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RESUMO

MENSURACAO DOS NIVEIS SERICOS DE CORTISOL E DE LACTATO DESIDROGENASE COMO

INDICADORES DE ESTRESSE EM CUTIA (Dasyprocta azarae)
O estresse é uma sindrome que acomete animais, e em particular, aqueles de vida cativa.
Associada ao estresse estd a miopatia de captura, enfermidade capaz de produzir lesdes
sistémicas que levam os animais rapidamente ao ébito. Em ambas as circunstancias ocorrem
alteragdes hormonais e enzimaticas. O presente trabalho objetivou mensurar niveis séricos de
cortisol e de lactato desidrogenase (LDH) como indicadores de estresse em cutias (Dasyprocta
azarae), animal tipico da fauna paranaense e que possui importante acdo ambiental como
dispersor de sementes. Foram utilizadas 28 cutias, sendo cinco provenientes do Zooldgico
Municipal de Curitiba (ZMC) e 23 do Criadouro Cientifico do Museu de Histéria Natural de
Curitiba Capédo da Imbuia (MHN). Os animais foram mantidos em jejum por 14 a 16 horas e
entdo contidos farmacologicamente com a associacdo de cloridrato de xilazina, cloridrato de
cetamina e sulfato de atropina. No 20.° min da anestesia procedeu-se a colheita de sangue. O
soro foi separado por centrifugacdo para subsequente dosagem de LDH através de
espectrofotometria e de cortisol através de radioimunoensaio de fase sélida (RIA} de uso
humano. Os resultados mostraram ndo haver diferenca entre os niveis séricos de LDH quando
as varidveis procedéncia, sexo, idade e hora de colheita foram analisadas, sendo 259 + 153,43
Ul/l o valor médio. A analise das varidveis hora de colheita e procedéncia também mostrou nao
haver diferencga significativa para os niveis de cortisol. No entanto, nas fémeas o valor médio
(82,25 + 58,14 pg/dl) foi significativamente maior do que o valor nos machos (45,11 + 13,35
ug/dl), sendo a maior diferenca observada entre machos adultos e fémeas jovens. O valor de
cortisol em uma fémea gestante (201,48 pg/dl) foi mais elevado do que a média das demais
fémeas. Concluiu-se que ambos os grupos de cutias deviam estar sendo criados efn condigbes
similares; que os valores de cortisol foram mais elevados em fémeas; que a associagao
anestésica utilizada foi eficaz para a contencédo durante o colheita de sangue; que o kit de RIA
de uso humano mostrou-se eficaz para a dosagem de cortisol sérico em cutias; que o cortisol
ndo apresentou ritmo circadiano, e, adicionalmente, foi possivel supor que durante a gestacéo
de cutias a cortisolemia eleva-se.

Unitermos: cutias, Dasyprocta azarae, cortisol, lactato desidrogenase



ABSTRACT

MEASUREMENT OF CORTISOL AND LACTATE DEHYDROGENASE SERIC LEVELS AND
THEIR ROLES AS STRESS INDICATORS IN AGOUTIS (Dasyprocta azarae)
Stress is a syndrome that commonly affects animals, particularly those in captivity. In close
association with the stress syndrome is the capture myopathy, a disease capable of producing
systemic lesions and quick death. In both circumstances, hormonal and enzymatic changes
occur in the body. In the present study the objective was to measure cortisol and lactate
dehydrogenase in serum. The measurements served as stress param‘eters in agoutis
(Dasyprocta azarae), a typical specie from Parand state fauna and very important to the
environment as a seed spreader. Twenty eight agoutis were used in the experiment, five
originating from Zooldégico Municipal de Curitiba (ZMC) and 23 from Criadouro Cientifico do
Museu de Histéria Natural de Curitiba Capdo da Imbuia {(MHN). Food was withheld from the
animals for 14 to 16 hours and they were then pharmacologically restrained by the association
xylazine hydrochloride, ketamine hydrochloride and atropine sulfate. Blood samples were taken
20 min after the administration of the anesthesia. The serum was separated by centrifugation
and then LDH levels were measured by spectrophotometry. Cortisol levels were measured by
solid phase radioimmunoassay (RIA), the same method used in humans. Statistical analysis
reveals no differences among the LDH seric levels when precedence, sex, age and time of
blood removal were considered. The mean value was found to be 259 + 153,43 IU/l. The
variable analysis between time of day and precedence did not show difference when the
cortisol level was considered. However, females exhibited a mean cortisol value (82,25 + 58,14
ng/dl) which was significantly higher than that found in males (45,11 + 13,35 ug/dl), the
difference was even more pronounced between adult males and young females. The cortisol
level of a pregnant female (210,48 pg/dl) was found to be higher than the mean values of the
rest of the females. The conclusion is that both agouti populations were being bred under
similar conditions; cortisol values were higher in females; the anesthetic method used in the
experiment was efficient for drawing blood samples; the RIA kit used for human blood samples
showed to be as efficient in agoutis; cortisol did not show a circadian rhythm and, additionally,

it was possible to estimate that during agouti gestation, cortisol levels are higher than normal.

Key-words: agouti, Dasyprocta azarae, cortisol, lactato dehydrogenase
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1. INTRODUCAO

Estima-se que na Terra existem cerca de dez milhdes de espécies
vivas, 50 a 90 por cento das quais estdo presentes nas florestas tropicais (FAO &
UNESCO, 1992).

Desde o seu aparecimento no Novo Mundo, durante o Eoceno, 0s
roedores tém sido submetidos a uma adaptacao intensa. Assim, este grupo exibe
uma diversidade que é, em comparagdo com outros grupos de mamiferos do
mesmo nivel taxondmico, extraordinaria (SMYTHE, 1978). No Quaternario o Brasil
possuia rica fauna de roedores, representada pelos géneros Hydrochaeris, Cavia e
Dasyprocta. Sob o ponto de vista zoogeografico o conjunto de roedores presentes
no Brasil oferece particularidades notaveis (GOELDI, 1893).

Nas regides tropical e subtropical da Terra os animais selvagens s&o
importante fonte natural renovavel utilizada pelas populacdes indigenas. A utilizagcao
ndo & meramente limitada a necessidades pessoais como a obtencéo de carne ou
couro e pele para confeccéo de roupas, de adornos ou para uso em medicina, mas
serve também como base para transagdes comerciais de permuta ou venda (VON
RICHTER, 1979).

As cutias sdo uma importante fonte de alimento para o homem
(CABRERA & YEPES, 1960; SI\/IYTHE, 1978; TOLEDO, 1995). Crbnicas escritas no
século XVI, pouco apdés o desembarque dos portugueses em terras brasileiras,
atestam que os indios costumavam fornecer alimento a cutias, para posteriormente
alimentar-se delas (TOLEDO, 1995). A carne, geralmente, ndo é considerada tao
saborosa quanto a de paca (Agouti paca), mas sao presas mais faceis durante a
caca. Para muitas populagdes que vivem proximas das areas habitadas por cutias e
cuja alimentacéo é cronicamente deficiente em proteinas, estes animais sdo uma
das principais formas de suplementacdo protéica (SMYTHE, 1978). Segundo
WETTERBERG et a/. (1976), a carne de cutia é uma das preferidas pelo publico
frequentador de restaurantes em Manaus, bem como é um dos animais mais
cagados para consumo nas comunidades ao longo da rodovia Transamazénica
(SMITH, 1976).



Além de se constituirem em alimento para o homem, as cutias
também sdo importantes na dieta de varios carnivoros. Na natureza, elas séao
provavelmente a principal fonte alimentar de alguns felinos (Fe/is pardalis, Panthera
onca, Felis concolore Felis yaguaround)) e de quatis (Nasua narica) (SMYTHE, 1978).

A pressdo antrépica imposta a fauna, representada pela caca
predatéria e pela progressiva destruicdo das areas naturais que lhes servem de
habitat, tem diminuido progressivamente a diversidade de espécies selvagens.
Estimou-se que, em 1983, o nimero de animais abatidos clandestinamente na
Amazbnia girou em torno de dois mithdes (FAUNA..., 1984). No estado do Parana,
também sao crescentes os problemas ambientais, destacando-se 0s impactos
causados pelo desmatamento da vegetacéo ribeirinha e de florestas, o aumento das
areas de lavoura e a construcdo de barragens e hidroelétricas, especialmente nas
bacias dos rios Parana e Iguacu (BRASIL, 1998). Frente a este quadro, o progndstico
de sobrevivéncia para algumas espécies € bastante reservado, o que torna
necesséaria a manutencao e a reproducao de tais animais em cativeiro, como forma
de preservé-los e também de estudar seu potencial zootécnico e suas
particularidades fisiolégicas.

As espécies selvagens ndo prosperam a menos gue o ambiente seja
favoravel (FITZPATRICK, 1963), pois seu sucesso reprodutivo e a sua sobrevivéncia
dependem de um manejo correto (SALTZ et al, 1995). Plantas e animais
conservados em jardins boténicos, criadouros e zoolbgicos podem ser usados para
recuperar terras degradadas, reintroduzir espécies no ambiente selvagem e repor
populagdes esgotadas (FAO & UNESCO, 1992). Para tanto, porém, os animais
devem estar em boas condi¢oes e ausentes de situagdes estressantes no cativeiro.

A preocupagdo com 0 meio ambiente encontra respaldo na medida em
gue o direito a vida, como o mais importante direito fundamental dos seres vivos, €
o valor pelo qual deve-se pautar toda a atuagdo nessa area, pois é através da
protegcdo do meio ambiente que se protege um valor de maior importéncia, a vida
com qualidade (BRASIL, 1998).

Considerando esses fatores de implicagdbes sécio-econémicas e
conservacionistas e visando maior conhecimento de pardmetros fisioldgicos de

cutias € que o presente trabalho foi proposto, com os objetivos de:



. Contribuir para o incipiente estudo da Dasyprocta azarae, espécie

tipica da fauna paranaense;

. Mensurar os niveis séricos de cortisol e de lactato desidrogenase
como parametros de estresse em animais provenientes de dois

diferentes locais;

. Avaliar se o horménio cortisol apresenta ritmo circadiano, comum

em diversas espécies animais.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 CuTiA

A América do Sul ascendeu em niimero de espécies animais durante o
perfodo Terciério, quando muitos mamiferos tiveram origem em consequéncia do
seu isolamento do resto do mundo. Muitas destas espécies desapareceram entre
as épocas Miocena e Pliocena, como resultado da competicdo com outros
mamiferos provenientes das Américas Central e do Norte. Sobreviveram apenas 0s
grupos mais prosperos e diversificados, como a sub-ordem de roedores
Histricognathi. Muitos desses animais, que incluem alguns dos grandes roedores,
ainda habitam as regides neotropicais. (DUBOST, 1988). A ordem Rodentia conta
com, aproximadamente, 1.750 espécies (EMMONS & FEER, 1990), das quais as
capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) sdo as de maior porte (CLARK & OLFERT,
1986) .

A principal caracteristica dos roedores & a presenga de quatro dentes
incisivos, proeminentes e amarelados, com crescimento continuo durante toda a
sua vida. Como um processo natural de desgaste destes incisivos, 0s animais
passam boa parte do tempo roendo pedacos de madeira, objetos, troncos de
arvores e alimentos. (CLARK & OLFERT, 1986).

Dentre os roedores, os histricognatas s&o numericamente pouco
expressivos, correspondendo a 9,8% das espécies e 15,2% dos géneros existentes,
mas incluem as espécies de maior porte corporal (DUBOST, 1988). A principal
caracteristica destes animais é a existéncia de uma mandibula com estrutura
especializada para a sustentagdo de musculos (EMMONS & FEER, 1990) como o
masseter lateral, por meio de distorgdo do processo angular, € o masseter mediano,
por meio de uma crista nos alvéolos da série molar, além de um forame infra-
orbitario bastante largo (MOOJEN, 1952).

A classificagdo sistematica da Dasyprocta azarae, segundo WOODS
(1993) & a seguinte:

. Classe MAMMALIA

. Ordem RODENTIA

. Sub-Ordem Hystricognathi

. Familia Dasyproctidae



. Género Dasyproctallliger, 1811, Prod. Syst. Mamm. Avium., p.93.
. Dasyprocta azarae Lichtenstein, 1823. Verz. Doublet. Zool. Mus.

Berlin, p. 3.

A familia Dasyproctidae pertencem cutias e cotiaras (MOOJEN, 1952).
As cotiaras (Myoprocta spp.) séo semelhantes as cutias, mas consideravelmente
menores (SMYTHE, 1978). As cutias sdo animais adaptados a vida terrestre por uma
reducdo de dedos funcionais, sendo quatro nos membros torcicos e trés nos
membros pélvicos. As unhas dos membros toracicos sao ligeiramente arqueadas
dando-lhes capacidade de escavar, embora ndo sejam verdadeiros cavadores. As
extremidades posteriores sdo bem maiores do que as anteriores, capacitando-as
para saltos (MOOJEN, 1952; CABRERA & YEPES, 1960), enquanto os membros
anteriores sdo utilizados para conduzir 0 alimento a boca (MOOJEN, 1952).

As cutias (Dasyprocta spp.), segundo EMMONS & FEER (1990) e
REDFORD & EISENBERG (1992), além de apresentarem grande variagao geogréfica,
ainda ndo receberam uma revisdo taxondmica moderna. Elas s&o divididas em
muitas espécies sem se saber exatamente as origens de cada uma delas. E possivel
que no futuro haja reclassificagao e redugao para duas ou trés espécies apenas, em
funcédo das caracteristicas fenotipicas e da distribuigdo geogréfica.

Segundo REDFORD & EISENBERG (1992), a familia Dasyproctidae
distribui-se geograficamente desde Veracruz, no México, até o norte da Argentina e
Uruguai em habitats Unicos apropriados. Pela descricdo de CABRERA & YEPES
(1960) a D. azarae encontra-se distribuida nos estados do Sul do Brasil, enquanto
EMMONS & FEER (1990} afirmam que sua distribui¢cdo abrange o leste dos Andes, a
partir de Santa Cruz (Bolivia), leste de S&o Paulo, florestas tropicais do sudeste do
Mato Grosso e ainda sul e norte da Argentina e do Paraguai. MOOJEN (1952),
HONACKI! et a/. (1982) e WOODS (1993) afirmaram que a localidade tipica é o
estado de Sdo Paulo. LANGE (1998) relatou que a Regidao Metropolitana da cidade
de Curitiba (PR) € contemplada com esta espécie. Sua permanéncia neste espaco,
entretanto, encontra-se ameagada pela destruicdo desordenada do ambiente natural

e pelo avango da ocupacdo urbana, pois cutias e cotiaras se ausentam de areas



modificadas pelo homem, como plantagbes e florestas secundérias (DUBOST,
1988).

A D. azarae ¢ uma das espécies mais distintas dentre as cutias. Os
pélos ao longo do corpo, sempre espessos e lisos (TOLEDO, 1995), possuem
coloracédo de cinza a preta, com partes alaranjadas ou amarelo escuro (EMMONS &
FEER, 1990). A superficie ventral da D. azarae também é amarelada (MOOJEN,
1952), e devido a estas caracteristicas na pelagem é que sdo chamadas de cutias-
amarelas (Figura 1) . Os adultos atingem peso de 2,0 a 3,5 kg (MOOJEN, 1952;
EMMONS & FEER, 1990). No entanto, LANGE (1998) encontrou exemplares adultos
de D. azarae pesando até 4,0 kg, assemelhando-se ao peso da D. punctata (MERRIT,
1983). O tamanho meédio encontrado por LANGE (1998) para animais com seis
meses de idade foi de 48,33 cm, corroborando dados publicados anteriormente por
DEUTSCH & PUGLIA (1988). A cauda é rudimentar e nua (MOOJEN, 1952), estando
quase oculta entre os pélos (CABRERA & YEPES, 1960).

