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RESUMO

Por motivos éticos ¢ instrumentais, pesquisas sobre o bem-estar de animais cativos tém
alcangado um novo patamar de preocupacdo. Contudo, a propria definicdo de bem-estar
animal enfrenta controvérsias e colabora para dificil definicdo e escassez de ferramentas
objetivas para atesta-lo. Grande parte das metodologias sao focadas e descritas para
mamiferos ¢ fundamentadas em condigdes fisicas e/ou comportamentais. No caso dos
répteis, apontados como animais de "comportamento simples", ¢ inconsistente atestar ou
avaliar um estado de bem-estar através de observagdes comportamentais e vieses
antropocéntricos. Neste cendrio, analises de aspectos funcionais e regulatorios
caracteristicos da fisiologia de uma espécie, podem se tornar ferramentas de avalia¢ao
eficientes e objetivas. Nesse trabalho, propusemos a avaliagdo da integridade funcional
do Sistema Nervoso Autonomo, aferida pela analise de variabilidade cardiaca (Heart Rate
Variability — HRV), como indice de recuperagdo pds-procedimentos e bem-estar de
lagartos teitis, Salvator merianae. A analise foi implementada na avaliagdo da condi¢do
animal durante uma série de procedimentos frequentes em instalacdes de manutencao de
animais. A variabilidade foi mapeada apds contencdo e manejo, inspecdo, inje¢ao,
profilatica, sedagdo e plano anestésico. Nosso trabalho corroborou a caracteriza¢ao de
HRYV da espécie. Sobre tal padrao, observamos o impacto depressor dos procedimentos
sobre a HRV dos individuos e conseguimos identificar o retorno desta aos padroes de
repouso pré-estabelecidos. O tempo de retorno possui relagdo com o grau de interferéncia
dos procedimentos utilizados. Indicamos que tal analise pode ser uma ferramenta ttil sob

as circunstancias testadas.

Palavras-chave: Squamata. Répteis. Variabilidade da frequéncia cardiaca. Sistema
Nervoso Auténomo.



ABSTRACT

The welfare of captive animals acquired significant degrees of concern due to several
ethical and instrumental reasons. However, the absence of agreement on the definition of
the physiological mean of welfare contribute to the lack of objective tools to
measure/quantify it. Current methodologies used to infer welfare are based on behavioral
indexes and they are focused on mammalian species. Reptiles are described as
‘behaviorally simple’, which makes assessing their welfare based on human observations
of behavioral characteristics rather inconsistent. In this regard, analyses of the regulatory
physiological function have the potential to provide reliable evaluations. In this project,
we propose using the Heart Rate Variability (HRV) analysis as a measurement to attest
the integrity of the autonomic nervous system (ANS) and so, as an index of welfare and
recovery in tegu lizards, Salvator merianae. We followed the HRV during sequential
protocols commonly employed in animal facilities. The lizards had their variability traced
after handling and inspection, injections, prophylaxis, sedation, and anesthetic plan. Our
study confirms the HRV characterization for our design species, tegu lizard Salvator
merianae. The analysis was efficient in signalizing both the depressor effect provoked by
each maneuver and the recovered variability values afterwards. Time needed for recovery
was shown to be correlate to the disturbance degree created by the maneuvers. We exhibit
the HRV value as assess method under the tested terms.

Key words: Squamata. Heart Rate Variability. Reptiles. Welfare.
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marca o momento imediatamente posterior ao manuseio para fixacdo dos eletrodos
superficiais e acomodacdo do animal na cAmara experimental. Os circulos sao medias dos
valores ao longo a cada hora de registro. O erro padrao da média (EPM) ¢ indicado pela
area sombreada ao longo de cada tragado. A linha tracejada marca o valor médio minimo

de PSD que caracteriza o repouso (150.000 ms?).

