que possuiam cdes era de 33 milhdes em
2019, tal dado sem considerar a quantidade de cdes por domicilio e abrigos de cées ou até
mesmo animais que viviam em situacdo de rua. Com a tendéncia de crescimento apontada no
estudo, em 10 anos, o numero de cdes seria de 70,9 milhdes. Com essa expectativa de
crescimento na populacdo de animais de companhia, o Sindicato Nacional da Industria de
Produtos para Saude Animal (SINDAN) relata que diversos setores devem ser impactados,
principalmente no que diz respeito a higiene e salide desses animais. Junto a valorizagdo cada
vez maior dos animais de estimacdo e seu bem-estar, a participacdo desse segmento na
composicdo do mercado de saude animal no Brasil cresce ano a ano, chegando em 2021 ao
maior patamar desde 2013, com 25% do total (SINDAN, 2021).

Segundo a Comisséo de Animais de Companhia (COMAC) do SINDAN, durante a
pandemia, 82% dos canais de informacdes procurados por tutores de animais de companhia
foram os Médicos Veterinarios, assim como, no mesmo periodo, 79% dos responsaveis

procuraram dados sobre contagio e transmissibilidade de COVID-19 em pets, 66% leram sobre



salde dos pets ou medicamentos na internet e 66% assistiram videos/lives sobre satde e bem-
estar de seus animais (COMAC-SINDAN, 2022).

Com essa proximidade, os cuidados e zelo sdo proporcionais e, cabe ao médico
veterinario, o papel de contribuir para a melhora dessa interacéo e, a partir disso, promover o
bem-estar de ambos (humanos e animais) através da convivéncia harmoniosa e da satisfacéo
das necessidades espécie-especificas. O profissional deve estar apto a compreender as
diferencas e ajudar as pessoas a serem 0s melhores guardifes possiveis, com o objetivo de que
sejam feitas a prevencdo e cura de doencas, sabendo que € devido a esse vinculo que as pessoas

trazem seus animais aos consultdrios veterinarios (Catanzaro, 2002).

2.2 Indicadores de Estresse Canino ao Exame Clinico

O meédico veterinario é capaz, com primor, de fazer o que for necessario quando o
animal estd na mesa para exames. Mas fatores comportamentais devem ser levados em
consideracdo nesse momento, como o transporte desse animal, 0 momento na sala de espera e
sua experiéncia anterior com tudo que esta presente no ambiente. E conhecido na literatura
Como 0 estresse e, consequentemente, o cortisol podem interferir em diversos parametros. Sem
levar em conta o estado emocional do animal, alguns diagndésticos podem ser imprecisos, assim
como a dificuldade aumentada de se fazer o exame clinico em animais estressados (De Assis,
2018).

Segundo Ddéring et al. (2009) e Mariti et al. (2016), a exposicao a experiéncias negativas
parece ser um fator que influencia a demonstragdo de comportamento de medo. Apesar disso,
mesmo na auséncia de experiéncias anteriores, a maior parte dos caes que visitam o consultorio
médico veterinario exibem comportamentos relacionados com medo, sendo esse 0 motivo para
alguns casos de agressividade.

No ato da consulta veterindria, ha véarias acbes que podem influenciar o comportamento
do cdo, como por exemplo, exposi¢do a outros animais e pessoas desconhecidas (Mills, 2012 e
Overall, 2013), odores (por exemplo, desinfetantes e feromonios de alarme de outros animais),
ruidos (latidos de cdes, tosquiadeiras, alarmes, etc.), superficies lisas ou escorregadias como
revestimentos de piso liso ou mesas de exame de metal (Overall, 2013).

Uma simples consulta de rotina pode ser aprendida como uma experiéncia negativa,
com muitos cdes exibindo comportamentos associados ao medo quando dentro de um
consultério. Cada experiéncia negativa tem um efeito cumulativo e as visitas subsequentes

tendem a ser mais dificeis e inquietantes (Doring et al., 2009).



Nos Ultimos anos, muitos donos de cées consultaram veterinarios ou outros profissionais
especializados em comportamento animal sobre comportamentos problematicos (Yamada et
al., 2019), sendo estes uns dos principais motivos para o seu abandono pelo proprietario (46,8%
dos casos nos Estados Unidos) e eutanasia (Salman et al., 1998; Khoshnegah; Azizzadeh;
Gharaie, 2011). Em Taiwan, dentre os fatores pds-aquisicdo, aqueles com maior associacao ao
abandono também foram os problemas comportamentais dos animais (Weng et al., 2006). Nos
EUA, cerca de 20 milhdes de animais de estimacéo, a cada ano, sdo abandonados em abrigos
e, pelo menos a metade deles sofre eutanasia (Faraco; Lantzman, 2013). Segundo Soares et al.,
em 2010 ainda ndo haviam realizado estudos sobre a casuistica dos problemas de
comportamento dos cdes domésticos, mas, recentemente, estudos estdo sendo realizados nesse
tema como o de Savalli et al. (2021), o qual investigou associagdes entre problemas
comportamentais em cées brasileiros e as caracteristicas demograficas dos cées e de seus donos,
bem como a qualidade do relacionamento dono-céo, assim como Melo et al. (2024), o qual
investigou fatores sociodemograficos e comportamentais possivelmente relacionados as
alteracdes comportamentais em cées de estimacéo no Brasil, durante a pandemia de Covid-19.

Ha evidéncia de que 5,5% dos cdes com comportamentos indesejaveis sdo ou foram
eutanasiados (Lund et al., 1996). Um estudo de cdes apresentados em clinicas veterinarias no
Sudeste da Inglaterra relatou que uma das mais comuns causas de morte entre cdes com menos
de trés anos de idade foram anomalias comportamentais (14,7%), como por exemplo, agresséo,
conflito social, ansioso/nervoso, contencdo necessaria para exame veterinario, destrutivo,
vocalizacdo excessiva e eliminagdo inadequada, além de que a prevaléncia é de 33,7% sendo
superior a prevaléncia relatada em um estudo comparavel anterior, o qual era de 27,4% (O'Neill
etal., 2013; Boyd et al., 2018).

Os médicos veterinarios, independentemente da area que exercam, mas especialmente
o clinico de pequenos animais, pelo seu contato primério e intenso com a populacdo, deve ser
0 protagonista na reversao dessa tendéncia (Landsberg et al, 2003), sendo seu aconselhamento
comportamental determinante para a promoc¢do de uma convivéncia saudavel e menos
conflituosa (Gazzano et al., 2008).

Segundo Beaver (1999), 60% dos cées levados a uma clinica veterinaria para exame de
rotina apresentavam comportamento submisso e de medo. Os mesmos comportamentos foram
observados por Stanford, em 1981, notando que cerca de 70% dos cées estavam “relutantes”

em entrar em um consultério veterinario. A relutancia foi evidenciada em um estudo realizado



por Déring et al. (2009), o qual demonstrou que 36,3% dos caes caminharam com hesitagéo ou
se esconderam atrés do tutor ao adentrar em um consultorio veterinario.

Ja no consultorio clinico, mais da metade dos cédes apresentam taquipneia (56,3%,
76/135). Outros padr@es comportamentais possivelmente indicativos de estresse ou situacao de
conflito do cdo incluiam tremer, lamber a boca, choramingar e bocejar. Na mesa de exame, a
maioria dos animais exibiu tremores (61,5%, 83/135 cdes), comportamento de evitagdo e
postura agachada (77,8%, 105 cées), e tinham a cauda abaixada ou enfiada entre as patas
traseiras (75,6%, 102 cdes). Assim, 106 caes (78,5%; n = 135) estavam com sinais de medo, ao
preencherem no minimo trés dos requisitos para serem considerados “medrosos” e 24 cées
(17,8%) estavam “relaxados”, sendo considerado da mesma forma (Doéring et al., 2009).

Handelman (2012), observa que, em individuos extremamente medrosos, as orelhas
podem ser pressionadas tdo para tras na cabeca que desaparecem. Ao contrario, as orelhas
voltadas para a frente estdo associadas a intencdes de interesse, atencdo e aproximacao (Hecht;
Horowitz, 2015), enquanto a posicéo lateral indica um estado interno conflitante.

Outra expressdo comportamental observada € a posicdo da cauda, em que quando
erguida é relacionada ao ato de comunicar confianga, excitacdo ou a vontade do cdo de abordar
positivamente outro individuo, por exemplo cumprimentando e brincando (Hecht; Horowitz,
2015; Bradshaw; Rooney, 2017).

Quando a cauda é mantida rigida, expressa uma ameaca ou a ansiedade do individuo, ja
uma cauda baixa ou dobrada entre os membros sinaliza medo, ansiedade ou apaziguamento,
pois contribui para diminuir o tamanho do corpo do individuo (Handelman, 2012; Hecht;
Horowitz, 2015; Bradshaw; Rooney, 2017). Quando abanadas frouxamente de um lado para o
outro, servem para comunicar amizade ou sua excitabilidade (Handelman, 2012).

Os olhos caninos também podem ser relacionados aos estados emocionais dos cées.
Podem ser “suaves”, abertos com a musculatura descontraida, em contextos relaxantes e nao
ameacadores ou podem ser “duros” quando parcialmente abertos e com sobrancelha franzida,
expressando um alto nivel de tensdo. Quando os cées abrem bem os olhos, expondo o branco
dos olhos, nomeadamente a esclera (“olhos de baleia”), sdo em situagdes agonisticas e
estressantes (Handelman, 2012).

As expressdes faciais relacionadas a boca variam de acordo com sua posicao (aberta ou
fechada) e com o formato das comissuras labiais, que transmitem informacdes importantes
sobre as inten¢des do individuo. A comissura labial da boca é puxada para frente (“labios

curtos”) em exibigdes agonisticas e o grau de abertura da boca relacionado aumenta de acordo
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com a intensidade da ameaca (Handelman, 2012). Quando contrario, 0s cées puxam para tras
suas comissuras labiais (“labios longos”) para comunicar o estresse (Handelman, 2012; Hecht;
Horowitz, 2015), cuja intensidade aumenta se as comissuras sdo puxadas mais para tras e
formam uma forma de “C” (Handelman, 2012). Junto a esta configuracdo da boca, o ato de
lamber os labios (“lip-licking”) pode ser para comunicar suas intengdes de apaziguamento
(Beerda et al., 1997; Handelman, 2012).

Além das expressdes faciais e corporais, a vocalizagcdo também € um importante fator
no contexto de avaliacdo de um animal em estado de estresse. Semelhante aos latidos, 0s
rosnados também transmitem informagdes significativas aos caes (Taylor et al., 2009; Farago
et al., 2010a; Faragé et al., 2010b). Segundo Yeon (2007) e Handelman (2012), essas
vocalizagbes de banda larga de baixa frequéncia, como os rosnados, sdo produzidas
principalmente durante interagdes agonisticas como um sinal de alerta ou ameaca ou durante
interacdes de brincadeira, devendo ser avaliada em associacdo com 0s outros sinais corporais
de comunicagdo canina.

Essa comunicacdo acustica canina inclui ganidos, que sdo indicadores de excitagdo
estressante, mas também comportamentos de saudacdo e busca de atencdo, semelhante a
ansiedade; os uivos, que mantém a coesdo do grupo; gemidos e ganidos, como sinais de
angustia; e grunhidos, considerados sinais de prazer (Yeon, 2007).

Ha comportamentos ditos como fora do contexto, 0s quais sdo comportamentos
caracteristicos da espécie, mas ndo pertencentes ao momento em que o animal os exibe, como
por exemplo, a lambedura excessiva de partes do corpo. No entanto, alguns autores também
atribuem esse comportamento, lambedura excessiva no contexto de autolimpeza, ao transtorno
obsessivo-compulsivo (Landsberg et al., 2003; Luescher, 2003; Tynes, 2008), ou seja, um
comportamento normal realizado de forma inadequada, excessiva ou fora de contexto. Segundo
alguns especialistas em comportamento animal, esse ato repetitivo, exagerado e sustentado é
provocado por conflito, estresse e ansiedade, podendo ser generalizado fora desse contexto e
interferir nas atividades diarias (Luescher, 2003; Tynes, 2008).

Além da lambedura, ha bocejo. Alguns pesquisadores demonstraram que essa resposta
comportamental, foi acompanhada por aumento da frequéncia cardiaca e dos niveis de
horménio do estresse. Este comportamento como “se sacudir”, cheirar o ambiente, lamber os
labios ou se cocar, sdo comportamentos considerados de deslocamento como forma de se

confortar com o0 ambiente e a situacdo que estdo submetidos sob estresse. Ao notar o conjunto
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de dois ou mais destes atos, é possivel deduzir que o cdo, provavelmente, estd em desconforto
e, que os bocejos, sdo devido ao estresse e ndo ao cansacgo ou tédio (Beerda et al., 1997).

Além dos parametros comportamentais indicativos de estresse, ha alteracOes
fisioldgicas e enddcrinas possiveis de comprovar o baixo grau de bem-estar dos animais.
Quando o agente estressor aparece de forma imprevisivel, ou seja, de forma aguda, a resposta
dada é comandada pelo eixo Simpatico Adreno Medular (SAM) que gera uma reagdo rapida no
organismo, conhecida como reagdo de “luta ou fuga”.

Ocorre, entdo, a ativacdo do Sistema Nervoso Simpatico (SNS) que estimula a liberacao
de catecolaminas (epinefrina e norepinefrina), causando efeitos no organismo como midriase,
vasoconstricdo cutanea, estado de alerta, aumento da frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria, da glicose plasmatica e dos &cidos graxos, alteragdes de pressdo arterial,
temperatura, a incidéncia de doencas e do comprometimento imunoldgico, através da
investigacao do histérico clinico e exames laboratoriais (Bodnariu, 2008; Hekman et al., 2014).

O conjunto dessas respostas tem efeitos imediatos no aumento da prontidédo e atividade
do animal, a liberacao destes hormdnios ocorre rapidamente ap0s a deteccdo de um estressor.

Ja o eixo Hipotalamo Pituitaria Adrenal (HPA) age quando o organismo permanece em
estresse por periodo maior, nesse caso a reacao se inicia no hipotalamo com a liberacdo de
Hormonio Liberador de Corticotrofina (CRH) e Arginina Vasopressiva. Estes estimulam a
liberacdo de glicocorticoides através das glandulas adrenais (Hekman et al., 2014). Em
contraste com a epinefrina e norepinefrina, os glicocorticoides sdo mais lentos nos seus efeitos,
as concentragdes ndo conseguem ser detectadas em menos de 3-5 minutos (Romero; Butler,
2007). Essa caracteristica faz com que glicocorticoides sejam comumente utilizados em estudos
de estresse ja que seus efeitos sdo mais duradouros e potencialmente mais danosos a longo
prazo (Vasconcellos, 2016).

E possivel de mensurar o estresse a partir das alteracdes fisioldgicas pela quantificacéo
dos hormonios envolvidos nos eixos SAM ou HPA e o método comumente escolhido é a
medicéo do cortisol. O cortisol € um dos glicocorticoides liberado pelas glandulas adrenais, que
ao se deparar com o0 agente estressor se espalha na corrente sanguinea em niveis muitas vezes
maiores que o normal (Hekman et al., 2014).

A mensuracdo do cortisol pode acontecer no sangue €, na saliva, € o método mais
recomendado para avaliacdo das respostas fisiologicas. Quando essa mensuracdo € feita atraves
do sangue € necessario a coleta, que além de ser um procedimento invasivo que demanda de

técnica para a coleta e armazenagem, gera estresse nos animais, podendo alterar os resultados.



Ja aavaliagdo na saliva é pouco invasiva e bem tolerada por cdes, tendo resultados semelhantes
aos do plasma sanguineo (Rocha, 2015).

Dentro da estrutura do condicionamento classico, experiéncias desagradaveis (por
exemplo, tratamentos dolorosos) podem ser associadas a objetos, pessoas ou situacfes (por
exemplo, uma mesa de exame, veterinario, salas de préatica etc.), para que estes venham a
desencadear o proprio medo (O'Farrell, 1987; Liebermann, 2000; Lindsay, 2000; Kénig, 2002).

E por isso, importante que, nestas fases, 0 médico veterinario seja capaz de detectar os
sinais de medo, alertar o responsavel e fazer uma tentativa de dessensibilizacdo e contra
condicionamento de forma a evitar problemas e dificuldades em futuras consultas (Guimaraes,
2013), como por exemplo, a adesdo ao tratamento constituido pelo profissional, a correta
execucdo do exame clinico e, consequentemente, o almejado sucesso da terapia com a cura

clinica animal.

2.3 Terapias Comportamentais para Cées

Ao perceberem comportamentos tratados como medo, ansiedade, apatia e anglstia em
cdes nos momentos antes, durante e ap6s a visita ao consultorio veterinério, os tutores seguem
em busca de terapias que possam reduzir esse quadro de estresse e tornar um momento mais
harmonico. Com isso, faz-se uso desde medicamentos sintéticos com poder sedativo, calmante
e ansiolitico (Rossi, 2016) até terapias alternativas como a aromaterapia, que € definida como
0 uso de 6leos essenciais (OE) no tratamento de doencas fisicas e psicoldgicas do organismo
(Segen, 1998).

As terapias de medicina alternativa, incluindo produtos herbaceos naturais ou derivados
de plantas para cuidados com a satde animal ganharam destaque (Genovese, 2012).

O desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas de origens naturais, a partir, dos
isolados de OE para o tratamento e profilaxia de enfermidades que acometem cées e gatos, €
uma alternativa em potencial em relacdo aos produtos sintéticos existentes no mercado. Como
as expectativas do segmento pet no mercado brasileiro continuam tendo um crescimento acima
da media mundial, propicia 0 aumento das exigéncias de inovac¢des de medicamentos e produtos
veterinarios, e consequentemente, oportuniza a necessidade e espaco no mercado para novas
propostas de formulagdes (COMAC-SINDAN, 2022).

