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RESUMO

ELMOR, L.D. Suplementacao de triptofano na atividade elétrica cerebral e
glicemia de caes da raca Pit Bull. 2009. 81 f. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao
Paulo, Pirassununga, 2009.

Trés caes machos adultos da raga Pit Bull foram utilizados com o intuito de
avaliar o efeito da suplementacao de triptofano na atividade elétrica cerebral e
taxa glicémica. Os tratamentos foram: A) Dieta base + veiculo com placebo
(controle); B) Dieta base + veiculo com 1,11g de triptofano. Inicialmente os
animais passaram por doze dias de fornecimento do tratamento A, destes,
cinco dias foram destinados a colheita dos dados. Apés trés dias de descanso
teve inicio o periodo de 12 dias de fornecimento do tratamento B, com o
aumento de um dia de colheita. Para a colheita de EEG foi utilizado o registro
bipolar, sendo o sinal colhido numa frequéncia de amostragem de 120 Hz por
um periodo de 20 minutos por dia de colheita. Utilizou-se um glicosimetro
portatii para mensurar a glicemia nos tempos 0, 15, 30, 45 minutos,
relacionados com o periodo destinado ao manejo de colheita de EEG. A
suplementacao de triptofano diminuiu a energia das bandas de freqiéncias
beta, teta, alfa e delta, permitindo sugerir uma modificacao na atividade elétrica
cerebral. Na&o houve efeito significativo do fornecimento de triptofano

suplementar sobre a glicemia dos caes utilizados neste experimento.

Palavras - Chave: Curva glicémica, Estresse, Nutricdo de Caes,

Processamento digital de sinais.



ABSTRACT

ELMOR, L.D. Tryptophan supplementation on brain electrical activity and
blood glucose in Pit Bulls Dogs. 2009. 81 p. Dissertation (Mastering Course)
— College of Animal Science and Food Engineering, University of Sao Paulo,
Pirassununga, 2009.

Three adults male Pit Bulls dogs were housed with the intention of evaluating
the effects of tryptophan supplementation on brain electrical activity and
glicemic curve. The treatments were: A) Basic Diet + Placebo (control); B) Basic
Diet + 1,11 g of tryptophan. First the animals were kept for 12 days using the A
treatment, with five days of data collecting. After three days off they were kept
for 12 days using the B treatment, but with an addition of one day of data
collecting. The EEG collecting was made using a bipolar register, and the signal
was collected on a 120 Hz sampling frequency for 20 minutes per collecting
day. The blood glucose was measured using a portable blood glucose meter on
0, 15, 30 and 45 minutes, related to the EEG collecting period. The Tryptophan
supplementation decreased the energy signals of the beta, theta, alpha and
delta frequencies, which suggests some modification on the brain electrical
activity. There was no effect of the tryptophan supplementation on the glicemic

curve.

Key — Words: Digital Signals Processing, Dog nutrition, Glicemic curve, Stress.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o Brasil é o segundo pais com maior populagdo de animais
de estimacdo do mundo, atrds apenas dos Estados Unidos. Neste cenario,
destaca-se a populacdo de caes, que é de aproximadamente 29,7 milhdes de
individuos. Muitos destes animais sao considerados como parte efetiva da
familia, conceito que se intensificou na ultima década no Brasil.

Desta maneira, muitos proprietarios passaram a se preocupar mais com
a qualidade de vida de seus caes, podendo garantir uma maior longevidade e
consequentemente uma relacdo homem-cdo mais duradoura. Este fato pode
ser evidenciado com o aumento significativo do consumo de racdo comercial,
uma vez que, na maioria dos casos, fornece uma alimentacdo mais completa e
equilibrada, quando comparada com a alimentacdo baseada em sobras de
mesa.

A alimentacdo de caes tem um objetivo um pouco diferente da de
animais de producdo. A alimentagdo por vezes é utilizada para controle e
auxilio de afecgdes e disturbios. Contudo, apesar de se registrar progresso no
conhecimento a cerca das necessidades nutricionais de caes, sdo necessarias
informagdes mais precisas sobre quase todos os nutrientes.

Os cées sao considerados animais carnivoros por classificacdo, mas
onivoros por habitos alimentares, tendo uma melhor adaptacdo a carboidratos
do que os gatos, considerados como carnivoros restritos. Porém, este fato nao
exclui a proteina como um nutriente essencial a dieta de caes, com o intuito de

garantir o aporte de aminoacidos essenciais, como € o caso do triptofano.



A principal rota do metabolismo deste aminoacido ocorre no figado, mas
€ no sistema nervoso central onde ele sera convertido em serotonina. Para que
esta conversdo ocorra, o triptofano deve atravessar a barreira
hematoencefdlica, evento que é influenciado principalmente pelo nivel de
triptofano e de outros aminoacidos da dieta e por fatores inerentes ao proprio
animal, como raca, sexo, posicao social, idade e nivel de atividade.

A serotonina é um neurotransmissor, ou seja, esta envolvida na
comunicacado entre as células do cérebro. Portanto, é fundamental para a
percepcao e avaliacdo do meio que rodeia um individuo, e para a capacidade
de resposta aos estimulos ambientais. Ela produz diferentes efeitos,
influenciando diversas areas do cérebro envolvidas no controle de algumas
funcgbes fisioldgicas, incluindo liberagdo de hormdnios, fungéo cardiovascular,
dor, apetite, humor e comportamento em geral.

Desta maneira, o triptofano € um nutriente potencialmente capaz de
modificar as respostas fisiolégicas e comportamentais de caes frente a
determinados estimulos. Estas alterac6es podem ser diretamente benéficas ao
animal ou indiretamente ao proprietario, afinal, podem gerar uma melhor
qualidade de vida a estes animais.

Foram desenvolvidos alguns estudos, em diferentes espécies animais,
dentre elas os caes, para avaliar o efeito do triptofano em parametros
comportamentais e de estresse. Porém, com o aumento do poder da
computagdo nas ultimas décadas, técnicas avancadas de processamento
digital de sinais surgiram no sentido de permitir a obtencao de informacdes em

sinais elétricos cerebrais, principalmente o eletroencefalograma (EEG).



O EEG constitui-se no registro da atividade elétrica cerebral gerada pelo
encéfalo na superficie do escalpo, sendo atualmente a principal fonte de
informacao nao invasiva do registro elétrico cerebral.

Alguns ensaios em ratos e babuinos foram desenvolvidos com o
propésito de avaliar o efeito do triptofano na atividade elétrica cerebral. Assim,
o desenvolvimento de uma técnica nao invasiva de colheita de EEG em céaes
acordados pode representar uma importante ferramenta na avaliacdo da

atividade cerebral destes animais frente a suplementagéo de triptofano.

2 OBJETIVO GERAL

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o efeito da suplementacéo de
triptofano na atividade elétrica cerebral (EEG) e taxa glicémica de caes machos

adultos da raca Pit Bull.

2.1 Objetivos especificos
Avaliar a acdo de uma dose suplementar de triptofano sobre a atividade
elétrica cerebral de caes através de:
e Um método néo invasivo de captacao de EEG desenvolvido neste
trabalho para caes;
e Andlise do perfil eletroencefalografico considerando a energia do
sinal das ondas delta (0,3 — 4Hz), teta (4 — 8Hz), alfa (8 — 12Hz) e

beta (12 — 30Hz).



Avaliar o efeito da suplementacdo de triptofano na glicemia de caes
através da:
e Andlise da variagdao da glicemia através da confeccao de curvas

glicémicas, no tempo, utilizando um glicosimetro portatil.



3 REVISAO DA LITERATURA

Ha séculos o cado acompanha a espécie humana em seu
desenvolvimento, ligado por lagos afetivos, como leais companheiros ou até
mesmo como fonte de renda, no caso de criadores comerciais. Mesmo sem
cédigos de comunicacdo verbal inteligiveis aos humanos, exceto as
manifestacdes de afeto, os cdes conquistam lugar na sociedade de consumo
em massas e sao, em muitos os casos, considerados como membros da
familia. (SAAD & SAAD, 2005).