Figura 4: Analise de HRV no dominio da frequéncia em S. merianae, (massa corporea:
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1 Introducao

Ainda que as contragdes do coragdo de um vertebrado sejam iniciadas por
marcapasso miogénico, a frequéncia cardiaca (fH) dominante ¢ determinada pelo Sistema
Nervoso Central (SNC) através do Sistema Nervoso Auténomo (SNA) (TAYLOR et al.,
2014). O SNA inerva o coragdo desse grupo e modula o trabalho cardiaco. De forma
geral, pode-se dizer que 0 SNA exerce influéncias parassimpaticas inibitdrias e simpaticas
excitatorias. Tal inervagdo, influencia tanto a for¢a de contracdo quanto a frequéncia
cardiaca e velocidade de condugdo do estimulo entre as cdmaras (ALTIMIRAS, 1999). A
modula¢do dos ramos do SNA ¢ exercida de forma tonica e concomitante.
Initerruptamente, ela ajusta o trabalho cardiaco a uma larga gama de processos
fisiologicos (TAYLOR et al., 1999).

O termo variabilidade da frequéncia cardiaca (Heart Rate Variability — HRV) se
refere ao efeito de multiplas oscilagdes ciclicas concomitantes, efetivadas batimento-a-
batimento em um trecho de intervalos cardiacos sequenciais (TASK FORCE et al., 1996).
As diversas oscilagdes incluem ajustes a pressao arterial, a eventos de ventilagdo, aos
ciclos de temperatura, ciclos de atividade e repouso, varia¢des circadianas, dentre outros.
Eles resultam em alteragdes complexas da fy batimento-a-batimento. Em um sentido
amplo, qualquer mudanca modulada na frequéncia cardiaca instantanea qualifica

variabilidade na frequéncia cardiaca (ALTIMIRAS, 1999).

Assim, HRV estara presente em um Sistema integro, capaz de utilizar
apropriadamente seu potencial modulatorio para atingir a homeostase (THAYER et al.,
2012; UMETANI et al., 1998; PLEWS et al., 2013). Por conseguinte, a analise de HRV
pode gerar informagdes relevantes sobre a modulagao derivada da combinacao dos fluxos
autonomicos cardiacos simpatico e parassimpatico (ALTIMIRAS, 1999). Uma vez que 0
padrdo de valores saudaveis de HRV tenha sido obtido através do registro, analise e
descrigdo de animais em repouso e recuperados de quaisquer procedimentos, pode-se
utiliza-lo como ferramenta indexadora para identificacdo de padrdes dentro e fora do
esperado para tal estado. Um desvio dos valores esperados pode sinalizar potenciais
problemas e encorajar uma investigagdo. L0go, a analise de HRV tem o potencial para

ser empregada como ferramenta de avaliagdo do estado animal.

A aplicagdo da analise em humanos, iniciada na década de 60, relata importantes

contribui¢odes para tal uso na clinica médica. O estudo da alteracdo do intervalo entre as
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contragdes diagnosticou doengas fetais (HON & LEE, 1965 apud TASK FORCE et al.,
1996), neuropatias (EWING et al., 1985), risco de mortalidade p6s infarto (WOLF et al.,
1978) e nivel de mortalidade de pacientes cardiacos (ROUTLEDGE; CHROWDHARY
& TOWNEND, 2002).

A caracterizacdo da HRV em humanos somada aos padrdes cardiorrespiratorios
similares entre 0s mamiferos, resultou em um volume muito maior de estudos na classe
Mammalia, quando comparada as outras. Esta analise tem emergido como um indicador
especialmente promissor de estresse e bem-estar de animais de pecuaria € Seu Uso neste
meio tem crescido de forma exponencial (VON BORELL et al., 2007). Nos ultimos
quinze anos, empenhos numerosos foram colocados na avaliagdo de estresse causado por
enfermidades, ordenha e procedimentos dolorosos na criagio de bezerros (KOVACS et
al., 2014). A HRV também foi utilizada como ferramenta de caracterizagdo de gado
leiteiro de diferentes temperamentos e reatividade a humanos (KOVACS et al, 2015), na
avaliagdo da diferenga entre linhagens de galinhas durante a contengdo (KORTE;
RUESINK & BLOKHUIUS, 1998) e no estresse causado em porcos pelo aumento de
temperatura (BYRD et al., 2020). Contudo, parece ter havido muito pouco progresso
efetivo neste momento inicial. Apesar do potencial de aplicacdo ¢ do interesse geral,
diversas tentativas de uso desta ferramenta parecem subestimar a complexidade de
modulacdo autondmica representada pela HRV total, de forma que alguns destes estudos

possuem desenho experimental ou conclusdes inconsistentes.