Fig. 1. Espécime adulto de Dasyprocta azarae farmacologicamente contido com a
associagéo de cloridrato de xilazina, cloridrato de cetamina e sulfato de atropina.

Segundo DEUTSCH & PUGLIA (1988) e CLARK & OLFERT (1986) a
maturidade sexual das cutias é atingida aos seis meses de idade. MERRIT (1983)

relatou que a puberdade em D. punctata deve ocorrer préximo de um ano de idade,



enquanto um estudo feito por LANGE (1998) com espécimens de D. azarae criados
em cativeiro demonstrou que a maturidade em fémeas ocorre aos 10,83 (+ 3,48)
meses, engquanto 0s machos apresentaram-se mais precoces. O comportamento
reprodutivo da D. azarae observado por LANGE (1998) foi do tipo poliestral continuo,
assim como o ciclo da D. prymnolopha (GUIMARAES, 1993), com periodo médio de
cio de 31 dias (GUIMARAES et a/,, 1992). O periodo de gestacdo da D. azarae é de
aproximadamente 103 a 104 dias, e os filhotes, cerca de dois ou trés, nascem
cobertos de pélos, com olhos abertos e capazes de andar (MOOJEN, 1952; LANGE,
1998). A presenca de duas vesiculas gestacionais medindo 2,3 cm de diametro,
portanto no tergo inicial de gestagado, foi descrita por AUGUSTO et a/. (1995) que
utilizaram o método ultrassonogréfico para diagnéstico de gestagdo gemelar em um
espécime fémea de D. azarae. O periodo normal de lactagédo, segundo CLARK &
OLFERT (1986), tem duragao de trés meses.

As cutias sdo animais muito alertas e entram em panico ao minimo sinal
de alarme. Sao bastante timidas, mas em cativeiro podem perder esta
caracteristica. Sa0 animais de vida solitdria ou podem viver em casais, mas 0s
machos nao toleram outros em um mesmo recinto. Sdo ageis e podem saltar
longas distancias, sendo que sua maior atividade ocorre durante o dia. O tempo de
vida maximo estimado para uma cutia € de 18 anos (CLARK & OLFERT, 1986).

Fésseis de um animal semelhante a uma cutia e de uma arvore
(Astrocaryum spp.) foram encontrados na América do Sul, com idade de 35 milhoes
de anos. A sua presente relagdo sugere que estes dois seres possam ter exercido
presséo seletiva em um ou outro durante suas respectivas histérias evolutivas. As
cutias enterram sementes de diversos de Seus alimentos durante periodos de
abundancia, e as desenterram durante periodos de escassez, quando entdo
constituem um importante componente da sua dieta (SMYTHE, 1989; REDFORD &
EISENBERG, 1992). Por causa deste habito sdo importantes agentes dispersores de
sementes, uma vez que as enterram a uma distancia de até 50 metros do local onde
as encontraram (SMYTHE, 1978; SMYTHE, 1989; REDFORD & EISENBERG, 1992).
Um estudo feito por FORGET (1992) demonstrou que as cutias desenvolvem papel
essencial na disperséo de Gustavia superba, uma éarvore lecitiddcea de ocorréncia

em Barro Colorado, no Panama, onde a auséncia destes animais compromete o



ecossistema. O mesmo fato foi relatado por SMYTHE (1989) com relagdo a planta
Astrocaryum standleyanum, que também depende das cutias para sua perpetuagao.
Os roedores, portanto, assumem ecologicamente a funcédo de dispersores de
sementes, além de contribuirem para o enriquecimento do solo com suas fezes.

Recentemente relatou-se que D. azarae, além de herbivora, é também
zodfaga. MONTEIRO-FILHO et a/. (1995) verificaram que houve pronta predagao de
filhotes de Gallus gallus e de adultos de Cothurnix japonica, bem como a ingestao
de ovos de ambas as espécies quando oferecidos a exemplares de cutias mantidos
em cativeiro, sugerindo que, em condi¢des naturais, sdo potenciais predadores de
aves e de ninhos construidos a seu alcance. Ao se alimentarem, as cutias
costumam ficar sentadas sobre os membros posteriores, segurando e girando
habilmente a comida com os membros anteriores (TOLEDO, 1995).

Muitos roedores s&o menos espetaculares que animais de outras
ordens e, 'portanto, s80 vistos com menos interesse pelos visitantes e responséaveis
por jardins zooldgicos em todo o mundo. Consequentemente, poucas trabalhos
cientificos tém sido publicados com informagbes sobre esta ordem de mamiferos
(CLARK & OLFERT, 1986).

Existe, atualmente, interesse no estudo detalhado da D. azarae, uma vez
que é caracteristica da regido Sul do Brasil e por estar sendo utilizada em um
programa de repovoamento animal de parques publicos da cidade de Curitiba (PR).
Diversos dados referentes & sua biologia, anatomia e fisiologia estdo sendo obtidos
a partir de pesquisas que visam esclarecer ou definir parametros biofisiol6gicos
desta espécie. Alguns destes estudos foram conduzidos por FERREIRA et a/. (1997),
que pesquisaram valores para a pressdo intra-ocular de cutias mantidas sob
anestesia; por VILANI et a/. (1997), que definiram valores de oximetria em cutias
submetidas a anestesia dissociativa; e por MANGRICH et a/. (1997) e ACCO et al.
(1997a), que quantificaram parametros bioquimicos e fisicos de urina em grupos de
cutias. LANGE (1998) publicou resultados de estudos sobre a criagdo e a relocagéo
desta espécie em area verde urbana de Curitiba (PR), em pesquisa que reuniu o
maior volume de dados bioldgicos referentes a estes animais até o presente

momento. H& ainda um vastissimo campo de trabalho a ser explorado na medicina



desta importante espécie da fauna paranaense, que merece atengdo pelo seu

potencial zootécnico e, principalmente, pela sua atuagdo ambiental.

2.2 ESTRESSE

Desde a descricdo da “reagdo de alarme” feita por Hans Selye na
década de 30, muitas publicagbes vém tratando deste assunto e do fenébmeno
chamado “sindrome geral da adaptacédo” ou “sindrome do estresse” (SELYE, 1936;
1946).

O estresse é uma resposta resultante da interagdo de um animal com o
ambiente em que vive, naturalmente ou ao qual é artificialmente submetido quando
em cativeiro, e € um fendbmeno adaptativo (FOWLER, 1986; BREAZILE, 1987;
PACHALY et a/., 1993). Qualquer estimulo que altere o estado homeostético de um
animal, seja interno ou externo, € um agente estressante, e as diversas reagdes do
corpo para combater esta alteracdo compdem a resposta do estresse (SPRAKER,
1993). Procedimentos de contengdo constituem-se em um dos incidentes mais
estressantes na vida de um animal (FOWLER, 1986), bem como medo, ansiedade,
percepcdo de perigo, novos ambientes e condigcdes de superpopulacdo. Muitos
agentes estressantes produzem alteragdes comportamentais que variam de uma
simples alteracdo na movimentacao ou no apetite até o comprometimento da libido
e da fertilidade, conforme a intensidade e a frequéncia do estimulo (SPRAKER,
1993).

O conceito de estresse foi empregado na medicina por Selye a partir do
seu uso na engenharia, onde significava um conjunto de forcas que atuavam contra
determinada resisténcia (ROITMAN, 1989). Ainda, na linguagem corrente da época,
stress significava solicitagdo excessiva do sistema nervoso central (SELYE, 1959).
Este mesmo autor usou, inicialmente, o termo “sindrome geral da adaptacéo” para
definir manifestacdes individuais que estimulavam defesas adaptativas. Mais tarde
passou a chamar de estresse o estado manifestado pela sindrome geral de
adaptagdo, que para ele era a soma de todas as reagdes sistémicas nao-especificas
do corpo que sucedem uma exposigcao continua a estimulos nocivos (SELYE, 1946).
O conceito de estresse é universalmente entendido, entretanto, depois de algumas

décadas de pesquisas sobre este tema, uma definicdo clinica ainda néo foi
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estabelecida. A razdo encontra-se no fato do estresse ser um conceito abstrato, e
de que existem algumas duvidas importantes ainda a serem esclarecidas: 1)
parametros bioldgicos que melhor indiquem o estresse; 2) falta de respostas néo-
especificas que realmente caracterizem cada tipo de agente estressante; 3)
variabilidade interanimal na resposta ao estresse; e 4) incapacidade para
estabelecer uma correlacdo entre a mensuragdo do estresse e o impacto no bem-
estar animal (MOBERG, 1987).

BREAZILE (1987) definiu trés formas de estresse: “euestresse” ou “bom
estresse”, que é um estimulo benéfico ao animal, sendo a homeostase mantida;
“estresse neutro”, que ndo provoca reagbes maléficas e tdo pouco benéficas ao
animal; e “distresse”, que pode ou néo por ele proprio ser prejudicial ao animal, mas
envolve respostas que interferem no bem-estar e¢/ou na reproducgdo e sdo capazes
de induzir alteragdes patoldgicas. ROITMAN (1989) discorda deste autor e de
FOWLER (1986). Para ele, o estresse & um fendmeno no qual ndo se consegue uma
resposta suficientemente adaptativa. Segundo SELYE (1936; 1946), a resposta
adaptativa envolve trés fases distintas: reagdo de alarme, estagio de resisténcia e
estagio de exaustdo. A adaptacao fisioldgica & o desenvolvimento de processos de
adaptacado ao estresse que levam ao retorno @ homeostase, e exaustdo € a falha
nestes processos adaptativos (PACHALY et a/., 1993).

No presente trabalho foi utilizado o termo “estresse” para definir o que
BREAZILE (1987) chamou de “distresse”, isto é, um estimulo organico cujas
respostas sdo frequentemente funcionais e iniciam uma variedade de disturbios,
como alteragdo no comportamento alimentar, hipertenséo, ineficiéncia reprodutiva
e de conversao alimentar, ulceracbes géastricas ou duodenais, desequilibrio
eletrolitico e deficiénciaé imunolégicas.

Segundo FOWLER (1986), os agentes esiressantes podem ser
classificados como somaticos (sons, odores, pressao, frio, estiramento anormal de
tenddes e musculos e efeitos de drogas ou agentes quimicos), psicoldgicos
(apreensdo, ansiedade, medo, furia e frustragdo), comportamentais
(superpopulacéo, disputas hierarquicas, falta de contato social e mudangas no ritmo
biolégico) e variados (ma nutricdo, parasitos, infecgdes, cirurgias, imobilizacao

guimica ou fisica e confinamento). A temperatura e a restricdo dietética tém sido
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descritas como agentes estressantes para coelhos, influenciando a resposta
imunolégica (FRANCI et a/., 1996), entretanto, tém havido divergéncias com relagao
ao efeito do estresse nutricional na reproducgao de taiassuideos (LOCHMILLER et &/,
1986; 1987). A contencéao fisica e o transporte estdo entre os principais agentes
estressantes para espécies animais selvagens e domeésticas. Desta forma, sdo
usados como modelos de estresse em pesquisas (GANHAO et a/., 1983; WILLEMSE
et al., 1993; MINTON et a/., 1995; MORTON et a/.,, 1995; ROOZEN et al., 1995; LAY
et al, 1996; NWE et a/,, 1996; THUN et a/., 1996; MOE & BAKKEN, 1997). Outros
agentes estressantes incluem os procedimentos de venopuncdo (YOUNG &
BERMES, 1994; MOE & BAKKEN, 1996) e de descorna (COOPER et a/, 199b),
processos inflamatérios (JAHOOR et al, 1995), mudangcas de grupos animais
socialmente estabelecidos (HANLON et a/, 1995) e isolamento social
(MUNKSGAARD & SIMONSEN, 1996). Quando um animal & estimulado por
mudangas ambientais, através de receptores, o0 sisterna nervoso analisa e processa
impulsos e responde através de varios componentes do préprio sistema nervoso
para 6rgdos efetores, que produzem reacdes especificas ou ndo especificas, ou
ainda ambas (FOWLER, 1986). Condigdes inadequadas durante o nascimento
constituem um agente estressante para criangas até os dois meses de idade
(RAMSAY & LEWIS, 1995), e o trabalho incessante comporta-se como agente
estressante para a espécie humana (BENOLIEL et a/, 1990), na qual o estresse &
considerado um problema psicossocial, pois predispde individuos a uma variedade
de enfermidades, como, por exemplo, doengas cardiovasculares (CASSEL, 1974).
Para assegurar o bem-estar e otimizar a saude e a reproducdo de
animais de fazenda, de laboratério e de zooldgico, ha necessidade de elucidar os
impactos biolégico e psicolégico do cativeiro sobre eles. Muitas situagdes de
cativeiro podem ser cronicamente estressantes, por ndo permitirem respostas
normais de comportamento. Ocorre, por exemplo, em felinos, que sob estas
condigdes, apresentam redugdo do comportamento exploratério, reagao de alerta
exacerbada e escondem-se ou permanecem em repouso durante boa parte do
tempo (CARLSTEAD et a/, 1993). Alteracdes comportamentais incluem aumento da
agressividade e tendéncias anti-sociais. Animais cronicamente estressados podem

recusar alimento e &agua, ou, em uma situacdo contréria, podem apresentar
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polifagia. Do mesmo modo, a atividade sexual pode mostrar-se reprimida ou
exacerbada, sendo a hipersexualidade evidenciada por masturbagéo e excessiva
copulacdo (FOWLER, 1986).

A resposta ao estresse pode variar com a estrutura social,
comportamento agressivo, idade do animal, complexidade e familiaridade do
agente estressante (COOK, 1996). Cada reagdo a um agente estressante tem
significado adaptativo, e reagdes extremas podem suscitar respostas
potencialmente fatais em um animal (FOWLER, 1986). Uma “resposta padrao” a um
agente estressante envolve a ativacdo do sistema limbico, que regula os
comportamentos viscero-somatico, sexual, defensivo, agressivo, irracional e
instintivo (ROITMAN, 1989). O sistema limbico também é um regulador neuro-
endoécrino, e quando estimulado induz o hipotdlamo a produzir o fator de
neurosecrecao conhecido como hormonio liberador de corticotrofinas (CRH), um
peptideo que regula a secrecdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH). Este atua
na cortex adrenal, resultando em um aumento da sintese e liberacdo de cortisol
(GREKIN, 1986; BREAZILE, 1987; PACHALY, et a/., 1993; SPRAKER, 1993; COOK et
al, 1996; TRAINER et a/, 1998). Os receptores cerebrais para glicocorticéides estéo
mais concentrados no hipocampo, no septo e na amigdala (CLARK et a/, 1981), e
em humanos foi demonstrado que o hipocampo pode sofrer atrofia em decorréncia
de elevados niveis de glicocorticoides, em situagbes severamente estressantes
(SAPOLSKY, 1996). As células hipofisarias também contém vérios receptores para
esterbides, que devem estar em células responsivas a seus proprios hormdnios,
assim as células corticotréficas possuem receptores para glicocorticoides (CLARK
et al., 1981). O eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA) também estad submetido ao
controle da serotonina, que pode atuar diretamente nas adrenais e possivelmente
na hipofise anterior, participando da resposta do estresse (DINAN, 1996).