Este conceito de considerar os cades como parte efetiva da familia
tornou-se fato no Brasil na ultima década. Com a expansdo dos grandes
centros urbanos os caes suprem a caréncia de companhia de pessoas que
vivem em pequenos espacos (SAAD & SAAD, 2005). Outro fator importante
esta relacionado com o aumento da expectativa de vida da populagdo humana.
Estes idosos, principalmente os de poder aquisitivo mais elevado, buscam nos
animais de companhia uma maneira de se ocuparem e se tornarem Uuteis
(SAAD & SAAD, 2005).

Desta maneira, para garantir uma melhor qualidade de vida aos caes e,
consequentemente, uma relacdo homem-cao mais duradoura, € importante se
ater a questdes relacionadas ao correto manejo destes animais.

A alimentacdo de caes tem um objetivo um pouco diferente da de
animais de producdo. A alimentagdo por vezes é utilizada para controle e
auxilio de afecg¢des e disturbios, garantindo uma maior qualidade de vida a

estes animais. Contudo, um levantamento dos dados cientificos disponiveis



sobre nutricdo e, principalmente, sobre alimentos para caes demonstra uma
surpreendente escassez de informacdes (CARCIOFI, 2006).

Apesar do progresso no conhecimento a cerca das necessidades
nutricionais de caes e gatos, sdo necessarias informagdes mais precisas sobre
quase todos os nutrientes (CARCIOFI, 2006).

Os céaes, fisiologicamente e metabolicamente, possuem uma melhor
adaptacao a carboidratos que os carnivoros restritos, por exemplo os gatos.
Nao possuem rotas de economia de glicose e ndo possuem rotas tao eficientes
de desaminacado hepatica (SAAD & SAAD, 2005). Possuem alta atividade de
amilase pancreatica, alta atividade da glicoquinase hepatica e muita citrato-
liase (SAAD & SAAD, 2005). A glicoquinase media a entrada de glicose no
ciclo de Krebs e a terceira permite a estocagem de glicose como lipideos
(SAAD & SAAD, 2005).

Porém, mesmo assim a proteina € um nutriente essencial a dieta de
cdes. E a partir dela que o animal tem o aporte de aminoacidos essenciais,
aporte de nitrogénio para a sintese de aminodacidos indispensaveis e outros
produtos que contenham nitrogénio.

Os aminoacidos sao importantes constituintes necessarios para a
sintese de enzimas, e outras proteinas, e utilizados como precursores para a
sintese de neurotransmissores e horménios. Pode-se citar como exemplo a
producédo da serotonina (5-HT) a partir do triptofano, um aminoacido essencial
para caes (YOUNG, 1996).

Quantitativamente, o caminho mais importante no metabolismo do

triptofano é a rota da quinurenina, a qual ocorre no figado, sendo responsavel



por mais de 90% do metabolismo do triptofano (SAINIO; PULKKI; YOUNG,
1996).

Outro caminho se encontra no sistema nervoso central (SNC), onde sera
convertido em serotonina. Em humanos, apenas 1% do triptofano disponivel &
convertido em serotonina (RODWELL, 1979).

O triptofano destinado ao SNC tera seu primeiro obstaculo na barreira
hematoencefélica. A baixa permeabilidade desta ao triptofano exige que utilize
a proteina transportadora (Figura 1) de aminoacidos neutros grandes (ANG),
porém o triptofano ndo é o Unico representante deste grupo e sua vaga no
transportador sera disputada com os demais, como tirosina, fenilalanina,

leucina, isoleucina e valina (OLDENFORD & SZABO, 1976).

Fonte: Kapezinski et al, (???7?)

Figura 1 — Proteina Transportadora de aminoacidos neutros grandes.

A importancia do transportador é fundamental. Através dele é explicado

o efeito de dietas contendo altos niveis de proteina na concentracdao de



triptofano no liquor (Figura 2). O triptofano € encontrado em basicamente todos
os ingredientes protéicos, porém em menor concentracao quando comparado a
outros ANGs (SPRING; CHIODO; BOWEN, 1987). Portanto, altos niveis de
proteina aumentam a proporcao dos demais ANGs frente a concentracédo de
triptofano, prejudicando a passagem do triptofano pela barreira
hematoencefélica.

Outro fator nutricional que pode também elucidar este fato é a
concentracao e tipo de carboidrato presente na dieta. No sangue o triptofano é
encontrado de duas maneiras. Na sua forma livre ou ligada a albumina sérica
(Figura 2). Nos mamiferos aproximadamente 80-90% de todas as moléculas de
triptofano estao ligadas a albumina sérica (FULLER & ROUSH, 1973).

Dietas ricas em carboidratos induzem a liberagdo da insulina, a qual
facilita a utilizagcdo de alguns ANGs pelo musculo esquelético, exceto o
triptofano ligado a albumina (POZEFSKY et al, 1969; FERNSTROM &
WURTMAN, 1971). Conseqlentemente, a proporcao de triptofano frente aos
demais ANGs aumenta, resultando em uma vantagem na competicdo pela
utilizacéo do transportador (FERNSTROM & WURTMAN, 1972b).

Sendo assim, o aumento da concentracao cerebral de triptofano pode
ser conseguido de duas maneiras: ou ocorre o aumento na concentracao
plasmatica de triptofano ou diminui-se a concentragdo plasmatica dos demais
ANGs (FERNSTROM & WURTMAN, 1972a; YUWILER et al, 1977).

Acredita-se que, quando carboidratos e proteinas forem ingeridos nas
propor¢des de uma refeicdo normal, o efeito das proteinas, no sentido de
diminuir a oferta de triptofano ao SNC, sera predominante (PEREZ-CRUET;

CHASE; MURPHY, 1974).



N&ao apenas fatores nutricionais podem influenciar no transporte através
desta barreira e no metabolismo do triptofano. Fatores inerentes aos animais,
como raca (BAGSHAW; RALSTON; FISHER, 1994), sexo (HENRY et al, 1996),
posicao social (RALEIGH et al, 1985; MENCH & SHEA-MOORE, 1995), idade
(HENRY et al, 1996; PEREMANS; AUDENAERT; BLANCKAERT, 2002), e

nivel de atividade (CHAOULOFF et al, 1986), também exercem influéncia.

Dieta Sangue Barreira Hematoencefélica Cérebro
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Figura 2 — Metabolismo do Triptofano no sistema nervoso central.

Uma vez o triptofano vencendo esta barreira, a transformacdo de
triptofano em serotonina ocorre dentro dos corpos dos neurdnios
serotonérgicos (GALLAGHER & AGHAJANTAN, 1976).

O primeiro passo para a sintese da serotonina é a hidroxilagcdo do

triptofano pela enzima triptofano hidroxilase, gerando o composto 5-



hidroxitriptofano (Figura 2) (CARLSSON & LINDQVIST, 1978). Esta enzima é
limitante da sintese de serotonina.

Encontra-se somente 50% saturada nos sitios do SNC onde a
serotonina é produzida (YOUNG & GALTHIER, 1981). Portanto, um aumento
na concentracdo de triptofano no SNC pode no maximo dobrar a producéao de
serotonina (FERNSTROM & WURTMAN, 1972a).

O segundo passo € a descarboxilacdo deste composto intermediario,
tendo como produto final a serotonina (CARLSSON & LINDQVIST, 1978). E
uma etapa rapida, portanto este composto intermediario € apenas encontrado
em pequenas quantidades. A enzima responsavel por esta eficiente
transformacao, a descarboxilase dos aminoacidos aromaticos, € amplamente
distribuida e age sobre um amplo espectro de substratos (CARLSSON &
LINDQVIST, 1978).

Ap6s a produgdo, a serotonina € armazenada em vesiculas pré-
singpticas situadas nos terminais axénicos. Estudos em ratos demonstraram
que a atividade de liberacédo das vesiculas obedece a um padréo ritmico lento e
que esta liberacdo depende da atividade neuronal (GALLAGHER &
AGHAJANTAN, 1976). Este padrao parece ser uma variagao fisiolégica, ja que
essa atividade diminui durante o sono em gatos (PUIZILLOUT et al, 1979).