O uso na clinica veterindria e pesquisas aplicadas s tiveram mais expressao na
ultima década, investigando mudangas no balango do Sistema Nervoso (SN) relacionadas
as condigdes patoldgicas, estresses, disfungdes comportamentais, regimes de
treinamento, manejo e estado emocional (VON BORELL et al., 2007). A analise foi
também utilizada para comprovar os efeitos positivos da interagdo humano-animal

(BERGAMASCO, 2010).

A HRV foi amplamente estudada em mamiferos, mas também observada em aves,
peixes e alguns répteis (TAYLOR et al., 2014). Em estudo pioneiro, Monteiro e
colaboradores (2018) demonstraram que um dos principais componentes da HRV, a
interacdo cardiorrespiratoria, até entdo identificada como caracteristica dos mamiferos,
também esta presente no primitivo peixe piramboia, Lepidosiren paradoxa. Tal fato
indica que os principais componentes da HRV provavelmente evoluiram muito cedo nos

tetrapoda e o mecanismo ficou conservado nos mamiferos. Assim, o estudo da HRV nos
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vertebrados nao-mamiferos, além do potencial de aplicabilidade, fomenta discussoes
fisiologicas e evolutivas. Trabalhos de biologia comparativa podem elucidar nosso
entendimento de sistemas mamiferos e, portanto, dos proprios sistemas humanos
(TAYLOR, 1999). Entre os répteis, os empenhos cientificos foram as recentes
caracterizagdes da HRV para Squamata com a serpente cascavel Crotalus durissus
(SANCHES et al, 2019) e o lagarto teiu Salvator merianae (DURAN et al., 2020).

Nosso desenho experimental foi projetado para testar a hipotese de que a HRV
poderia ser utilizada para avaliar o estado do animal e assim estaria correlacionada com
perturbagdes causadas por procedimentos clinicos. Desta forma, analisamos a alteracao
da HRV e sua recuperagdo ao longo do tempo, apds uma sequéncia de manobras comuns
em um laboratério de biologia como manuseio do espécimen, tratamento profilatico,
sedagdo e anestesia. Avaliamos também Se 0 aumento de invasividade do procedimento
estaria correlacionado com tais modificagdes. O estudo foi realizado no em lagartos Teia

Salvator merianae, espécie que teve o padrao de HRV recentemente descrito.

2 Revisao bibliografica do tema
2.1 Bem-estar animal

O desafio inicial para o avango de metodologias na area ¢ a falta de concordancia
sobre a propria definigdo do conceito de bem-estar (KAGAN; CARTER & ALLARD,
2015). De forma convencionada, 0 bem-estar é avaliado com base em cinco “liberdades”
propostas pelo Comité Brambell (1965). Tal iniciativa tenta abarcar aspectos
fundamentais para o que seria considerado bem-estar e engloba a liberdade de sede e
fome, liberdade de medo e distresse, liberdade de desconforto, liberdade de dor e
sofrimento e, por fim, liberdade para expressar “comportamentos normais”. Na pratica,
assegurar condigdes para suprir as necessidades de qualquer definigdo de bem-estar dos
animais requer postura e disposicdo em nivel institucional, além de expertise e
comprometimento para propiciar robustos programas de medicdo, implementacdo e
avaliacdo das praticas de cuidado animal (KAGAN; CARTER & ALLARD, 2015). Como
consequéncia, estudos mais recentes tém Proposto a implementacdo de abordagens
cientificas que criem uma imagem melhor do que seria esperado para o corpo e a mente
dos animais e como deveriam ser estabelecidas respostas as situagdes aversivas e

agradaveis (SIEGFORD, 2013). Apesar do avango ainda ha muito para ser compreendido.
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Algumas defini¢des e objetivos facilitam o entendimento, mas ainda sao de muito dificil
aplicacdo. Por exemplo, ha conceituagdes que indicam que deve ser proporcionando vidas
que “valem a pena’ serem vividas (MELLOR, 2016). Tal conceito passa por premissas e
interpretagdes de alto teor antropocéntrico e assim, apesar do conceito ajudar, de certa
forma, a compreender o que se quer proporcionar, torna muito dificil qualquer agdo

objetiva envolvendo outras espécies.