Embora haja controvérsias a respeito da definicdo de estresse, dois
consensos estdo estabelecidos na literatura especializada: ndo ha parédmetros
especificos para a sua mensuragao e os niveis de corticosterdides adrenais ainda
sdo seus melhores indicadores. Estd bem descrita a correlacdo entre situagdes
estressantes e a hiperfungdo no eixo HHA (FOWLER, 1986; GREKIN, 1986;
BREAZILE, 1987; McDONALD et a/, 1988; ROITMAN, 1989; CARLSTEAD, et &/,
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1993; GANONG, 1995; MORTON et &/, 1995; ROOZEN et a/., 1995; COOK et &/,
1996; LAY et a/, 1996; MOE & BAKKEN, 1996; NWE et a/, 1996; PIAZZA & Le-
MOAL, 1996; SAPOLSKY, 1996; CARROL et al, 1997, MOE & BAKKEN, 1997).
Pesquisas relacionadas com estresse tém concentrado aten¢cdo nos mecanismos e
nas agéés do eixo HHA, uma vez que muitos estimulos considerados agentes
estressantes ativam-no. Uma técnica comumente usada para determinar a
sensibilidade do eixo HHA é a administracdo de ACTH para testar a capacidade das
glandulas adrenais de secretarem glicocorticbides (LAY et a/. 1996), j& que niveis
acima dos basais tém se mostrado um indice confidvel da reatividade adrenocortical
ao estresse em animais e seres humanos (RAMSAY & LEWIS, 1995). Segundo
JANSSENS et al. (1995), diversas espécies submetidas a estresse crénico ou
repetido podem apresentar, como consequéncia, alteragado prolongada ou definitiva
na regulacao da fungao do eixo HHA e aumento do peso das adrenais.

Uma importante agdo dos glicocorticides € a modulagdo da resposta
imune, o que torna 0s animais estressados susceptiveis a enfermidades. Sabe-se
que esterdides induzem neutrofilia, provavelmente como resultado da liberagédo de
neutrofilos marginais na circulagdo. Causam também lise e marginalizagdo de
linfocitos T, de mondcitos e de eosindfilos, diminuem a proliferagdo de células
linféides (FOWLER, 1986; BREAZILE, 1987; SPRAKER, 1993) e afetam a atividade de
células CD4" e NK (HINES et a/, 1996). A supressdo da proliferacdo clonal de
linfécitos resulta da reducdo de seus receptores para interleucina-1 induzida pelos
glicocorticdides. Para MINTON et a/. (1995), no entanto, o cortisol circulante néo
deve ser o Unico responsével pela diminuigdo da fungdo blastogénica de linfécitos.
A endorfina, um peptideo liberado pela hipofise simultaneamente com o ACTH, e as
encefalinas, sintetizadas por células medulares das glandulas adrenais e liberadas
juntamente com as catecolaminas destas glandulas, também proporcionam relacéo
entre o encéfalo e o sistema imune em animais sadios, e acredita-se que tenham
influéncia nos mecanismos de alteracdes imunoldgicas observadas no estresse
(BREAZILE, 1987). Linfopenia também foi detectada em raposas (Vu/pes vulpes) sob
condigdes estressantes (MOE & BAKKEN, 1996; 1997).

O estresse, segundo DHABHAR & McEWEN (1996), induz a um

significante e persistente aumento no ndmero de leucécitos em reacgdes de
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hipersensibilidade tardia, mas nao tem efeito na sensibilidade de contato, o que
pode mediar aspectos benéficos (resisténcia a certas viroses, bactérias e tumores)
e nocivos (dermatite alérgica) da fungdo imune. Para HINES et a/. (1996), o estresse
de exercicios pode ter efeito ambiguo no sistema imune, causando tanto aumento
quanto supressao do numero de leucécitos.

Os glicocorticéides, em altos niveis, inibem respostas inflamatérias em
danos teciduais, bem como suprimem manifestacdes de doencas alérgicas devidas
a liberagdo de histamina. A diminuigdo da reagéo inflamatdria local € mediada pelo
aumento de lipocortinas e pela inibicdo da fosfolipase A-2, com consequente
reducdo na liberacdo do acido araquidonico a partir de fosfolipideos teciduais
(GANONG, 1995) e diminuigdo da producdo de prostaglandinas, leucotrienos e
tromboxanas, importantes mediadores da resposta inflamatoria (BREAZILE, 1987).

Uma segunda via neuroenddcrina envolvida na resposta do estresse € a
de interagdo entre o sistema nervoso simpatico (SNA) e a medular das adrenais,
particularmente as células cromafins (WHITLEY et a/, 1994). A estimulacdo desta
via resulta na chamada “reacéo de fuga ou luta” ou “reacado de alarme” (FOWLER,
1986), devido a uma reacdo da medula adrenal e liberagdo de adrenalina,
noradrenalina e encefalinas. Em suinos, foi registrada a elevacado de adrenalina e
noradrenalina meio minuto apds iniciar-se um procedimento de contencgéo fisica
(ROOZEN et al, 1995), mas dificiimente estas catecolaminas respondem ao
estresse sozinhas, j& que sao liberadas concomitantemente ao cortisol (NWE et a/,
1996). As catecolaminas liberadas produzem efeito inotrépico positivo, constricdo
de vasos localizados nos rins, pele, sistema digestivo e tecidos conectivos, e
correspondente dilatacdo de vasos do encéfalo, musculatura esquelética, coragéo e
pulmoes, resultando em um desvio circulatério no sentido de preservar érgaos vitais
(BREAZILE, 1987). Interagem, ainda, com células imunolégicas (BREAZILE, 1987), e
aumentam o catabolismo provocando lipdlise e gliconeogénese (SPRAKER, 1993).
Assim, a glicose plasmatica pode ser usada como um indicador da atividade do eixo
simpético-adrenal (MOE & BAKKEN, 1997). Foi demonstrado /n witro que a
adrenalina e o cortisol afetam a viscosidade sanguinea de trutas (Oncorhynchus

mykiss), assumindo importancia quando estes peixes estdo com 0 sangue
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circulante hipdéxico devido a algum agente estressante (SBRENSEN & WEBER,
1995).

A terceira via de resposta do estresse € a motora voluntéria, que pode
ser iniciada periférica ou internamente. O impulso é levado ao talamo e ao
neocdrtex, onde € categorizado e integrado para transmissdo em éareas motoras,
que conduzem a informacao a nucleos inferiores através da medula espinhal e dos
nervos periféricos. As atitudes observadas em resposta ao estimulo desta via
podem variar grandemente entre as espécies, incluindo esquivar-se, esconder-se,
debater-se, correr, tentar fugir, vocalizar ou agredir (FOWLER, 1986; PACHALY et a/.,
1993).

A resposta ao estresse € extremamente complexa, e inclui outros
moduladores e acgbes alem daqueles supracitados. Muitos mediadores
imune/inflamatérios tém se mostrado potentes ativadores do eixo HHA, incluindo
interleucinas  (IL-1e, IL-1B, IL-6), interferons, metabdlitos de fosfolipideos
(eicosandides e PAF), aminas (histamina e serotonina), enzimas (fosfolipase A) e
lipocortina 1. Esta tem como principal funcdo mediar a agdo de glicocorticéides no
sistema neurcendécrino (BUCKINGHAM, 1996). A liberagdo de renina do sistema
justaglomerular renal, a sintese e liberagcdo de vasopressina pelo nucleo
paraventricular do hipotdlamo, de VIP através da estimulagdo simpéatica do
intestino, de substancia P através da estimulacdo simpéatica de terminacdes
nervosas em varios tecidos (BREAZILE, 1987; SPRAKER, 1993), de ocitocina
(ESPLUGUES et a/, 1996) e a liberacdo de o-MSH pelo lobo intermediario da
hipéfise (WILLEMSE et a/., 1993) também estado envolvidos na resposta do estresse.
Segundo POPOVIC et a/. (1996), estimulos estressantes interferem na resposta da
medular adrenal a ocitocina.

E interessante notar que o estresse induzido por choque, por extensas
queimaduras, por sepse ou por grandes traumas estd associdado a hiposecregao
gastrica, enquanto o estresse relacionado a lesdes cerebrais € acompanhado de
hipersecregdo géastrica. Segundo ESPLUGUES et a/. (1996), a inibicdo da secregao
géastrica &€ mediada por um reflexo nervoso envolvendo uma via neuronal que inclui a
sintese de 6xido nitrico (NO) no cérebro, especificamente no ndcleo motor dorsal

do vago. A L-arginina faz parte da mesma via neuronal do NO, ativada durante o
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estresse. O NO & sintetizado pela NOS (sintase do dxido nitrico) a partir de impulsos
nervosos mediados pelo glutamato em células cerebrais, resultando em uma reacao
NADPH-+H*-dependente, na qual o O, reage com a arginina, formando NO e
citrulina. KAWABATA & HATA (1996) também acreditam no envolvimento do NO
como mediador do estresse, particularmente na fibrindlise induzida nesta situagéo.
O NO atuaria suprimindo a atividade do fator inibidor da ativacdo do plasminogénio,
liberado das plaquetas. Este fato, associado a diminuigdo do nimero de plaquetas,
a queda dos niveis plasmaticos de fibrinogénio e a redugdo do tempo de lise de
coégulos, também presentes no estresse, implicaria em insuficiéncia circulatoria.

O maior problema clinico relacionado com a reagado de alarme s&o as
contusbes, concussdes, laceragdes, injurias nervosas, hematomas e fraturas
originadas da atitude de fuga ou luta. Tais lesbes comumente se seguem a praticas
de contencao. A reacgéo de alarme pode também modificar a resposta do organismo
a uma série de drogas, incluindo os agentes de contencdo farmacoldgica
rotineiramente utilizados (FOWLER, 1986; PACHALY et a/, 1993). Alteracoes na
concentragdo de proteinas plasmaticas, em decorréncia do estresse agudo,
também podem afetar a cinética de alguns farmacos (MOYER & PIPPENGER, 1994).
Um outro problema decorrente da estimulagdo simpatica € a diarréia, que pode
ocorrer por diminuicdo da motilidade gastfintestinal e consequente exacerbacéao do
crescimento bacteriano, e por liberagdo do VIP, que por um mecanismo dependente
do cAMP induz hipersecregao intestinal (BREAZILE, 1987).

As consequéncias do estresse cronico sobre a reproducao estdo entre
as maiores preocupacgdes de pesquisadores que trabalham com animais selvagens,
principalmente de cativeiro. Um efeito bem conhecido do estresse € o decréscimo
na libido, na fertilidade, na implantagédo de 6vulos fertilizados e no desenvolvimento
fetal, o que tem levado a proposigdo de melhorias nos recintos dos animais, com o
objetivo de minimizar tais consequéncias (BREAZILE, 1987; SPRAKER, 1993). A
infertilidade, segundo THUN et a/. (1996), é provocada pela ativagdo dos sistemas
HHA e simpatico-adrenal, e ainda pela acdo direta de glicocorticéides sobre os
ovarios. Estes autores, entretanto, observaram que o aumento de cortisol devido ao
estresse agudo por contengdo nao afetou a secregédo do LH, tanto em vacas em

estro quanto naquelas em diestro, o que sugere uma reagéo individual estimulo-
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especifica. Para BREAZILE (1987), no entanto, os mecanismos pelos quais o sistema
limbico afeta a liberagdo de LH parecem representar uma das formas pelas quais o
estresse interfere na reproducdo. Problemas reprodutivos provocados por agentes
estressantes foram relatados em saguis (Callithrix jacchus), que apresentaram
significativa redugdo no volume de sémen e na concentracdo espermatica (CUI,
1996). Em felideos cativos a insuficiéncia reprodutiva pode ser atribuida a uma
diminuicdo da toleréncia as condi¢cbes do cativeiro, pois os corticosteroides
excessivamente liberados nesta situagdo, tém acdo direta sobre os niveis
circulantes de testosterona, devido a uma reducédo na concentragdo de receptores
de LH nas células de Leydig (CARLSTEAD et a/., 1993).

O estresse tem efeitos prejudiciais na performance cognitiva em muitas
espécies, incluindo o homem, que exibem déficit em diversas tarefas de
aprendizado e de memoria (KIM et al, 1996; ROOZENDAAL, 1998). Alguns
resultados de pesquisas indicam que individuos com hipercortisolemia respondem
pobremente & performance de memodria frente a um agente estressante
(KIRSCHBAUM et al, 1996), principalmente devido a seus efeitos sobre o
hipotalamo, uma estrutura vital para o aprendizado e a memédria (SAPOLSKY, 1996).
Os mecanismos neurais com que agentes estressantes exercem estas agdes ainda
nao estdo definidos, mas os efeitos do estresse sobre a LTP e a LTD parecem ser

mediados atraves da ativagcao de subtipos de receptores NMDA (KIM et a/., 1996).

2.3 CORTISOL

As gléndulas adrenais diferem entre classes e espécies zoologicas
quanto a morfologia, a anatomia e aos produtos de secrecdo. Em peixes,
frequentemente, os tecidos cromafins e adrenocorticais sdo separados; em
passaros estes tecidos parecem fundidos; em cées e em cobaias o tecido
adrenocortical € mais abundante do que o tecido cromafim, em torno de cinco e 60
vezes mais predominante, respectivamente. O cértex adrenal de mamiferos é
dividido em zonas, mas a zona glomerulosa ndo é vista em alguns deles, como
lémures, camundongos e macacos (BENTLEY, 1982).

Histologicamente, a adrenal de mamiferos tem trés zonas: glomerulosa

(externa), fasciculada (intermediéria) e reticular (interna) (LIDDLE, 1974), que se
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comportam, segundo seus produtos de secrecédo e de regulacdo, como glandulas
distintas. A fasciculada é primariamente controlada pelo ACTH, enquanto a
glomerulosa o é pelo sistema renina-angiotensina (NEW et a/, 1983). O cortisol ou
hidrocortisona, principal glicocorticbide endbgeno, é sintetizado a partir da
pregnenolona pela camada fasciculada da coértex adrenal e em menor quantidade
pela reticular (DUNCAN & PRASSE, 1982; WHITLEY et &/, 1994; Di RIO et a/., 1994),
em uma quantidade de 20 a 25 mg por dia em seres humanos (GREKIN, 1986;
WHITLEY et a/, 1994). A zona glomerulosa produz aldosterona e corticosterona,
mas ¢é deficiente em 17oa-hidroxilase e assim néo €& capaz de formar 17a-
hidroxiprogesterona, um dos precursores do cortisol. Foi demonstrado que as
glandulas adrenais de ratos hipertensos possuem maior nidmero de granulos
eletrondensos do que as adrenais de ratos hipotensos, e que tais gréanulos
aumentam quando estimulados pelo ACTH, sugerindo que contenham esterdides
em seu interior (PUDNEY et af,, 1981). |

As adrenais sdo dotadas de mecanismos enzimaticos capazes de
sintetizar colesterol e de capté-lo a partir da circulaggdo. O colesterol serd entéao
convertido em diferentes esterdides, inclusive sexuais (Di RIO et a/., 1994), mas os
corticosterdides sdo 0 mais importante grupo de esterdides adrenais, fisiolégica e
quantitativamente (WHITLEY et a/, 1994). Os vérios tipos de esterdides enddgenos
podem ser classificados quanto ao nimero de 4tomos de carbono (C). Os que
contém 21 C sao os adrenocorticais € a progesterona, os que contéem 19 C séo os
andréogenos e, finalmente, os esterdides estrogénicos sdo os que possuem 18 C. A
sua distribuicdo em vertebrados é variavel. A maioria dos peixes produz cortisol e
corticosterona, com exce¢do dos holocéfalos, que produzem somente cortisol, e
dos seldquios, cujo principal esterdide adrenal € o la-hidrocorticosterona. Nos
anfibios, aves e répteis a corticosterona é o principal esterdide. Este hormdmio &
também predominante em alguns mamiferos, enquanto em outros o cortisol
assume maior importancia. A relacdo cortisol:corticosterona varia com as espécies,
por estar geneticamente determinada. Ratos, coelhos e camundongos secretam
pouco ou nenhum cortisol devido & deficiéncia de 17a-hidroxilase (BENTLEY, 1982;
GANONG, 1995). A maioria dos mamiferos placentados € marsupiais, no entanto,

secretam mais cortisol que corticosterona, com excecgéo da équidna { 7achyglossus
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aculeatus) (BENTLEY, 1982; McDONALD ef a/., 1988). Alguns estudos feitos com
células adrenocorticais de bovinos, ovinos e humanos tém indicado que a
integracao entre as proteinaquinases A e C € a chave determinante para a expressao
diferencial de varias enzimas metabolizadoras de esterdides (BIRD et a/., 1998).