2.4 Oleos Essenciais



Os OE séo definidos, segundo a norma 9235 da International Organization for
Standardization (ISO), como “...produtos obtidos de matérias-primas naturais de origem
vegetal, por destilacdo a vapor, por processos mecanicos a partir do epicarpo de frutos citricos,
ou por destilacdo a seco, apds a separacdo da fase aquosa - se houver - por processos fisicos”.

A ISO possui, atualmente, 143 normas publicadas referentes a OE, além de oito em
desenvolvimento. Esses documentos contém as especificagBes técnicas para a maioria dos OE
com importancia comercial, bem como seus métodos de analise e aspectos de rotulagem (I1SO,
2022).

A normatizagédo objetiva fazer com que se tenha um padrdo, ao usar um nome ou
termo normatizado, estejam, todos, referindo-se a um mesmo produto, evitando equivocos entre
as partes. Obviamente, ha variacGes na composi¢éo ao tratar-se de um produto natural, sujeito
as respostas do metabolismo secundario da planta (Figueiredo et al., 2008), entretanto, essas
variagOes devem estar dentro de faixas de tolerancia também normatizadas e reguladas. Assim,
segundo a I1SO 3515/2002, para fins de comércio internacional, um OE sé pode ser rotulado
como “bleo essencial de lavanda” (essential oil of lavender), por exemplo, se for obtido por
destilacdo a vapor de flores recentemente colhidas da espécie Lavandula angustifolia Mill.

Na Europa, os OEs sdo autorizados em ragdes animais pela Diretiva do Conselho
70/524/EEC Cap. I, que se refere a substancias aromaticas e apetentes. Nos Estados Unidos —
a Food and Drug Administration (FDA) reconhece o grupo dos OE como substancias seguras
para 0 uso na alimentacdo de animais e humanos, dentre os 172 6leos essenciais reconhecidos
estdo os de Alfafa, Manjericdo, Citronela, Geranio, Lavanda, Alfazema, Melissa e Rosa
absoluta (FDA. 21CFR182.20).

No Brasil, a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) editou normas para
OEs desde a década de 1970. Entretanto, todas foram canceladas entre 2010 e 2011 e, no
presente, ndo ha normas nacionais vigentes para OEs (Bizzo; Rezende, 2022).

Oleos produzidos no pais em pequena escala, a partir de espécies nativas ou mesmo
exoticas, ndo possuem especificacdes pré-definidas. Somando-se a isso a variedade na
composicdo dos metabdlitos secundarios de plantas em fungdo de sua heranga genética e das
condi¢bes do ambiente nas quais sdo cultivadas (Figueiredo et al., 2008), ndo € raro encontrar
OEs, supostamente da mesma espécie, de duas ou mais procedéncias com composicoes
qualitativa e quantitativamente diferentes (Da Silva et al., 2016). Tal falta de padronizacéao se
torna uma questdo importante para os produtores e as industrias interessadas no seu emprego
(Bizzo; Rezende, 2022).
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Os fitoterapicos (OEs incluidos), no Brasil, sdo considerados como medicamentos.
Portanto, para fins medicinais, OEs devem seguir as avaliacdes de seguranca e eficacia previstas
na RDC 26/2014 e em outras normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(ANVISA, 2014a). Para o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), 0s
6leos essenciais sdo considerados aditivos sensoriais e isentos de registro (Brasil, 2010)

Segundo Carvalho et al., 2018, se usados como excipientes, 0s estudos de seguranca
e eficacia deverdo ser realizados nos produtos finais (medicamento ou cosmeético), também
seguindo regulamento especifico através da RDC 69/2014 (ANVISA, 2014b).

No inicio do século XX, o quimico francés René-Maurice Gattefossé, com base em
sua experiéncia pessoal e estudos dos OEs publicou o livro intitulado "Aromatherapy: Les
Huilles Essentielles Hormones Végétales”, onde relatava suas pesquisas, inaugurando assim, o
termo “aromaterapia” (Lawless, 1995).

A aromaterapia é uma pratica terapéutica que faz a utilizacdo das aces fisioldgicas,
farmacoldgicas e psicoldgicas dos OEs por meio de inalagdo, ingestdo ou aplicacdo tdpica para
a prevencao e cura de doencas e alivio de seus sintomas (Horowitz, 2011). No Brasil, ndo ha
uma regulacao para producdo, a comercializacdo e a utilizacdo terapéutica desse produto que
possa proteger o consumidor de forma mais objetiva (Silva et al., 2023).

As principais formas de administracdo dos OEs sdo a inalagdo, absorcdo cutanea
através de massagens, banhos aromaticos e até mesmo por ingestdo. O médico, ou profissional
da area da salde, especializado em aromaterapia, € o responsavel por receitar a forma de
administracdo adequada para cada tratamento, bem como a quantidade utilizada do OE (Andrei,
2005). O mesmo autor, também descreve que a principal via de administracdo utilizada é a
inalacdo, na qual o dleo volatilizado é difundido pelo sistema olfativo, que posteriormente é
transformado em estimulo elétrico, sendo transportado até o cérebro, tais estimulos atingem o
sistema limbico, responsavel pelo processamento das memorias olfativas, especificamente com
importante atuacdo no hipocampo, o qual é responsavel pela operacionalizacdo das memdrias
de curto e longo prazo, desencadeando uma sequéncia de reagdes gquimicas no organismo
capazes de reestabelecer o equilibrio, reduzindo os sintomas e tratando as doengas psiquicas.

Dias, 2013, menciona a aplicacdo topica, que geralmente é associada & massagem, o
OE é diluido em 6leo carreador, e é absorvido pelos poros até atingir a corrente sanguinea.
Também relata que os OEs sdo agressivos para a mucosa gastrica, devido a isso, a ingestdo é

mais restrita, sendo geralmente administrados em capsulas.
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Assim como em humanos, a via de administracdo mais utilizada com animais é a
inalatoria a partir do uso de difusores no ambiente, principalmente com o objetivo de obtencdo
de efeitos psicofisioldgicos. Mas também ha o uso da via topica de dleos essenciais diluidos
com a finalidade antimicrobiana, antiinflamatoria e até analgésica. Mas ainda sao escassos 0s
estudos cientificos acerca dos efeitos psicofisioldgicos da ingestdo dos OEs por animais, exceto
para os ja permitidos no Brasil, como aromatizantes naturais na alimentacdo animal como os
6leos de Acafréo e Alfada, conforme Anexo V da IN 42 de 17 de dezembro de 2010.

No Brasil, durante a pandemia de COVID-19, aumentou a procura pelos OEs como uma
solugéo natural para o controle de estresse, depressdo e ansiedade. Estima-se um crescimento

global do setor de 6leos essenciais de aproximadamente 12% até 2023 (Soares, 2021).

2.5 Oleo Essencial de Lavanda (OEL)

Quando se fala em aromaterapia para fins ansiolitico, relaxante e tranquilizante, o 6leo
essencial de lavanda (OEL) entra em cenas de diversos estudos e experimentos cientificos para
comprovar e testar seu efeito psicologico (Linck, 2010; Poutaraud et al., 2018). Dentre as
espécies mais conhecidas de Lavandula estdo L. angustifolia (também conhecida por L.
officinalis), L. latifolia, L. stoechas, L. dentata, e existe também a comercializacdo de formas
hibridas. No Brasil, a lavanda pode ser referida como alfazema (Cunha et al., 2003; Takahashi
etal., 2011; Woronuk et al., 2011).

Segundo a Farmacopeia Europeia os constituintes majoritarios do OEL séo o linalol, o
acetato de linalila, o terpine-4-ol e outros em menores concentracfes. O composto linalol possui
atividades bioldgicas comprovadas, como analgésico, ansiolitico, antidepressivo e outros
(Hoferl et al., 2006).

Os OE’s sdo capazes de atravessar membranas celulares e exibir efeitos farmacoldgicos,
tornando-os drug like e aumentando seu potencial para produtos farmacéuticos (Schuwald et
al, 2013).

Poucos estudos relacionados ao OE de L. angustifolia séo publicados no Brasil, mas em
2012 um estudo caracterizou OE extraido dessas plantas, apresentando desta forma os
compostos necessarios para 0 uso em aromaterapia (Machado et al., 2013).

L. angustifolia é a espécie mais usada em produtos aromaticos e cosméticos assim como
em trabalhos que estudam o efeito ansiolitico da lavanda (Woronuk et al., 2011). Acredita-se

que isso seja devido a composicao dessa espécie, que apresenta alta concentracédo de linalol e
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acetato de linalil e baixa concentragdo de céanfora (Takahashi et al., 2011; Woronuk et al.,
2011).

O OEL é aparentemente bem tolerado e é frequentemente aplicado topicamente ou
administrado por via oral em um formato nao diluido (Prashar et al., 2004). Em uma pesquisa
da Universidade de Coimbra, as doses que ndo causaram efeito adverso ou que causaram efeito
adverso minimo apos exposi¢do dérmica humana ao linalol foram 250 mg/kg de peso corporal
(pc)/dia e 1000 mg/kg pc /dia, respectivamente (Pereira et al., 2018).

O oleo essencial de lavanda foi concedido status Generally Recognized as Safe (GRAS)
pelo Food and Drug Administration, o que significa que é seguro quando usado para o fim a
que se destina como alimento aditivo (FDA, 2016).

Muitos OEs sdo inadequados para administracdo oral em sua forma ndo diluida por
maleficios a saude, mas o envenenamento por lavanda é incomum (Letizia et al, 2003). A
administracao oral de OE em camundongos mostrou nenhuma mortalidade em doses de 2.000
mg/kg, indicando baixa toxicidade em conformidade com a OCDE (Organisation for Economic
Co-Operation and Development) 425, 2001. No entanto, os camundongos mostraram
comportamento passivo na primeira hora do ensaio, sugerindo efeitos analgésico e sedativo,
além de que ndo foram observados sinais clinicos de toxicidade, também sem alteracGes
macroscopicas induzidas por substancias toxicas (Arantes et al., 2016).

Letizia et al, 2003, relata que para aplicacdes dérmicas, a DLso era maior que 5 g/kg,
sem sintomas sistémicos ou mortes em coelhos observadas até 14 dias.

Além dos efeitos centrais, 0 OEL parece ter efeitos periféricos que podem ser
importantes para seu mecanismo de a¢do, apresentando aumento da atividade parassimpatica
bem como diminuicdo hemodinamica de parametros em ratos, cdes e humanos (Cha et al, 2010;
Shen et al, 2005).

No Reino Unido, em 2014, um estudo resultou que os pacientes humanos tratados com
0 6leo através de massagem em uma dosagem de 4 gotas de 6leo essencial para 15 ml de 6leo
transportador, em comparagdo com um grupo controle, apresentaram um menor nivel de
ansiedade e depressdo, indicando que o OE de L. angustifolia possui atividades ansioliticas e
antidepressivas (Lemon, 2004).

O efeito ansiolitico do OEL foi observado em esquilos da Mongdlia (Bradley et al.,
2007) e em camundongos (Takahashi et al., 2011) expostos ao labirinto em cruz elevado, no
qual ocorre o evento chamado de “conflito de aproximacéo-esquiva” (approach-avoidconflict)

do animal avaliado diante de ambiente desconhecido somado a tendéncia natural de esquiva em
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relacdo as regides abertas, potencialmente perigosas, e ao teste de Geller-Seifter e de Vogel,
nos quais ratos com privacdo de comida e agua, respectivamente, recebem acesso, mas o
comportamento de consumi-los € punido(Umezu et al., 2006). Estes dois ultimos testes sdo
reconhecidos pelas suas baixas incidéncias de falsos positivos, mas sdo incapazes de detectar a
acdo ansiolitica de medicamentos ansioliticos mais recentes como no caso dos inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (Cryan; Sweeney, 2011). O teste de Geller-Seifter néo
tem sido amplamente utilizado e ndo tem sido utilizado na Gltima década, provavelmente devido
a essas desvantagens (Acikgoz et al., 2022)

Existem diversos produtos a base de OE de lavanda para humanos e animais. Na
Alemanha, um extrato de 6leo essencial padronizado de L. angustifolia para administragéo oral
foi desenvolvido e aprovado para uso em ansiedade. O produto esta disponivel em cépsulas de
gel de 80 mg de uma ou a duas administracdes ao dia e € comercializado como um suplemento
dietético de venda livre chamado Calm Aid® nos Estados Unidos. Silexan®, um medicamento
europeu a base de 6leo essencial de L. angustifolia, foi aprovado na Alemanha e em diversos
outros paises para o tratamento oral da ansiedade. Em uma dose diaria de 80mg se mostrou com
efeitos ansioliticos em casos clinicos (Kasper et al., 2010, 2015; Uehleke et al., 2012), revisdes
recentes (Muller et al., 2015; Kasper et al., 2015, 2018) e em recentes metanalises (Donelli et
al., 2019; Yap et al., 2019; Moller et al., 2019). A eficacia clinica também fora demonstrada
em pacientes alemdes com ansiedade em doses diarias de 160mg (Woelk; Schlafke, 2010;
Kasper et al., 2014). Em testes com camundongos com dose de 10mg/kg ou 30mg/kg, Silexan
teve atuacgéo perto de 5mg/kg de Lorazepam (Kumar, 2013).

No Brasil, ndo ha produtos a base de OEL por via oral para humanos ou animais. Mas
em humanos, por via topica, existem diversos produtos com o objetivo de promover acédo
antiinflamatdria, antisséptica, antioxidante, cicatrizante e relaxante, como promete o grupo de
produtos Botica Lavanda®, da marca Bio Extratus. Para cées, o Spray Antiestresse®, da marca
DNAmazon, promete sensacdo de tranquilidade e bem-estar ao ser borrifado nos pelos do
animal.

Mas a via de administracdo mais comum € a inalatéria, na qual a maior parte dos
produtos de uso humano tem registro da ANVISA, como alguns OEs de lavanda puros, mas 0s
produtos destinados aos animais sdo isentos de registro pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento, como por exemplo o produto Spray Stress Away®, da marca Soft Care, que
promete bem-estar e conforto ao ser borrifado no ambiente, assim como o Kit Relaxante®, da

marca Animal Flower.
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Segundo o Safety data sheet (Regulation (EC) No. 1907/2006 (REACH)), revisado em
2021, ao se tratar da toxicidade do OE de lavanda em relac&o a sua ingestdo oral, tem-se o valor
de DLso do seu maior componente (Linalool) de 2.790 mg/kg em ratos e, em relacéo a absorcao
topica o valor de 5.610 mg/kg em coelhos. O mesmo documento orienta que o OEL néo deve
ser considerado como cancerigeno e tdxico para o sistema reprodutivo. No entanto, ha algumas
evidéncias de efeitos adversos apds o uso de lavanda, como reagdes alérgicas ou dermatite
cutanea (Koulivand et al., 2013).

Um estudo em animais relatou que o OEL oral teve alguns efeitos toxicos em doses de
até 1,5 g/kg (Lucas et al., 2015). Para feridas, abscessos e queimaduras, 0s 6leos de lavanda sdo
usados por aplicacdo tdpica. Erupcbes cutaneas podem ser tratadas com Oleos de tea tree,
lavanda e camomila (Buchbauer; Baser, 2020). Segundo Komiya et al., 2009, a avaliacdo de
caes quanto a sensibilidade ao 6leo de lavanda aplicado no abdémen nédo revelou sinais de
irritacdo, além disso, aplicacGes sucessivas de 6leo de lavanda no pavilhdo interno de cada
orelha, neste estudo, ndo resultaram em lesdes dermatoldgicas graves, ao uso de uma
concentracdo de 4% e sem resultar em irritacao da pele.

A falta de normas nacionais vigentes associada a escassez de estudos cientificos sobre
a seguranga do uso de OEs para humanos e animais contribuem para o uso indiscriminado e

inconsciente de tais produtos, podendo decorrer em prejuizos a salde coletiva.

3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado em duas partes: sendo uma a analise de um questionario
online, com a aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa sob 0 n° 61584022.4.0000.9047 e a
segunda um ensaio clinico, também com aprovagdo do Comité de Etica ao Uso de Animais da
UFRRJ sob no n® 6326160623, ambas com o objetivo de obter informagdes sobre o

comportamento de cdes no momento da consulta clinica veterinaria.

O questionério foi elaborado através da ferramenta “Google Formularios” com questdes
sobre o perfil dos cées e dos tutores e 0 comportamento deles no contexto de consulta veterinaria
sob a concepcao dos seus responsaveis. Foi divulgado amplamente através das redes sociais e

as respostas obtidas quantificadas.

O ensaio clinico consistiu no desenvolvimento de uma formulacéo topica a base de 6leo

essencial de Lavandula angustifolia e a avaliacao do seu efeito no comportamento de cées, da
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raca beagle, submetidos ao exame clinico veterinario. Além de parametros vitais, foi realizada

a quantificacéo do cortisol salivar e a observacdo do comportamento dos cées.

3.1 Questionario online

Ha diversos estudos fora do Brasil que relatam o comportamento dificultoso de caes em
contexto de consulta veterinaria. Entretanto, ao se tratar sobre os dados brasileiros acerca do
tema, sdo escassos 0s estudos. Mas Faraco (2021) observa que a maioria dos cdes e gatos ja
chegam para atendimento estressados ou ansiosos devido as a¢Bes do tutor previamente a
consulta, como perseguir o0 animal e coloca-los em uma caixa de transporte que ndo estdo
acostumados.