Apesar das incertezas acerca do termo bem-estar, uma extensa gama de atividades
que envolvem os animais, direta ou indiretamente (KAGAN; CARTER; ALLARD,
2015), demandam uma avalia¢do categorica do estado dos individuos. Um espécime
saudavel ¢ premissa em esfor¢os para reproducao assistida (PENNINGTON, 2019), em
levantamentos da interacdo humano-animal em zoolégicos (LEARMONTH, 2020), na
discussdo sobre o efeito de situagdes de entretenimento para turistas (ESSEN; LINDSJO;
BERG, 2020), na produgdo de animais para consumo humano (VON BORELL et al.,
2007), na investigacdo de anestesia de animais nao-mamiferos (GREUNZ et al., 2018), e
em todos os procedimentos de biologia experimental realizados in vivo. Em um sentido
amplo, como humanos dotados do controle completo sobre o cuidado e o ambiente dos
animais cativos, temos a obrigagdo ética de garantir ¢ de fato promover o bem-estar de

animais sob nossos cuidados (BENN; MCLELLAND; WHITTAKER, 2019).

Os indicadores de bem-estar animal estdo usualmente divididos em categorias que
o avaliam indiretamente, observando aspectos presentes: no ambiente fisico,
comportamento, em indicadores de satde fisica e nutrigdo e, na propria interagdo com os
cuidadores encarregados (SHERWEN, 2018). Avaliar e aumentar o bem-estar animal
deve incluir esforcos cientificos multidisciplinares, capazes de criar uma figura completa
de como uma espécie responde as situa¢des (SIEGFORD, 2013) e o que seria esperado
de animais “normais” e saudaveis. Ainda assim, sdo raras as iniciativas que compilam

mais de um indicador.

Considerando a diversidades dos grupos de animais, ¢ de forma desproporcional
que grande parte do esforco em novas metodologias ¢ dedicado exclusivamente aos
mamiferos. Como resultado, ndo sdo todos os métodos disponiveis que foram validados
para todos os grupos (SIEGFORD, 2013). Um exemplo ¢ a resposta a novidade,
abordagem comum para avaliar ansiedade, e, portanto, bem estar de animais nao-

humanos. Tal indice avalia o comportamento do individuo exposto & um ambiente
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familiar, em comparagdo ao comportamento apresentado em um ambiente novo. A
avaliacdo baseia-se na identificagdo de comportamentos caracteristicos de estresse ou
ansiedade. Os autores puderam identificar comportamental geral compativel com
ansiedade nos jabutis Chelonoidis caarbonaria, enquanto dragdes barbados Pogona
vitticeps, apesar de aparentemente distinguirem os dois ambientes, nao apresentaram tal

resposta.

Apesar do interesse continuo no desenvolvimento de indicadores eficientes, as
opcdes sdo majoritariamente baseadas em condi¢des fisicas ou comportamentais
observadas por pessoas treinadas. Para compor o arcabou¢o de comportamentos
ordinarios e considerados saudaveis, sdo usadas observacdes da espécie em seus habitats
naturais. Além da aplicacdo espécie-especifica, as perspectivas pessoais dos observadores
(por exemplo, seu treinamento, sua cultura e sua visdo ética) podem enviesar a
consideracdo de diferentes elementos do bem-estar como mais ou menos importantes.
Isso pode resultar em énfases diferentes do que constitui um problema ou onde os esforgos
devem ser focados para melhorar a situagao. O bem-estar precisa representar uma boa
qualidade de vida no entendimento animal, abstraindo-se das perspectivas dos cientistas
humanos ou cuidadores (SCOTT et al., 2003). Desta forma, frente aos desafios inerentes
a progressao do desenvolvimento nesta area, ¢ salutar e desejavel que novas ferramentas

de monitoramento e avaliagdo Sejam projetadas e testadas.