Algumas alteragdes genéticas ligadas as enzimas envolvidas na sintese
e no metabolismo dos glicocorticéides produzem hiperplasia adrenal congénita
(CAH). A deficiéncia enzimatica mais freqlente ocorre no processo da 21-
hidroxilagdo, no qual a caréncia de 17a-hidroxipregnenolona causa hirsutismo em
homens. A deficiéncia de 11B-hidroxilase induz a presencga de genitalia ambigua em
fémeas, e a caréncia de 3B-hidroxiesterdide desidrogenase, 17ca-hidroxilase e
colesterol desmolase induz a incompleta virilizagdo da genitalia de machos. Defeitos
da 18-hidroxilase e 18-dehidrogenase causam alteragdo na sintese de aldosterona
(NEW et a/, 1983; WHITLEY et a/, 1994). O tratamento geralmente é feito com
reposicdo de glicocorticéides (GIRGIS & WINTER, 1997). Os neonatos humanos
apresentam caréncia de ba-redutases e deficiéncia de glicoronil transferase e,
portanto, produzem mais metabdlitos 6B-hidroxilados do que pessoas adultas
(WHITLEY et al., 1994).

Outros problemas clinicos conhecidos das glandulas adrenais sdo a
hiper e a hipofungdo, produzindo, respectivamente, o hiperadrenocorticismo
(sindrome de Cushing) e o hipoadrenocorticismo {doenca de Addison) (WHITLEY ef
al, 1994). Na sindrome de Cushing, o ACTH provavelmente é secretado sem um
controle coordenado dos hormoénios hipotaldamicos CRH e vasopressina. Assim a
sensibilidade & retroalimentagdo negativa do cortisol é diminuida (ROELFSEMA et
al, 1998). Na hipocortisolemia ocorre deficiéncia na producdo de glico e
mineralocorticoides nas adrenais, mas a deficiéncia isolada de glicocorticéides em
associagdo com insuficiéncia priméria de outras glandulas endbcrinas tem sido
relatada em cédes (DUNN & HERRTAGE, 1998).

Em condigcdes normais o cortisol € secretado dentro de cinco minutos
apods elevagao da concentracao sérica do ACTH (WHITLEY et a/., 1994), que se une
aos receptores ligados a adenilatociclase, estimulando a formacdo do segundo

mensageiro cAMP. Assim, o metabolismo celular das adrenais aumenta, o
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colesterol é captado a partir do plasma e a sintese e a liberagdo de cortisol s&o
intensificadas (GREKIN, 1986).

A distribuigdo do cortisol é feita por meio da globulina ligante de
corticosterdides (CBG ou transcortina) ou da albumina, sendo que apenas 10% do
horménio plasmético circula na forma livre, que é metabolicamente ativa (Di RIO et
al, 1994), o restante esté reversivelmente ligado as proteinas (LIDDLE, 1974). O
figado metaboliza cortisol em cortisona, incapaz de ligar-se a receptores de
glicocorticéides pela redugado da dupla ligagdo entre C4 e C5, por 5o ou 5f-
redutases. Mais de 95% dos metabdlitos do cortisol sdo conjugados pelo figado,
principalmente com glicuronideos e sulfatos. O metabdlito de menor peso
molecular do cortisol é o 6B-cortisol, que é excretado na urina. A excregao, alem das
vias urinérias, pode ser feita também pelo trato gastrintestinal, aonde os
metabdlitos podem ser reabsorvidos. Na senilidade ocorre redugdo de 25% na
producao e no clearance de cortisol (WHITLEY et a/., 1994).

A secrecao didria de cortisol caracteriza-se pela atividade aumentada
nas primeiras horas da manhéa e inatividade nas Ultimas horas da noite, perfazendo
um ritmo circadiano (GREKIN, 1986; Di RIO et a/, 1994; GANONG, 1995}, que pode
sofrer influéncia do sono, da alimentacéo, da escuridédo, da luminosidade (YOUNG &
BERMES, 1994) e do estresse (HUIZENGA et a/, 1998). A magnitude da
concentragdo matinal é afetada por fatores genéticos (WHITLEY et a/, 1994). A
origem deste ritmo circadiano é o sistema nervoso central, no qual o ACTH também
é liberado na forma de pulsos (LIDDLE, 1974; GREKIN, 1986). O controle do “relégio
metabolico” em mamiferos estd localizado no ndcleo supraguiasmatico do
hipotalamo. A proteina mutante CLOCK, que foi identificada em uma linhagem
diferenciada de camundongos, € responséavel pela periodicidade e pela persisténcia
do ritmo circadiano nesta espécie e, provavelmente, de outros mamiferos, mas o
mecanismo ainda é desconhecido (GEKAKIS et a/., 1998). Esta mesma proteina foi
identificada em Drosophila spp., onde é responsavel por um ritmo circadiano
rudimentar. Acredita-se que proteinas que controlam a estabilidade do DNA e a
estabilidade de outras proteinas estejam também envolvidas neste controle
(DARLINGTON et a/,, 1998). No entanto, nem todas as espécies animais possuem

controle circadiano da secregao de cortisol, como 0s gatos e os céaes.
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A atividade do eixo HHA varia entre individuos e sofre influéncia da auto-
sensibilidade & retroalimentagdo hormonal, do ritmo circadiano, de episédios de
secregéo, dos niveis da CBG, da idade, de doencas hepaticas, renais e tireoideanas,
da nutricdo, de drogas e do estresse, alem de estar submetida a um controle
genético (WHITLEY et a/,, 1994; HUIZENGA et a/., 1998).

A ativacdo do eixo HHA produz muitas alteragdes metabdlicas, incluindo
modulacdo do sistema imune e desenvolvimento de Ulceras gastricas (SPRAKER,
1993; GANONG, 1995). As acbdes globais podem ser resumidas como
gliconeogénicas, com efeitos poupadores de glicose e catabolismo intensificado de
proteinas e gorduras (GANONG, 1995). Grande parte destas alteragbes sé&o
decorrentes dos altos niveis de cortisol circulante que afetam o metabolismo
intermediario de carboidratos, de gorduras e de proteinas, que regulam o
metabolismo da agua (DOXEY, 1971; GANONG, 1995) e antagonizam a acgao da
insulina (DOXEY, 1971). Segundo RAO & ROSE (1995), glicocorticéides em excesso
aumentam a secrecao de insulina para contrabalangar seus proprios efeitos, assim a
glicemia geralmente nao se altera. Tal afirmagao nao € aceita por MIZOCK (1995).
Para este autor, o estresse é seguido de hiperglicemia em funcdo do
aproveitamento do lactato e da alanina liberados principalmente a partir de
miusculos esqueléticos, na génese de glicose. Segundo WEISS (1996), a
hiperglicemia observada no estresse agudo pode ser devida & auséncia de
diagndstico prévio para o diabetes melito ou devido as alteragbes metabdlicas
préprias do estresse. O estresse séptico prolongado pode ser caracterizado por ser
bifasico. Inicialmente ocorre hiperglicemia em funcéo da gliconeogénese, e na fase
subsequente esta é suprimida, podendo estar associada a hipoglicemia (MIZOCK,
1995).

Quando animais ou seres humanos s8o expostos a estimulos
potencialmente nocivos ocorre aumento da secregdo de ACTH e de cortisol. Este
aumento é essencial a sobrevivéncia. Animais hipofisectomisados ou
adrenalectomisados morrem quando expostos aos mesmo estimulos estressantes
(GANONG, 1995). A elevacdo de cortisol, entretanto, a niveis suprafisioldgicos
durante muito tempo tem efeitos maléficos, como discutido anteriormente (item

2.2). Altas doses de glicocorticéides inibem o crescimento e diminuem a secregao
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de GH e de TSH, e durante a vida fetal os glicocorticéides aceleram a maturagéao de
surfactantes nos pulmdes (GANONG, 1995).

A avaliagdo dos niveis circulantes de glicocorticéides, especialmente do
cortisol em mamiferos, é atil no diagndstico de distarbios adrenocorticais e de
estresse. O cortisol pode ser mensurado diretamente no plasma ou no soro pelos
métodos de colorimetria (LIDDLE, 1974), radioimunoensasio (RIA), fluorimetria e
ligagdo competitiva com proteinas. Os corticosterdides sintéticos ndo afetam os
resultados obtidos por esses métodos (DUNCAN & PRASSE, 1982).

O cortisol também pode ser mensurado a partir de amostras de urina,
fezes e saliva. A avaliagdo do cortisol livre na urina € um dos principais testes
diagnosticos de hipercortisolismo (Di RIO et a/, 1994; MERICQ & CUTLER, 1998).
Segundo Di RIO et a/. (1994), a excrecéo urinéria do cortisol livie em 24 horas € um
indice direto da quantidade de cortisol ndo ligado a transcortina e, portanto, a
excregao intensificada espelha a elevagdo do cortisol nos fluidos extracelulares.
MERICQ & CUTLER (1998), entretanto, observaram significativo aumento da
excregdo de cortisol urinério durante periodos de ingestdo normal e aumentada de
fluidos, mas a excregéo de 17-hidroxicorticosterdide néo se elevou, indicando que o
aumento do cortisol ndo parece resultar da ativagdo do eixo HHA, e sim que a
ingestao de fluidos parece diminuir o metabolismo renal ou a reabsorgéo do cortisol
filtrado. McLEOD et a/. (1996), avaliaram a relagdo cortisol:creatinina a partir de
amostras de neve contaminada com urina de lobos (Canis /upus) e concluiram qué
tal relacéo & adequada para indicar estresse agudo.

Do mesmo modo que na urina, moléculas ndo conjugadas de esterdides
sao secretadas na saliva por difusdo passiva a partir de células acinares das
glandulas salivares. Segundo COOK et a/. (1996), existe forte correlagdo entre os
niveis de cortisol salivar e sérico, e o cortisol livre da saliva pode ser melhor
indicador de estresse do que o cortisol total medido de amostras de sangue, além
de ser um método pouco invasivo. Os esterbides também podem ser extraidos de
amostras fecais. Algumas publicacbes mostram a importancia desta técnica néo
invasiva para o controle da reproducéo de felinos selvagens através da mensuragdo
de metabdlitos de esterdides sexuais através da andlise de fezes (BROWN et a/,
1994; GRAHAM et a/.,, 1995; BROWN & WILDT, 1997)
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Os niveis de cortisol poderao ser determinados em animais capturados
para identificar a potencialidade de estresse em alguns exemplares, e uma vez que
tenham sido identificados deve-se tomar providéncias para reduzir o grau de

estresse e prevenir a sua mortalidade e morbidade (MORTON et a/,, 1995).

2.4 LACTATO DESIDROGENASE

A lactato desidrogenase (LDH) (E.C. 1.1.1.27) é uma enzima que catalisa
a oxidacdo do L-lactato para piruvato com a mediagdo do NAD" como aceptor de
hidrogénio. A reagdo é reversivel e o equilibrio favorece fortemente a reagéo
reversa, nomeada redugédo do piruvato para lactato, como mostrado na Figura 2
(MOSS & HENDERSON, 1994). Em presenca de NAD+H™ a LDH sofre uma drastica
redugdo no efeito quenching, o que possibilita determinar o piruvato baseando-se
em alteragcdes na intensidade da fluorescéncia da LDH, método anteriormente

utilizado somente para mensurar lactato e etanol (MARCOS et a/., 1997).

CH, CH,
I LDH |
H—CI—OH + NAD* & (l::O + NADH+H"
(I::o ‘C:O
O O
L-lactato Piruvato

Fig. 2. Reagdo reversivel da conversdo de L-lactato a piruvato por acdo da lactato
desidrogenase.

Estruturalmente, a LDH comporta-se como B-folhas circundadas por a-
hélices, com residuos de histidina presentes no sitio ativo (ABELES et a/., 1992). A
LDH tem peso molecular de 134.000 e € composta por quatro cadeias de peptideos
dos tipos M (ou A) e H (ou B), cujos controles genéticos sdo independentes. A
deficiéncia genética das subunidades ja foi descrita em seres humanos. A
composicéo das subunidades determina diferentes formas mudltiplas ou isoenzimas:
LDH,, LDH,, LDH;, LDH, e LDHg; (MOSS & HENDERSON, 1994; MOURA et a/., 1997).

Ha ainda uma sexta isoenzima, LDH,, identificada também em seres humanos apéds
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a puberdade, e uma sétima, chamada LDH,, que tem sido encontrada em soros de
pessoas severamente enfermas (MOSS & HENDERSON, 1994).

As isoenzimas s&o codificadas por trés diferentes genes: /dh a (tipo
muscular), /adh b (tipo cardiaco) e /dh c (tipo células germinativas testiculares). Os
genes /dh a e Idh b possibilitam grande nimero de combinagdes das proteinas LDH-
A e LDH-B g, particularmente, regulam as cinco primeiras isoenzimas anteriormente
citadas (NEHAR et a/., 1997). O TNF-a e as citocinas estimulam o RNA mensageiro
que regula a subunidade LDH-A (NEHAR et a/., 1997).

As isoenzimas variam entre espécies e entre tecidos, o que reflete
diferengas na funcéo fisiologica das mesmas. LDH, e LDH; favorecem a formacgéao
de lactato em piruvato e sdo encontradas em tecidos nos quais 0 metabolismo
anaerdbio predomina, enquanto LDH, e LDH, favorecem a formacdo de piruvato
(MILNE & DOXEY, 1987). Os niveis séricos normais das isoenzimas, no entanto, séo
pouco conhecidos na maioria das espécies animais, mas BEATTY & DOXEY (1983)
os descreveram em ovinos, e ZHAN et a/. (1991) em raposas, em ambas as especies
houve predominéncia sérica de LDH,.

A LDH estéd localizada no citoplasma celular (ATROSHI et a/, 1996;
MOURA et al., 1997) e encontra-se em todos os tecidos humanos, principalmente
renal, cardiaco, esquelético, hepatico (MOURA et a/, 1997), pancreético, 6sseo e
mucosa do intestino delgado (MILNE & DOXEY, 1987). O aumento de sua atividade,
portanto, ndo é especifico e ocorre em enfermidades hepaticas e renais, apds
infarto do miocérdio, nas miocardites, na distrofia muscular, nas anemias perniciosa
e hemolitica e em carcinomas. A maior parte da LDH sérica é originaria dos
eritrocitos e das plaquetas. (MOURA et al., 1997). Em artiodactilos a LDH sérica
encontra-se aumentada na sindrome denominada miopatia de captura (MC),
observada em animais capturados com armadilhas e durante imobilizagdes. A MC
pode manifestar-se como choque de captura, ataxia mioglobihurica, ruptura
muscular e sindrome peraguda tardia. Nestas sindromes ocorrem alteragdes na
musculatura esquelética chegando & necrose muscular. Conseguentemente ha
liberagdo de enzimas das fibras musculares cujos valores séricos encontrar-se-a0

elevados (SPRAKER, 1993). Em animais nestas condigdes, a morte & iminente.