E possivel localizar pesquisas brasileiras sobre o comportamento de cies em diversos
contextos, como por exemplo, a diferenca no comportamento de cées sob tutoria de mulheres e
de homens pela perspectiva do médico veterinario (Boere et al., 2011), também um estudo sobre
as técnicas a serem utilizadas para reducéo do estresse de cdes em atendimento clinico (Pozzatto
etal., 2022). Sao pesquisas que demonstram a importancia do comportamento canino ao exame
clinico veterinario, mas que ndo evidenciam quais sejam esses comportamentos.

Devido a essa necessidade, de obter dados referentes ao comportamento canino em
contexto de consultas veterinarias (sala de espera, mesa de procedimentos e manipulacéo
veterinaria) no Brasil, foi elaborado, através do “Google Formularios”, um questionario online,
andnimo, de abrangéncia nacional intitulado de “Comportamento de caes a consulta veterinaria
por seus responsaveis”, no qual foi esperado obter dados comportamentais e epidemioldgicos
sobre cdes que foram pelo menos uma vez ao consultério veterinario sob a visdo de seus
responsaveis. Na primeira pagina, abaixo do titulo, para informar aos respondentes, hd a
descri¢do da pesquisa, bem como o pesquisador principal, seu orientador e o local de estudo.
Ha a breve explicacdo do porqué do estudo, seu objetivo e condi¢cdes para participacao.
Também apresenta que os dados serdo utilizados apenas para fins académico-cientificos.

O questionario ¢ divido por sessoes. Antes da primeira sessdo, ha a pergunta “Vocé
autoriza o uso académico e cientifico dos dados que fornecera ao longo desse questionario?”,
assim serdo utilizadas apenas 0s preenchimentos em que o participante respondeu que “sim” a
esta.

Na primeira sessdo, contém as perguntas que se referem a informacGes sobre os cées,
como faixa etaria, porte, sexo, ambiente em que vive, se € sem raca definida (SRD), se o

responsavel realiza passeios com o animal e como esse considera o0 vinculo com o céo.
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J& na segunda sessdo, contém perguntas que se referem ao momento em que o
responsavel e o animal aguardam em sala de espera o atendimento pelo médico veterinério,
com o objetivo de caracterizar 0 comportamento nesse momento.

A terceira sessdo contém perguntas que se referem ao momento em que o responsavel e
o animal foram chamados para o atendimento pelo médico veterinario, com o animal ainda sem
estar na mesa de procedimentos, estando na mesa e ao ser tocado pelo profissional, com o
objetivo de caracterizar 0 comportamento nesses momentos.

Na ultima sessdo, ha perguntas que se referem a percepcdo do responsavel pelo céo,
Ccomo 0 sentimento que essa pessoa possui ao presenciar o comportamento do animal no
processo da consulta veterinaria, tendo a possibilidade de ndo se expor ao responder “nao sei
responder”.

E inclusa a pergunta sobre a frequéncia que essa pessoa leva seu animal ao consultério
veterinario, se ele(a) prefere que o atendimento seja em domicilio e se frequenta o consultério
menos que gostaria por questdes financeiras, esta Ultima pergunta possui a chance do
participante ndo se expor ao responder “prefiro nao responder”.

Ao final das sess@es, havia a possibilidade, ndo obrigatéria, do participante preencher
seu contato de e-mail para que receba os resultados da pesquisa apds analise dos dados.

Este questionario, aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
sob 0 n°® 61584022.4.0000.9047, teve seu link de acesso divulgado amplamente por meio das
redes sociais (Facebook, Whatsapp, Instagram, Twitter) para uma maior obtencdo de
participantes, também sendo divulgado através das plataformas de noticias e e-mails pelos
colegiados de Graduacdo, Pés-graduacdo, Departamentos, Coordenacdes de curso e Pro-reitoria
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro para acesso de um maior numero de

participantes.

3.2 Formulacéo

Trata-se de trés formulacbes liquidas de uso tépico, sendo duas compostas por éleo
essencial de L. angustifolia nas concentracfes de 15% e 30% e uma sem 6leo, compondo a
formulacéo placebo.

A selecdo de excipientes farmacotécnicos (antioxidantes, tampdes, tensoativos, etc.)
para estes ensaios ocorreu com base nos resultados da fase de pré-formulacdo conforme

metodologia desenvolvida pelo nosso grupo e esta apresentada na Tabela 1.
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Quadro 1: Composic¢do das formulagdes com o principio ativo.

Substincia Funcio 15% 30%  Placebo
Oleo essencial de Ativo 15%  30% (0%
Lavandula angustifolia

Etanol Co-solvente 10% 10% 10%
Polivinilpinolidona (PVP)  Agente filmogénico 5% 5% 5%
Acido Citrico Agente acidificante e quelante 03% 03%  0.3%
Tween 80 Tensoativo 5% 5% 3%
Butil-hidroxi-tolueno Agente antioxadante e conservante  0.5%  0.3% | 0,3%
(BHT)

Dimetilsulfoxido (DMSO)  Agente penetrante e solubilizante 2% | 2% 2%

Propilenoglicol (PP() Agente umectante e veiculo Qsp  gsp | qsp

g.3.p. (quantidade suficiente para)

Os ingredientes foram misturados a frio e homogeneizados com auxilio de vortex e

ultrassom para garantira a solubilizacdo completa dos componentes adicionados a formulagéo.

3.2.1 Caracterizacao fisico-quimica da formulagdo

As propriedades fisico-quimicas avaliadas da formulacdo ndo-aquosa foram:
caracteristicas organolépticas e pH. A variacdo de peso e o pH foram observados ao longo de
um periodo de 5 dias seguidos apds a preparacdo. A variacao de peso da solucdo envasada foi
feita com o auxilio de uma balanca calibrada (+/- 0,00029); o pH foi aferido com o auxilio de

um pHmetro.

3.2.2 Estudo de estabilidade preliminar da formulacéo

Para o estudo de estabilidade preliminar, as formulacdes foram submetidas a ensaios de
centrifugacdo, onde foram centrifugadas por 30 minutos a 705,6m/s? e 5 horas a 1132,1m/s?;
ciclo de congelamento e aquecimento e subsequentemente observadas quanto ao aspecto e
homogeneidade. O ciclo foi feito alternando a formulacdo em 24h no freezer, 24h na bancada,
24h na geladeira e 24h na incubadora shaker (CienLab®) com temperatura fixa de 40°C durante

cinco dias corridos ap0s o preparo.

3.3 Ensaio clinico
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3.3.1 Local

O estudo foi realizado apos aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto de Veterinaria (V) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ) sob o nimero 6326160623, nas dependéncias do Laboratério de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV) do Departamento de Parasitologia Animal
do IV da UFRRJ, localizada no Km 07 da BR 465, Municipio de Seropédica, Estado do Rio de
Janeiro. Foram utilizadas as instalacfes e os animais da &rea do canil do Biotério do LQEPV
devidamente registrado junto ao CONCEA/CIUCA. As instalacGes ficam localizadas no Anexo
| do Instituto de Veterinéria.

Os animais foram mantidos em canis de alvenaria com dimensdes de 2,12m de altura x
1,48m de largura x 1,80m de comprimento na area de cobertura e 2,00m na area de solario, com
muro de 0,60m e continuacdo em grade de ferro para que 0s animais se vejam e ou¢cam. Os

canis utilizados possuiam 1(uma) camera (VHL1120D Intelbras) em cada (Figura 1).

1,48m
Figura 1:Esquema representativo para visualizagdo do canil utilizado. (Em grafite escuro =

cama do cdo; Azul = pote de agua; Laranja = pote de comida; Vermelho = camera)

3.3.2 Selecéo dos cées
Para a pré-selecdo, os cdes deveriam ser da raca beagle, de pelagem tricolor ou bicolor,

estarem na faixa etaria de 6 a 18 meses, pois € a faixa em que ainda ndo ingressaram em estudos
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de pesquisa no LQEPV, portanto, ainda ndo foram manipulados em sentido de pesquisa ou
rotina clinica mais intensa, de ambos 0s sexos e com peso em 5 e 10kg.

Para o tratamento, 0s cdes possuir os mesmos critérios de inclusédo da pré-selecéo quanto
a faixa etaria e peso, mas deveriam possuir apenas a pelagem tricolor e mesma proporc¢édo de
sexo como forma de padronizar os grupos. Como critério de exclusdo dos animais pré-
selecionados para os selecionados para o tratamento, o histdrico clinico de manipulacéo intensa
pela rotina clinica devido a alguma leséo ou afeccdo anterior foi considerado.

Foram pré-selecionados, entdo, 38 cdes da raca Beagle, sendo 21 machos e 17 fémeas,
com idade entre 11 e 15 meses, de pelagem tricolor e bicolor e peso entre 5 e 10kg.

Para a avaliacdo e caracterizacdo comportamental dos animais pré-selecionados, 0s 38
caes foram individualizados nos canis que possuem camera digital (VHL1120D Intelbras) e
suas imagens foram gravadas. Para cada animal, foram registradas 9 horas de imagens em 1
dia, compreendendo o periodo das 8:00 as 17:00.

Cada dia de gravacdo de cada animal foi analisado através do aplicativo de gravagéo
ISIC Lite® pelo mesmo observador. A cada 10 minutos era anotado qual comportamento o
animal estava exibindo, caracterizando assim 1(uma) captura comportamental. Portanto, foram
obtidas 6 capturas por hora, totalizando 54 capturas de comportamento por animal por dia de
gravacao.

Os comportamentos capturados e anotados ndo foram predefinidos, sendo anotados
conforme os animais os exibiam e quantificada a sua frequéncia.

A partir da classificagdo dos comportamentos agrupados em “Agitados”, 0S
comportamentos em que os cdes mais demonstravam mobilidade corporal, “Calmos”, 0s
comportamentos em que os cdes menos demonstravam mobilidade corporal, “Neutros”, 0s
comportamentos em gue 0s cdes apresentavam a mesma proporcao de mobilidade corporal, e
“Fora do contexto”, 0S comportamentos em que eram exibidos pelos cdes sem justificativa
ambiental correspondente, foi possivel separar os 38 animais em 4 niveis de escores
comportamentais através da obtencdo da porcentagem de exibicdo desses grupos
comportamentais por animal junto ao célculo da média da amplitude dos grupos (%min e
%maéax). A média da amplitude do grupo “Agitados” foi dividida pelo nimero de escores
(quatro) e entdo os animais foram classificados nos escores conforme estavam inclusos em cada
faixa da divisdo.

Foram selecionados para o ensaio, entdo, 24 cées da raca Beagle, entre machos e fémeas,

filhotes ndo esterilizados com idade entre 14 e 18 meses no momento do experimento, todos de
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pelagem tricolor, vermifugados e vacinados com as vacinas dctupla, contra raiva e contra gripe
canina. Como critério de excluséo, foi utilizado o historico clinico do animal, ou seja, dos 38
caes, foram excluidos os que haviam sido manipulados rotineiramente pelo setor de clinica
veterinaria do LQEPV, para que a experiéncia de consulta veterinaria dos animais fosse
proporcional.

A distribuicdo dos animais seguiu em relacdo as suas porcentagens de exibicdes de
comportamentos agitados e entdo divididos nos grupos de tratamentos devendo haver
homogeneidade destas porcentagens de exibicdes de comportamentos agitados e de sexo. Foi
realizado o Teste-T, para comparar as médias dos escores comportamentais de 1 a 4 dos animais

e ndo foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos de escores estabelecidos.

3.3.3 Manejo

Os canis individuais possuiam disponiveis um comedouro e um bebedouro, nos quais
foi oferecida ragdo Three Dogs® para cées filhotes duas vezes ao dia e 4gua ad libitum, potavel
e oriunda do Grupo Aguas do Rio e AGENERSA (Agéncia Reguladora de Energia e

Saneamento do Estado do Rio de Janeiro).

Os animais foram alojados individualmente. Apesar de serem animais que vivem em
grupos, eles foram mantidos individualizados, para garantir que cada animal ndo teria seu
comportamento influenciado pela companhia de outro animal no mesmo ambiente bem como
contaminacgdo com a formulacédo, além de evitar brigas que iriam comprometer o estudo, tendo

que excluir o animal.

Para minimizar o estresse pela individualiza¢do, os canis sdo dispostos no mesmo
ambiente, de modo que eles possam ver e ouvir uns aos outros, bem como passaram por
atividades de bem-estar animal com solturas para exercicio e socializago e enriquecimento

ambiental.

3.3.4 Avaliagdo Comportamental

Para avaliagdo comportamental, foi elaborada uma ficha contendo os itens a serem
respondidos em relacéo aos parametros comportamentais (Tabela 1) selecionados e adaptados,
0s quais, segundo segundo Sheppard e Mills (2003), Schilder e Van Der Borg (2004), Véisanen
et al. (2005), Hiby et al. (2006), Horvéath et al. (2007), sdo os sinais mais frequentemente
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demonstrados por cdes em situacdo de estresse. Foi atribuida pontuacdo para cada parametro
comportamental, a fim de que sua analise seja quantitativa, realizada por meio de escores.
Cada parametro comportamental foi subdivido em quatro variacdes (escores), as quais
foram relacionadas a escores crescentes conforme mais distante ou mais proximo do significado
de comportamento relacionado ao estresse, medo ou ansiedade da seguinte forma:
e 1 foi atribuido ao animal relaxado;
e 2a0 menos relaxado;
e 3 a0 menos estressado e;
e 4 ao mais estressado. Os escores atribuidos séo defendidos pela literatura aqui
representada na revisao.
O delineamento do experimento é ilustrado na Figura 2. A avaliagdo comportamental
foi realizada em 5 momentos distintos (Figura 3), sendo esses:
e M1 (animal em seu canil, 20 minutos antes do exame clinico e apds 5 minutos
do tratamento);
e M2 (animal no chéo da sala de espera, 10 minutos antes do exame clinico e ap6s
15 minutos do tratamento);
e M3 (animal durante o exame clinico, ap6s 20 minutos do tratamento);
e M4 (animal no chdo da sala de espera, 5 minutos ap6s o exame clinico e 35
minutos ap6s o tratamento);
e M5 (animal em seu canil, 15 minutos apds exame clinico e 45 minutos apds o
tratamento).
Cada momento foi avaliado por 5 minutos, totalizando um tempo de execucdo de todo
0 procedimento de mimetizagdo da consulta veterinéria (canil, sala de espera e consultorio) de
50 minutos por animal.
Os animais foram divididos em 2 parcelas do experimento, sendo cada uma com 12 cées
e executadas em 2 dias experimentais com um intervalo de 15 dias entre cada um, nos quais 0s
caes foram do grupo controle em um dia e do grupo tratado no outro. O experimento foi
executado no formato de delineamento chamado “Fatorial 2x2 com Medidas Repetidas”, sendo
cada animal controle dele mesmo, ou seja, cada animal participou de 2 dias experimentais,
sendo um participando do grupo controle e no outro participando do grupo tratado, incluso ou

no grupo de concentracao de 15% ou de 30%.
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Tabela 1: Pardmetros comportamentais e suas variagoes.

Parimetroz . Variacoes Eacores
Ccomportamentans

Peso diztnbuido nas 4 patas (relzade) 1
Pozicio corporal geral Deitado ventralmente %
Sentado 3
Peso distribuido nas 4 patas (musculztura rigida) 4
Flelzxado 1
Treme 2
Ao zer tocado Tanta af ea 3
Paralizzda 4
Felaxadas 1
Latarziz atantas 2
Orelhas Wiradas para frente 3
Wiradas para fras 4
Eelaxada 1
Canda Abanando %
Ereta 3
Enfre as patas trazsiras 4
Belaxados 1
Olhos Eijfech.adusl 2
Fixo em alzuém ou algo 3
Eszclera aparante (“olhos de khalaia™) 4
Relaxada 1
Boca Fechads ¢ igla 2
‘Bormse’ 3
Labios levantados 4
Crrumbir 1
. _— Latir 2
Vocalizacio Rosnar 3
Cranir 4
Autclmpeza 1
Bocejar 2
Fora de contexto Lamber o focinho 3
Hiperventilar 4




5 Salade Sala de
Canil . RS drio .- - nil
: >  Espera : > Consultério <> Espera ™ Ca
| | '1 1 | |
] _ FC+FR+TPC+ i Avaliagao i Ambientacdo:
Tratamanto : Temp. Corporal : Comportamental & 5 min
| i Ambientagdo: : | (M4) |
Ambientacao: 5 min : Avaliagio : Avaliagdo
5 min : | : Comportamental ! Comportamental
| : Avaliaggo i (M3) (M5)
Avaliagao :  Comportamental ¢ | :
Comportamental -* (M2) Coleta de :
(M1) saliva :
| :
Coleta de
sangue

Figura 2: Fluxograma representativo do delineamento experimental. FC = Frequéncia
Cardiaca; FR = Frequéncia Respiratoria; TPC = Tempo de Preenchimento Capilar.