2.2 Bem-estar animal em répteis

Os padroes comportamentais perceptiveis de répteis sdo compostos de grande
numero de comportamentos estereotipados. Tal padrao ¢é visto e descrito, de forma geral,
como “simples”. O termo parece se referir um padrao geral que seria constituido de
grande arcabouco de comportamentos estereotipados e, portanto, descritos como
“simples”. Para alguns autores esse padrao seria resultado de sua fisiologia ectotérmica e
baixo metabolismo, que prioriza 0 uso da energia em comportamentos essenciais como
caca ou regulacdo térmica (PARE & LENTINI, 2010). Em todo o caso, este é um aspecto
complicador para analises e interpretagdes. Apesar destes animais manifestarem uma
matriz de comportamentos que indicam estresse (WARWICK et al., 2013), o reflexo da
percep¢ao antropocéntrica torna a avaliagdo de bem-estar através do comportamento

ineficiente. Outra limitagdo expressiva para esse indicador € a escassez de etogramas para
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espécies de répteis em condigao natural (BENN; MCLELLAND; WHITTAKER, 2019),
que implica, além de comportamentos naturais, alcance e contexto apropriados

(WARWICK et al., 2013).

Apesar da disponibilidade insuficiente de métodos para o grupo, as iniciativas que
tém como premissa o estado animal saudavel ou a melhoria da avaliagdo de bem-estar
propriamente dita sdo numerosas. Guadarrama e colaboradores (2020) investigaram 0
efeito da hipoxia causada pela mudanga de altitude no bem-estar do ameacado lagarto-
de-contas (Heloderma Horridum), devido a transferéncia de individuos para instituigdes
de conservagao. Mingo e colaboradores (2019) propuseram o uso de esfregaco bucal para
deteccdo da exposicao de lagartos Podarcis muralis a pesticidas, a fim de diminuir o grau
de invasidade desse tipo levantamento. Lagartos teits, por exemplo, compuseram estudos
de biologia experimental envolvendo procedimentos cirtirgicos que mencionam periodos
de recuperacao prévios a aquisicdo de dados (ZENA et al.,, 2020; DE VERA;
GONZALEZ, 1997, 1999, 2012). Apesar da mengao, os autores nao descrevem qual foi
o método utilizado para determinar o tempo que 0s animais ficaram em repouso ou para

validar sua recuperagdo, ponto fundamental em desenho experimental desta natureza.

A tendéncia de aquisi¢do de espécimes desta classe como pets cria uma demanda
extra para obtencdo de informagdes fidedignas. Trabalhos sobre o tamanho dos recintos
para serpentes e suas decorrentes implicagdes a saide e bem-estar dos individuos
(WARWICK; ARENA & STEEDMAN, 2019), encontram levantamentos sobre a
comercializa¢do de recintos inadequados e informacdes precérias oferecidas aos novos
“tutores” (D’CRUZE, 2020). Ainda no topico, um trabalho recente apontou que os répteis
adotados como pets no Reino Unido morrem no primeiro ano de vida no novo lar
(WARWICK et al., 2017). Essa taxa de mortalidade sugere que o conhecimento geral de
comportamentos e cuidados de saude ¢ insuficiente, em adi¢cdo a inerente baixa
adaptabilidade das espécies a ambientes artificiais (WARWICK et al., 2013). Prevalece
a escassez de evidéncias cientificas independentes e objetivas sobre as necessidades das
diversas espécies comercializadas (WARWICK et al., 2017).

A heterogeneidade entre os répteis aumenta o desafio do estabelecimento de
indicadores de bem-estar confiaveis, com diferencas substanciais de anatomia, dieta,
estratégia de alimentagdo, nicho ecologico, estrutura social e estratégia reprodutiva

(BENN; MCLELLAND; WHITTAKER, 2019).
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Com o objetivo de desenvolver métodos mais integrativos, os cientistas estao
sucessivamente incorporando abordagens de diferentes campos em seus estudos
(SIEGFORD, 2013). Nesse contexto, abordagens fisiologicas teriam a vantagem de estar
dissociadas de interpretacdo pessoal dos profissionais e assim, podem se tornar robustas
ferramentas de avaliagdo. AsSim, uma possivel implementagdo de parametros fisiologicos
como a analise HRV, por ser um eficiente indicador da modulac¢ao autondmica, pode ser
util para complementar avaliagdes de recuperacdo animal e possivelmente, avaliagdo de

bem-estar.