A serotonina liberada nas fendas sinapticas pode se ligar a varios tipos
de receptores (BARNES & SHARP, 1999; HOYER; HANNON; MARTIN, 2002).
Portanto, pode produzir diferentes efeitos nas células pos-sinapticas,
influenciando diversas areas do cérebro envolvidas no controle de algumas

funcgbes fisioldgicas, incluindo liberagdo de hormdnios, fungéo cardiovascular,
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dor, apetite, humor e comportamento em geral (LUCKI, 1998; BARNES &
SHARP, 1999).

Podem-se citar alguns estudos desenvolvidos para avaliar o efeito do
triptofano em parédmetros comportamentais e de estresse em diferentes
espécies animais. Em macacos, estudos mostraram que dietas ricas em
triptofano diminuem a agressao (CHAMBERLAIN et al, 1987) e diminuem o
comportamento de autoflagelacao (WELD et al, 1985). Em raposas o triptofano
potencializou o comportamento exploratério (ROUVINEN et al, 1999). Porém,
em contraste a estes estudos, a suplementacdo dietética de triptofano
aumentou a agressividade territorial em ratos machos (LASLEY &
THURMOND, 1985).

A suplementagéo de triptofano pode influenciar também a resisténcia ou
tolerancia ao estresse (BOSCH et al, 2007). Como uma ferramenta de baixo
custo para mensurar este parametro pode-se utilizar a confecgdo de uma curva
glicémica no tempo através do uso de glicosimetro portatil, uma vez que este
parametro pode ser influenciado devido ao estresse (BEHREND & GRECO,
2000).

Em suinos, um estudo mostrou uma melhor recuperacao apos estresse
social e menor concentracao de cortisol plasmatico dos individuos tratados com
dietas ricas em triptofano, quando comparados com animais recebendo dietas
com niveis normais (KOOPMANS et al, 2005).

Em humanos, a suplementacdo de triptofano reduziu os niveis de
cortisol plasméatico durante um teste aritmético indutor de estresse (MARKUS et
al, 2000). Portanto, foi sugerido pelos autores que a suplementacdo de

triptofano pode melhorar a capacidade do individuo em lidar com o estresse.
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Humanos que apresentam depressdo possuem concentracdo plasmatica de
triptofano menor do que individuos saudaveis (BRANCHEY et al, 1984).

Em ratos, diferentes tipos de estressores, como imobilizacao, choque no
pé e hipotermia aumentaram a reciclagem de triptofano e serotonina
(MORGAN; RUDEEN; PFEIL, 1975; DUNN, 1988).

Em céaes, pouquissimos estudos foram desenvolvidos e parecem ser
limitados a ensaios ndo completamente controlados. Em um ensaio utilizando
sete cades da raca Golden Retriever, apresentando quadro de agressividade;
assim como relatado por seus donos, os ataques de agressividade diminuiram
imediatamente apo6s a introducdo de uma dieta pobre em proteina, 15 — 18%
da energia metabolizavel total (MUGFORD, 1987). Infelizmente, nem a
composigdo da dieta experimental, nem a dieta anterior foram reportados.
Porém, apenas trés caes mantiveram este padrdo de comportamento apds um
periodo maior de consumo da dieta, dois voltaram a apresentar, em mesma
intensidade, o comportamento agressivo e o0s dois restantes nao foram
possiveis realizar a colheita dos dados, uma vez que, o contato foi perdido com
seus donos (MUGFORD, 1987).

Em outro estudo ndo completamente controlado, doze caes que
apresentavam ou agressividade territorial ou agressividade de dominancia e 14
animais controles foram alimentados durante duas semanas por trés dietas que
variavam na quantidade de proteina presente, 180, 250, 310 g/PB/kg de
Matéria Seca (DODMAN et al, 1996). As dietas de baixa e média proteina
diminuiram os escores de agressividade territorial, quando comparados com a
dieta de alta proteina. N&o foi encontrado nenhum efeito significativo com

relacdo a agressividade de dominancia e hiperatividade (DODMAN et al, 1996).
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Um estudo conduzido por DeNapoli e colaboradores (2000) com 33
caes, alimentados ao acaso durante uma semana, com quatro diferentes tipos
de dietas. Com alto ou baixo nivel de proteina (aproximadamente 310 ou 190
g/PB/Kg, respectivamente), e com ou sem suplementacédo de triptofano (1,45
g). Semanalmente foram determinados cinco pardmetros comportamentais e
no final de cada periodo a concentracao sérica de triptofano e serotonina. Para
caes apresentando agressividade de dominancia a adicao de triptofano a uma
dieta rica em proteina ou a mudanca para uma dieta com baixa proteina reduz
significativamente este comportamento indesejado. Nenhuma diferenca
significativa foi encontrada entre os demais parametros.

Estas pesquisas realizadas visando parédmetros comportamentais e de
estresse sdao extremamente importantes para compreender o efeito do
triptofano frente a diferentes quadros de agressdo, bem como agentes
estressores. Porém, com o aumento do poder da computacdo nas ultimas
décadas, técnicas avancadas de processamento digital de sinais surgiram no
sentido de permitir a obtencdo de informacdes em sinais elétricos cerebrais,
principalmente o eletroencefalograma.

Foi desenvolvido um estudo para elucidar o efeito do L-triptofano, L-3, 4,
dihidroxifenilalanina e tranilcipromina no EEG e na epilepsia induzida pela luz
em babuinos (MELDRUM et al, 1972). O L-triptofano diminuiu a atividade
elétrica de base (AECB) e aumentou a atividade paroxistica espontanea no
EEG.

Um estudo em ratos avaliou o efeito do L-triptofano e L-5-

hidroxitriptofano, precursores da serotonina, na atividade e temperatura
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cerebral (IMERI et al, 1999). Sob as condicdes do estudo, apenas o L-5-
hidroxitriptofano alterou a atividade e temperatura cerebral.

Em um ensaio, 18 ratos da linhagem Wistar foram utilizados para
mensurar o potencial de uma dieta rica em triptofano em melhorar a
recuperacdo do sono de animais que passaram por quatro dias de restricdo
caldrica e tiveram diminuicao da duracdo do sono (MINET-RINGUETA et al,
2004). Para o monitoramento do sono destes animais foi utilizado o EEG. Os
autores concluiram que dietas ricas em triptofano podem constituir uma
alternativa eficiente e barata no tratamento de problemas do sono e em suas
consequéncias metabdlicas.

Em um estudo recente conduzido em ratos, com o intuito de se verificar
o efeito de algumas drogas em alguns parametros bioldgicos, dentre eles a
atividade elétrica cerebral, o fornecimento suplementar de triptofano alterou a
atividade elétrica cerebral, permitindo ao autor sugerir uma diminuicdo da
atividade cerebral frente a esta suplementagcédo (FERRARI, 2008)

O EEG é uma importante ferramenta para monitoramento cerebral nos
ensaios de polissonografia. A polissonografia € o método mais objetivo para a
avaliacdo do sono e de suas variaveis fisiologicas. Alguns estudos foram
desenvolvidos com propédsito de avaliar o efeito do triptofano no sono em
humanos (BHATTI, 1998; MORRE et al, 1998; EVANS et al, 2002;
AHVENINEN et al, 2003; LANDOLT et al, 2003; PERUGINI et al, 2003;

HAYNESA et al, 2004).
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3.1 Eletroencefalograma

O EEG constitui-se no registro da atividade elétrica cerebral gerada pelo
encéfalo na superficie do escalpo. O sinal elétrico gerado pelo cérebro
apresenta uma ampla faixa de frequéncia, todavia algumas bandas de
frequéncia dominantes s&o observadas. Elas sdo chamadas de delta (0,5 — 4
Hz), teta (4 — 7 Hz), alfa (8 — 13 Hz) e beta (13 — 30 Hz).

O sinal de EEG é complexo e apresenta propriedades de sinais
aleatérios e de sinais deterministicos. Em relacdo a estacionariedade,
propriedade que indica se o conteudo espectral do sinal ndo varia com o
tempo, o EEG pode ser considerado quase-estacionario apenas em certas
condicbes especiais, como em estado de repouso e com os olhos fechados
(COHEN, 1986; SILVA, 1993b). Cabe observar também, que a
estacionariedade depende do tamanho do segmento de sinal de EEG
analisado. Assim, pode-se assumir que segmentos de EEG relativamente
pequenos, com aproximadamente 20 segundos, registrados sob condicbes
comportamentais constantes, sdo quase-estacionarios (COHEN, 1986; SILVA,
1993b).