Figura 3: Momentos de avaliacdo comportamental dos cées. A e B = Diferentes angulos dos
momentos M2 e M4 de avaliagdo comportamental do céo na sala de espera do consultério, com
auxiliar veterinaria na contencao e veterinaria observadora comportamental; C = Momento M3
de avaliacdo comportamental, do cdo no momento do exame clinico veterinario, com auxiliar e
veterinaria clinica dentro do consultorio, e veterinaria observadora comportamental do lado de
fora; D = Momento M1 e M5 de avaliacdo comportamental do cdo em seu préprio canil antes
e apos exame clinico veterinario.
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3.3.5 Avaliacédo Clinica

Para mimetizacdo do contexto de consulta clinica, assim como acompanhamento do
efeito das formulagGes em questdo de eventos adversos e do seu efeito a nivel comportamental
foram mensurados os parametros fisioldgicos de frequéncia cardiaca e frequéncia respiratéria
por minuto utilizando-se um estetoscépio (Littmann Classic 111); movimentos respiratorios por
inspecdo; temperatura corporal, aferida por termémetro digital; mensuragdo do TPC (tempo de
preenchimento capilar) por palpagéo direta da mucosa gengival e coloracéo das mucosas (ocular
e gengival) por inspecdo (Feitosa, 2014). Tais parametros foram registrados na Ficha de
Avaliacédo Clinica e ocorreram todos no momento M3 de avaliacdo comportamental, quando o

animal estava em cima da mesa de procedimentos dentro do consultério veterinario (Figura 4).

3.3.5.1 Exame clinico
Os cées foram colocados em cima da mesa de procedimentos pelo auxiliar e examinados
clinicamente, com os parametros acima citados sendo aferidos pelo médico veterinario, +20

minutos apds a aplicacdo da formulacdo, seja controle ou tratado.

Figura 4: Animal no momento do exame clinico (M3 de avaliacdo comportamental), com
médica e a auxiliar veterinrias.
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3.3.5.2 Coleta de saliva

As amostras de saliva foram coletadas usando o SalivaBio Children’s Swab
(Exclusivamente da Salimetrics, State College, PA), um esfregaco sintético, especificamente
projetado para melhorar a coleta de volume. A coleta foi realizada logo apds a mensuragao de
todos os parametros do exame clinico, no momento M3 de avaliacdo comportamental (Figura
5), a fim de obter o nivel de cortisol exatamente no processo do exame clinico. O swab foi
inserido pela lateral da boca do animal, repousado entre a lingua e os dentes, durante 2 minutos
e 30 segundos para absorver o0 maximo de saliva que fosse possivel. Apdés isso, foi armazenado
em tubos tipo Falcon de 15 ml e refrigerados a 4° C por no maximo 2 horas, apos isso foram
congelados a -20° C até o0 momento da analise. Tal metodologia seguiu 0 manual de instrucdes

do préprio produto.

A
e
7

I

Figura 5: Animal com o SalivaBio Children’s Swab no interior da boca para coleta da saliva
no momento M3 de avaliagdo comportamental.

3.3.5.3 Coleta de sangue

Adicionalmente os animais foram avaliados com relacao aos parametros hematoldgicos
como hemograma completo e bioquimica sérica. A auxiliar conteve amigavelmente cada
animal para que a médica veterinaria pudesse realizar a puncéo venosa da veia cefalica (Figura
6), coletando cerca de 3 mL de sangue e preenchendo os tubos com EDTA (tampa roxa) e com
ativador de coagulo (tampa vermelha). As amostras foram refrigeradas a 4° C e processadas 4

horas ap0s a coleta pelo Setor de Analises Clinicas do LQEPV.
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I " _
Figura 6: Animal no momento do exame clinico, durante a coleta de sangue pela veia
cefalica no momento M3 de avaliagdo comportamental.

3.3.6 Cortisol Salivar

Para a dosagem de cortisol salivar, foi utilizado o Kit Salimetrics® (Item no. 1-3002,
Single 96 Well Kit).

3.3.6.1 Extracdo das amostras de saliva

As amostras, ainda armazenadas nos swabs em tubos tipo Falcon, foram descongeladas
em temperatura ambiente (20-26° C) e posteriormente centrifugadas a 1500 rpm por 15 minutos.
Os swabs foram inseridos no interior de seringas de 5mL e entdo pressionados com o émbolo
para extrair toda a saliva possivel nos tubos tipo Falcon. Os tubos contendo apenas a saliva
foram centrifugados novamente a 1500 rpm por 15 minutos e, entdo, 100 uL de saliva foram
pipetados em duas microplacas para Elisa com 96 pocos sem tratamento e estas foram
congeladas novamente.

3.3.6.2 Processamento das amostras e dosagem do cortisol salivar

As duas microplacas foram descongeladas em temperatura ambiente (20-26° C) e
centrifugadas a 1500 rpm por 15 minutos para que as amostras fossem transferidas para as
microplacas de ensaio do kit.

Os passos seguintes seguiram de acordo com o guia de execucdo do proprio Kit de

imunoensaio, sendo adaptados apenas os designs das microplacas (Figura 7).
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Placal

1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12
A 3000 5ed | 1000 Sed | 0,333 5ed | 0,110 Sed | 0037 Std | 0,012 5td | Col-L | ColH Al A2 Al Ad
B | 3000 Sed | 1000 Sed | 0333 Sed | 0111 Sed | 0037 Sed | 0.012 S¢d | Col-L | Col-H Al A2 A3 A4
C A5 Ab AT AS A9 AlD All Al2 Al Al4 AlS Als
D A5 Ab AT AS A9 AlD All Al2 Al Al4 AlS Als
E Al7 Al Alg A2D Al A22 A3 AN A5 A6 AT A28
F Al7 Al Alg A0 Al A22 A3 AM A5 A6 AT A28
G Zero Zero A29 A3D A3l A32 A33 A3 A3S A36 A37 A3E
H NSB NSB AZ9 A30 A3l A32 A33 A3 A35 A36 A37 A38

Placa 2

1 2 3 4 3 6 7 g 0 10 11 12
A
B
C
D
E| a4l A4l Ad3 AH A4S Adb A4T A48
F| a4 A42 Ad3 Ad4 A45 Ad A47 A48
G| Zero | Zero | 3000 Std | 1000 Std | 0,333 St | 0,111 Std | 0,037 St | 0,012 St | Cerl-L | CorlH | A30| A40
H MNSB NSB 3000 Sed | 1000 Sed | 0.333 Sed | 0,111 Sed | 0,037 Sed | 0,012 Std | Cirl-L | Corl-H | A3 | A40

Figura 7: Design das microplacas de imunoensaio. Std = padréo; Ctrl-L = controle inferior;
Ctrl-H = controle superior; Al — A48 = amostras de saliva de cada céo; Zero e NSB (Non-
Specific Binding) = usados como branco.

As microplacas foram preenchidas, primeiramente, com 25uL das solugfes padrdes,

controles, amostras de saliva e de diluente de ensaio nos pocos apropriados conforme o design

estabelecido. Ap0s isso, a solugdo de conjugado enzimatico foi diluida no diluente de ensaio e

essa solucdo conjugada diluida foi adicionada a cada pogo através de pipeta multicanais

(Gilson® 12 canais - 20-300uL), em um volume de 200uL (Figura 8).
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Figura 8: Solucdo conjugada diluida sendo adicionada a cada poco da microplaca de
imunoensaio.

As placas foram agitadas em um vortex a 500 rpm durante 5 minutos e incubadas a
temperatura ambiente (20-23,3° C) por 1 hora. Apos esse tempo, as placas foram vertidas para
descarte do seu contetdo e entdo foram 4 vezes lavadas com tampao de lavagem, tendo cada
pogo esguichado com 300 uL do tampéo e esse conteudo descartado. Apos cada lavagem, as
placas foram batidas ligeiramente em uma camada grossa de papel toalha, a fim de extrair o

maximo do conteutdo.

Com a mesma pipeta multicanal, o substrato foi adicionado com uma pipeta multicanais
(Eppendorf Research® 12 canais), no volume de 200 uL, em cada pogo (Figura 9), mudando a
coloracéo de rosa claro (conjugado diluido) para azul claro, e as placas agitadas em voértex a
500 rpm por 5 minutos e incubadas a temperatura ambiente, mas envolvidas em papel aluminio

para protecdo contra a luminosidade durante 25 minutos.

Para finalizar, as placas foram preenchidas com a solucao de parada da reacao, alterando
a coloracdo de azul para verde instantaneamente (Figura 10) e, em seguida, amarelo conforme
a reacdo, no volume de 50 pL, e agitadas no vortex a 500 rpm por 3 minutos. Ao final, foram

levadas ao leitor de placas a 450 nm (Figura 11).
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Figura 10: Coloracdo dos pogos mudando de azul para verde e, sem seguida, amarelo,
instantaneamente apds a solucdo de parada.
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Figura 11: Placa de imunoensaio completa e inserida no leitor de placas a 450nm.

3.3.6.3 Célculo para obtencéo das concentragdes de cortisol

O célculo para obtencdo das concentracdes de cortisol salivar de cada amostra foi
realizado conforme o manual de uso do Kit Salimetrics® (Item no. 1-3002, Single 96 Well Kit)
(Figura 12). Sendo o primeiro passo, o calculo da densidade Optica (DO) média para todos 0s
pocos duplicados.

Apds isso, o percentual de ligacao foi calculado através da divisao de cada pogo padrao,
controle e de amostra de saliva pela DO média do zero. E foi feita, entdo, a construgéo da curva

de regressao linear e obten¢do da equacdo da reta para calculo das concentragdes de cortisol nas
amostras.
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Average Cortisol
well | Standard ﬂng B B/Bo —
Al,A2 51 0.094 0.071 0.048 3.000
B1,B2 52 0.236 0.213 0.145 1.000
C1,c2 53 0.524 0.501 0.340 0.333
01,02 54 0.897 0.874 0.593 0.111
El,E2 55 1.219 1.196 0.812 0.037
F1,F2 56 1.379 1.356 0.921 0.012
1,62 Bo 1.496 1.473 M& MA
H1,H2 MNSE 0.023 MA MA MA

Figura 12: Tabela de exemplo de resultados obtidos pelos céalculos extraida do Manual do Kit
Salimetrics®.

O manual orientou que as amostras com valores de cortisol superiores a 3,0 yg/dL (82,77
nmol/L) deveriam ser diluidas com diluente de ensaio e analisadas novamente para obter
resultados precisos. Entretanto, ndo foram obtidas amostras com essa caracteristica. As
amostras com valores de cortisol abaixo do limite de leitura do equipamento foram consideradas

como ND (Nao Detectavel) e, estatisticamente, foram convertidos para o valor de 0,001.

3.4 Anélise estatistica

Para testar as diferencas entre concentracdes, levando em consideracdo as medidas
repetidas no mesmo animal (controle e tratado), foram ajustados modelos de equagdes de
estimativas generalizadas para cada variavel resposta. Estes modelos de regressdo sao
adequados a dados longitudinais, com realizacdo de medidas repetidas no mesmo individuo ao
longo do tempo, sendo bastante flexiveis quanto a distribuicdo de probabilidade da variavel
resposta (Guimarées & Hirakata, 2012).

Foi ajustado um modelo separado para cada variavel resposta mensurada, sendo que o
grupo (controle ou tratado) e a concentracdo, juntamente com a interacdo entre essas duas
variaveis, foram utilizados como preditores (variaveis independentes). Para todas as variaveis
foi utilizada uma estrutura de autocorrelagéo temporal de simetria composta. Apesar de algumas
variaveis resposta ndo apresentarem distribuicdo normal, a analise dos residuos de cada modelo
demostrou que essa distribui¢éo foi adequada.

Ap0s o ajuste do modelo, testaram-se os efeitos dos grupos, do tempo, da interacao entre

elas, de forma global (overall), e calcularam-se os valores médios e seus respectivos intervalos
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de 95% de confianca para cada concentracdo e para cada grupo. Para verificar a significancia
da diferenca entre concentragdes para cada grupo, ou da diferenca entre grupos para cada
concentracgdo, foi necessaria a aplicacdo de testes de comparagdes multiplas (pairwise). Para
estes testes aplicou-se a correcdo de Sidak.

A correlagdo entre as variaveis foi avaliada utilizando-se a correlagdo ndo paramétrica
de Spearman em funcdo de algumas relagcdes serem nao lineares. Aplicou-se uma Analise de
Componentes Principais, apos padronizacao das variaveis (transformacao escore padronizado).

Todas as analises estatisticas foram realizadas atraves do software R versdo 4.3.1 (R
Core Team, 2023).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Questionario online
Foram obtidas 227 respostas, sendo o questionario respondido para cada animal, é
possivel considerar que as respostas correspondem a 227 cdes que foram ao consultorio

veterinario pelo menos uma vez.

4.1.1 Perfil dos céaes
A partir das informacdes bésicas do questionério foi possivel tracar o perfil dos céaes

participantes da pesquisa (Tabela 2).

Obteve-se que 48% estavam na faixa etaria adulta, ou seja, de 2-6 anos e 11 meses, 40%
estavam na faixa etaria acima de 7 anos, ou seja, classificados como idoso, enquanto apenas

11% dos cées possuiam até 1 ano e 11 meses, sendo classificados como filhotes a jovens.

Quanto ao porte, 45% dos cdes eram de pequenos, ou seja, possuiam até 10kg de peso,
enquanto 33% eram de porte médio, entre 10,1 e 25kg e, 22% de grande porte, com mais de
25kg.

Dos 227 participantes, 23 (10%) relataram que seus cées apresentaram escores
comportamentais desfavoraveis ao seu bem-estar em todo o contexto de consulta veterinaria
(sala de espera, chdo do consultério, em cima da mesa de procedimentos e quando manipulados
pelo médico veterinario) e, destes, 13 estavam na faixa etéaria adulta, enquanto 7 na faixa etaria
de idosos e 3 na faixa etéria considerada de filhotes a jovens. Tal resultado é compativel com o

estudo, também através de questionario, realizado por Déring et al. (2009), no qual os cées
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jovens eram significativamente menos medrosos do que os cées de meia-idade e os cdes mais

velhos.

Em relacdo ao sexo dos animais, foi obtida uma relacdo proxima da metade, sendo 52%
fémeas. Dos 23 (10%) que relataram que seus cdes apresentaram escores comportamentais
desfavoraveis ao seu bem-estar em todo o contexto de consulta veterinaria, 15 eram fémeas.
Tal resultado esta de acordo com as observacfes de Lund et al. (1996) e Askew (1997), que
descobriram que cdes machos pareciam ter menor risco de ansiedade geral ou reacbes de

ansiedade excessiva.

Acredita-se que a castracao reduz a agressdo, a marcacao urinaria e a perambulacdo nos
machos (Hopkins, et al., 1976; Heidenberger; Unshelm, 1990; Kuhne, 2012). Porém, alguns
estudos demonstraram que a castragdo pode aumentar os niveis de ansiedade em caes e,
consequentemente, o risco de comportamento agressivo em relagdo aos humanos (Chung et al.,
2011; Puurunen et al., 2020). No questionario, ndo foi inclusa a questdo a respeito da fertilidade
dos cdes, porém, seria um dado relevante para que houvesse discussdo acerca dos caes serem
castrados ou inteiros e seu comportamento em contexto de consulta veterinaria em futuros

estudos.

Ao se tratar sobre 0 ambiente em que 0s cées viviam com seus responsaveis, apenas 7%
viviam em sitio, chacara, fazenda ou similares, enquanto 63% viviam em casa com quintal,
tornando possivel a observacédo de que o questionario alcangou uma area mais urbana do que

rural.

Em questdo da raga dos animais, foi obtido que mais da metade, 56% eram cédes com
raca definida. Neste questionario ndo foram discriminadas as racas para que 0s respondentes
pudessem responder em quais seus cdes se encaixam por causa da possibilidade do
conhecimento dessas pessoas sobre as racas poder ser questionavel. E, ao serem questionados
se realizavam passeios com seus cées, consideraveis 30,8% dos participantes responderam que
ndo saiam com os cdes, com raca definida ou ndo, para ambientes fora da residéncia com o
intuito de passear e lazer. Dos 23 (10,1%) que relataram que seus cées apresentaram escores
comportamentais desfavoraveis ao seu bem-estar em todo o contexto de consulta veterindria,
todos ndo realizavam passeios para o0 ambiente externo ao lar familiar. Tal resultado demonstra
a hipotese de que cdes que ndo realizam passeios para ambientes diferentes do lar familiar

apresentam desequilibrios comportamentais que sdo desfavoraveis ao seu bem-estar, como
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medo e ansiedade, em contexto de visita ao veterinario, por apenas permanecerem em seus lares

e ndo conhecerem ambientes novos.

Tabela 2: Dados dos cdes participantes, em nimero e porcentagem, da pesquisa conforme
respondido por seus responsaveis em relacdo a faixa etaria, porte, sexo, ambiente em que o

animal vive, raca, se 0 animal realiza passeios e o0 vinculo emocional entre o tutor e o animal.

Caracteristicas n %o
0 - 6 meses 5 2.2
7 meses - 1 ano e 11 meses 21 9.3
Faixa etdiria 2 -6 anos e 11 meses 109 48,0
7 -10 anoz e 11 mezes 53 233
11 anos ou mais 38 16,7
Pequeno (ate 10kg) 102 449
Porte Médio (10 1kg a 25kg) 74 32.6
Grande (mais de 25, 1kg) 51 225
S Fémea 119 524
exe Macho 108 476
Apartamento 59 26,0
Ambiente em gque 0 Casa sem quintal 15 6.6
animal vive Casa com gquintal 143 63,0
Sitio, chacara, fazenda ou similares 10 4.4
Ra Sem Raca Definida 99 43.6
£ Com Raca Definida 128 564
Se realiza passeios  Sim 135 683
com o animal Nio 70 30.8
Filho(a) 104 458
Vinculo Membro da familia 89 392
Animal de estimacio 34 15,0

Ao serem questionados sobre qual relagdo de vinculo consideravam ter com seus cées,
46% responderam ter uma relagéo de filho(a).