25

A patogénese da MC é um processo dindamico e complexo, envolvendo
percepcdo do medo, sistema nervoso simpatico-adrenal e atividade muscular. A
musculatura é simultaneamente ativada na resposta de medo. O temor de
perseguicdo e captura € percebido através dos sentidos do animal e integrado no
tdlamo, resultando em ativagdo do coértex motor. Neurdnios motores da medula
espinhal sdo estimulados, causando liberacdo de acetilcolina nas jungdes
neuromusculares. Ocorre também ingurgitamento celular, que interrompe a fungéo
da célula e permite difusao, para o sangue, de componentes intracelulares como
potassio, CPK (creatina fostoquinase), AST (aspartato aminotransferase) e LDH,
evoluindo para morte celular. As causas pfimérias de 6bito nestes animais incluem
azotemia, acidose e insuficiéncia renal (SPRAKER, 1993). Para GODDARD et al.
(1997) estas enzimas, e em especial a LDH, séo indices de estresse muscular em
uma grande variedade de espécies. Segundo ZHAN et a/. (1997) o estresse de
captura e contencgao ou de cativeiro pode alterar alguns paréametros bioquimicos em
animais selvagens, e HINES et a/. (1996) afirmam que exercicios fisicos elevam a
concentracdo plasmatica de cortisol e de catecolaminas, cuja magnitude tem sido
influenciada pela intensidade e pela duracéo do exercicio.

A elevacdo sérica da LDH, em decorréncia de estresse, nédo é
exclusividade de aves e mamiferos. Uma pesquisa com tildpias (Oreochromis
mossambicus), feita por VIJAYAN et a/ (1997), mostrou que a atividade da LDH
eleva-se significativamente 24 horas apds o confinamento desses animais em
tanques pequenos, sugerindo que a capacidade hepética de utilizacdo do lactato
pode estar aumentada em peixes estressados.

O estabelecimento dos niveis séricos normais de parametros que sejam
indicadores de estresse em animais selvagens, como a LDH e o horm&nio cortisol,
¢ de capital importancia para a identificagdo de exemplares potencialmente
estressaveis, o que torna possivel aos profissionais que atuam junto a eles a

prevengdo ou a minimizagédo de situagdes estressantes ao manipula-los.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BioLoGICO

Foram utilizadas 28 cutias-amarelas (Dasyprocta azarae), sendo cinco
provenientes do Zoolégico Municipal de Curitiba (grupo 1) e as demais do Criadouro
Cientifico de Animais Selvagens do Museu de Histéria Natural Capao da Imbuia
(grupo 2), ambos érgéos pertencentes a Prefeitura Municipal de Curitiba.

O criadouro é constituido de 10 recintos com cerca de 20 metros
quadrados, sendo 10 metros quadrados a &rea minima recomendada para a criagéo
de um casal (DEUTSCH & PUGLIA, 1988). Em cada recinto encontram-se manilhas
medindo 25 centimetros de didmetro por 1,5 metros de comprimento que s&o
utilizadas pelos animais como local de protecao, fuga ou como ninho, uma vez que
no seu centro ha palha, folhas ou capim seco, além de galhos e troncos de arvores.

O criadouro, diferentemente do Zoolégico Municipal de Curitiba, n&o €
aberto a visitagdo publica. As cutias tém contato unicamente com os funcionérios
responsaveis pela alimentagdo e com os profissionais envolvidos em projetos de
pesquisa. Desta forma, séo, teoricamente, animais que estdo em uma condigao de
vida muito semelhante aquela encontrada na natureza, conseguindo, inclusive,
reproduzirem-se em cativeiro, indicando uma boa ambientagéo ao criadouro.

O recinto das cutias do Zoolégico Municipal de Curitiba mede 25x30
metros e abriga um plantel de, em média, sete animais. Aqui ha algumas manilhas,
troncos de &rvores e arbustos. A noite as cutias sdo recolhidas a grandes caixas
fechadas localizadas junto ao recinto, cujo acesso se da por uma pequena porta na
altura do solo. Estas caixas sao forradas com folhas e capim secos.

Os alimentos propiciados para os animais de ambos os locais foram os
mesmos durante o periodo experimental, constituindo-se de frutas frescas e de
racdo comercial para roedores. O manejo alimentar, no entanto, foi diferente.
Enquanto os animais do Zooldgico Municipal de Curitiba foram alimentados uma
Unica vez ao dia, os do Museu de Histéria Natural receberam a ragéo pela manha e
as frutas no periodo vespertino.

Na véspera dos dias de experimento, as cutias foram capturadas em

seus recintos com o auxilio de um longo pucé colocado em uma das extremidades
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das manilhas, de onde os animais foram afugentados até adentrarem o puga. Em
seguida foram transferidas para caixas individuais construidas de madeira laminada,
com 30 cm de altura, 30 cm de largura e 50 cm de comprimento, onde
permaneceram de 14 a 16 horas até o inicio da experimentacdo. Neste intervalo de
tempo os animais ndo receberam qualquer alimento ou agua, a fim de se evitar
complicagbes no procedimento anestésico.

As cutias foram retiradas das caixas de isolamento com auxilio de um
pucd colocado na saida da mesma, levantando-se a porta (tipo guilhotina)
lentamente, evitando-se, assim, a sua fuga. Foram pesadas, ainda no pugd, para o
célculo das doses dos farmacos usados na contencgdo farmacoldgica, descontando-
se posteriormente o desse. Utilizou-se a associagédo de cloridrato de xilazina (2%)’,
cloridrato de cetamina (10%) e sulfato de atropina (0,06%)°, cujas doses foram
calculadas com base na extrapolacdo alométrica interespecifica, partindo-se de
doses j4 descritas na literatura para o cao doméstico (Canis familiaris) com 10 kg de
peso vivo, uma vez que nesta espécie as doses das drogas utilizadas j& foram
abundantemente pesquisadas. As doses para as cutias, segundo o0 peso, estédo

descritas, em mg/kg, no Quadro 1

! Rompun, Bayer S.A. Saiide Animal (Porto Alegre - RS)
* Francotar, Virbac do Brasil Ltda (Sdo Paulo - SP)
* Sulfato de Atropina 0,5 mg, Geyer S.A. (Porto Alegre - RS)
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Quadro 1. Doses de cloridrato de cetamina, cloridrato de xilazina e sulfato de atropina,
calculadas por meio de extrapolacdo alométrica interespecifica a partir de doses para o céo
doméstico, a serem administradas a exemplares de D. azarae.

Peso (kg) N.2 de animais Cloridrato de Cloridrato de Sulfato de
por peso cetamina (mg/kg) | xilazina {(mg/kg) atropina (mg/kg)
1.5 1 32,137 3,214 0,080
1.6 1 31,623 3,162 0,079
1.7 1 31,147 3,115 0,078
1.75 2 30,922 3,092 0,077
1.85 1 30,496 3,050 0,076
2.3 1 28,880 2,888 0,072
2.45 1 28,427 2,843 0,071
25 1 28,284 2,828 0,071
2.55 2 28,145 2,814 0,070
26 1 28,008 2,801 0,070
3.0 5 27,024 2,702 0,068
3.05 1 26,913 2,691 0,067
3.15 1 26,696 2,670 0,067
32 1 26,591 2,659 0,066
3.3 1 26,388 2,639 0,066
34 2 26,191 2,619 0,065
3.45 1 26,096 2,610 0,065
3.55 3 25,910 2,591 0,065
3.8 1 25,473 2,547 0,064

A associagdo anestésica foi administrada por via intramuscular
profunda por meio de seringas de 3 ml acopladas a agulhas 25x7 (22G1) que
transfixaram o pucd até atingir o membro pélvico direito do animal. A partir do
momento em que 0s animais mostraram-se passiveis de manipulagdo devido ao
relaxamento muscular por perda de respostas reflexas, o que ocorreu geralmente
até o 4.° minuto apds a administragdo dos farmacos, foram retirados do pucé e,
entdo, colocados sobre uma mesa.

Para obtengdo das amostras de sangue utilizou-se pungado nas veias

pudendas externas com agulhas 20x5,5 (24G %) e seringas de 3 ml para a colheita,
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uma vez que 0s vasos mais comumente utilizados em outras espécies para colheita
de sangue ou para a administracdo de drogas, como as veias cefélicas, safenas e
jugulares, ndo sdo acessiveis em cutias. Apds a colheita, o sangue foi transferido
para tubos de ensaio sem anticoagulante, para a obtengao de soro. A venopuncgéo
foi realizada no vigésimo minuto de anestesia, quando 0s animais se apresentaram
sedados e sem reacdo ao contato humano. Este procedimento realizou-se sempre
no periodo compreendido entre 08:00 e 16:30 horas.

O volume de sangue conseguido foi em torno de 1,5 a 2 ml, o que
resultou em 0,5 a 0,8 ml de soro apés a centrifugagcédo, sendo que alguns soros
apresentaram-se hemolisados. O pequeno volume obtido limitou o ndmero de
andlises /n wvitro, excluindo alguns ensaios inicialmente planejados. Apds a
manipulacdo das veias pudendas externas houve, invariavelmente, a formagédo de
hematoma, mesmo com a utilizagdo de agulha pouco calibrosa. Esta colecdo
sanguinea localizada impossibilitou que venopuncdes sequenciais fossem

realizadas, assim houve uma Unica colheita de sangue de cada animal.

3.2 METODOS ANALITICOS

A fim de se evitar falsos resultados, as amostras de soro foram
separadas quanto ao grau de hemdlise seguindo um critério subjetivo de avaliagdo
da coloragdo do soro, estabelecendo-se trés niveis: leve hemdlise (LM), severa
hemolise (SH) e auséncia de hemdlise (AH). Em seguida, os soros foram
submetidos a espectrofotometria (640 nm), e as médias das absorbéancias obtidas
em cada nivel de hemolise foram comparadas pelo Teste “t” de Student (p<0,05).

Ao final das colheitas do dia o material foi levado ao Laboratério de
Andlises Clinicas do Hospital Veterinario da Universidade Federal do Parana, e
centrifugado® (3000 rom durante 5 minutos) para a separacdo do soro. Este foi
armazenado em tubos de ensaio menores. Imediatamente apds, dosou-se a LDH
com kit comercial® para uso humano, pois apds trés dias & temperatura ambiente a
LDH diminui em 2% sua atividade, e em 8% quando mantida sob temperatura de
4°C (MOURA et al., 1997). SAEED et a/. (1995) relataram que esta enzima reduziu

sua atividade em 67% e 81% apds nove dias sob refrigeragdo ou congelamento (-23

* Centrifuga Fanem Ltda - Mod. 208N
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a -25°C), respectivamente. Devido a pequena quantidade de soro obtida a LDH n&o
foi mensurada em todas as amostras, pois o volume de soro necessério para tal
analise é maior do que o exigido para a dosagem de cortisol, optando-se pela
dosagem deste ao invés da enzima em alguns casos.

A LDH foi determinada em mistura de reagentes contendo lactato
como substrato, NAD, fenazina metosulfato (FMS), alimen férrico e 1,10-
fenantrolina. A intensidade da cor do complexo que se formou ao final da sequéncia
de reacoes foi mensurada em espectrofotdmetro® a 510 nm. Para o célculo da LDH
das amostras, determinou-se o fator F 5, obtido a partir de trés tubos-padréao (P) do
kit, onde:

absorbéancia

Obteve-se, entdo, o valor de LDH em Unidades Internacionais (U.l.)
multiplicando-se F p, pela absorbancia da amostra.

Uma aliquota de cada soro foi congelada a -20°C, temperatura
recomendada por CARLSTEAD et a/. (1993), JANSSENS et a/. (1995) e GODDARD et
al. (1997) para que nédo ocorresse alteracdo do cortisol, até que todas as colheitas
fossem realizadas. Ao findar os procedimentos de colheita de sangue e obtencao de
soro, todas as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Medicina Nuclear
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (UFPR), onde se dosou o
hormonio cortisol por meio de kit” de radioimunoensaio (RIA) de fase sélida para
uso humano, o mesmo utilizado por CARLSTEAD et a/. (1993), HANLON et a/. (1995)
e GODDARD et a/. (1997). A leitura do ensaio foi efetuada em um contador de raios
gama®, necessédrio para a dosagem de hormonios marcados com material
radioativo.

O RIA de fase sdélida tem como principio a interagdo especifica
antigeno-anticorpo. A amostra (antigeno ndo marcado) € incubada na presenca de
anticorpos especificos fixados em uma fase sdélida e de uma quantidade definida de

antigeno marcado com isétopo radioativo, que para o cortisol é o iodo 125 ('®1).

* Doles Reagentes ¢ Equipamentos para Laboratério Ltda - lote A 6121 (Goiania - GO)
¢ Metrolab 330 (Bernal Oeste - Argentina)

7 Coat-a-Count - DPC - lote TK CO2 718 (Los Angeles - CA)

¥ ICN - Isomedic™
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Assim, a superficie interna dos tubos de polipropileno, que é a propria fase solida, é
recoberta por anticorpos com capacidade para fixar uma grande quantidade de
antigenos em um curto intervalo de tempo, sejam eles marcados ou nao.

Pelo principio dos testes imunoenzimaticos, ambos 0s antigenos
travam uma competicdo para ligarem-se aos anticorpos presentes na parede interna
dos tubos, seguindo a Lei de Acdo das Massas. O resultado obtido € uma curva de
calibragcado inversamente proporcional quando os valores sdo registrados em um
grafico contendo a unidade (ug/ml), na ordenada, e a relagdo entre hormonio ligado
(B) e horménio nao ligado (B,), na abcissa (MIRA, 19398).

A metodologia utilizada seguiu as instrugdes de uso do Kkit,
adicionando-se aos tubos de polipropileno o cortisol marcado com '°( e as amostras
contendo valores desconhecidos de cortisol. Apds a incubacdo, a 37°C, por 45
minutos, quando a reagéo atingiu o equilibrio, decantou-se o material contido nos
frascos e apenas a radioatividade remanescente nos tubos foi medida no contador
de raios gama. O limite minimo de deteccdo do ensaio, definido como uma
aparente concentragéo de 95% B/B,, € 0,2 ug/dl, demonstrando a alta sensibilidade
do método. Os anticorpos do ensaio sdo altamente especificos para o cortisol, com
baixa reatividade cruzada com outros esterdides naturais ou drogas terapéuticas
que possam estar presentes nas amostras dos pacientes. Para os esterbides de
ocorréncia natural, a reatividade nao ultrapassa 0,98%.

Cada amostra foi dosada em duplicata para conferir maior seguranca
ao ensaio, seguindo as orientagdes de THOMPSON et a/. (1988) e PETERSON et a/.
(1993). Os resultados foram aceitos quando o coeficiente de variagdo entre os
valores obtidos do mesmo soro nao ultrapassou 10%. O ensaio foi repetido quando,

eventualmente, a variagdo excedeu este limite.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi feita através do programa Statistica for
Windows, versao 4.2 (Statsoft, 1993) comparando-se 0s dados obtidos dos animais
provenientes do Zooldgico Municipal de Curitiba (grupo 1) e do Museu de Histoéria

Natural (grupo 2). Avaliaram-se também valores séricos de cortisol e de LDH entre



sexos, idades e horas de colheita de sangue, uma vez que, sabidamente, o cortisol
apresenta ritmo circadiano em algumas espécies. Os animais foram entéo divididos

em subgrupos para tais anélises, segundo o Quadro 2.