Para a captacdo do EEG sao utilizados eletrodos, atuando como
transdutores que transformam uma corrente ibnica (no organismo) em uma
corrente elétrica (no sistema medidor) (WEBSTER, 1992; ASTON, 1995;
TOAZZA, 1998). Um método utilizado para a realizacdo deste registro € o
bipolar, correspondendo ao registro da diferenca de potencial entre dois
eletrodos que estdo sobre regides onde ocorre atividade elétrica neuronal

(MARTIN, 1991).
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O contato entre o eletrodo e o escalpo € facilitado pelo uso de um
eletrolito especial, geralmente chamado de pasta eletrolitica. A interface
eletrodo-eletrdlito-escalpo apresenta uma diferenca de potencial prépria que
varia de acordo com os tipos de materiais utilizados (WEBSTER, 1992). Esta
diferenca de potencial pode variar em funcado de dois fatores, temperatura e
movimentacdo do eletrodo, mas normalmente o eletrodo é projetado
objetivando-se uma variacdo minima, para que apresente uma boa estabilidade
e ndo interfira no registro do sinal (WEBSTER, 1992).

O registro do EEG pode ser afetado por ruidos e interferéncias, também
conhecidos como artefatos, que podem ter origem biolégica ou nao.

A aquisicdo de sinais de EEG em animais a campo apresenta certas
dificuldades técnicas com relagdo ao ambiente de estudo. Os ruidos gerados
por movimentos musculares apresentam frequéncias dentro da faixa beta,
portanto a filtragem simples dificilmente resolve o problema (WEBSTER, 1992).
A estratégia é fornecer o maximo de conforto ao animal, evitando com que ele
se movimente em demasia.

O movimento dos olhos pode simular ondas lentas com origem frontal
(WEBSTER, 1992). Quando se trabalha com animais nao é possivel controlar
este efeito fisioldgico.

Com relagédo as interferéncias provenientes de fontes nao fisiologicas,
destaca-se o ruido causado pela rede elétrica (60 Hz), cujos campos gerados
podem afetar o registro (METTINGVANRIUN; PEPER; GRIMBERGEN, 1990;
WEBSTER, 1992). Porém, esta faixa de frequéncia esta fora das ondas
padrbes utilizadas e o equipamento possui filtros especiais que evitam estas

freqUéncias no sinal.
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4 MATERIAL E METODOS

Os materiais utilizados neste experimento, bem como o0s métodos

empregados estao divididos em tépicos para melhor organizacao do conteudo.

4.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido nas instalacées pertencentes ao canil da
empresa CEPAC (Centro Paulista de Aperfeicoamento Canino), localizada na
Rua Fernando Luiz Landgraf, 5323, Jardim Morumbi, no municipio de
Pirassununga/SP, no periodo de 10 de abril a 25 de junho de 2008.

As baias do canil (Figura 3) possuem 2 x 3 m, totalizando 6m?, com piso
revestido de argamassa. As paredes sao de blocos de cimento pintadas com
camadas de tinta latex na cor marrom. Cada baia possui um bebedouro de
barro, um comedouro de aluminio (Figura 4) e um estrado de madeira. Este
ultimo evita que o animal perca calor para o piso frio, sendo um importante
dispositivo para o conforto térmico.

Os animais foram dispostos em baias iguais, uma ao lado da outra
(Figura 5) e voltadas para o mesmo lado, com o intuito de minimizar o efeito

ambiental sobre as variaveis estudadas.
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Figura 4 — Comedouro e bebedouro.

Figura 5 — Baias voltadas para a mesma direcao

A empresa conta também com uma pista de “agility” (Figura 6 e 7) de
aproximadamente 150 m? e uma piscina de 10 m de extensao (Figura 8). Estes
dois locais foram utilizados diariamente como area de lazer para os caes. Para

garantir o bem-estar, e evitar que os animais ficassem estressados, eles foram
18



soltos dentro da area de “agility” por um periodo de quatro horas e nadaram por

dez minutos todos os dias.

Figura 7 — Area de lazer (Vista lateral).
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Figura 8 — Piscina prépria para caes.

4.2 Animais

Foram utilizados trés caes adultos machos da raca Pit Bull com idade
entre 6 e 7 anos e peso médio de 32,6 + 5,0 kg. Previamente ao inicio do
experimento, todos os animais foram submetidos a exames clinicos,
hematoldgicos e coproparasitolégico, sendo também desverminados. Foi
realizada a mensuracdo do hematocrito dos animais, uma vez que, problemas
com este parametro podem invalidar a utilizagdo do glicosimetro como medida
de glicose sanguinea em caes (ALEIXO et al., 2006).

Para evitar o estresse do manejo, os animais foram previamente

adaptados aos tratadores e as instalacoes.
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4.3 Manejo diario dos animais

A rotina do canil tinha inicio as 7 horas da manha com a pesagem das
sobras de racao de cada animal. Ap6s esta atividade, era realizada a limpeza
dos canis, com a retirada das fezes, desinfeccdo com produto apropriado e
lavagem e secagem dos comedouros e bebedouros. As 8 horas era efetuada a
pesagem e fornecimento de metade da necessidade energética diaria para
cada animal, além da troca da agua.

A mesma tarefa era feita as 17 horas, quando os animais recebiam a
outra metade da racéo, a 4gua era trocada, a sobra da manha pesada e o canil
era limpo com o mesmo desinfetante. A agua foi fornecida ad libitum.

Para evitar qualquer tipo de conflito entre os animais, eles foram soltos
na area de lazer separadamente. Cada animal permanecia por um periodo de
quatro horas, até que fosse recolhido e outro animal fosse solto. Os dez
minutos de natacdo eram realizados dentro deste periodo em que o animal
tinha a permisséo de ficar na area de lazer. Semanalmente os cédes tomavam

banho com xampu neutro.

4.4 Tratamentos

Os tratamentos foram: A) Dieta base + veiculo com placebo (controle);
B) Dieta base + veiculo com 1,11g de L-triptofano.

No tratamento A foi utilizado como placebo a farinha de trigo. J& que
com apenas uma capsula nao era possivel atender a suplementacao diaria de
triptofano proposta, foi necessario fornecer, ao mesmo horario, cinco capsulas
diarias. O numero de capsulas fornecidas no tratamento A foi igual ao numero

de capsulas fornecidas no tratamento B.
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A dose de 1,11 g de L-triptofano utilizada no tratamento B representa
uma suplementacao de aproximadamente o dobro da necessidade. Como base
foi utilizada a recomendacao do NRC (2006).

Para garantir que o animal consumisse os tratamentos, sem forgar as
capsulas para dentro da boca do animal, foram utilizadas pequenas rodelas de
salsicha com as capsulas suplementares dentro.

A dieta comercial base era composta de farinha de visceras de frango,
farinha de carne bovina, farinha de arroz, protenose, milho integral moido,
espinafre desidratado, cenoura desidratada, levedura seca de cervejaria, farelo
de trigo, farelo de soja, gordura de frango, farelo de arroz, cloreto de sodio (sal
comum), propionato de calcio, fosfato bicalcico, premix vitaminico mineral. Na
tabela 1 encontram-se os niveis de garantia do produto segundo o rétulo.

Tabela 1 — Niveis de garantia da dieta base segundo o fabricante.

Niveis de garantia

Umidade (Max) 12%
Proteina Bruta (Min) 22%
Extrato Etéreo (Min) 6%

Matéria Fibrosa (Méax) 4%
Matéria Mineral (Max) 9%
Calcio (Méax) 2%
Fosforo (Min) 0,9%

Méax = Maximo; Min = Minimo
Para garantir uma correta ingestao de nutrientes, os niveis de garantia

contidos no rétulo do alimento foram checados através da realizagcdo de uma
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andlise bromatoldgica centesimal, além da mensuracdo dos niveis de célcio e
fosforo. Os resultados destas analises se encontram na Tabela 2.
Tabela 2 — Resultado da analise bromatolégica.