De acordo com a Comissao de Animais de Companhia, 2022, em uma pesquisa feita
com 750 brasileiros, 31% dos tutores de cédes os consideravam como filhos, seguidos de 28%
que os consideravam como membro da familia. Resultado compativel com a pesquisa aqui
realizada através do questionario online, na qual 46% dos 227 participantes responderam que
consideravam seus cdes como filhos, seguidos de 39% que os consideravam como membros da
familia. Ao comparar os dois estudos, com a diferenca de apenas 1 ano entre eles, foi possivel
observar o0 aumento da porcentagem de tutores que consideram os caes tanto como filhos quanto
como membros da familia, significando que os animais estdo cada vez mais proximos dos seres

humanos, formando lagos e compondo os grupos familiares e em pouco tempo.
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4.1.2 Parametros comportamentais dos caes

Nesta sessdo, 0s responsaveis responderam em qual escore comportamental seus caes
se encaixavam no contexto da consulta veterinaria (sala de espera, chdo do consultério, em cima
da mesa de procedimentos e ao ser manipulado pelo médico veterinario).

Foi possivel reunir cada escore comportamental em grupos, sendo um a categoria de
escores desfavoraveis ao bem-estar do animal, incluindo os escores “Ansioso”, “Tenso”,
“Congelado” e “Agressivo”, e outro a categoria de escores favoraveis, a qual incluia os escores
“Receptivo” e “Calmo”.

Alguns estudos sugerem que 0s tutores sao capazes de identificar com preciséo sinais
evidentes de estresse em um contexto de sala de espera (Mariti et al., 2015; Lind et al., 2017),
embora possam perder alguns dos sinais mais sutis de estresse (Mariti et al., 2015), sido
utilizadas como uma medida subjetiva de estresse no contexto veterinario.

Dentre todas as respostas, 59,5% dos participantes responderam que 0S caes
apresentaram comportamentos desfavoraveis ao bem-estar animal de acordo com sua
concepcao (Figura 13A), o que demonstra que a exposicao aos fatores estressores da sala de
espera veterinaria como ruidos, grande circulacdo de humanos e outros animais desconhecidos
diminui o grau de conforto do individuo. Estudos indicam que a grande maioria dos cées e gatos
apresenta sinais de medo ao visitar o veterinario (Doéring et al., 2009; Mariti et al., 2015 e 2016).

Comportamentos como arfar, lamber os labios e nariz e bocejar indicam um quadro
de ansiedade pontual (Guimarées, 2013), além de que os cdes podem reduzir os tamanhos
percebidos por outros individuos, abaixando o corpo e a cauda e achatando as orelhas para tras,
em uma postura submissa, para evitar conflitos ou durante interacGes estressantes (Handelman,
2012; Hecht; Horowitz, 2015). Ainda como uma resposta ao desconforto, alguns cées podem
reagir mantendo-se imobilizados (Lindsay, 2001). Tais defini¢des vdo de encontro aos scores
desfavoraveis “Ansioso”, “Tenso” e “Congelado”, responsaveis por 33,5%, 18,10% e 7,9%,
respectivamente, das respostas obtidas e os caracteriza como nocivos ao bem-estar animal, de
forma que interfere negativamente na satde mental do individuo, colocando-o em situacdes de
estresse.

Os scores favoraveis corresponderam a 41% das respostas, significando que 21,6%
dos animais apresentaram sinais como olhos semicerrados, abano de cauda de forma ampla e

lenta e orelhas relaxadas (Case, 2010) e 18,9% apresentaram sinais como abano de cauda e 0
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impeto de cheirar o ambiente (Stanford, 1981), correspondendo respectivamente aos scores
“Calmo” e “Receptivo”.

Um total de 55,9% dos tutores respondeu que os cdes, quando estdo no chdo do
consultdrio veterinario, permaneceram sem conforto mental com a situacéo (Figura 13B). Tal
resultado é compativel com a pesquisa de Beaver (1999), na qual 60% dos caes levados a uma
clinica veterinaria para exame de rotina apresentavam comportamento submisso e de medo. Os
mesmos comportamentos foram observados por Stanford, em 1981, notando que cerca de 70%
dos cdes estavam “relutantes” em entrar em um consultorio veterinario. A relutancia foi
evidenciada em um estudo realizado por Déring et al., em 2009, o qual demonstrou que 36,3%
dos cdes caminharam com hesitacdo ou se esconderam atras do tutor ao adentrar em um
consultdrio veterinario.

Ja no consultério clinico, mais da metade dos tutores responderam que seus cées
ofegaram (56,3%, 76/135), segundo as respostas ao questiondrio. Outros padrdes
comportamentais possivelmente indicativos de estresse ou situacdo de conflito do cdo incluiam

tremer, lamber a boca, choramingar e bocejar.

u Receptivo » Ansioso = Calmo ®Receptivo © Ansioso ¥ Calmo
A u Tenso m Congelado m Agressivo B = Tenso ® Congelado ™ Agressivo
Figura 13: Porcentagem de cdes que exibiram cada escore comportamental enquanto estavam
na sala de espera (A) e no chdo (B) do consultdrio veterinario, segundo a concepcao de seus

tutores ao responderem o questionario.

De todos os participantes, 73.6% responderam que seus cdes manifestaram os scores
comportamentais desfavoraveis (Figura 14), evidenciando que estes cdes tém seu grau de bem-
estar diminuido ao serem colocados na mesa de procedimentos durante uma consulta
veterinaria. Resultado compativel com Déring et al, 2009, ao relatar que, na mesa de exame, a
maioria dos animais exibiu tremores (61,5%, 83/135 cées), ‘comportamento de evitagdo' e
postura agachada (77,8%, 105 cées), e tinham a cauda abaixada ou enfiada entre as patas

traseiras (75,6%, 102 cées). Assim, 106 cées (78,5% de n = 135) estavam ‘com medo', ao
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preencherem no minimo 3 dos requisitos para serem considerados “medrosos” e 24 caes
(17,8%) estavam 'relaxados', sendo considerado da mesma forma. Tais scores foram descritos
na questao e defendidos na literatura.

Hendelman (2012), afirma que, em situacGes estressantes, o cachorro abre seus olhos,
exp0de a esclera branca e abaixa as orelhas, gestos que indicam aviso de uma ameaca iminente.
Bem como Stanford, 1981, ao evidenciar uma postura submissa dos cées, que incluia ter a cauda
dobrada entre as patas traseiras, levando a cabeca para baixo e evitando o contato visual.
Lindsay, 2001, acrescentou que o cdo pode reagir a um estimulo que lhe provoca medo de trés
formas: luta, fuga ou imobilizacdo. No caso de uma ameaca ligeira ou longinqua, o cdo tende a
imobilizar-se. O que vai de encontro com os escores “Tenso” e “Congelado”, responsaveis por
29% e 27%, respectivamente, das respostas e os inclui como prejudicial ao animal a medida
que afeta sua saude mental ao Ihe colocar em uma situacdo de estresse agudo, reduzindo seu
grau de bem-estar.

Apenas 25,1% dos respondentes disseram que Seus cdes apresentaram 0S Scores
comportamentais benéficos e, Stanford, 1981, também evidenciou a postura corporal dos cées
que entravam no consultorio veterinario de acordo com tais, ao abanarem a cauda e cheirarem
0 novo ambiente, acrescentou que 0s cdes cumprimentavam as pessoas e, tipicamente, se
posicionavam de modo a apresentar a regido de flanco, indo de encontro ao score “Receptivo”,
o qual foi responsavel por 11% das respostas. Ou mesmo apresentavam sinais de calma em que,

segundo Case, 2010, as orelhas ficam relaxadas ou viradas para trds, os olhos estdo
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semicerrados ¢ a cauda abana num movimento amplo e lento, compativel ao score “Calmo” e

observado em 14% das respostas.

m Receptivo
Ansioso

m Calmo

m Tenso

m Congelado

m Agressivo

Figura 14: Porcentagem de cdes que exibiram cada escore comportamental enquanto estavam
na mesa de procedimentos do consultério veterinario, segundo a concepcao de seus tutores ao
responderem o questionario.

Ao considerar o comportamento do animal quando foi tocado pelo médico veterinario
no momento do exame clinico, 59,5% dos tutores responderam que seus cdes apresentaram
escores desfavoraveis ao seu bem-estar, em sua concepcao (Figura 15), ou seja, se portaram de
modo a apresentar “Corpo tremendo”, “Pelos erigados” e “Vocalizagdo”. Enquanto 2% dos
participantes preferiram ndo responder, 38,5% responderam que 0s seus cdes se mantiveram
calmos.

E observado que a piloerecdo ao redor da regido do ombro pode sugerir que o cio esta
com medo, e os pélos levantados tanto nos ombros quanto na base da cauda podem indicar “um
estado emocional ambivalente e sentimento de conflito” (London, 2012). As observagoes
comportamentais indicativas de estresse incluem postura corporal abaixada, respiracdo
ofegante, vocalizacao, levantamento de patas, tremores corporais e comportamentos repetitivos
ou estereotipados (Beerda et al., 2000B). Tais comportamentos vdo de encontro com 0s escores
desfavoraveis da saude mental dos caes.

De acordo com as observacdes realizadas pelos tutores, quase 60% dos caes
participantes da pesquisa manifestaram comportamentos descritos como prejudiciais ao seu

bem-estar quando estavam sendo manipulados por médicos veterinarios em contexto de exame
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clinico, o que pode comprometer a qualidade do exame e, consequentemente, a precisdo no

diagndstico.

m Se mantém calmo

Treme o corpo

m Erica os pelos do corpo

m Vocaliza

m Prefiro ndo responder

Figura 15: Porcentagem de cées que exibiram cada escore comportamental enquanto foram
tocados pelo médico veterinario na consulta veterinaria.

4.1.3 Percepcao dos responsaveis
Nesta sessdo, 0s participantes foram questionados quanto a sua percepcao em relacédo
ao contexto da consulta veterinaria (Figura 16).

Apreensivo Ansioso Calmo
R 104

Envergonhado Pessimista
B0 _3% 1% 30y _2%

1309

D E F

» Nio me sinto Me sinto um pouco  ® Me sintomuito @ Nio seiresponder @ Prefiro nio responder

Figura 16: Porcentagens de participantes ao responderem qual perfil emocional se encaixava
com seu cdo em contexto de consulta veterinaria. A — Apreensivo; B — Ansioso; C — Calmo;
D — Envergonhado; E — Pessimista e F — Otimista.

Os participantes deveriam graduar em “Nao me sinto”, “Me sinto um pouco”, “Me sinto
muito” e “Nao sei responder” ou que preferiam nao responder em relacdo ao sentimento

referente ao perfil emocional que exibiam quando o cdo estava em contexto de consulta
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veterindria, sendo os sentimentos como “Apreensivo”, “Ansioso”, “Calmo”, “Envergonhado”,
“Pessimista” ¢ “Otimista”.

Em relag@o aos sentimentos considerados positivos (“Calmo” e “Otimista”), 47% e 50%
dos respondentes, respectivamente, se sentiam muito, em contrapartida, 32% néo se sentiam
desta forma.

J& sobre os sentimentos considerados negativos como “Apreensivo”, “Ansioso”,
“Envergonhado” e “Pessimista”, obteve-se que 12%, 13%, 1% e 3%, respectivamente, dos
participantes se sentiam muito, mas 39% e 41% dos respondentes se sentiam um pouco
“Apreensivos” e “Ansiosos”.

Em contrapartida, quase metade dos respondentes ndo se sentiam “Apreensivos” ou
“Ansiosos” e mais de 80% nao se sentiam “Pessimistas” ou “Envergonhados”. Portanto, em
contexto de consulta veterindria, € possivel observar que cerca de 40% dos tutores de cdes se
sentem um pouco apreensivos e ansiosos e apenas cerca de 13% se sentem um pouco
envergonhados e pessimistas, enquanto cerca de 80% deste mesmo publico se sente, seja pouco
ou muito, calmos e otimistas.

A balanca desses resultados pende para o lado dos sentimentos positivos que os tutores
de cdes exibem sobre seus animais durante consulta veterinaria, mas tal fato ndo anula a
preocupacao com o grupo, consideravel, de tutores que exibem sentimentos negativos.

Estudos indicam que a grande maioria dos cdes e gatos apresenta sinais de medo ao
visitar o veterinario (Doring et al., 2009; Mariti et al., 2015 e 2016), tornando as visitas
veterinarias estressantes também para seus donos (Volk et al., 2011). E estudos sobre satde
mental humana demonstram que cuidar de criangas com doengas mentais tem um efeito
negativo na qualidade de vida dos pais (Foldemo et al., 2005; Richardson et al., 2011;
Hoefman et al., 2014), demonstrando que, quando um membro da familia esta doente, pode
afetar todo o sistema familiar. Como muitos tutores de animais de companhia consideram
seus animais de estimacao parte da familia (Planchon et al., 2002; Arahori et al., 2017;
Cassels et al., 2017), € possivel que os tutores de animais de estimagdo com problemas
comportamentais encontrem problemas semelhantes.

Segundo Buller e Ballantyne, 2020, os responsaveis que cuidam de animais com

desequilibrios comportamentais podem ser afetados de forma semelhante as pessoas que
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cuidam de familiares humanos com doengas mentais e aos que cuidam de animais de estimacao
com doencas cronicas, e muitos podem sentir sobrecarga dos cuidadores.

Em seu estudo, Buller e Ballantyne, 2020, relatam que os tutores experimentaram
emocBes positivas e negativas ao possuirem a guarda de cdes com desequilibrios
comportamentais, mas muitas mais emocdes negativas foram expressas. As emocdes negativas
relatadas no estudo incluiram raiva, frustracdo, estresse, preocupacdo, medo e tristeza, e a
maioria dos entrevistados relatou sentir multiplas emocdes negativas. Apesar disso, eles
também relataram muitas emog¢des positivas em relagdo ao seu animal de estimacéo e ao seu
vinculo. Vérios participantes da pesquisa expressaram preocupagdes sobre o futuro, que
chegaria um ponto em que ndo poderiam mais cuidar do seu animal de estimagdo ou que a
qualidade de vida deles ndo melhorariam. Esses donos destes animais também descreveram
como era dificil considerar a realocacdo ou a eutanasia. Tanto aqueles que ainda tinham seu
animal de estimacgédo quanto aqueles que os realojaram ou sacrificaram por causa do problema
comportamental relataram o quanto lutaram com essas decisdes (Buller; Ballantyne, 2020).

Apesar da pesquisa ter relatado que mais de 70% dos cées exibiram comportamentos
desfavoraveis ao seu bem-estar quando estavam em cima da mesa de procedimentos e quase
60% quando foram manipulados por médicos veterinarios, apenas 17% dos participantes
disseram ter reduzido a frequéncia de visita ao médico veterindrio pelo motivo de
comportamento dos seus caes (Figura 17). Tal resultado levanta a hipdtese de que os tutores de
caes estdo tendenciosos a relevar o comportamento exibido pelos animais em nome de ndo
reduzir as consultas veterinarias em preocupagdo com sua saude, j& que 83% nao reduziram as
visitas. Mas ndo anula a preocupacdo com 0s que reduziram, tornando o assunto ainda em

debate e como objetivo de pesquisa para que este resultado seja ainda menor futuramente.
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m Prefiro ndo
responder

Figura 17: Porcentagem de participantes ao responderem se reduziram a frequéncia em que
visitam o consultério veterinario devido ao comportamento dos seus caes.

Junto a este resultado, ao serem questionados se preferiam o atendimento em domicilio
por causa do comportamento exibido por seus cdes em ambiente de consultorio veterinario,
72% dos respondentes disseram ndo preferir, mas 25% optaram pelas consultas em domicilio

devido ao comportamento dos animais (Figura 18).

mSim

Nao

m Prefiro ndo
responder

Figura 18: Porcentagem de participantes ao responderem se preferem o atendimento a
domicilio devido ao comportamento dos seus caes.

No ato da consulta veterinaria, ha vérias acdes que podem influenciar o comportamento
do cdo, como por exemplo, exposi¢do a outros animais e pessoas desconhecidas (Mills, 2012;
Overall, 2013), odores (por exemplo, desinfetantes e feromdnios de alarme de outros animais),
ruidos (latidos de caes, tosquiadeiras, alarmes, etc.) e superficies lisas ou escorregadias como
revestimentos de piso ou mesas de exame de metal (Overall, 2013) e até mesmo a postura do
médico veterinario. Todos esses fatores podem ser anulados quando as visitas do médico

veterinario séo realizadas em domicilio, sendo executado o exame clinico no préprio ambiente
43



do cdo, no qual se sente confortavel e com uma probabilidade reduzida de eventos estressores

imprevisiveis.

O estudo de Buller e Ballantyne (2020), um questionario online feito nos Estados
Unidos, relatou que varios entrevistados indicaram que a falta de tempo e dinheiro os impediu
de seguir os tratamentos recomendados. O nosso questionario pdde apoiar tal literatura ao trazer
0 resultado, a nivel do Brasil, que 59% dos participantes disseram reduzir a frequéncia que

visitam o consultdrio veterinario por motivos financeiros (Figura 19).

Sim

Prefiro ndo
responder

Figura 19: Porcentagem de participantes ao responderem se reduziram a frequéncia em que
visitam o consultorio veterinario devido ao financeiro.