Quadro 2: Distribuicdo dos animais de experimentagdo em subgrupos para analise
estatistica.

Variavel Procedéncia Sexo idade Hora de Colheita
Subgrupo | ZMC | MHN M F 2-8m >9m 08:00-10:30 10:31-13:30 | 13:31-16:30
(A) {B) (C)
n 5 23 18 9 10 17 6 9 13

ZMC = Zoolégico Municipal de Curitiba; MHN = Museu de Histdria Natural; M = machos; F = fémeas; m = meses. n =

nimero de animais.

Para subdividir os animais em adultos e jovens, utilizou-se como
pardmetro o seu peso. Segundo LANGE (1998), o peso de adulto é atingido aos 8
meses, quando as cutias estdo com aproximadamente 2.600 g. E nesta idade,
portanto, que devem iniciar sua atividade sexual.

As médias de cada subgrupo, com seus respectivos desvios padréo,
foram submetidas & anélise de variancia (ANOVA) e guando necessério fez-se 0
Teste de Tukey, considerando 5% o nivel de rejeicdo da hipdtese de nulidade. Estes
mesmos testes estatisticos foram usados por COOPER et a/. (1995), JOHNSTON &
MATHER (1979), JANSSENS et a/. (1995) e SAEED et a/. (1995) em experimentos
semelhantes ao presente.

Para verificar a eficacia do ensaio /n vitro do cortisol, além do controle
padronizado e recomendado pelo fabricante ao qual o kit foi submetido, realizou-se
outro teste para avaliar a acuracia deste material de uso humano quando aplicado a
outra espécie. Foram usadas trés amostras de soro de cutia, escolhidas
aleatoriamente, cujo valor de cortisol foi previamente dosado. Diluiu-se cada soro
com &gua destilada nas proporcdes 1:2, 1:4 e 1:8, de modo que os valores tedricos
esperados e os valores obtidos pudessem ser registrados em gréaficos para anélise

de similaridade entre eles.




4. RESULTADOS

4.1 PROTOCOLO DE ANESTESIA

Todos os animais responderam satisfatoriamente ao protocolo de
anestesia utilizado. Dentro de um a trés minutos apds a administragdo da
associagdo anestésica todas as cutias perderam a reagao postural de
endiretamento, deixando-se manipular apds, aproximadamente, quatro minutos. A
.anestesia teve duracéo total de 70 a 120 minutos e os animais foram clinicamente
monitorizados até a recuperagdo da ambulagao. A partir de entdo foram transferidos

a caixas de contencao para posteriormente serem relocados em seus recintos.

4.2. METODOS ANALITICOS
4.2 .1 Espectrofotometria das Amostras de Soro
Compararam-se as médias dos trés niveis de hemodlise, com seus
respectivos desvio padréao e, estatisticamente, eles nado se mostraram diferentes
(Tabela 1). A partir desta analise passou-se a considerar todos os dados de LDH
como validos e homogéneos, desconsiderando que a hemolise afetaria seus

valores.

Tab. 1. Valores de "p“e "f" obtidos pelo Teste “t" de Student para a absorbancia de
amostras de soro de cutia (D. azarae) separadas pelo grau de hemdlise.

Niveis de Hemdlise p t
ABLH x ABSH 0,967 0,041
ABLH x ABAH 0,057 2,14
ABSH x ABAH 0,334 1.06

ABLH = absorbancia de soros com leve hemdélise, ABSH = absorbancia de soros com severa hemodlise; ABAH = absorbancia de

soros com auséncia de hemdlise

4.2.2 Niveis Séricos de LDH
Ao serem analisados os valores de LDH dos animais provenientes
do Zoolbgico Municipal de Curitiba e do Museu de Histéria Natural nenhuma

diferenga estatisticamente significativa foi encontrada (Fig. 3).
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MHN ZMC
Grupos

Fig. 3. Valores médios de LDH sérica, em U.lL/l, encontrados em cutias (D. azarae)
provenientes do Zoolégico Municipal de Curitiba (ZMC) e do Museu de Histéria Natural
(MHN). (ANOVA).

Os valores séricos de LDH apresentaram pequena variagdo ao longo

do dia, porém estatisticamente nao significativa, como mostra a Figura 4.
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Fig. 4. Valores médios de LDH sérica, em U.l/l, encontrados em cutias (D. azarae), em
diferentes horérios de colheita de sangue, sendo: A = 08:00 - 10:30 h; B = 10:31- 13:30 h;
C = 13:31-16:30 h. (ANOVA).

Resultado similar as duas primeiras andlises (Figs. 3 e 4) foi

encontrado ao se comparar os valores séricos de LDH entre sexos, idades e quando
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estas duas varidveis foram cruzadas. Embora os machos tenham apresentado
valores séricos tendenciosamente mais elevados do que os das fémeas, ndo houve

diferenga estatisticamente importante (Fig. 5).
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Fig. 5. Valores médios de LDH sérica, em U.1/l, encontrados em cutias (D. azarae) jovens e
adultas de ambos os sexos. Os nimeros sobre as barras representam o nimero de animais
em cada grupo, aonde MJ = macho jovem, MA = macho adulto, FJ = fémea jovem e FA =
fémea adulta. (ANOVA).

A média geral encontrada para os niveis séricos de LDH, considerando
qgue ndo houve disparidade entre os subgrupos, portanto que todos os dados
constituiram um grupo homogéneo, foi de 259 + 153,64 U.lL/l. Os valores

estatisticos para todas as varidveis da enzima LDH encontram-se na Tabela 2.

Tab. 2. Valores de ANOVA para os niveis séricos de LDH de soro de cutia (D. azarae).

Variavel Grau de Liberdade Grau de Liberdade F p
do Efeito do Erro
Procedéncia 1 18 0,470 0,830

Hora 2 17 0,231 0.790
Sexo 1 17 0.804 0.382
Idade 1 17 0.031 0.861
Sexo e ldade 1 14 0,009 0.925
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4.2 .3 Eficacia do Ensaio de Cortisol

As trés amostras utilizadas, cada uma com trés diluigbes,
apresentaram resultados muito préximos daqueles esperados, satisfazendo a duvida

da eficécia do kit humano para mensuragéo do cortisol em uma espécie téo distinta
(Fig. 6).

\ E==0 Obtido
20 + \ ——-- Esperado

cortisol (ug/dL)

A2 A4 AB B2 B4 B8 C2 C4 C8
diluigoes

Fig. 6. Mensuragao de cortisol, em pg/dl, em trés amostras diluidas de soro de cutia (D.
azarae) para verificar a eficdcia do ensaio com a utilizagdo de kit humano. A, B e C
representam cada uma das amostras e 2, 4 e 8 as diluigcdes 1:2, 1:4 e 1:8, respectivamente.

4.2 .4 Niveis Séricos de Cortisol

Os niveis séricos médios de cortisol de cutias provenientes do
Zoolbégico Municipal de Curitiba, embora mais elevados, n&o diferiram
significativamente do valor encontrado para o cortisol de cutias do Museu de
Histéria Natural (Fig. 7).
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Fig. 7. Valores médios de cortisol sérico, em pg/dl, encontrados em cutias (D. azarae)
provenientes do Zoolégico Municipal de Curitiba (ZMC) e do Museu de Histéria Natural
(MHN). (ANOVA).

Os niveis séricos de cortisol de cutias cujo sangue foi colhido no
primeiro horério (subgrupo A) apresentaram-se um pouco mais elevados do que 0s
niveis dos demais horérios, porém n&o houve diferenga estatisticamente

significante (Fig. 8).
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Fig. 8. Valores médios de cortisol sérico, em pg/dl, encontrados em cutias (D. azarae), em
diferentes horérios de colheita de sangue, sendo: A = 08:00 - 10:30 h; B = 10:31 - 13:30 h;
C = 13:31- 16:30 h. (ANOVA).
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A anélise de variancia mostrou haver diferenga significativa entre os
valores médios de cortisol de machos e fémeas, que foram, respectivamente, 45,11
+ 13,35 pg/dl e 82,25 + 58,14 ug/dl. Para esclarecer esta diferenga observada entre
0s sexos aplicou-se o Teste de Tukey (p< 0,05) sobre as varidveis sexo e idade
conjuntamente. Esta anélise identificou que a diferenga existiu predominantemente

entre machos adultos e fémeas jovens, como apresentado na Figura 9.
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Fig. 9. Valores médios de cortisol (ug/dl) para as varidveis sexo e idade. Os nimeros sobre
as barras representam o nimero de animais em cada grupo, aonde MJ = macho jovem,

MA = macho adulto, FJ = fémea jovem e FA = fémea adulta. (ANOVA; Teste de Tukey;
*p< 0,05).

Excluiu-se dos testes estatisticos o valor de cortisol relativo a uma
fémea de nove meses de idade em estado gestacional avangado, em razéo do valor
encontrado ser muito superior aos demais (201,48 pg/dl). Se este dado fosse
incluido nas anélises nédo alteraria os resultados estatisticos. Entretanto, optou-se
por exclui-lo, uma vez que durante a gestacdo os hormoénios esterdides tém seus
niveis elevados.

Os dados estatisticos encontrados nos testes procedentes de todas as

varidveis analisadas para o cortisol sdo mostrados na Tabela 3.



Tab. 3. Valores de ANOVA para os niveis séricos de cortisol de soro de cutia (D. azarae).

Variavel Grau de Liberdade Grau de Liberdade F p

do Efeito do Erro
Procedéncia 1 25 0,750 0.394
Hora 2 24 1,173 0,326
Sexo 1 25 4,951 0,039*%
ldade 1 24 1,280 0.268
Sexo e ldade 1 22 0.002 0,962

*p<0,05
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5. DISCUSSAO

A fauna silvestre constitui grande desafio para os médicos veterinarios
com relagdo ao seu manuseio para procedimentos de pesquisa e de clinica (DINIZ,
1996). A restrigdo quimica em animais exdticos pode ser necesséria para avaliagbes
diagndsticas, especialmente procedimentos como radiografias e colheitas de sangue
(HUERKAMP, 1995).

A extrapolagdo alométrica é um método de calculo de doses de farmacos
que leva em conta as taxas metabodlicas de vertebrados e seus pesos, 0 que permite
extrapolar matematicamente para um animal (selvagem, por exemplo) doses de
medicamentos indicados para outra espécie {animal domeéstico ou ser humano) (José
Ricardo Pachaly, comunicagdo pessoal, 1998). Este método foi empregado com
sucesso por PACHALY & BRITO (1995) para a contengdo farmacolégica de cutias,
usando a associagédo de cloridrato de cetamina, cloridrato de detomidina e sulfato de
atropina, cujas doses foram extrapoladas utilizando como modelo um equino com 500
kg de peso vivo.

A associagao de cloridrato de xilazina, cloridrato de cetamina e sulfato de
atropina mostrou-se satisfatoria e segura para o procedimento pretendido, a colheita de
sangue, pois ndo houve incidentes com os animais em experimentagdo. Efeitos
adversos foram observados por PACHALY et a/. (1997a, b) em cutias anestesiadas com
0 neuroléptico azaperone, isolado ou em combinagdo com cloridrato de xilazina. Em
ambos 0s protocolos os animais nao atingiram sequer a tranquilizagéo, apresentando
hiperexcitagdo e hiperestesia. Tal droga, isolada ou associada, & contra-indicada para
esta espécie.

A cetamina induz a um efeito chamado de “anestesia dissociativa”, na qual
ha diminuigdo da sensibilidade e analgesia, bem como paralisia de movimentos sem
perda de consciéncia (RANG et a/, 1995). O termo deriva do relato de pessoas que
receberam esta droga, e que experimentaram a sensagdo de manterem-se despertas,
porém dissociadas do ambiente (BLOOM, 1996; HARVEY & CHAMPE, 1998). A
sensagéo de dissociagdo e o estado de inconsciéncia sao atingidos dentro de 15 e de
30 segundos, respectivamente (BLOOM, 1996). A cetamina induz anestesia € amnésia
por ruptura funcional do sistema nervoso central (SNC) mediante estimulo acentuado

deste sistema, ou induz um estado cataléptico. E um inibidor relativamente potente da
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ligagdo do GABA no SNC (BOOTH, 1992), mas acredita-se que deva também produzir
inibicdo do receptor NMDA, ativado por aminoécidos excitatérios (RANG et a/., 1995).

Um efeito farmacolégico importante do cloridrato de cetamina é aquele
sobre a ventilagdo pulmonar, j& que este agente anestésico, diferente de muitos outros,
nao deprime a resposta ventilatéria em doses anestésicas efetivas (BOOTH, 1992;
RANG et a/, 1995; BLOOM, 1996). Também aumenta o ténus simpético central, o que
acarreta estimulo cardiaco e aumento da presséao arterial (HARVEY & CHAMPE, 1998). O
ténus muscular também pode estar aumentado (BLOOM, 1996), gerando catalepsia,
provavelmente por deficiéncia na funcdo da dopamina ou por um desequilibrio na
funcao colinérgico-dopaminérgica (BOOTH, 1992). Para evitar este efeito indesejado
comumente associa-se o cloridrato de cetamina ao cloridrato de xilazina, um agonista
o,-adrenérgico que produz relaxamento da musculatura esquelética por inibicdo da
transmissao intraneural no SNC (BOOTH, 1992; DINIZ, 1996). Este farmaco tornou-se o
medicamento de eleicdo em medicina de animais selvagens pela facilidade de
administragdo via intramuscular e por permitir o uso associado com outros agentes,
além de ter boa agdo em vérias espécies de herbivoros, como camelos, dromedarios,
cervos, girafas, antilopes, zebras (DINIZ, 1996) e em grande numero de roedores
(HUERKAMP, 1995).

A utilizacdo de sulfato de atropina, um agente anticolinérgico obtido da
planta Atropa belladona, € recomendada para inibir a salivagdo exacerbada e o aumento
das secregdes das glandulas mucosas traqueobronquiais provocados pela cetamina,
bem como para poupar os pacientes dos distirbios hemodindmicos produzidos pela
xilazina (BOOTH, 1992; WILSON et a/, 1997). As agdes da atropina sdo devidas ao
bloqueio de todas as respostas muscarinicas da acetilcolina, tanto excitatorias quanto
inibitérias. Devido a um efeito vagolitico as secregdes salivares, sudoriparas, faringeas e
bronquiais sdo inibidas (WILSON et a/., 1997). De fato, ndo houve aumento de secregéo
durante o tempo de anestesia a que foram submetidos os animais em experimento.

Os resultados aqui obtidos diferem daqueles reportados por WIXSON et al.
(1987). Estes autores compararam efeitos provocados pelo pentobarbital e pelas
associagbes fentanil/droperidol e xilazina/cetamina em ratos adultos, tendo registrado

maior mortalidade nesta Ultima associagdo. No entanto, como a profundidade
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anestésica alcangada foi maior, indicaram-na para procedimentos que exijam excessiva
manipulagdo em roedores.

MORTON et a/. (1995) reportaram valores menores de cortisol em varias
espécies selvagens contidas quimicamente, enquanto o uso de contengéo fisica elevou
seu nivel. Ha relatos demonstrando que em algumas espécies a utilizagdo de drogas
anestésicas, em conjunto ou isoladamente, pode alterar os niveis séricos de cortisol
(THOMPSON et a/., 1988; CARROL et a4/, 1997). Segundo CARROL et a/. (1997), o efeito
da anestesia geral sobre o cortisol parece ser dependente do tipo de anestesia (injetavel
ou inalatéria), da duracdo e combinagdo de drogas usadas na pré-medicagédo e da
inducdo antes da anestesia inalatéria. Estes autores afirmam ainda que a concentracao
de cortisol diminui quando a manutencdo anestésica é feita por via injetdvel em
comparagdo com a via inalatéria. Para PACHALY et al. (1993), no entanto, apesar das
alteragbes biolégicas provocadas pela contengdo, o sucesso das atividades na medicina
de animais selvagens depende dos métodos de abordagem dos pacientes e da
contencdo, necessarios tanto em procedimentos médicos como de manejo para
minimizar riscos de acidentes.