Analise da Dieta Base

Umidade 6%
Proteina Bruta* 21,24%
Extrato Etéreo* 11,28%
Matéria Fibrosa* 2,82%
Matéria Mineral* 7,05%

Calcio* 2,6%

Fosforo* 1,4%

*Valores em matéria original
Pode-se perceber que ocorre certa disparidade entre os dados
fornecidos pelo fabricante e a real composicao quimica da dieta. Refor¢cando a
necessidade destas andlises para garantir um correto manejo nutricional dos
animais. Portanto, a energia metabolizavel da racéo foi calculada em cima dos
valores encontrados na analise bromatolédgica utilizando-se as férmulas do
NRC (2006). Conforme segue:
e Passo 1: Calculo do Extrativo Nao-Nitrogenado (ENN):
ENN = 100 - (% umidade + % PB + % FB + % EE + % MM)
ENN =100 - (6 + 21,24 + 2,82 + 11,28 + 7,05)
ENN = 51,61%
e Passo 2: Calculo da energia bruta (EB):
EB (kcal/Kg) = (5,7 x g PB) + (9,4 x g EE) + [4,1 x (g ENN + g FB)]

EB (kcal/kg) = (5,7 x 212,4) + (9,4 x 112,8) + [4,1 x (516,1 + 28,2)]
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EB (kcal/kg) = 4502,63 kcal/kg de racao
e Passo 3: Determinacdo do coeficiente de digestibilidade da
energia (CDE):
CDE =91,2 - (1,43 x porcentagem de FB, na matéria seca)
CDE =91,2- (1,43 x 3,0)
CDE = 86,91%
e Passo 4: Determinagdo da energia digestivel (ED):
ED = (kcal/Kg) = EB x CDE/100
ED = (kcal/Kg) = 4502,63 x 0,8691
ED = (kcal/Kg) = 3913,2 kcal/kg de racao
e Passo 5: Determinagdo da energia metabolizavel (EM):
EM (kcal/Kg) = ED — (1,04 x g PB)
EM (kcal/Kg) = 3913,2 — (1,04 x 212,4)

EM (kcal/Kg) = 3692,3 kcal/kg de racao

Conforme anteriormente citado, os niveis dos demais aminoacidos
grandes neutros interferem na passagem do triptofano pela barreira
hematoencefélica. Portanto, foi realizado o perfil aminoacidico da dieta, através

da cromatografia liquida. O resultado se encontra na tabela 3.

Tabela 3 — Perfil aminoacidico da dieta base.

Aminoacido Unidade Resultado
Alanina % 2,01
Arginina Y% 2,01
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*continuagao

Aminoacido Unidade Resultado
Isoleucina % 1,15
Leucina % 2,5
Acido Glutamico % 5,68
Lisina Y% 1,61
Cistina % 0,12
Metionina Y% 0,87
Fenilalanina % 1,14
Tirosina Y% 0,8
Treonina Y% 1,01
Triptofano % 0,17
Prolina Y% 2,33
Valina Y% 1,3
Histidina Y% 0,53
Serina % 1,23

A racao foi fornecida de maneira controlada e dividida em duas porcdes
diarias. Para o calculo diario de fornecimento de ragéo foi utilizada a férmula
para requerimento de Energia Metabolizavel preconizada pelo NRC (2006)

para caes “terriers” de canil.

Requerimento de EM (kcal/dia) = 140 x PV%"
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Sendo assim, considerando o peso médio dos animais, a ingestao média
de racéo foi de 517 g.animal™.dia™’. Logo, o consumo de triptofano advindo da
dieta foi de 0,877 g.animal™.dia”'. Somando-se com a suplementacao diaria, o
consumo diario de triptofano por animal por dia no tratamento B foi de
aproximadamente 1,98 g. Portanto, representando um consumo total de
triptofano de aproximadamente 316 % da necessidade diaria segundo NRC

(20086).

4.5 Procedimento experimental

Os animais passaram por um periodo de adaptacao de 10 dias. Durante
este periodo, o sistema de manejo foi padronizado, sendo as refeicoes,
pesagem das sobras, a limpeza das baias e a limpeza do setor realizada nos
mesmos horarios e pelos mesmos funcionarios, visando condicionar os animais
aos procedimentos. Este periodo foi destinado também para proporcionar
tempo suficiente para que os animais regularizassem seus ritmos de ingestao,
excrecao e eliminassem qualquer fator de estresse. Os animais foram pesados
no inicio e no final do experimento.

Inicialmente os animais foram submetidos a um pré-experimento, com
duracao e metodologia idénticas ao presente ensaio, para que se adaptassem
as técnicas e com a finalidade de treinamento do pessoal envolvido com a
colheita dos dados, uma vez que, 0s responsaveis pela realizacdo das
colheitas nao tinham experiéncia suficiente com a utilizacdo dos aparelhos
empregados na técnica de eletroencefalografia. Apdés o término do pré-
experimento os animais passaram por sete dias de descanso, seguindo as

mesmas normas de manejo diario, e se deu inicio a presente experimentacao.
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Os animais passaram por doze dias de fornecimento de suplementacao
com o placebo, destes, cinco dias foram destinados a colheita dos dados. Os
dias de colheita foram 0, 3, 6, 9 e 12. Depois 0s animais passaram por trés dias
de descanso, e teve inicio o periodo de suplementacdo com triptofano. Neste,
ocorreu 0 aumento de um dia de colheita. Portanto foram colhidos nos dias 0,
1,3,6,9,12.

Esta disposicao temporal dos dias de colheita foi determinada com o
intuito de que, caso o triptofano apresentasse o efeito esperado, fosse possivel
determinar em uma escala de tempo 0 momento que o efeito ocorreu.

O fornecimento da suplementagéo foi realizado em horarios diferentes
para cada animal. Os horarios de fornecimento foram 09:00, 09:50, 10:40;
respectivamente para cada animal. Esta variacdo temporal ocorreu pelo fato de
se levar aproximadamente 50 minutos para registrar todas as variaveis
propostas. Sendo assim, o periodo entre a suplementacao e a mensuracao das
variaveis foi igual para todos os animais. E importante salientar que tanto a
ordem de suplementacdo como a de colheita dos dados nos individuos foi
mantida durante todo o periodo experimental.

Durante os dias de colheita dos dados foram realizadas mensuracdes do
EEG e glicemia dos animais.

Durante todo o periodo do experimento foi realizada, a cada hora, a
medicao da temperatura do ar e umidade relativa, uma vez que, estas variaveis
influenciam no conforto térmico do animal e conseqientemente em seu nivel
de estresse. Para isso, foi instalado em cada baia dos animais um globo negro
dotado de um term6metro dentro e um “Data Logger”, capaz de mensurar a

umidade relativa do ar e armazenar os dados (Figura 9).
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Figura 9 — Globo Negro e “Data Logger” para mensuragao de temperatura e

umidade.

4.5.1 Aquisicao de sinal cerebral

4.5.1.1 Equipamento

O EEG foi registrado utilizando-se o sistema de aquisicao de sinais
elétrico cerebral desenvolvido por Silva (2005) e Arce (2008) para bovinos, o
qual foi adaptado neste trabalho para caes.

O equipamento de aquisicdo de dados segue as normas padrdes de
seguranca € qualidade para equipamentos médicos, portanto utilizam
componentes eletrénicos, especificamente desenvolvidos para esta area da
instrumentacdo. O sistema constitui-se de dois modulos: o modulo um, de
amplificacdo e transmissédo do sinal de EEG e o mdédulo dois de recepcéo e

conexao do sistema com o computador.
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O médulo um (Figura 10 e 11) medindo 2,5 x 7,0 x 11 cm e pesando
180g é o modulo que fica préximo ao animal e possui trés funcdes béasicas:
1. Amplificacdo e condicionamento do sinal;
2. Converséao digital e sistema de controle de comunicagéo digital micro-
processada;
3. Transmissao dos dados digitais.
O médulo dois (Figura 12) de mesmo peso e medida € responséavel pela
recepc¢ao do sinal enviado pelo médulo um, ou seja, é uma estacao radio-base.
A interface entre 0 médulo dois e a estacao radio-base é feita através de
um software que realiza as seguintes tarefas:
e Comunica-se com o médulo dois usando uma API (do inglés,
“Aplication Program Interface”) do sistema operacional
Windows®,
e Gera uma saida grafica dos sinais de EEG do animal na tela e
armazena a informag¢do em um banco de dados.