3 Metodologia

3.1 Animais

Seis lagartos teits (Salvator merianae Duméril & Bibron 1839) de ambos os sexos
(massa corporal: 1619 + 536g, média + erro padrdo) foram doados pelo Jacarezario,
UNESP - Rio Claro, SP - Brasil. Os animais foram transferidos para o biotério do
Laboratério de Biologia Experimental do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) e mantidos em um recinto em grupo. O
recinto possui ciclos naturais de luz e temperatura (~12:12h, 18-30 °C) com fonte de calor
complementar artificial (lampa de aquecimento) para comportamento de termorregulagao
(10:14h — ligada:desligada). Os lagartos tinham acesso livre a agua e eram alimentados
duas vezes por semana. A alimentagdo foi interrompida 1 semana antes do experimento.
Baseado em critérios comportamentais e avaliagao de aspectos fisicos, todos 0s animais
utilizados foram julgados saudaveis. A manutengdo dos animais e todos os procedimentos

descritos foram anteriormente aprovados pelas CEUA-UFSCar.

3.2 Fixacao de eletrodos superficiais

Para obtengao do registro de ECG, os animais tiverem 3 eletrodos adesivos
acoplados e conectados a um sistema de amplificacdo e aquisicdo de dados (Animal
BioAmp and Powerlab, ADInstruments). A ligagdo eletrodo-cabo foi estabilizada e
preservada com bandagens elasticas (La Vet - Zhejiang Anji Huabu Industrial Co., roll

10cmx4.5m) circundando a conexao e tronco do animal. Observacdo da ventilagao em
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testes piloto indicaram que as bandagens nao alteravam padrao e frequéncia respiratoria.
O posicionamento dos eletrodos foi encontrado através de testes prévios, visando reduzir
interferéncias e manter a estabilidade do sinal durante movimentagdo do animal. Sendo
assim, dois eletrodos foram aderidos no dorso do animal, em posigdo rostral e caudal ao
cora¢do. Um terceiro eletrodo foi aderido no dorso, na base da cauda (Figura 1). Os
lagartos foram minimamente manipulados para a colocagdo dos eletrodos. Os eletrodos

nao foram removidos durante todo periodo de experimentagao.

gyr

Figura 1: Registro fotografico de exemplar de Lagarto tegu, S. merianae, (847g) com eletrodos para ECG
aderidos a seu dorso. Fase de preparagdo anterior a aplicacdo da bandagem para estabilizagdo dos eletrodos.

3.3 Procedimentos

Durante o experimento, 0s animais equipados com eletrodos foram acomodados
individualmente em camaras experimentais (caixas plasticas transparentes -
35x25x11cm). As caixas foram mantidas dentro de uma cdmara climatica (EL 202/2,
Electro Lab) para controle de temperatura (30 °C), ciclo claro-escuro, e isolamento

acustico.
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3.3.1 Registro do padrao de repouso

O estado de repouso foi definido em nosso experimento como a condig¢ao em que
0 animal estava sem movimentagao, livre de estressores ou perturbagdes aparentes. OS
animais foram posicionados nas cdmaras experimentais, 24h antes dos registros, para
garantir estabilidade térmica e habituacdo a condi¢ao experimental. O sinal de ECG foi
registrado continuamente, por 24h, desde o posicionamento dos eletrodos e
reposicionamento do animal na cdmara experimental. Testes iniciais haviam indicado que
algumas horas seria suficiente para a HRV alcangar estabilidade nessas condigdes
experimentais. O sinal de ECG foi utilizado para a analise de HRV (de acordo com 0s
padrdes descritos posteriormente) para avaliacdo da estabilidade da condicao de

manuten¢do e reconhecimento do padrao durante o repouso.