Segundo LaValle et al. (2017) e Mueller (2018), as limita¢des financeiras e o custo dos
cuidados veterinarios sdo as barreiras mais frequentemente comunicadas a obtencdo de
cuidados com a saude dos animais. Os tutores de animais de estimacdo ficam muitas vezes
surpreendidos com o custo dos cuidados veterinarios e 59% concordam ou concordam
totalmente que 0s custos das visitas de rotina sao superiores ao esperado (AAHA, 2014; Volk,
2011). Além disso, os donos de animais de estimagdo de todas as faixas de renda consideram
0s cuidados veterinarios caros, € 29% dos donos de animais de estimacéo relataram pelo menos
um caso de ndo conseguirem pagar pelos servigos veterinarios (Lue, 2008). Entretanto, os dados
da literatura mencionada, bem como do estudo aqui defendido, ndo sdo para culpabilizar o
atendimento veterinario reduzido por motivacdo financeira, mas sim para evidenciar que este é
um fator a ser considerado e mais pesquisado. Afinal, se Lue, 2008, relata que todos os tutores
de todas as faixas de renda, considerando os tutores encaixados nas classificacfes mais altas de

renda, consideram o atendimento veterinario caro, talvez seja possivel pensar em uma questdo
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de prioridade financeira da vida da populacdo, na qual os animais ndo se encaixem no topo da
lista, apesar do vinculo emocional que representam nas familias interespécie.

Ao pensar no contexto brasileiro, para os cuidados com a saude humana, ha o Sistema
Unico de Saude (SUS), o qual é constituido pelo “conjunto de acdes e servicos de salde,
prestados por 6rgdos e instituicbes publicas federais, estaduais e municipais, da administracdo
direta e indireta e das fundagdes mantidas pelo poder publico” (Brasil, 1990, p.1), este possui
todos os servigos como sendo gratuitos a populagéo, e esta, caso ndo realize pesquisas em
portais de transparéncia, acabam por desconhecer os custos dos servi¢cos de saude humana
individualmente. Para o cuidado com a salude dos animais de estimacdo, ndo ha um programa
unificado nacionalmente em que a populacdo brasileira tenha acesso aos servicos de forma
gratuita, estando expostos, assim, aos servicos veterinarios privados e, devido a esta ser,
possivelmente, a Unica forma de atendimento, acabam por obter mais informacdes sobre 0s
custos deste atendimento. O desconhecimento do custo com a propria salde junto ao
conhecimento dos custos variados com a salde dos cdes e gatos sob sua responsabilidade pode
ocasionar em uma sensac¢do de que o preco do atendimento veterinario é acima do preco que

consideram justo.

4.2 Formulacéo
Durante os testes, foi possivel perceber que a formulagdo apresentou estabilidade se
mantendo limpida, transparente, sem formacdo de precipitados e separacdo de fases, quando

submetida aos ensaios de estabilidade fisica.

A formulacdo desenvolvida apresentou adequadas caracteristicas fisico-quimicas e
estabilidade se tornado viavel para aplicacdo topica em animais de companhia.

Durante os cinco dias seguidos de avaliacdo do pH, observou-se a média de 6,16,
estando adequado a faixa de referéncia de aplicacdo topica em animais de 5,5a 7,0.

A formulagdo na bancada mostrou aumento 0,0587% em frasco ambar e 0,0828% em
frasco transparente; em aquecimento teve aumento de 0,1831% em frasco ambar e 0,4139% em
frasco transparente; na geladeira apresentou aumento de 0,1439% e 0,0186% nos frascos ambar
e transparente, respectivamente; e no freezer teve perda de 0,0683% no frasco ambar e aumento
de 0,0027% no frasco transparente. Todos os valores se mantiveram inferiores a 0,5%, estando,

assim, dentro da faixa aceitavel de perda.
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4.2.1 Tratamento

A equipe envolvida na avaliacdo comportamental e no exame clinico ndo teve
conhecimento do tratamento, o estudo foi cego, apenas o colaborador que realizou a
randomizacéo, o qual formulou uma codificacdo para informar ao colaborador que trataria os
animais sem que este soubesse qual tipo de tratamento faria.

Foram definidas 3 cores (vermelha, verde e azul), cada uma representando uma
formulacéo (placebo, [30%] e [15%]), entdo o colaborador da randomizacéo definiu a cor para
cada animal conforme o tipo de tratamento e repassou desta forma para o colaborador do
tratamento, fazendo com que apenas uma pessoa fosse ndo-cega em todo 0 experimento.

A formulacéo foi aplicada através de uma seringa de 1mL. Foram separadas 3 seringas
(vermelha, verde e azul), uma para cada formulacéo (placebo, [30%] e [15%]). O colaborador
aplicou 0,5 mL da formulag&o respectiva na face interna de cada orelha do cdo e massageou em
direcdo horaria para maior distribuicéo e aderéncia (Figuras 20 e 21).

Figura 20: Colaborador aspirando a formulacdo com a seringa (1 mL) respectiva.
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Figura 21: Colaborador aplicando 0,5 mL da formulagéo respectiva ao céo.

Né&o foram observados quaisquer sinais dermatoldgicos nos cées nas horas e dias apds a
aplicacdo das formulagdes. Em 2009, Komiya et al., aplicaram 6leo de lavanda, como teste, no
abdémen de 5 cées da raca beagle de 2 anos e meio e ndo observaram irritacdes. Apds esse
teste, realizaram a aplicac@es sucessivas de 0leo de lavanda no pavilh&o interno de cada orelha
e ndo resultaram em lesdes dermatoldgicas graves, com uma concentracdo de 4%. Os autores
acreditaram que 0s componentes quimicos do 6leo penetrariam na pele e entrariam na corrente
sanguinea por esses serem presumivelmente sollveis em lipidios. O aroma do 6leo de lavanda
também poderia ter estimulado quimicamente o sistema olfativo, resultando em uma resposta
fisiologica, ou alguns componentes do 6leo poderiam ter sido inalados.

N&o houve a necessidade de contencdo dos animais, a medida que o colaborador se

aproximou e os tocou, estes aceitaram a manipulacdo sem hesitacéo.

4.3 Ensaio clinico
4.3.1 Cées

Na Tabela 3, sdo reunidas as informac6es de nome, nimero do microchip, sexo,
pelagem, peso e idade dos 38 animais pré-selecionados para o experimento, 0s quais se
encaixavam nos critérios exigidos, como a idade entre 6 e 18 meses e que nao tivessem sido
manejados para pesquisas clinicas até 0 momento do experimento no biotério.

Ap0s analise de todas as filmagens dos 38 cées, foram obtidos 13 comportamentos
(Tabela 4).
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Tabela 3:Dados dos cdes pré-selecionados para o experimento.

Animal Microchip  Sexo Pelagem Peso Idade
(kg) (Meses)
Isa 385606 Fémea  Tricolor 6,35 15
Ivan 385603 Macho Tricolor 7,95 15
Jandira 285601 Fémea Tricolor 6,50 15
Juquinha 385602 Macho Tricolor 9,80 15
Jurema 385610 Fémea Tricolor 6,15 15
Jussara 385617 Fémea Tricolor 7,35 15
Keila 787846 Fémea Tricolor 7,30 14
Klaus 787754 Macho Tricolor 8,60 14
Loba 787760 Fémea Tricolor 8,40 14
Luar 787776 Fémea Bicolor 9,90 14
Magali 787765 Fémea Tricolor 7,85 14
Neville 787839 Macho Tricolor 9,15 13
Nikita 787803 Fémea Tricolor 7,40 13
Nubia 787818 Fémea Tricolor 7,70 13
Nugget 787822 Macho Tricolor 8,40 13
Orégano 787772 Macho Tricolor 6,95 13
Palmito 787759 Macho Tricolor 8,30 12
Pandeiro 187757 Macho Tricolor 7,90 12
Paula 787750 Fémea Tricolor 6,90 12
Pedrita 787749 Fémea Tricolor 6,60 12
Pericles 787755 Macho Tricolor 7,25 12
Picles 187777 Macho Tricolor 7,60 12
Quasar 787819 Macho Tricolor 7,95 12
Queen 787817 Fémea Tricolor 6,20 12
Ramon 787837 Macho Tricolor 6,25 11
Rayane 787813 Fémea Tricolor 6,30 11
Romero 787836 Macho Bicolor 6,30 11
Roxanne 787807 Fémea Tricolor 5,50 11
Saqué 787766 Macho Tricolor 7,00 11
Sashimi 787770 Macho Tricolor 5,08 11
Shitaki 787769 Macho Tricolor 6,25 11
Sunomono 787758 Macho Tricolor 7,30 11
Sushi 787763 Macho Tricolor 7,00 11
Tata 787773 Fémea Tricolor 5,60 11
Taynara 787792 Fémea Tricolor 5,80 11
Theodoro 187774 Macho Tricolor 6,65 11
Tierry 787797 Macho Tricolor 6,35 11
Tobias 787789 Macho Tricolor 7,50 11
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Tabela 4: Comportamentos exibidos pelos animais na fase de selec¢do e sua descricao.

Comportamento

Descricao

Em pé na grade

Em pé na parede
Andando

Entrou para cobertura

Sentou

Coceira ou Autolimpeza
Deitou no solario
Mordeu a grade
Interacdo com a cama
Andando na grade
Deitou na area coberta
Vocalizacao

Acuado

Quando o cdo se posiciona em pé na grade do canil,
pulando e podendo vocalizar e/ou jogar a cabeca para tras.
Quando o cdo se posiciona em pé na parede interna do
canil, na area de cobertura.

Quando o cdo anda por toda a extensao do canil, seja na
area de solario ou coberta.

Quando o cdo entra para a area de cobertura e permanece
olhando para cima e investigando o ambiente, farejando.
Quando o cdo senta, flexionando as patas traseiras e
estendendo as patas dianteiras, seja na area de solario ou na
area de cobertura.

Quando o céo realiza movimentos de coceira ou
autolimpeza, se lambendo pelo corpo.

Quando o cdo estende todo o corpo, realizando decubito
lateral ou ventral na area de solario do canil.

Quando o céo realiza movimentos de morder a grade do
canil.

Quando o céo realiza movimentos de mordida, arranhadura
e/ou qualquer toque que tire a cama do lugar.

Quando o cdo anda de um canto a outro de um dos lados da
grade do canil mais de 6 voltas seguidas.

Quando o cdo estende todo o corpo, realizando decubito
lateral ou ventral na area coberta do canil.

Quando o cdo emite sons como uivo ou grunhido por mais
de 4 segundos.

Quando o céo se posiciona em algum canto do canil com
postura a tentar diminuir seu tamanho, se encolhendo,
recolhendo a cauda e abaixando a cabeca.

Conforme apresentado na Figura 22, dos 13 comportamentos observados, 4 foram
exibidos por todos os animais, sendo 2 deles considerados como os comportamentos mais
agitados, como “Em pé na grade” e “Andando pelo canil”, e os outros 2 considerados como
mais calmos, como “Sentou na area de solario” e “Deitou na area de solario”. A representacao
é baseada em Pareto, uma ferramenta de priorizacdo, auxiliando na justificativa para escolha
desses parametros para a randomizagéo dos animais. Exibidos por cerca de 80% dos animais
foram os 2 comportamentos considerados neutros como “Entrou para cobertura” e “Se cocou
ou realizou autolimpeza”. Em menor propor¢do, foram os comportamentos considerados como
outros: “Em pé na parede”; “Mordeu a grade”; “Interacdo com a cama”; “Andando de um lado
para o outro”; “Deitou na area coberta”; “Vocalizagdo” e “Acuado” com, respectivamente,

26,32%; 13,16%; 18,42%; 2,63%; 13,16%; 2,63% e 2,63% de animais que 0s exibiram.
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Figura 22: Gréfico de Pareto representando o a porcentagem e o nimero de animais que
exibiram cada tipo de comportamento observado nas filmagens.

Através da porcentagem de comportamentos agitados que cada animal apresentou e da

sua amplitude, os 38 cées foram divididos em 4 escores comportamentais (Tabela 5).
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Tabela 5: Animais pré-selecionados para o experimento divididos em escores comportamentais
de acordo com a frequéncia em porcentagem de exibicdo dos comportamentos caracterizados

nn

como "agitados", "calmos”, “neutros” e “fora do contexto”.

Animal Sexo % Agitados % Calmos % Neutros % Forado  Escore
contexto
Tata Fémea 66.67% 18.52% 14.81% 0.00%
Saqué Fémea 66.67% 27.78% 3.70% 1.85% (r}'l)
Shitaki Fémea 61.11% 35.19% 3.70% 0.00% (@)
Pericles Macho 57.41% 33.33% 9.26% 0.00% %
Pedrita Fémea 57.41% 24.07% 16.67% 1.85% E
Tobias Macho 55.56% 42.59% 1.85% 0.00%
Keila Fémea 53.70% 25.93% 16.67% 3.70%
Magali Fémea 51.85% 29.63% 18.52% 0.00%
Picles Macho 50.00% 40.74% 5.56% 3.70%
Luar Fémea 50.00% 40.74% 9.26% 0.00%
Juquinha Macho 50.00% 37.04% 7.41% 5.56% (I'}'I)
Romero Macho 50.00% 40.74% 9.26% 0.00% (@)
Jandira Fémea 48.15% 33.33% 16.67% 1.85% %
Queen Fémea 48.15% 35.19% 16.67% 0.00% CTJ
Rayane Fémea 48.15% 40.74% 9.26% 1.85%
Isa Fémea 46.30% 25.93% 16.67% 11.11%
Jussara Fémea 46.30% 33.33% 20.37% 0.00%
Theodoro Macho 46.30% 46.30% 7.41% 0.00%
Tierry Macho 44.44% 55.56% 0.00% 0.00%
Jurema Fémea 42.59% 42.59% 11.11% 3.70%
Loba Fémea 42.59% 29.63% 27.78% 0.00%
Neville Macho 42.59% 40.74% 12.96% 3.70%
Ramon Macho 42.59% 31.48% 25.93% 0.00%
Sushi Macho 42.59% 48.15% 9.26% 0.00% (r}'l)
Ivan Macho 40.74% 40.74% 11.11% 7.41% (@)
Nikita Fémea 40.74% 37.04% 22.22% 0.00% %
Nubia Fémea 40.74% 40.74% 11.11% 7.41% E
Pandeiro Macho 38.89% 22.22% 20.37% 18.52%
Quasar Macho 38.89% 38.89% 20.37% 1.85%
Taynara Fémea 38.89% 40.74% 20.37% 0.00%
Sashimi Macho 38.89% 51.85% 9.26% 0.00%
Paula Fémea 37.04% 53.70% 9.26% 0.00%
Roxanne Fémea 35.19% 38.89% 22.22% 3.70%
Orégano Macho 33.33% 51.85% 14.81% 0.00% (r}'l)
Nugget Macho 31.48% 42.59% 22.22% 3.70% (@)
Klaus Macho 31.48% 42.59% 20.37% 5.56% %
Sunomono Macho 31.48% 53.70% 9.26% 5.56% E
Palmito Macho 25.93% 27.78% 20.37% 25.93%
Amplitude 40.74% 37.04% 13.89% 12.96%
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Cada escore comportamental obteve uma quantidade variavel de animais e de sexo
(Figura 23), sendo os escores 1 e 2, ou seja, com maior proporcdo de exibicdo de
comportamentos “Calmos”, com maior concentragao de animais machos e os escores 3 e 4, ou
seja, com maior propor¢do de exibicdo de comportamentos “Agitados”, com maior

concentracdo de animais fémeas.

9 57.14%: 8 66.67%: 8
8
7 42.86%; 6
6 8333%:5 .
5 33.33%:4 66.67%: 4
4
3 33.33%; 2
2 16.67%; 1
1 l
0
Score 1 Score 2 Score 3 Score 4

® Machos = Fémeas

Figura 23: Relacdo de caes machos e fémeas conforme cada escore comportamental.

Apos a divisdo em escores, foram entdo selecionados 24 animais e estes divididos nos
grupos de tratamentos de acordo com as suas exibi¢Ges de comportamentos agitados (Tabela
6).

Tabela 6:Animais selecionados divididos nos grupos de tratamento com cada formulacéo.

Grupo 15% Grupo 30%
Sexo Nome Score (%) Sexo Nome Score (%)

F Tata 66.67 F Saqué 66.67
M Penicles 3741 F Shitala 61.11
M Tuquinha 50 M Tobias 55.56
F Queen 48.15 F Rayane 48.15
F Isa 46.3 M Tierry 44.44

M Picles 50 M Theodoro 463
F Nihia 40.74 F Loba 42.59
M Palmito 2593 F Nikata 40.74
M Sushi 4259 M Ramon 42.59
F Taynara 38.89 F Paula 37.04
F Roxanne 35.19 M Sunomono 3148
M Nugget 3148 M Orégano 3333
Soma 53335 Soma 550.00

Media 44.45 Meédia 45.83

DP 1122 DP 10.69

DF = Desvic padrio
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De acordo com tais grupos, foi montada a logistica do experimento, conforme o0s grupos
de tratamento e os dias experimentais para que fossem controles em um e tratados em outro
(Tabela 7).

Tabela 7: Distribuicdo dos animais conforme dia experimental e grupo controle ou tratado.

TRATAMENTO 1* RODADA TRATAMENTO 2* RODADA

DO D+15 DO D+15

Controle Tata Tratado Controle Pericles Tratado
Juquinha  15% . Isa 15%
Saqué Tratado Shitaki Tratado
 Tobias  30%  Tiey  30%

Tratado Queen Controle Tratado Palmito Controle

15%  Sushi 15% Roxanne
 Taynara  Picles
 Nugget  Ntbia

Tratado Rayane Tratado Nikita

30%  Ramon 30%  Sunomomo
 Paula ~ Theodoro
Orégano ~ Loba

4.3.2 Avaliagdo Comportamental e Exame Clinico

O exame clinico foi realizado 20 minutos apds o tratamento, tempo defendido por
Poutaraud et al., em 2018, em que realizaram um experimento com a aplicacdo em forma de
“roll-on” de 2 mL de 6leo de lavanda em uma concentragdo de 10% nos focinhos de cavalos e,
neste estudo, também foi coletado o sangue dos animais e a farmacocinética do linalol no

plasma apresentou um pico 20 minutos apos a aplicacédo do 6leo essencial de lavanda.