A figura 13 mostra a tela principal do software de aquisicdo de sinais de

EEG.

Figura 10 — Médulo 1. Figura 11 — Médulo 1(componentes).
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Figura 12 — Médulo 2.
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Figura 13 — Tela principal do software.

4.5.1.2 Metodologia
Para a colheita do EEG foram utilizados trés eletrodos de superficie

(Figura 14); dois posicionados na cabecga (registro bipolar) e um (terra)
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posicionado no “calo” do cotovelo do animal (Figura 15). Este tipo de eletrodo
permitiu em outras espécies a medicao da atividade elétrica cerebral de uma
maneira ndo-invasiva, podendo ser uma potencial ferramenta a ser utilizada em
caes.

Todos os experimentos para a colheita do EEG foram realizados com os
animais acordados. Tentou-se limitar ao maximo a movimentagdo do animal,
mas sem estressa-lo ou deixa-lo em uma posicao desconfortavel, ja que, estes
eventos poderiam influenciar na colheita dos dados. Na regido de colheita foi

realizada uma tricotomia e aplicagao de gel condutor especifico para EEG.

Figura 14 — Eletrodos de superficie.
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Figura 15 — Eletrodos posicionados no animal.

Para testar o novo sistema de captagdo do EEG desenvolvido neste
trabalho, os eletrodos foram fixados em diferentes posi¢cées na superficie da
pele na cabega do animal, apds tricotomia, com especial atengdo para manter
o eletrodo preenchido com gel de contato. Podendo assim eleger a melhor

localizagédo dos eletrodos para que fosse realizada corretamente a colheita dos

dados (FIGURA 16).
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Figura 16 — Posicionamento dos eletrodos na cabega do animal.

O sinal foi colhido numa frequéncia de amostragem de 120 Hz por um
periodo de 20 minutos por dia de colheita e as medigdes seguiram o esquema
de suplementacao, o primeiro animal a receber a suplementacao foi o primeiro
a passar pelo procedimento, aproximadamente cinco horas apds a

suplementacao.

4.5.1.3 Processamento digital dos sinais

O sinal digital obtido foi processado usando a transformada rapida de
Fourrier (FFT) implementada no MATLAB®. Foram analisados varios trechos
sucessivos de trés segundos livres de artefatos que foram filtrados em quatro
bandas de freqiéncias: delta (0,3 — 4 Hz), teta (4 — 8 Hz), alfa (8 — 12 Hz) e
beta (12 — 30 Hz). Foram usados filtros elipticos de ordem quatro, integrados
em uma ferramenta visual desenvolvida no MATLAB®. Neste sistema de

processamento digital do sinal, foi calculada em cada um dos trechos
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selecionados a energia do sinal digital em cada uma das bandas de freqiéncia.
A energia do sinal digital pode ser definida como a somatéria do quadrado do
moédulo das amplitudes em um intervalo finito (PROAKIS & MANOLAKIS,

2002).

4.5.2 Glicemia

Para a mensuracédo da glicose sanguinea foi utilizado um glicosimetro
modelo Accu-Chek Advantage Il do laboratério Roche Diagndéstica Brasil Ltda.
Foram seguidas todas as instrucdes fornecidas pelo fabricante.

Previamente, na regidao destinada a colheita foi realizada uma assepsia
com alcool a 70%. O sangue foi obtido mediante uma pungéo realizada em
uma das orelhas do animal por uma agulha hipodérmica descartavel (Figura
17), com calibre 25 x 0,7 mm, realizando a colheita de uma ou duas gotas de
sangue (Figura 18). Imediatamente apo6s a colheita o sangue foi depositado na
fita de leitura do glicosimetro, introduzida no aparelho, e o resultado foi

fornecido em aproximadamente 25 segundos (Figura 19)

Figura 17 — Puncao na orelha. Figura 18 — Colheita do sangue.
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Figura 19 — Espera do Resultado

As colheitas foram realizadas nos periodos 0, 15, 30, 45 minutos. Sendo
estes relacionados com o periodo destinado ao manejo de colheita de cada
animal. A partir destes dados, foram confeccionadas curvas glicémicas de cada
animal, com o intuito de evidenciar o comportamento da glicemia durante

determinado periodo.

4.6 Analise estatistica

O programa SAS (Statistical Analysis System, 1998) foi utilizado para os
procedimentos estatisticos. Os dados foram primeiramente avaliados quanto a
normalidade dos residuos, homogeneidade de variancia e presencga de outliers.
Nenhuma transformacao dos dados foi necessaria.

O estudo das ondas cerebrais foi feito separadamente em cada céo,
dentro de cada tratamento alimentar (placebo ou triptofano). Foi realizada uma
andlise de regressao linear para avaliar o efeito de dias de colheitas de EEG
(Proc Reg) e os componentes quadratico e cubico também foram testados.

Os dados de glicemia foram avaliados como medidas repetidas no

tempo por andlise de maxima verossimelhanca restrita (REML) para um
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delineamento inteiramente ao acaso utilizando o procedimento Mixed do SAS.
Foi ajustado um modelo misto linear contendo os efeitos fixos de tratamento
alimentar, dia de colheita, minuto de colheita e as respectivas interacoes.
Quando necessério, contrastes ortogonais foram utilizados para avaliar
comportamentos linear, quadratico e cubico de efeitos estruturados em niveis
(dias e minuto de colheita).

Os efeitos fixos presentes nos modelos foram considerados significantes
a uma probabilidade menor que 5% e como tendéncias quando os valores de P

estiveram entre 5% e 10%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 4 encontram-se os resultados climaticos médios colhidos
durante o experimento.
Tabela 4 — Valores médios de temperatura do ar e umidade relativa por
baia por periodo.

Placebo Triptofano

Temperatura Umidade Temperatura Umidade

Baia (Animal 1) 20,7°C +3,8a 64,7%+154a 21,3°C+3,2a 62,6% + 13,4a
Baia (Animal 2) 21,2°C+32a 64,4%+153a 21,1°C+29a 62,5%+14,1a
Baia (Animal 3) 20,4°C+39a 64,4% +14,9a 20,8°C+2.6a 62,4% +14,2a

Média do Periodo 20,76°C 64,5% 21,06°C 62,5%

Cada periodo (placebo e triptofano) corresponde a 12 dias de colheitas
horarias de dados por baia, sendo representados no final por uma média geral.
Os resultados indicam que nao houve diferenga significativa nos valores
encontrados entre os periodos. Portanto, esta varidvel ndao pode ser
considerada como uma possivel interferéncia nos resultados deste
experimento.

Na figura 20 é apresentado um exemplo de espectro de freqiiéncia do
sinal captado em uma das colheitas de EEG. Verifica-se a presenca das
freqUéncias tipicas de sinal cerebral (1 a 30 Hz), o que também ocorreu em
todos os trechos de EEG analisados, demonstrando que o sistema nao
invasivo de captacdo do sinal elétrico cerebral desenvolvido neste trabalho foi

sensivel para captar as frequéncias que caracterizam o EEG.
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Figura 20 — Espectro de frequéncia do sinal captado.

Nas figuras 21 e 22, sdo apresentados dois exemplos de registros brutos
de EEG, obtidos no experimento. Nestes, é observada apenas a variacao
temporal da amplitude do EEG de animais nos diferentes tratamentos, sem que
seja possivel uma avaliacdo quantitativa do sinal, ja que, para isso, é
necessario o uso de técnicas de processamento. Portanto, em um primeiro
momento, ndo é possivel afirmar que diferencas qualitativas no sinal sejam
devido a alguma acao do tratamento, assim como também ndo é possivel
avaliar o padrdo de variacao do EEG nas diferentes freqiéncias presentes no

sinal.