No estudo feito por GANHAO et a/. (1989), que utilizaram etorfina/xilazina
ou xilazina/cetamina em impalas (Aepyceros melampus), bufalos africanos (Syncerus
caffer), gnus (Connochaetes taurinus), kudus (Strepsiceros strepsiceros), \edes (Panthera
lion) e zebras (Equus burchelli), ndo houve alteragdo nos valores séricos de cortisol até o
15.° minuto de anestesia, exceto em zebras, indicando que esta combinagéo de drogas
ndo anestesia ou tranquiliza igualmente todas as espécies, podendo resultar em
diferentes respostas fisioldgicas. TAYLOR {apud CARROL et a/., 1997) demonstrou que
a associagéo xilazina/cetamina como indutora anestésica em podneis, cuja manutengao
anestésica foi feita com halotano ou isoflurano, retardou a elevagdo dos niveis séricos
de cortisol até o 80.° minuto de anestesia. THOMPSON et a/. (1988) observaram, em
éguas, que a administracdo de xilazina nao elevou os niveis séricos do cortisol durante
as oito horas seguintes em que houve monitorizagdo, enquanto a combinagao
xilazina/cetamina provocou sua elevacgao a partir de 90 minutos até a oitava hora.

Devido a variagdo hormonal sérica decorrente de procedimentos
anestésicos, HELLGREN et a/. (1985) sugerem que colheitas de sangue para analise de

horménios esterdides, particularmente para o estudo da concentragdo sérica de
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glicocorticéides, devam ser feitas até o 15.° minuto da anestesia em catetos (7ayassu
tajacu) imobilizados com cetamina. A escolha do tempo de colheita utilizado no
presente estudo baseou-se na capacidade dos animais de deixarem-se manipular. Foi
somente a partir do 20.° minuto de contengao quimica que as cutias possibilitaram o
procedimento de venopuncao.

Em histricognatas ndo ha veias superficiais visiveis (CLARK & OLFERT,
1986), tornando a puncao venosa em roedores da familia Dasyproctidae bastante dificil
quando se tenta utilizar os vasos usualmente empregados em espécies domésticas. As
veias jugulares de tais animais tém pequeno didmetro, enquanto as veias femorais e
cefélicas sofrem colapso com extrema facilidade. As veias mais indicadas para a pungao
nestes animais s&o as pudendas externas (PACHALY et a/, 1997c). A sua anatomia foi
descrita por FARIAS et a/. (1997) em um exemplar de cutia do sexo masculino, cujas
veias pudendas externas dispunham-se dorsolateralmente & tunica vaginal e seguiam
trajetéria retilinea no sentido caudocranial.

A saude e o bem-estar de animais tém recebido maior atengdo nas uitimas
décadas, especialmente de animais domésticos mantidos em confinamento com
restricdo de espaco fisico, como, por exemplo, suinos (EKKEL et a/., 1996). O estresse
assumiu importancia quando se percebeu que o seu conhecimento poderia assegurar
bem-estar aos ahimais. Como o conceito de bem-estar animal ainda esta bastante vago,
a mensuragéo clinica do estresse € necessaria para determinar quando esta situagéo
estd ocorrendo e quando esta causando sofrimento (MOBERG, 1987}, principalmente
em espécies selvagens, bastante susceptiveis ao estresse e a miopatia de captura
decorrente deste.

Na literatura especializada existem algumas discordancias a respeito da
sindrome do estresse, mas j& hd muito tempo se estabeleceu que os niveis de
corticosterbides adrenais sdo um dos melhores indicadores de estresse (MOBERG,
1987; BREAZILE, 1987; PACHALY et a/, 1993; SPRAKER, 1993; MORTON et a/, 1995),
embora um maior numero de componentes esteja envolvido na resposta organica a
agentes estressantes, como B-endorfinas (ROOZEN et a/, 1995; COOPER et a/, 1995),
colecistoquinina, neromoduladores, catecolaminas (BREAZILE, 1987) e o-MSH
(WILLEMSE et a/., 1993).
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Valores séricos de cortisol foram reportados por MORTON et a/. (1995) em
18 espécies selvagens do Zimbabwe submetidas a captura. Excetuando-se os bufalos,
as demais espécies tiveram os niveis deste corticosterdide elevados apds a captura,
confirmando a validade deste horménio no diagnéstico de estresse. HANLON et a/.
(1995) também apresentaram dados relativos & elevagdo de cortisol em veados nobres
(Cervus elaphus) submetidos a repetidas trocas de individuos entre grupos, quando
comparados a um grupo controle apés uma injegdo de ACTH, indicando haver aumento
da fungédo adrenal sob estresse social. NWE et a/. (1996) determinaram valores
plasmaticos de cortisol na faixa de 42 ng/ml para caprinos em repouso e 166 ng/ml para
caprinos submetidos a um estresse de transporte em uma jornada com duragao de seis
horas.

Os resultados do presente trabalho revelaram que ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre os dois grupos de cutias estudados, provenientes do
Zooldgico Municipal de Curitiba e do Museu de Historia Natural, permitindo adiantar ndo
ter havido estresse social durante o periodo avaliado. Se o periodo de estudo fosse
maior e abrangesse a mudanga de animais dentro dos grupos, fato que ocorre quando
hé relocacdo de algumas cutias para parques publicos desta cidade, possivelmente
teriam sido obtidos dados diferentes em relagdo aos niveis séricos de cortisol. A
visitagdo constante a que os cutias do Zoolégico Municipal de Curitiba ficaram
expostas, ndo parece ter sido um agente estressante consideravel quando o parametro
para avaliacdo do estresse foi o cortisol sérico, j& que se manteve em niveis
semelhantes aqueles encontrados nos animais do Museu de Histéria Natural, que
estavam isolados da visitagdo publica.

Antes da colheita de sangue as cutias foram colocadas em caixas por
algumas horas. Esta situacdo poderia representar um tipo de estresse agudo, 0 que
ocasionaria elevagdo do cortisol sérico. ROOZEN et a/ (1995) encontraram valores
normais de cortisol sérico para porcas em torno de 52,4 nmol/l, e trés e meio minutos
apés o inicio da contengdo, sua concentragdo se elevou para 70,2 nmol/l. Resultado
similar foi observado por WILLEMSE et a/. (1993) em gatos nado sedados, dentro de
cinco a 20 minutos apds contengéo fisica e concomitante realizagdo de teste alérgico
intradérmico, concluindo que a combinagdo de estresses emocional e fisico pode

contribuir para uma répida elevagdo nos niveis séricos desse hormoénio. Em vacas sob
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estresse de contengao o valor plasmético de cortisol elevou-se de trés para mais de 20
ng/ml uma hora apés o inicio da contengdo, e retornou ao normal rapidamente quando
esta findou (THUN et a/., 1996).

Metodologia semelhante & adotada neste estudo foi utilizada por
McDONALD et al. (1988) para mensurar glicocorticbides sanglineos de ornitorrincos
(Ornithorynchus anatinus), anestesiados para a colheita de sangue 15 a 24 horas ap6s a
captura. A metodologia utilizada por SOUZA (1996), SOUZA et al. (1996), AMARO &
SOUZA (1996) e GOLDBARG et a/. (1996) em D. primnolopha para anélise de alguns
pardmetros bioquimicos, como proteinas séricas, uréia, creatinina, acido urico e lipidios,
também foi semelhante a utilizada no presente trabalho, porém os animais foram
submetidos a um periodo maior de restrigao fisica e jejum.

Foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre os
valores de cortisol de machos e fémeas (Fig. 9), e quando a varidvel idade foi
correlacionada com o sexo, observou-se que esta diferenca existiu apenas entre
machos adultos e fémeas jovens. Este resultado corrobora o relato de COOK et &/
(1996), que correlaciona a dependéncia da concentragao de cortisol e de suas globulinas
ligantes, com sexo, idade e raga em suinos. Com relagdo a varidvel sexo, nossos
resultados confrontam os descritos por JOHNSTON & MATHER (1978) e WILLEMSE et
al. (1993), ambos em gatos, e por GANHAO et a/. (1989) em impalas, zebras, kudus,
lebes e gnus, bem como os resultados obtidos por McLEOD et &/ (1996) que
correlacionaram valores de creatinina e cortisol urindrios em lobos machos e fémeas.

O cortex adrenal deriva do epitélio celémico mesodérmico (BENTLEY,
1982), portanto esta parte da glandula estd embriologicamente associada com outras
glandulas esteroidogénicas importantes, as gdénadas (DUKES & SWENSON, 1978).
Algumas referéncias bibliogréficas correlacionam horménios adrenocorticotréficos com
hormdnios gonadais em espécies animais, relatando que alteragdes no cortex adrenal
ocorrem paralelamente a variagdes do ciclo estral em fémeas (ZUCKERMAN, 1953). Em
humanos, segundo AZZIZ et al. (1990}, secrecdo exacerbada de andrégenos adrenais
pode ocorrer secundariamente a deficiéncias enzimaticas na biossintese do cortisol,
bem como pode haver elevagdo de 50% no nivel de dehidroepiandrosterona sulfato, um
andrégeno formado primariamente pela cértex adrenal de mulheres com sindrome do

ovério policistico. BENTLEY (1982) descreve que, em peixes-dourados, a concentragado



46

de cortisol eleva-se sucedendo o aumento de gonadotrofinas, e que, embora a fungéo
de diferentes esterdides sobre o desenvolvimento de foliculos ovarianos e sobre a
ovulacdo néo esteja bem definida, é provével que nos peixes teledsteos o cortisol esteja
envolvido.

O elevado valor para o cortisol encontrado nas cutias fémeas jovens pode
estar relacionado com o pequeno nimero de animais desta categoria {(n= 3) usado na
anélise estatistica. Pode também ter correlagdo com o inicio da atividade sexual
culminando com niveis elevados de esterdides. As glandulas adrenais também
produzem esterdides sexuais, principalmente na auséncia das gbnadas (BRADER &
PUGH, 1977). Em ratas ovariectomizadas as glandulas adrenais passam a ser uma fonte
espuria de estradiol e de estrona (KAYE, 1978) e, segundo THUN et a/ (1996), o
aumento da atividade do eixo HHA em vacas pode ser atribuido aos efeitos de
estrégenos. Nao sdo muito claras, entretanto, as agdes destes esterdides sobre o
crescimento adrenal, mas acredita-se que eles elevam a atividade da corticotrofina
(LIDDLE, 1974; ESTIVARIZ et al., 1992). Consequentemente, aumentariam a produgao
de cortisol e elevariam o seu nivel circulante, o que explicaria os resultados obtidos em
nosso estudo. SMITH & DOBSON (1990), trabalhando com veados, também
encontraram valores plasmaticos de cortisol mais elevados em fémeas do que em
machos, ambos considerados estressados devido a uma longa jornada até um
abatedouro.

Segundo TORPY (1997), o hipotdlamo de mulheres possui maior
quantidade de CRH do que o hipotalamo de homens, de modo que o dimorfismo sexual
observado na resposta ao estresse em seres humanos poderia ser devido a sintese de
CRH mediada por estrogenos, que aumentariam a transcri¢do génica de CRH com
subsequente secregao. Recentemente TRAINER et a/. (1998) publicaram um estudo que
revelou ser mais elevada a concentragdo circulante de proteina ligante de CRH em
mutheres jovens do que em homens, o que poderia sugerir um efeito no eixo HHA
estrogeno-dependente. No entanto, ndo houve variagdo em seus niveis durante a
menopausa ou durante o tratamento com reposigdo estrogénca, sugerindo que deva
haver um outro mecanismo regulatério. Para HUIZENGA et a/. (1998) a regulagéo dos
niveis de cortisol é a funcdo do eixo HHA sofrem influéncia genética, mesmo que a

hereditariedade pareca ter pouco efeito sobre a resposta adrenocortical ao estresse.



47

Segundo SLAYDEN et a/. (1998) a presenga de receptores para estrégenos no cortex
adrenal em varias espécies animais sugere que estes hormdnios sejam reguladores
fisiologicamente importantes da esteroidogénese adrenal, mas em suas pesquisas a
administragdo de estrégenos néo alterou os niveis basais e pds-dexametasona de
cortisol, dehidroepiandrosterona, androstenediona e 17-hidroxiprogesterona.

A maioria dos autores anteriormente citados acredita que mais pesquisas
devam ser feitas para esclarecer a influéncia do sexo e, principalmente, dos estrégenos,
na agao adrenocortical.

O maior valor individual de cortisol observado neste trabalho ocorreu em
uma fémea gestante (201,48 ug/dL). O periodo gestacional coincide com elevagdo dos
niveis de transcortina e, conseguentemente, com a elevagdo das concentragdes
plasmaticas totais de cortisol (WHITLEY et a/., 1994). Este efeito no eixo HHA pode ser
simulado com terapia estrogénica (Di RIO et a/, 1994). Os roedores, em particular,
apresentam uma camada de células nas glandulas adrenais chamada “zona-X" ou “de
transicao”, capaz de produzir hormonios sexuais (VERZAR, 1953). Este tecido regride
nos machos durante a puberdade e em fémeas durante a gestagéo, contrastando com
fémeas de marsupiais, cujas adrenais possuem uma camada de células
justaglomerulares que sofrem hipertrofia durante os periodos de gestagdo e de
lactagéo, e que também podem produzir esteréides androgénicos (BENTLEY, 1982).

Neste estudo nao foi observada diferenga para os valores de cortisol entre
os diferentes periodos de colheitas do sangue, mesmo sendo estas realizadas durante o
dia. Segundo RODRIGUEZ & VAUGHAN (1985) o periodo de atividade da D. punctata
compreende das 5:30 as 20:00 horas. Em muitas espécies domésticas e selvagens a
periodicidade da cortisolemia é conhecida (KIRKPATRICK et a/., apud MORTON et al.,
1995; MIKULECKY et a/, 1995). Em animais de hébitos noturnos, tem sido observado
um padrao inverso nos niveis de glicocorticéides (JANSSENS et a/, 1995).

A cortisolemia depende, diretamente, do estimulo do ACTH, com o qual
mantém retroalimentacdo negativa, que ocorre sob a forma de pulsos, em ndmero de
sete a 13 por dia. Destes, 50% ocorrem nas primeiras nove horas do dia, e sua
magnitude sofre uma variagao circadiana, responsavel por niveis maximos e minimos do
hormdnio em 24 horas (Di RIO et a/., 1994). Alteracdes plasmaticas do ACTH, por sua
vez, ocorrem na dependéncia da ciclicidade do CRH (JANSSENS et a/., 1995).
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A literatura é controversa quanto aos horérios de maior e menor secregao
do cortisol. Segundo Di RIO et a/ (1994), os niveis maximos sdo encontrados entre
07:00 e 08:00 horas, enquanto WHITLEY et a/. (1994) afirmam ser durante um periodo
maior, abrangendo das 04:00 as 12:00 horas. Para estes mesmos autores a magnitude
da concentragdo matinal de cortisol é afetada por fatores familiares e genéticos. Um
estudo conduzido por MIKULECKY ef a/ (1995) em mulheres que se encontravam na
fase folicular do ciclo menstrual, cujo cortisol foi monitorizado durante 24 horas
consecutivas, revelou que o pico hormonal ocorreu especificamente as 10:47 horas.
Modificagbes neste ritmo nictemeral ocorrem como resposta fisioldégica adaptativa a
vérias formas de estresse (Di RIO et a/,, 1994; JANSSENS et a/., 1995).