Inferir niveis de estresse apenas a partir de respostas fisiologicas € dificil, pois a
excitacdo bioldgica por si s6 ndo é sindbnimo de estado emocional negativo. Como tal, as
medidas comportamentais também sdo comumente utilizadas em investigacGes de estresse
(Beerda et al., 1998, 2000; Hekman et al., 2012; Mariti et al., 2015).

As medidas de estresse usadas para investigar a experiéncia em um contexto veterinario

incluem: cortisol salivar, frequéncia cardiaca, temperatura retal, temperatura maxima da

53


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/physiological-response
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168159118303277?casa_token=eZHFjV0oFW8AAAAA:nbtpor3Ex0p1vJK589MUkQE6FqFkZD6hXzf7TrBbyP0lo4nm330doWT1tSR6VtLM8F8XE5_yVvI#bib0045
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168159118303277?casa_token=eZHFjV0oFW8AAAAA:nbtpor3Ex0p1vJK589MUkQE6FqFkZD6hXzf7TrBbyP0lo4nm330doWT1tSR6VtLM8F8XE5_yVvI#bib0050
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168159118303277?casa_token=eZHFjV0oFW8AAAAA:nbtpor3Ex0p1vJK589MUkQE6FqFkZD6hXzf7TrBbyP0lo4nm330doWT1tSR6VtLM8F8XE5_yVvI#bib0195
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168159118303277?casa_token=eZHFjV0oFW8AAAAA:nbtpor3Ex0p1vJK589MUkQE6FqFkZD6hXzf7TrBbyP0lo4nm330doWT1tSR6VtLM8F8XE5_yVvI#bib0315

superficie ocular, frequéncia respiratéria e pressao arterial, bem como sinais comportamentais,
como resposta a abordagem de humanos ou interagéo e disposi¢éo para entrar na sala de espera

ou consultorio (Petra et al., 2019).

Para elucidar os resultados estatisticamente, algumas perguntas sao necessarias de serem
respondidas como: “Existe diferenga entre o grupo controle e tratado, independente da
concentracgdo utilizada?”’; “Existe diferenca entre cada concentragdo independente de grupo?”

e “O efeito do tratamento ¢ afetado pelo tipo de concentragdo?”.

Em relacdo a temperatura corporal dos animais (Figura 24), foi possivel observar que,
8 dentre os 12 animais tratados com a concentracdo de 15%, tiveram sua temperatura corporal
maior quando foram do grupo controle e 1 animal manteve a temperatura igual em ambos 0s
momentos. Ao olhar o grupo dos animais tratados com a concentracdo de 30%, apenas 2
animais tiveram seu valor de temperatura corporal maior quando foram do grupo controle e 2

animais mantiveram os valores iguais em ambos 0s momentos.

41
403

395 40
393
39 35
B3
385 33
373
38 37
363
373 N R S
. ) A P F A &
& . £ & & \5; RN T R o 4 F o oF ¥ o G & d_-a\: W
i e S @Y W PR s (. o
XQ.Q. =L ¥ Q¥ o )
A Comtrale - Tratado 15% B Comtrale - Tratado 30%
mtado 13%

Figura 24: Resultado dos valores de temperatura corporal por animal. A = Grupo controle e
tratado com formulagédo na concentracdo de 15% e B = Grupo controle e tratado com
formulacéo na concentracdo de 30%.

Foi observado um efeito significativo da interacdo entre grupo controle e concentracéo
(P = 0,007), mas também entre as concentracGes apenas para 0 grupo controle, com a
concentragdo de 15% apresentando um valor médio significativamente maior que a
concentracdo de 30%. Além disso, o grupo tratado com a concentracao de 15% apresentou uma
queda significativa da temperatura média corporal em relacdo ao grupo controle de mesma
concentracdo. E possivel que tal resultado seja explicado pela influéncia da temperatura

ambiental nos dias do experimento (Figura 25).
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Figura 25: Analise de médias das temperaturas ambientais dos dias experimentais. A = Grafico
representante dos periodos do dia, sendo P1 =01:00 as 09:00; P2 = 10:00 as 17:00 e P3 = 18:00
as 00:00. B = Gréfico representante dos dias experimentais, sendo D1 = DO da 12 rodada; D2 =
D+15 da 12 rodada; D3 = DO da 22 rodada; D4 = D+15 da 22 rodada.

O D1, ou seja, DO da 1% rodada do experimento, apresentou uma média
significativamente menor que os outros 3 dias do periodo 2, ou seja, das 10:00 as 17:00,
apresentou uma média significativamente maior que os outros dois periodos. Para obter tal
andlise, fora realizado o teste estatistico ANOVA de 2 fatores sem interacdo, j& que ndo havia
réplicas das medidas em cada periodo em cada dia.

O experimento aconteceu ao longo do periodo do dia das 8:00 as 17:00, com cada animal
ocupando +40min e tendo seu horario de avalia¢do igual tanto no DO quanto no D+15. Portanto,
0 periodo 2 corresponde a maior parte do experimento, sendo entdo considerado como principal
na analise. A temperatura média com desvio padrao do dia DO (21.6°C+5.4°C) da 12 rodada foi
significativamente menor quando comparada aos outros dias experimentais: D+15
(25.8°C+£5.3°C) da 12 rodada, DO (26.5°C+3.3°C) e D+15 (26.5°C+3.3°C) da 22 rodada (Figura
25). Tal discrepancia entre as temperaturas ambientais pode ser a justificativa para a média dos

animais do grupo tratado com 15% serem maiores quando foram controles.

Ao considerar os outros parametros avaliados, a Tabela 8 retne os resultados e a suas
médias obtidos tanto no exame clinico (Frequéncias Cardiaca e Respiratoria) quanto na
avaliacdo comportamental realizada no momento que o animal estava sendo examinado (M3) e

do cortisol salivar de cada animal quando este foi controle e quando foi tratado.
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Tabela 8: Resultado dos pardmetros da avaliacdo clinica e comportamental e do cortisol salivar para cada animal conforme foram do grupo
controle e tratado.

ANIMAIS CONTROLE TRATADO
Sexo Nome Microchip FC FR COMP CORT [1 FC FR COMP CORT
M Juquinha 385602 152 28 15 0,234 15% 148 28 7 0,001
F Taté 787773 148 24 20 0,536 15% 136 44 14 0,001
F Queen 787817 120 44 15 0,001 15% 108 32 9 0,133
M Sushi 787763 112 44 19 0,001 15% 120 36 8 0,433
M Nugget 787822 108 36 15 0,001 15% 92 28 7 0,045
F Taynara 787792 112 36 16 0,001 15% 128 24 10 0,001
M Pericles 787755 108 28 16 0,610 15% 128 32 13 0,832
F Isa 385606 100 24 15 1,752 15% 104 28 13 0,418
M Palmito 787759 84 28 11 0,883 15% 136 32 14 0,373
F Roxanne 787807 76 28 17 0,066 15% 116 48 12 0,625
M Picles 787777 84 28 17 0,685 15% 96 32 11 0,805
F Nubia 787818 96 36 11 0,638 15% 128 36 13 0,646
Médiatdp 108+23% 3247  15+28  0,45+0,5% 120+17% 3362 10+2>  0,36+0,3?
F Saqué 787766 84 24 17 0,689 30% 136 40 17 0,679
M Tobias 787789 104 20 11 0,521 30% 128 28 6 0,599
F Rayane 787813 96 24 12 0,758 30% 92 32 9 0,629
M Ramon 787837 144 36 10 0,755 30% 116 28 10 0,698
F Paula 787750 112 32 22 0,667 30% 100 44 18 0,452
M Orégano 787772 128 48 14 0,734 30% 128 36 7 0,43
F Shitaki 787769 114 36 19 0,514 30% 84 32 12 0,442
M Tierry 787797 112 32 14 0,204 30% 100 24 9 0,467
F Nikita 787803 112 28 20 0,502 30% 120 28 12 0,281
M Sunomono 787758 72 32 10 0,001 30% 108 28 6 0,339
M Theodoro 787774 148 40 22 0,001 30% 104 28 13 0,001
F Loba 787760 92 32 8 0,001 30% 116 40 14 0,001
Médiaxdp 1094228 3247  15+5%  0,45+0,32 111+16% 32462 11+4>  0,42+0,22

Valores seguidos pela mesma letra na linha da média ndo diferiram significativamente entre si, com nivel de significancia de 5%; valores seguidos por letras diferentes na coluna dos dias, diferiram

entre si, com nivel de significancia de 5%. FC = Frequéncia Cardiaca; DP = Desvio Padrdao; COMP = Comportamento e CORT = Valor de Cortisol Salivar



Ao analisar os resultados em média, foi possivel observar que a média da frequéncia
cardiaca (Tabela 8) foi discretamente maior nos grupos controle em relacdo aos dois grupos
tratados, e menor no grupo tratado com 30% em relagéo ao grupo tratado com 15%. Enquanto
a média dos resultados de frequéncia respiratoria foi similar em todos os grupos (Tabela 8).
Com isso, ndo foram observados efeitos significativos entre os controles, entre 0s grupos
tratados e nem entre grupos controles e tratados para os parametros de frequéncias cardiaca e
respiratoria (p>0,05).

Em relacdo ao pardmetro de frequéncia cardiaca avaliado de forma individual dos
animais (Figura 26), pode-se observar que, no grupo dos animais tratados com 15%, apenas 3
de 12 animais tiveram sua frequéncia cardiaca menor quando fora do grupo tratado e 2
mantiveram iguais quando controles e quando tratados. No grupo dos animais tratados com
30%, 6 de 12 animais tiveram seus valores menores quando tratados, enquanto apenas 1
manteve igual em ambos os momentos. Ou seja, a formulagéo, seja de 15% ou 30%, ndo pdde

reduzir a frequéncia cardiaca de forma significativa dos cdes quando submetidos ao exame

clinico.
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Figura 26: Resultado dos valores de frequéncia cardiaca por animal. A = Grupo controle e
tratado com formulagdo na concentracdo de 15% e B = Grupo controle e tratado com
formulacdo na concentracao de 30%.

Quando observados os resultados da frequéncia respiratoria dos animais (Figura 27), no
grupo tratado com 15%, apenas 4 animais tiveram sua frequéncia diminuida quando tratados
em relacdo a quando foram do grupo controle e 1 animal se manteve igual. J& os animais do
grupo tratado com 30%, 6 de 12 animais tiverem seus valores de frequéncia respiratoria
menores quando tratados a quando foram do grupo controle e 1 animal se manteve igual. Ou
seja, a formulacdo ndo obteve a reducdo da frequéncia respiratria como resultado em cées

submetidos ao exame clinico comparados ao seu momento sob uso de placebo.
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Figura 27: Resultado dos valores de frequéncia respiratéria por animal. A = Grupo controle e
tratado com formulagdo na concentragdo de 15% e B = Grupo controle e tratado com
formulacdo na concentracao de 30%.

No caso do parametro escore comportamental avaliado, em relacdo aos resultados de
média, foram significativamente menores (p<0,001) em ambos 0s grupos tratados ao compara-
los com os grupos controles, ou seja, existe diferenca entre controles e tratados, independente
da concentracao utilizada, porém ndo houve efeito significativo ao comparar 0s grupos tratados
entre si (p>0,05) (Figura 28).
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Figura 28: Grafico com as médias e seus respectivos intervalos de 95% de confianca para cada
grupo e cada concentracdo em relagdo ao parametro de escore comportamental. As letras acima
de cada grupo representam as comparagdes multiplas (pairwise). Letras maiusculas especificam
diferencas entre grupos para uma mesma concentracdo. Letras minusculas especificam
diferencas entre concentra¢es para um mesmo grupo. Pontos que compartilham pelo menos
uma letra ndo possuem diferengas significativas entre si a um nivel de significancia de 0,05
(5%).

Apenas os valores de escore comportamental resultaram como o esperado, sendo

reduzidos quando os animais foram tratados com o Oleo essencial de L. angustifolia, a

frequéncia cardiaca e respiratoria fugira ao esperado, sendo reduzidas quando os animais foram
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do grupo controle. Os dois ultimos parametros avaliados responderam negativamente as
perguntas estatisticas, resultando em ndo haver diferenca significativa entre os grupos e
concentracoes.

Um estudo realizado por Komiya et al. (2009), relatou a observacdo da diminuicdo da
frequéncia cardiaca em cées ap0s a aplicacdo de 6leo essencial de L. angustifolia em seus
pavilhdes auditivos em relacdo aos cédes que receberam aplicacdo de placebo. A reacdo de
estresse do animal vai depender da duracdo e intensidade do estimulo estressor, da experiéncia
prévia com o estimulo, com o status fisioldgico e com a resiliéncia do animal. Um animal pode
reagir com respostas fisiologicas ou comportamentais, mas também uma combinacdo de ambos
(Stull, 1997). De acordo com Grandin, 1997, para avaliar com precisao a reagdo de um animal,
uma combinac¢do de medidas comportamentais e fisiologicas oferecera os melhores parametros
de desconforto animal. O sistema nervoso central coleta informacdes externas (por meio dos
0rgdos sensoriais) e internas, da significado a esta informacéo em termos de perigo ou ameaca,
relacionada com expectativas pessoais, experiéncias passadas e oportunidades de controle;
finalmente, inicia as respostas adaptativas, incluindo ajustes comportamentais e alteracdes
neuroendocrinas para atender as necessidades de energia para 0 comportamento e para manter
a homeostase (Dantzer; Mormede, 1983).

As respostas fisiologicas ao estresse tém sido mais do que perfis comportamentais. No
entanto, nenhum parametro fisioldgico foi identificado para quantificar uma resposta ao
estimulo estressor (Friend, 1980). Tanto em humanos quanto animais, 0s parametros que tém
sido utilizados no estudo da resposta ao estresse incluem a medicdo de niveis de horménios
liberados pelo cérebro e outros o6rgdos, flutuacdes nos glébulos brancos, alteracfes nos
batimentos cardiacos e pode causar constricdo dos vasos sanguineos. Um estressor que dura de
varios segundos a um minuto pode aumentar a frequéncia cardiaca, a frequéncia respiratéria e
causar problemas digestivos ou diminuigdo da ingestéo de alimentos (Stull, 1997).

A resposta ao estresse produzida para ajudar um animal a escapar de um predador é util,
pois ativa a resposta de fuga ou luta que apoia a¢bes que ajudam a aumentar as chances de
sobrevivéncia. Em contrapartida, a resposta ao estresse ao manuseio durante os procedimentos
de manejo pode ser prejudicial, pois pode causar situaces que o animal se machuque ou a um
trabalhador, e os hormonios do estresse elevados podem inibir sistemas como reproducéo e
imunidade (Burdick et al., 2011). Além disso, a resposta ao estresse de um animal pode protegé-

lo contra certos desafios, mas torna-lo suscetivel a outros (McEwen et al., 1997).
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A Tabela 8 retine o resultado dos valores absolutos e das médias dos parametros
avaliados e obtidos no momento que 0s animais estavam sendo examinados por um médico
veterinario, tanto quando foram do grupo controle quanto do grupo tratado de forma individual.
Ao se tratar sobre o parametro do escore comportamental (Figura 29), pode-se observar que, no
grupo de animais tratados com a concentragdo de 15%, apenas 2 de 12 animais tiveram 0s
valores de escore comportamental maiores quando foram tratados do que quando foram
controle, ou seja, exibiram mais parametros comportamentais de estresse na consulta clinica
quando tratados do que quando controles. Ja no grupo de animais tratados com a concentracao
de 30%, apenas 1 de 12 animais apresentou mais parametros comportamentais de estresse
quando tratado e, apenas 2 de 12 animais, apresentaram os valores de escore comportamental
igual tanto controle quanto tratado.

=]
Lh
(=]
LA

20 20
15 15
10 10
0
D [ (\ B -] o o3
a " o N oA . - " o & o o B A L L
i u L oy A2 4! s & - Y- S G Ay o3 P ' < A N 3 b o
A & & & ¢ & PR & S \N‘\ & B & & @ F ¢ @5 Y § & Y
\_\'Z‘\ - Qb L Qe ‘F c.o\ i
Controle Tratado 15% Controle Tratado 30%

Figura 29: Resultado dos valores de escore comportamental por animal. A = Grupo controle e
tratado com formulagdo na concentracdo de 15% e B = Grupo controle e tratado com
formulacdo na concentracao de 30%.

O restante dos animais dos dois grupos tratados apresentou reducdo dos valores
absolutos de escores comportamentais quando foram de ambos 0s grupos tratados, ou seja,
quando foram examinados por um médico veterinario 20 minutos apds aplicacdo da formulacao
topica a base de 0leo essencial de lavanda nas faces internas das orelhas, os caes apresentaram
menos comportamentos de estresse.