38



Abrir Sinal

0.1 T

0.08

0.06

T g

energia do sinal

l’I._|II||_.L|

0.04 !
002 i | ‘ I | ‘ E E
D i

0 045

Selegao de trechos
inicio fim

I
1.8 2 25 ) 35

d
Selecionar faiza do fitra Freq. De amostragem Hz 120

-

Figura 21 — Registro de EEG adquirido de um céo recebendo veiculo mais
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Figura 22 — Registro de EEG adquirido de um céo recebendo veiculo mais

triptofano na amostragem de 120 Hz.

Assim, em cada trecho continuo de cinco minutos de EEG foram

selecionados intervalos de trés segundos livres de artefato, para obter a
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energia das frequéncias de ondas delta (0,3 — 4 Hz), teta (4 — 8 Hz), alfa (8 —
12 Hz) e beta (12 — 30 Hz) separadamente, usando um programa de
computador escrito na ferramenta computacional Matlab®, como mostra as

figuras 23 e 24.

1 2 . T T T T T T
1ok energia do sinal ni0s T
| 4
_ b 1
a3
1=
Lz} 4 | _
. 4
o 4
= ! ! ! L . ' ;
0 05 1 15 2 25 3 35 4
Tempo (sequndos) i
Seleqao de trechos Selecionar Faixa da filtra Freq. De amostragem Hz 1l
5000 5380

Figura 23 — Grafico do sinal de EEG de 3s de um céo recebendo veiculo mais
placebo.
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Figura 24 — Grafico do sinal de EEG de 3s de um céo recebendo veiculo mais
triptofano.

Decompondo o sinal de EEG nas diferentes faixas, foi possivel avaliar o
valor da energia do sinal, que é proporcional a sua amplitude em uma dada
faixa. Desta forma, a metodologia permite a captacdo de diferencas
quantitativas no sinal cerebral, que podem ser resultantes de fatores
ambientais como, por exemplo, diferentes tratamentos alimentares impostos
dentro de um estudo. Isto foi confirmado pelos resultados apresentados a
sequir, relativos a comparacao da energia do sinal cerebral obtido em animais
alimentados, ou ndo, com triptofano suplementar (Figuras 25 a 36).

Nas figuras 25 a 27 sdo apresentados os padroes das ondas delta em

funcéo do tempo e do tratamento alimentar, nos trés caes avaliados.
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Figura 26 — Variagédo da energia do sinal da onda delta do animal 2, sem e com
suplementacao de triptofano, em funcéo do tempo de avaliacao.
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Figura 27 — Variacdo da energia do sinal da onda delta do animal 3, sem e com
suplementacao de triptofano, em funcédo do tempo de avaliacao.

Pode-se observar que nos trés caes, a energia do sinal cerebral variou
com o tempo de avaliacdo apenas quando aqueles receberam triptofano
suplementar, sendo que, quando foi administrado o placebo, a energia se
manteve constante em valores préximos a 0,24 V2. Quando administrado
aquele aminoacido, a amplitude das ondas variou quadraticamente em relagéao
ao tempo de colheita de EEG em todos os individuos. Desta forma, pode-se
afirmar que a adicéo de triptofano suplementar na dieta de caes pode alterar a
variagdo da energia do sinal na faixa delta das ondas cerebrais.

O mesmo pode ser afirmado quanto as ondas teta, cujos resultados sao

apresentados nas figuras 28 a 30.
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Figura 28 — Variacao da energia do sinal da onda teta do animal 1, sem e com
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Figura 30 — Variacao da energia do sinal da onda teta do animal 3, sem e com
suplementacao de triptofano, em fungcéo do tempo de avaliacéo.

Diferentemente da onda delta, a amplitude dos sinais cerebrais no
tratamento placebo variou de forma quadratica em funcdo dos dias de
avaliagdo, em dois dos trés cdes avaliados. No animal 1, a amplitude se
manteve constante em torno de 0,11 pV2.

Assim como ocorrido em dois animais recebendo placebo, a energia do
sinal variou de forma quadratica nos trés individuos alimentados com triptofano.
Entretanto, pode-se observar que, neste caso, os coeficientes angulares das
regressbes sdo maiores que aqueles observados para o tratamento placebo,
indicando inclinagbes das curvas mais acentuadas e diferencas no padrao de
variacdo das ondas teta entre animais recebendo placebo e triptofano. Além
disso, no tratamento em que o aminodacido foi fornecido na dieta, os
coeficientes de determinacdo sao maiores que no tratamento placebo,

indicando que o modelo quadratico utilizado se ajusta melhor aos dados,
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sugerindo novamente que o triptofano apresenta efeitos sobre a energia das

ondas teta.
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Figura 31 — Variacao da energia do sinal da onda alfa do animal 1, sem
e com suplementacao de triptofano, em funcédo do tempo
de avaliagéo.

0,105
0,100
0,085
0,080
0,085

0,080

Onda Alfa, [Jv2)

0,075

0,070

Y = 0,0993 — 0,0003x

R* = 0,06

3.
0 @ﬁ Y = 0,0939 — 0,0036x — 0,0002x>
| TR $. . RI=075
- R i
o 1 2 3 4 5 B 7 8 8 10 1

Dias de avaliagao

—#— Placebn % Triptofano

Figura 32 — Variagédo da energia do sinal da onda alfa do animal 2, sem
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e com suplementacao de triptofano, em funcédo do tempo

de avaliagéo.
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Figura 33 — Variacao da energia do sinal da onda alfa do animal 3, sem
e com suplementacao de triptofano, em funcédo do tempo
de avaliagéo.

O triptofano também alterou a energia do sinal das ondas alfa (Figuras
31 a 33) e beta (Figuras 34 a 36).

Para as ondas alfa, o animal 1 apresentou um efeito quadratico negativo,
quando suplementado com placebo, e quadratico positivo quando
suplementado com triptofano. Nos animais 2 e 3 o comportamento alterou de
linear negativo para quadratico positivo e cubico, respectivamente. Os
coeficientes de determinacao encontrados nos modelos do tratamento placebo
explicam muito pouco a variacdo encontrada, reforcando a afirmativa de que

houve efeito do triptofano sobre as ondas cerebrais alfa.
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Figura 34 — Variacao da energia do sinal da onda beta do animal 1, sem e com
suplementacao de triptofano, em fungcéo do tempo de avaliacéo.
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Figura 35 — Variacado da energia do sinal da onda beta do animal 2, sem e com
suplementacao de triptofano, em fung¢édo do tempo de avaliacéo.
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Figura 36 — Variagao da energia do sinal da onda beta do animal 3, sem e com
suplementacao de triptofano, em fung¢édo do tempo de avaliacéo.

Ja para as ondas beta, 0 modelo que explica a variagdo no animal 1
passou de cubico para quadratico positivo. O animal 2 apresentou energia do
sinal constante (0,12 puV?) durante os 12 dias de avaliagdo em que foi fornecido
apenas um placebo, enquanto que, quando suplementado com triptofano, a
energia das ondas variou de forma cubica em funcao dos dias. Ja para o
animal 3, a energia do sinal cerebral foi influenciada cubicamente pelos dias de
avaliacdo em ambos tratamentos, contudo, o triptofano modificou
significativamente o grau de inclinagcdo da curva e o coeficiente de
determinacao do modelo.

Com relacdo a glicose sanguinea, os resultados encontram-se dispostos

nas figuras 37 a 39.
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Figura 38 — Valor médio da glicemia, em mg/dl, durante os dias de

mensuragao.

Nao houve interagdo entre os fatores tratamento alimentar

(administracao de triptofano) e tempo de colheita (dias e minutos dentro de

50



cada dia de mensuragdo) (P>0,05). Foi observado que o nivel de glicose
sanguinea variou quadraticamente em funcédo do tempo de colheita (minutos)
dentro de cada dia de mensuracdo (Figura 37, P<0,01) e que houve uma
tendéncia (P=0,07) de um aumento linear na glicemia em entre os dias de
colheita (Figura 38). Entretanto, ndo houve efeito significativo do fornecimento
de triptofano suplementar sobre a glicemia dos caes utilizados neste

experimento (Figura 39, P>0,05).
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Figura 39 — Média geral para a glicemia nos diferentes tratamentos

alimentares, em mg/d|.