O ritmo circadiano de secregdo do cortisol ndo foi detectado por
JOHNSTON & MATHER (1979) em um estudo com seis gatos sadios, cujo sangue, para
analise da cortisolemia, era colhido a cada trés horas por um periodo de trés dias. Estes
mesmos autores (1978) aplicaram semelhante metodologia em cées e obtiveram
idénticos resultados, isto é, auséncia de secregao circadiana para o cortisol. Mesmo
que ndo tenham sido feitas colheitas sanguineas consecutivas nas cutias utilizadas
neste trabalho, nossos resultados corroboram estes estudos, indicando que nem todas
as espécies apresentam um padréo ciclico na secre¢do do horménio cortisol.

A cortisolemia basal é descrita em diferentes espécies com uma grande
variaggdo de valores, tornando dificili o estabelecimento de uma correlagao
interespecifica. McDONALD et a/. {(1988) encontraram valores normais para o cortisol,
em ornitorrincos, entre 201 e 620 nmol/l. CARROL et a/ (1997) observaram valores
basais, em poéneis, equivalentes a 5,9 + 0,5 pg/ml. COOK (1996) relatou valores basais
proximos de 7,0 ng/ml em ovelhas. DUNN & HARRTAGE (1998) descreveram que o
cortisol sérico em caes normais varia de 20 a 250 nmol/l, enquanto que, para
JOHNSTON & MATHER (1978), os valores encontrados foram 19,4 + 3,0 ng/ml. COOK et
al. (1996) reportaram valores de 67,6 a 370,5 nmol/l e 11,8 a 29,3 nmol/l para cortisol
sérico e salivar de suinos, respectivamente, enquanto MANGINI et a/. (1997) obtiveram
valores proximos de 10 ug/dl em fémeas de queixada (7ayassu pecari). Para gatos, o
valor basal de cortisol encontrado por WILLEMSE et a/ (1993) foi 87 £ 16 nmol/,
enquanto PETERSON et a/. (1993) encontraram 36,7 + 3,5 nmol/l. Segundo WHITLEY et



49

al. (1994), a cortisolemia, dependendo do horério, varia entre 5 e 35 pg/dl em seres
humanos.

ACCO et al. (1997b) determinaram cortisol sérico em dois exemplares de
D. azarae, sendo 67 pg/dl e 89 pg/dl os valores encontrados para macho e fémea,
respectivamente. Estes dados corroboram os resultados do presente trabalho, onde os
machos apresentaram menor concentragdo de cortisol sérico (45,11 + 13,35 pg/dl) do
que as fémeas (82,25 + 58,14 ug/dl).

Apos a leitura de varios estudos sobre dosagem de cortisol concluiu-se
que o protocolo ideal para o presente trabalho seria a obtengcdo de amostras
sequenciais de sangue, inclusive antes da anestesia, para se ter um parametro com 0s
animais em condicbes fisioldégicas mais préximas da normalidade. Porém, devido ao
pequeno calibre das veias pudendas externas, as quais formaram hematomas
perivascular ap6s a venopuncgao, ndo foi possivel sua execugado, e a venopungao tornou-
se Unica em cada animal. Além disto, seria muito dificil proceder uma colheita
sanguinea sem contengao farmacoldgica nesta espécie.

Como citado anteriormente, o cortisol € apenas um dos indicadores de
disfungdes adrenocorticais e de estresse, porém ndo o Unico. Durante a miopatia de
captura (MC), entidade nosolégica associada ao estresse de contengdo efou
perseguicdo, ocorrem importantes alteragdes enzimaticas e eletrotiticas na
dependéncia, principalmente, de modificagdbes musculares sofridas. SONODA et al.
(1996) reportaram necrose multifocal no cértex, associada a congestdo medular, em
glandulas adrenais de cervos do pantanal (Blastocerus dichotomus) acometidos pela
MC.

A MC, conhecida também como miopatia de estresse ou de esforgo, é
uma sindrome que ocorre em mamiferos e aves selvagens, cativos e de vida livre. Na
natureza, a MC ¢é provavelmente um mecanismo que acelera a morte de um animal
apbs sua captura por um predador, reduzindo a dor da presa e conservando energia
para o predador. Alteragbes bioquimicas séricas, como a elevagdo das enzimas
aminotransferase (ALT), creatina fosfoquinase (CPK) e lactato desigrogenase (LDH), sao
observadas durante o tempo que precede a morte da presa, entre uma e 48 horas apds

a captura (SPRAKER, 1993). Assim, a andlise destas enzimas em animais selvagens
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pode auxiliar pesquisadores que necessariamente utilizam contengdo farmacolégica ou
fisica para manipula-los.

Para GALZIGNA & BURLINA (1977}, a CPK é a enzima de escolha para
diagnéstico de miopatia, pois seu nivel sérico aumenta imediatamente apds traumas
musculares. Mas ha outras que podem ser Gteis em diagnésticos diferenciais de
miopatias humanas, como a LDH, e particularmente a isoenzima LDHs, que encontra-se
em niveis mais altos na distrofia muscular e mais baixos em musculo miopético.

Os procedimentos de venopungdo em animais selvagens, via de regra, sdo
influenciados por fatores que podem implicar em resultados alterados, como a
contencgao e as condigdes fisicas de trabalho. O presente estudo nao fugiu a regra, com
alguns implicantes como a contencédo farmacoldgica, a anatomia do vaso utilizado para
a venopungao e o local de trabalho. Ainda, o material colhido precisou ser transportado
do local de procedéncia das cutias até o laboratério, para, finalmente, ser processado. O
resultado final foi a alteragdo da coloragdo das amostras de soro devido & hemdlise.
Acredita-se que a hemolise ocorreu devido a fragilidade eritrocitdria ou devido ao
transporte ao qual as amostras foram submetidas. A hemdlise ndo altera os valores de
cortisol, porém pode elevar os valores de LDH sérica (MOURA et al., 1997; PERRY et a/,
1997) devido a presenga desta enzima nos eritrécitos, principalmente de LDH,; e LDH;y
(BEATTY & DOXEY, 1983). No presente trabalho, no entanto, nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os valores de LDH encontrados em soros limpidos e
soros hemolisados. Todos os valores, portanto, foram considerados como
homogéneos.

O valor médio de LDH encontrado (259 + 183,564 U.L/l) pode ser
considerado um valor de referéncia para a 0. azarae, uma vez que n&o houve diferenga
significativa quando as varidveis procedéncia, sexo, idade e hora foram analisadas. A
atividade das enzimas musculares é influenciada por fatores ndo patolégicos, como o
exercicio fisico intenso. Esta prerrogativa sustenta ainda mais os resultados obtidos,
pois a restricdo de espaco a que as cutias foram submetidas horas antes da colheita de
sangue permitiu maior repouso muscular. Os valores obtidos estdo de acordo com
aqueles aceitaveis para o homem, de 297 a 618 U.l./l (PERRY et a/., 1997), com o valor
médio de LDH assinalado por ATROSHI et a/. (1996) para vacas saudaveis (365,65 + 74,5
U.L/), com os assinalados por ZHAN et a/. {1991; 1997) em raposas {Vulpes vulpes)
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jovens e adultas, que apresentaram niveis de 208 U.l./l e 143 U.1/l, respectivamente,
bem como os niveis quantificados em cordeiros por BEATTY & DOXEY (1983). Os niveis
séricos normais desta enzima em caes saudaveis sd0 mais baixos do que os descritos
em outras espécies, girando em torno de 50 a 70 U.1./l (MILNE & DOXEY, 1987).

HELLGREN et al (1985), trabalhando com taiassuideos contidos
farmacologicamente com cetamina, observaram que a concentragdo sérica de LDH
elevou-se discretamente nos primeiros 45 minutos de contengdo, mas sem apresentar
diferenga estatistica significativa. O valor basal para estes animais estd em um patamar
bem mais elevado quando comparado a outras especies, inclusive com suinos
domésticos. A LDH sérica encontrada por estes autores alcangou niveis de 1.204 + 53
UL/, enquanto LOCHMILLER & GRANT (1984) observaram valor médio de 2.617 U.L/L
Os mesmos autores acreditam que esta elevada concentragdo de LDH esteja
relacionada a alteragbes fisiolégicas pelo estresse de captura, e que quando ha
adaptagdo ao estresse do manejo os valores séricos diminuem para 600 U.I./.

No presente trabalho nao se observaram diferengas nas concentragdes de
LDH entre sexos e idades. Estes resultados corroboram os de LOCHMILLER & GRANT
(1984), que também ndo observaram diferengas significativas para valores médios de
LDH entre exemplares de catetos machos e fémeas e entre adultos e jovens. Também
ZHAN et al. (1997) ndo encontraram diferengas para esta enzima quando compararam
exemplares jovens de raposa de ambos 0s sexos. No entanto, quando os mesmos
autores estudaram o padrédo de LDH em raposas adultas observaram diferencas entre
os sexos, sendo 0s niveis séricos nos machos mais elevados. Estes resultados,
segundo os autores, podem ter sido afetados pelo pequeno tamanho da amostra em
cada grupo de raposas. CASTRO et a/. (1977} reportaram valores de LDH mais elevados
em bodes do que em cabras, ambos integros, mas nao observaram diferengas de
valores entre grupos de fémeas de varias idades, bem como entre machos castrados e
integros e entre machos e fémeas castrados.

GODDARD et a/. (1997) procuraram correlacionar cortisol com LDH e suas
isoenzimas como uma maneira de avaliar estresse em veados nobres (Cervus elaphus),
uma vez que se tem sugerido que a quantificagdo destas pode ser Gtil no estudo do
bem-estar destes animais, pois sua atividade poderia aumentar em resposta a um

agente estressante. No seu trabalho, a atividade da LDH mostrou-se negativamente
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correlacionada com a concentragdo plasmatica de cortisol. No modelo experimental
utilizado, no entanto, ndo havia lesdo muscular ou dano em qualquer érgéo, e o que esta
de fato estabelecido sdo alteragbes em alguns pardmetros bioguimicos no estresse de
captura ou de contengéo, que culminam em miopatias ou lesdes tissulares. Os préprios
autores concluem que outros estudos devam ser feitos para que esta correlacdo seja
estabelecida como positiva ou negativa.

Embora no presente trabalho ndo se tenha conseguido estabelecer
diferengas entre os grupos de cutias com procedéncias distintas, o que é desejavel sob
o ponto de vista da conservagdo da espécie, primou-se por quantificar valores para as
variaveis analisadas a fim de se ter parametros para futuras pesquisas ou para situagoes
que envolvam estresse ou lesdes teciduais. Como os padrdes de enzimas tissulares
variam muito com as espécies, € necessario estabelecé-los para conhecer a atividade
enziméatica em 6rgaos sadios (TYOPPONEN et &/, 1982), a fim de que, em casos de
enfermidades, as enzimas possam ser utilizadas como esclarecedoras de diagndsticos.

Alguns aspectos bioquimicos, mas nao enzimaticos, foram estudados na
espécie D. prymnolopha em cativeiro (SOUZA, 1996; SOUZA et al, 1996; AMARO &
SOUZA, 1996; GOLDBARG et a/,, 1996). Nao ha, porém, citagdes de estudos hormonais
e enzimaticos para a espécie D. azarae na literatura especializada, exceto o relato
preliminar de ACCO et a/. (1997b). Nao foram encontrados, portanto, parametros de
comparagdo para os valores obtidos no presente estudo. Tais valores poderdo ser
considerados como um referencial para a D. azarae, principalmente quando exemplares
forem submetidos a contengdo quimica e/ou restrigdo fisica para procedimentos
médicos, biolégicos ou de manejo. Em tais situagdes, o conhecimento de indicadores
de estresse ou de miopatia, como o cortisol e a LDH, é de grande interesse para que 0s
manipuladores possam avaliar a que nivel de estresse estdo sendo submetidos os
animais, e também para a identificagdo e caracterizagao de distUrbios adrenocorticais.

O estresse associado a colheita de sangue pode interferir com processos
fisiologicos (MOE & BAKKEN, 1996) e mascarar efeitos de outros agentes estressantes
que estejam sob investigagdo (MOE & BAKKEN, 1997). £ possivel que os valores
encontrados no presente trabaltho, para o cortisol, estejam mais elevados do que o
“normal” devido a contengéo utilizada para a obtengdo do sangue. Devemos considerar,

entretanto, que a maioria dos procedimentos realizados em cutias necessitam de
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contengéo, tornando qualquer manuseio uma situagdo capaz de alterar a homeostase
destes animais, de modo que serd muito dificil conseguir estabelecer um procedimento
de colheita sanglinea sem tornd-lo um momento desconfortante para os mesmos.
Além disto, o0 método de contengdo deve permitir plena seguranga para o paciente e
para a equipe envolvida, bem como permitir a realizagdo adequada do procedimento
pretendido (PACHALY, 1997). A obtengdo do sangue para a anélise, neste estudo,
seguiu um protocolo que possivelmente sera repetido por pesquisadores que
necessitem manipular esta espécie de cutia. Certamente, para tais situagbes, o
conhecimento de parametros indicadores de estresse € fundamental.

Face ao prognoéstico desfavoravel e a ineficdcia dos tratamentos
disponiveis, a prevencao € a Unica medida aconselhdvel para o controle do estresse e
da miopatia de captura (SONODA et &/, 1996), fato que evidencia ainda mais a
necessidade da definicdo de seus mediadores e indicadores em espécies animais

selvagens.



54

6. CONCLUSOES

. A contencéao farmacolégica realizada com a associagao de cloridrato de cetamina,
cloridrato de «xilazina e sulfato de atropina mostrou-se satisfatoria para
procedimentos de venopungdo em cutias. Invariavelmente, todos os animais
perderam a reacao postural de endireitamento dentro de até quatro minutos, e o
tempo de duragédo da contencgdo variou de 70 a 120 minutos. A recuperagéo foi
tranquila, sem incidentes ou reagdes inesperadas nos animais usados no

experimento.

Os niveis séricos de lactato desidrogenase nao diferiram quando as varidveis
procedéncia, sexo, idade e hora foram analisadas. O valor médio encontrado para
esta enzima na espécie D. azarae, nas condi¢des estudadas, foi de 259 + 1563, 54
Ul

O kit de radioimunoensaio de fase sdlida para uso em medicina humana mostrou-

se eficiente para a quantificagdo do cortisol sérico em cutias.

Nao foram observadas diferencas entre os valores de cortisol e de lactato
desidrogenase das cutias provenientes do Zoolégico Municipal de Curitiba e do
Museu de Histéria Natural, o que indica que ambos os grupos estavam sendo
criados em similares condigdes e, possivelmente, ausentes de situagdes

estressantes.

A cortisolemia, nas cutias estudadas, ndo apresentou ritmo circadiano no periodo

compreendido entre 8:00 e 16:30 horas.

. A média dos valores de cortisol, para machos e fémeas, foi de 45,11 + 13,35
pg/dl e 82,25 + 58,14 ug/dl, respectivamente. Os valores séricos de cortisol
guantificados para as fémeas jovens foram significativamente maiores do que os

encontrados para os machos adultos.
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. Adicionalmente, é possivel supor que durante o periodo gestacional de cutias a
cortisolemia eleva-se. O valor de cortisol sérico observado em um exemplar de

fémea gestante, com nove meses de idade, foi de 201,48 pg/dl.
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