Tal resultado pode ser explicado pelo efeito calmante do 6leo essencial de lavanda
através da sua acdo no sistema nervoso central. Na tentativa de elucidar o mecanismo de agédo
do 6leo essencial de lavanda, Lopez et al., 2017, realizaram um estudo no qual foi testada a
capacidade do 6leo de interagir com alvos neurofarmacolégicos, como MAO-A, SERT e
receptores ionotropicos (GABAA e NMDA). Foi surpreendente que o OEL tivesse a capacidade
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de se ligar ao receptor NMDA, os quais sao classificados neuroquimicamente como receptores
ionotrépicos de glutamato (iGLURS) e estdo envolvidos em certos distlrbios neuroldgicos e
psiquiatricos, como epilepsia, dano convulsivo sustentado, parkinsonismo etc. Por esta razéo,
0s iIGLURs sdo considerados alvos farmacologicos na pesquisa e desenvolvimento de
medicamentos. O OEL foi capaz se ligar em um modo dependente da dose, 0 que significa que
esse 6leo pode exercer efeitos calmantes por meio da modulagdo dos receptores NMDA. Esta
é a primeira vez que esta afinidade é relatada e este fato poderia explicar as propriedades anti-
agitacdo que foram encontradas para estes produtos em animais e alguns estudos clinicos
(Bradley et al., 2009; Faturi et al., 2010; Kasper et al., 2010; Tsang e Ho, 2010; Woelk e
Schlaefke, 2010; Chioca et al., 2011; Goes et al., 2012; Hritcu et al., 2012; Schuwald et al.,
2013).

Em um estudo de 2013, Schuwald et al. identificaram um dleo essencial de lavanda
padronizado (Silexan®) como um potente ansiolitico inibidor de canais de calcio dependentes
de voltagem em sinaptossomas, neur6nios primarios do hipocampo e linhas celulares de
superexpressdo estavel, na mesma faixa que a pregabalina, um anticonvulsivante e ansiolitico.
O oleo essencial de lavanda é conhecido por conter monoterpenos como linalol e acetato de
linalil, que parecem ser 0s responsaveis por essa atividade de acordo trabalhos anteriores (Cline
etal., 2008; Linck et al., 2010; Souto-Maior et al., 2011; Lopez et al., 2017). Lopez et al., 2017,
relatam parecer que os efeitos ansioliticos do OEL se devem ao fato de seus principais
monoterpenos, linalol e acetato de linalila, interagirem com o receptor NMDA além de também
ter sido observado que a lavanda e o linalol inibem os alvos serotoninérgicos, como o SERT, 0
que pode explicar por que a lavanda mostrou efeitos semelhantes aos antidepressivos em
animais e modelos humanos (Cavanagh; Wilkinson, 2002; Akhondzadesh et al., 2003; Hritcu
etal., 2012). No entanto, os autores ndao observaram efeitos no receptor GABAA, 0 que esta de
acordo com os resultados de um estudo realizado em 2013 (Chioca et al., 2013). De acordo com
seus resultados, os autores afirmaram que as atividades anti-agitacdo e antidepressiva da
lavanda podem ser atribuidas, pelo menos em parte, a modulacdo do receptor NMDA, bem
como & inibicdo do SERT (Lopez et al., 2017).

4.3.3 Cortisol salivar
O cortisol salivar reflete as alteragdes no cortisol serico livre (ndo ligado) e, semelhante
ao cortisol urinario, é considerado uma alternativa confiavel para medir o cortisol livre no soro

(Casals; Hanzu, 2020). Hoje, o cortisol salivar é rotineiramente usado como biomarcador de
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estresse psicoldgico e doencas mentais ou fisicas relacionadas. A maioria dos estudos considera
os niveis de cortisol salivar uma medida confiavel da adaptacdo do eixo hipotalamo-hipé&fise-
adrenal (HPAA) ao estresse (Hellhamer et al., 2009).

Ao analisar os resultados das concentragdes de cortisol salivar de cada animal quando
foram controles e quando foram tratados, a 15% ou a 30% (Tabela 8), pode-se observar, na
figura 30 que, no grupo tratado com 15% do Oleo essencial, apenas quatro dos 12 animais
tiveram a concentracdo de cortisol salivar diminuida em relagdo ao momento que foram do
grupo controle, ou seja, sete de 12 animais apresentaram mais estresse quando foram tratados,
e um animal apresentou resultado ndo detectavel pelo equipamento leitor. Ja no grupo tratado
com 30% de Oleo essencial de lavanda, sete de 12 animais tiveram a concentracéo de cortisol
salivar diminuida em relacdo ao momento que foram do grupo controle, ou seja, apenas trés de
12 animais apresentaram mais estresse quando foram tratados, e dois animais apresentaram

resultados ndo detectaveis pelo equipamento leitor.
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Figura 30: Resultado dos valores de cortisol salivar por animal. A = Grupo controle e tratado
com formulagdo na concentragdo de 15% e B = Grupo controle e tratado com formulagdo na
concentragdo de 30%.

Em relacdo a média dos valores de concentracdo de cortisol salivar de cada grupo
(Tabela 8), foi possivel observar que, no grupo tratado com 15%, essa média foi menor no grupo
tratado em relagdo ao grupo controle, evidenciando o maior estresse desses animais quando néo
usaram a formulacdo a base de dleo essencial de lavanda. Entretanto, no grupo com 30%, ndo

houve diferenca notavel entre controles e tratados.
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As medidas biologicas do estresse incluem hormonios do estresse (por exemplo,
cortisol) encontrados em niveis proporcionais a gravidade do estresse. Estudos anteriores em
caes mediram o estresse por meio dos niveis de cortisol na saliva, urina e cabelo, e outras
medidas fisiologicas, incluindo frequéncia cardiaca, temperatura retal, pressao arterial,
pulsacdo e temperatura méxima da superficie ocular (Beerda et al., 1996, 1998, 2000; Bennett;
Hayssen, 2010).

O uso do cortisol salivar como medida de estresse fisioldgico precisa ser considerado e
coletado com cuidado, sob condi¢bes experimentais rigorosas, devido a variabilidade individual
e ambiental inerente as amostras de cortisol salivar (Cobb et al., 2016). Isso dificulta a
comparacdo entre pesquisas que utilizam medidas de estresse fisiologico sob condicOes
variadas. Devido a essa limitacdo, este experimento foi realizado com rigorosidade em todo o
processo de coleta de saliva, armazenando as amostras sob a refrigeracdo indicada no manual
do kit de analise das mesmas tanto logo apds a coleta quanto no congelamento e
descongelamento para o processamento de leitura dos niveis de cortisol.

Além disso, inferir niveis de estresse apenas a partir de respostas fisioldgicas ¢ dificil,
pois a excitacdo bioldgica por si s6 ndo € sinbnimo de estado emocional negativo. Como tal, as
medidas comportamentais também sdo comumente utilizadas em investigacfes de estresse
(Beerda et al., 1998, 2000; Hekman et al., 2012; Mariti et al., 2015).

As medidas de estresse usadas para investigar a experiéncia em um contexto veterinario
incluem: cortisol salivar, frequéncia cardiaca, temperatura retal, temperatura maxima da
superficie ocular, frequéncia respiratdria e pressao arterial, bem como sinais comportamentais,
como resposta a humanos abordagem ou interacdo e disposicao para entrar na sala de espera ou
consultorio (Petra et al., 2019).

Poutaraud et al., em 2018, realizaram um experimento com a aplicacdo em forma de
roll-on de 2mL de 6leo de lavanda em uma concentracdo de 10% nos focinhos de cavalos e 0s
resultados mostraram que os indicadores de estresse, como frequéncia cardiaca, posturas de
alerta e defecaces, além do cortisol salivar sdo menores nos cavalos tratados. Neste estudo,
também foi coletado o sangue dos animais e a farmacocinética do linalol no plasma apresentou
um pico 20 minutos apds a aplicacdo do 6leo essencial de lavanda.

A Figura 31 diz respeito a analise estatistica multivariada, a qual trabalha com todas as
variaveis ao mesmo tempo e nos fornece trés informacdes: a relacdo de variavel com variavel
(setas), variaveis que apontam para o mesmo lado sdo positivamente correlacionadas entre si,

mesmo sem significancia, quando estdo apontando para lados opostos a correlagdo é negativa,
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ou seja, uma cresce para o lado e outra para o outro; dos animais (pontos), quando 0s pontos
estdo proximos entre si significa que tiveram similaridade entre si; varidveis com animais
(ponto com seta), quanto mais proximo o ponto da cabeca da seta ou ultrapassando-a, maior

sdo os valores daquele animal naquela variavel.
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PC1 (27.1% explained var.)

Figura 31: Grafico representativo da Analise de Componentes Principais (analise
multivariada), utilizando os dados de todos 0s animais e de todas as variaveis numéricas juntos.

Observando, entdo, a associacdo entre as varidveis (setas), identificou-se a formacgédo de
grupos: as variaveis temperatura e escore de comportamento, localizadas no quadrante superior
a direita, estando positivamente correlacionadas entre si, mas negativamente associadas a
variavel Tempo de preenchimento capilar (TPC), ou seja, quanto maiores sdo os valores de
temperatura e escore comportamental, menores séo os valores de TPC dos animais. O grupo,
formado pela dupla de variaveis frequéncia respiratoria e frequéncia cardiacas, positivamente
correlacionadas entre si, se encontra negativamente correlacionada a Concentracao de cortisol
salivar, ou seja, quanto mais crescem os valores de FC e FR, diminuem os valores de cortisol
salivar. Em relacdo as amostras dos animais em cada grupo e cada concentragdo (pontos), nao
foi observado uma separagdo muito clara nem entre grupos e nem entre as concentrages, mas
é notavel uma tendéncia dos grupos controles terem maiores valores em cada parametro. Cada
correlacdo de Spearman gerou um valor de P, mas apenas a correlagéo positiva entre FC e FR

foi marginalmente significativa (P = 0,067).
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4.3.4 Eventos Adversos

A administracdo tdépica do dleo essencial em doses variando de 15 a 60 mg/kg ndo
induziu alteracfes notaveis no padrdo de comportamento dos cées, portanto, a administracdo
foi desprovida de toxicidade evidente. Além disso, 0s parametros bioquimicos séricos
observados, ou seja, creatinina, ureia, ALT e AST, ndo foram afetados. Da mesma forma, as
avaliacdes dos glébulos vermelhos e brancos ndo revelaram qualquer sinal notavel de
toxicidade hematoldgica induzida por L. angustifolia.

Embora testes adicionais, como analise de toxicidade reprodutiva e avaliacdo citotoxica
e mutagénica, devam ser realizados, 0s presentes resultados mostram que a formulacao a base
de 6leo essencial de lavanda é provavelmente segura para uso agudo in vivo.

Assim, os resultados obtidos nesta etapa certamente serdo Uteis em futuros estudos
clinicos, onde serdo realizados testes especificos para estabelecer o perfil seguro deste 6leo

essencial para uso clinico.
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5 CONCLUSAO

Podemos concluir, com os resultados obtidos, que:

Através do questionario online, a maioria dos cdes é considerado como filho(a) em
relacdo ao vinculo com o responsavel/grupo familiar; 59,5% dos participantes responderam que
0S Seus caes apresentaram comportamentos desfavoraveis ao bem-estar animal na sala de espera
do consultorio veterinario, 55,9% no chédo do consultorio, 73,6% na mesa de procedimentos e
59,5% quando manipulados por médicos veterinarios; 39% e 41% dos respondentes disseram
Se sentir um pouco apreensivos e ansiosos, respectivamente, com o comportamento dos seus
cées em contexto de consulta veterinaria, mas apesar disso, 83% ndo reduziram a frequéncia
com que levam seus cdes ao consultorio por motivos comportamentais e 72% nao preferem o
atendimento a domicilio; o motivo para ter 59% dos participantes reduzindo a frequéncia de

visitacdo ao consultorio veterinario é financeiro;

A formulacéo de solucdo ndo aquosa para aplicacao topica a base de 6leo essencial de
L. angustifolia apresentou as caracteristicas fisico-quimicas e estabilidade adequadas, além de
ter consisténcia adequada para a aplicacdo através de seringa nas orelhas dos caes e ndo ter

apresentado eventos adversos esperados, sendo viavel para o uso;

No processo de selecdo dos animais, todos os cdes do biotério pré-selecionados
apresentaram 4 comportamentos especificos: “Ficar em pé na grade do canil”, “Ficar andando
pelo canil”, Ficar sentado na area de solario do canil” e “ Ficar deitado na area de solario do
canil” A maioria dos cdes machos apresentaram comportamentos favoraveis ao bem-estar
animal, enquanto a maioria das fémeas desfavoraveis; Os grupos experimentais conforme os
escores comportamentais dos cées ndo tiveram diferencga significativa entre si, portanto, a

variavel de discrepancia comportamental entre os grupos foi descartada;

Os cées submetidos ao tratamento com formulacdo a base de 6leo essencial de L.
angustifolia nas concentracdes de 15 e 30% néo apresentaram diferenca significativa em relacao
ao controle em relacdo aos parametros de Frequéncia Cardiaca, Frequéncia Respiratdria e niveis

de cortisol salivar apds 20 minutos da aplicacdo topica das formulagdes.

Ambas as formulacdes (15 e 30% de 6leo essencial de L. angustifolia) apresentaram
eficacia na reducdo de comportamentos desfavoraveis ao bem-estar de cées, ap6s 20 minutos
de sua aplicacdo tdpica.
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6 CONSIDERACOES FINAIS
O fato de os cachorros que se apresentaram a consulta com comportamento de medo
manterem esse comportamento, pode indicar que problemas em consultas futuras podem ser
detectados numa fase precoce do seu desenvolvimento, afinal, pode ser percebido o
comportamento e realizado interferéncia para evitar sua repeticdo desde a primeira
manifestacao e a percepcao e intervencao do médico veterinario é crucial para que esse objetivo

seja atingido.

Com os resultados do questionario online, é possivel observar que cées jovens, ou seja,
que ainda ndo tiveram uma quantidade considerdvel de visitas realizadas ao consultorio
veterindrio s80 menos propensos a apresentarem comportamentos de medo e ansiedade neste
contexto, afinal, ainda ndo tiveram eventos traumaticos suficientes para formar tais experiéncias
negativas. Sendo assim, pode ser considerada a faixa etaria para melhor realizar intervencao e
prevenir que se tornem caes com comportamentos indesejados para seu proprio bem-estar nas

idas ao veterinario.

A maioria dos cées que apresentaram comportamentos de insegurangca no contexto
veterinario eram fémeas, porém ndo se obteve a informacdo quanto a fertilidade dos cées para
que fosse possivel fazer alegacGes e hipdteses acerca da influéncia hormonal no comportamento

dos animais.

Todos os cdes que apresentaram inseguranca em todo o contexto de consulta veterinaria
(sala de espera, chdo do consultério, mesa de procedimentos e na manipulacdo pelo médico
veterinario) ndo realizavam passeios para fora do lar familiar. Tal fato pode ser justificado pelo
ndo conhecimento, por parte dos animais, de outras areas, outros sons, cheiros e barulhos,
fazendo com que tivessem inseguranga maior quanto ao desconhecido. Essa permanéncia
apenas dentro do ambiente familiar pode ser justificada pelo vinculo cada vez maior do ser
humano com o céo, trazendo o animal cada vez mais para perto de si e falhando no oferecimento
da possibilidade dele manifestar o comportamento de sua espécie, que seria farejar, correr, latir
e socializar com outros da mesma espécie. Tal hipdtese, a0 mesmo tempo, levanta o
questionamento de que quanto maior o vinculo humano-cdo maior a preocupacgdo em cuidar da
salde fisica e mental do céo por parte humana, mas acaba sendo no formato de relacionamento

entre seres humanos e ndo de acordo com a espécie canina.

Com o resultado deste experimento, € possivel lancar mdo de uma terapia natural para

aumentar o grau de bem-estar de cédes que tém sua saude mental afetada negativamente quando
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vao ao consultdrio veterinario para realizar exames clinicos e ter sua satde fisica verificada.
Assim, reduzindo as chances de diagnostico impreciso devido as dificuldades de realizar exame
clinico em animais sob estresse, com seus parametros vitais alterados, bem como as chances de
um tratamento malsucedido devido as dificuldades na administracio de medicacdes. E de se
esperar que, com o uso da formulagdo, menos cdes sejam abandonados ou eutanasiados por

motivos comportamentais.

O experimento p6de demonstrar como as manifestacbes comportamentais de
inseguranca nos cdes pode ndo estar acompanhada de mudancgas nos parametros vitais como
frequéncia cardiaca, respiratoria e até mesmo o horménio considerado do estresse, o cortisol.
Entretanto, tal falta de sincronismo nao deve invalidar os comportamentos de medo e ansiedade
dos animais com a justificativa de ndo ter comprovacdo fisiologica. As manifestacbes
comportamentais ja devem ser consideradas como comprovacao fisioldgica de inseguranga nos

caes.

A comprovacdo, por meio do questionario online e do ensaio clinico, de que cdes
manifestam comportamento caracteristico de medo e ansiedade em contexto de consulta
veterinaria deve fomentar iniciativas de modificagdes tanto estruturais quanto metodoldgicas
dos servigos veterinarios. Para que seja possivel reduzir cada vez mais tal estatistica e, conforme

jurado pelos médicos veterinarios, agir em prol do bem-estar animal.

A identificacdo dos componentes biologicamente ativos do 6leo essencial de lavanda e
a determinacdo de seus mecanismos de acdo, isoladamente e em combinagdo, ajudara a
esclarecer muitas das inconsisténcias atualmente encontradas na pesquisa e pode levar a
identificacdo de solucdes terapéuticas novas e compostos mais eficazes. Por isso, mais
pesquisas sao necessarias para determinar a verdadeira bioatividade do 6leo de lavanda e seus

constituintes, assim como o0s seus niveis de toxicidade em suas diferentes vias de administracao.

Este trabalho p6de estabelecer que, o uso topico de uma formulagdo com 15% e 30% de
6leo essencial de Lavandula angustifolia na face interna das orelhas de cdes da raca beagle, é
seguro e ndo apresenta eventos adversos. Podendo assim embasar mais pesquisas quanto a

outros niveis de concentracdo e outros locais de aplicacao.
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