Existem varias técnicas para avaliar alteragdes na atividade cerebral
como a tomografia por emissao de positrons, ressonancia magnética funcional,
medidas da atividade magnética cerebral e medidas da atividade elétrica
cerebral (Eletroencefalografia — EEG). A vantagem do monitoramento da
atividade elétrica cerebral através do EEG esta principalmente no baixo custo
dos procedimentos, sua excelente resolucdo temporal e na possibilidade de se

utilizar ferramentas matematicas para se retirar um maior numero de
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informacdes do sinal obtido. Nesse sentido, um método n&o invasivo e bastante
simples de captacdo de EEG para cédes foi desenvolvido neste trabalho e
permitiu captar a atividade elétrica cerebral de animais acordados em fungéo
do tempo.

O sinal elétrico cerebral possui amplitudes reduzidas e os dados obtidos
podem ser prejudicados pela movimentagdo do animal. Por este motivo, a
escolha do ponto para o posicionamento dos eletrodos € de grande importancia
para a qualidade do sinal adquirido. Assim, a sensibilidade do equipamento de
colheita do sinal elétrico encefalico € fundamental para permitir o uso de
eletrodos acoplados na superficie da cabeca do animal, como acontece em
humanos.

Para o EEG em cédes ndao ha um sistema padronizado de
posicionamento dos eletrodos. No presente trabalho pode-se verificar que o
EEG obtido de eletrodos fixados na posicdo escolhida na cabeca destes
animais permitiu retirar varios trechos de trés segundos livres de artefatos.
Além do mais, através da analise do espectro de poténcia dos sinais obtidos,
foi elucidada a presenca de frequiéncias tipicas de sinal cerebral, reforcando a
afirmacao de que tanto a metodologia empregada, bem como os equipamentos
sdo capazes de captar sinais cerebrais de animais acordados. Portanto,
gerando uma base de dados confidvel, podendo esta ser processada com o
intuito de se obter o maior nimero de informacgdes possiveis destes dados.

A suplementacdo de triptofano diminuiu a energia das bandas de
freqUéncias beta, teta, alfa e delta. Esses resultados permitem sugerir que o
triptofano promoveu alteragées no sentido de modificar a atividade elétrica

cerebral. Nenhum estudo havia sido anteriormente conduzido em caes para
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elucidar o efeito da suplementacéo de triptofano na atividade elétrica cerebral.
Os ensaios realizados em humanos (BHATTI, 1998; MORRE et al, 1998;
EVANS et al, 2002; AHVENINEN et al, 2003; LANDOLT et al, 2003; PERUGINI
et al, 2003; HAYNESA et al, 2004) e em ratos (MINET-RINGUETA et al, 2004)
foram voltados para verificar o efeito do triptofano em estudos do sono
somente, utilizando o EEG apenas como um parametro de monitoramento e
nao como uma ferramenta para processamento e extracao de dados.

Apenas um trabalho da literatura conduzido em ratos (FERRARI, 2008)
utilizou metodologia e proposta parecida com aquela empregada neste estudo.
Na citada investigacdo, a suplementagédo de triptofano diminuiu a energia do
sinal das bandas de frequiéncia beta e teta, aumentou a energia da banda delta
e nao foi capaz de alterar a banda de freqtiéncia alfa, tendo sido sugerido que
a suplementagéao de triptofano promoveu alteracées no sentido de reduzir a
atividade elétrica cerebral de ratos. Sendo assim, pode-se afirmar que os
resultados apresentados no estudo de Ferrari (2008) corroboram aqueles
encontrados pela presente investigacdo em relacdo a administracdao de
triptofano suplementar em dietas para caes ser capaz de alterar a atividade
elétrica cerebral.

Nao € possivel afirmar que a suplementacao de triptofano alterou o
comportamento dos cédes utilizados neste ensaio, uma vez que nao foi
realizado um estudo embasado em protocolos comportamentais. Portanto, ndo
se pode afirmar também que a modificacdo observada na atividade cerebral
estd relacionada a uma diminuicdo na freqiéncia com que ocorrem
determinados comportamentos indesejaveis em caes, como agressividade

territorial, agressividade de dominéncia e hiperatividade.
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Estudos anteriores comprovaram a relacdo positiva entre niveis de
ingestdo de triptofano e sua concentracdo plasmatica (FERNSTROM &
WURTMAN, 1972b), e consequentemente influenciando na concentracao
cerebral de triptofano (FERNSTROM & WURTMAN, 1972a; YUWILER et al,
1977). Por sua vez, um aumento na concentracdo cerebral de triptofano
acarreta em um aumento na producdo de serotonina, podendo no maximo
dobrar a sua produgdo (FERNSTROM & WURTMAN, 1972a). A serotonina &
um neurotransmissor que pode se ligar a varios tipos de receptores (BARNES
& SHARP, 1999; HOYER; HANNON; MARTIN, 2002). Portanto, pode produzir
diferentes efeitos nas células poés-sindpticas, influenciando diversas areas do
cérebro envolvidas no controle de algumas funcdes fisioldgicas, incluindo
humor e comportamento no geral (LUCKI, 1998; BARNES & SHARP, 1999). Os
resultados de EEG ndo permitem afirmar também que o triptofano promoveu
alteracées na sintese de serotonina, mas permite afirmar que a atividade
elétrica cerebral alterou apdés a sua administracdo. Tanto os mecanismos
comportamentais como os envolvidos em um provavel aumento na producao
de serotonina merecem ser investigados futuramente.

Com relacéo a curva glicémica dos animais, a realizacao da colheita da
glicemia utilizando-se um glicosimetro portatil j& havia sido validada para caes
(ALEIXO et al., 2006). Determinados estudos nutricionais relacionados com
indices glicémicos de fontes de carboidratos (SILVA JUNIOR et al, 2005)
reforcam a utilizacdo desta metodologia empregada como sendo valida para
caes.

Autores sugerem que a realizagcdo de uma curva glicémica no tempo

pode ser utilizada como uma medida de estresse, uma vez que, este evento
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estd associado a uma “descarga adrenérgica” (BEHREND; GRECO, 2000).
Outros autores afirmam que o controle glicémico pode ser prejudicado em
alguns estagios fisiolégicos e condi¢cdes de saude, sendo um deles o estresse
(NELSON et al.,, 1990; KAHN et al., 2001). Desta maneira, através dos
resultados obtidos sugere-se que a dose suplementar de triptofano utilizada
neste experimento ndo foi capaz de reduzir o nivel de estresse de cées, uma
vez que os niveis sanguineos de glicose nao foram modificados pela adicao de
triptofano suplementar na dieta.

Deve-se ressaltar que o nivel de estresse que os animais foram
submetidos pode nao ter sido elevado. Considerou-se que aquela situagcao era
estressante pelo fato dos animais terem sido mantidos sem movimentacao
extrema durante a colheita de EEG, ocorrida em horarios quentes do dia (entre
14 e 17 horas). Outro ponto importante é o fato de que os animais passaram
por um pré-experimento, o qual foi conduzido sob o mesmo protocolo do ensaio
em questdo, com o intuito de treinar as pessoas envolvidas na colheita de
dados. Isso pode ter feito com que os animais se adaptassem aos
procedimentos impostos, tornando-se, portanto, em uma escala temporal,
menos estressante. Desta forma, pode-se sugerir que o fornecimento de
triptofano dietético suplementar para caes deve ser avaliado em individuos sob
condicbes de estresse mais intenso, como por exemplo, em animais

submetidos a transporte por tempos prolongados.
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6 CONCLUSAO

O sistema néo invasivo de captacdo de EEG desenvolvido para caes €
capaz de gerar dados confiaveis desta medida, permitindo adquirir e analisar o
sinal elétrico cerebral de cdes acordados.

A suplementagdo de caes com triptofano na dose de 1,11g
(aproximadamente o dobro da necessidade diaria) altera a variacao da energia
do sinal das ondas delta, teta, alfa e beta. Portanto, modifica a atividade
elétrica cerebral de caes. Esta alteracdo ocorre de maneira diferente para cada
faixa de frequéncia especifica. O comportamento da curva glicémica nao sofreu
efeito do tratamento imposto.

Estudos futuros com caes se fazem necessarios para poder entender o
efeito que as variagdes na energia do sinal das ondas delta, teta, alfa e beta

possuem em relacdo a comportamentos indesejados.
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