Assim, a analise de HRV foi realizada a cada hora de registro configurando uma
serie temporal ao longo destas 24h. Os parametros de HRV foram avaliados com
referéncia aos resultados anteriormente obtidos em registros remotos (telemetria), na
mesma espécie e temperatura (Duran et al., 2020). No dominio do tempo, a variabilidade
total pode ser avaliada como a dispersdo de uma seria de intervalos RRi, sendo
representada pelo desvio padrdo de RRi (SDNN). No dominio da frequéncia, a analise de
HRV usa a densidade espectral (PSD — Power Spectrum Density), como referéncia da

variabilidade total.

3.3.2 Protocolo experimental

Apds o estabelecimento dos parametros de repouso, obtivemos series temporais
de analises construidas com registros antes do procedimento indicado como uma
perturbagdo, imediatamente apods tal procedimento, e a cada hora apds este momento.
Assim, a andlise da HRV ao longo do tempo nos permite verificar o efeito de uma
perturba¢do na HRV e sua progressdo até retorno a condigdo estavel de repouso, com

referencia ao padrao identificado como estabilidade e/ou repouso de cada individuo.

O protocolo experimental utilizado foi constituido por uma série de procedimentos
sequenciais, constituidos por perturbagdes progressivamente mais invasivas. Todos 0s
procedimentos utilizados nesse estudo s3o comuns em laboratérios de biologia

experimental. Depois de cada procedimento (perturbagdo), 0s lagartos foram
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imediatamente acomodados na camara experimental até reestabelecimento dos
parametros de repouso. O ECG foi continuamente registrado ao longo do tempo. Todas
as manobras (eventos rapidos) foram realizadas em sala controlada a 28°C, com excegao

do plano anestésico, (descrito abaixo nas perturbagdes V ¢ VI) conduzido a 30 °C.

Os eventos de perturbagdo foram executados na seguinte sequéncia, para cada um

dos animais:

Perturbagdo I - Contengdo e inspe¢do. O procedimento foi executado da forma
padronizada, com conten¢dao manual ¢ inspecdo para analise fisica com avaliagdo visual
da condigdo das escamas, cauda, membros, colorag¢do da boca, olhos. O procedimento foi

realizado uma vez em cada animal. O procedimento durou cerca de dois minutos.

Perturbagdo Il — Inspe¢do e inje¢do intraperitoneal de salina. Este procedimento
envolveu manuseio do animal com contengdo, seguida de aplicacao intraperitoneal de
salina estéril (2ml/Kg de NaCl 0,9%). A administra¢ao de salina foi utilizada para acessar
a perturbagdo ocasionada pelo possivel desconforto fisico ocasionado pelo procedimento

de injegao.

Perturbagdo IIl — Inspegdo e inje¢do intraperitoneal de antibiotico e anti-
inflamatorio. Este procedimento foi idéntico ao anterior (p-11). Contudo, injetamos dose
padrdo das drogas utilizadas para profilaxia apos procedimentos invasivos (Chemitril
10%, 11mg.kg™ e Flunixin 5% 1.1mg.kg™) (FUNK, 2000; BENNET, 1998; SANCHES
et al., 2019; DURAN et al., 2020). Os medicamentos foram diluidos em salina até o

volume final de 1mL.

Perturbagdo IV — Sedagdo com CO». Neste procedimento, cada animal foi retirado
da camara de experimentacdo e inserido em camara para sedacdo. Nesta foi promovido o
aumento da PCO- do ar inspirado. O procedimento completo teve duragdo aproximada de
20 minutos. CO2 é comumente utilizado como sedativo de curta duragdo para garantir o
manejo e intubagdo endotraqueal com seguranga (DURAN et al., 2020; SANCHES et al.,
2019; CONCEA, 2015).

Perturbagdo N — Sedagdo com CO: seguida de anestesia inalatoria por 30
minutos. Os animais foram sedados como descrito no procedimento anterior (p-1V). Em

sequida, o lagarto foi entubado e colocado sob ventilagdo mecéanica com 0 anestésico
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inalatorio isoflurano (BOYER, 1998; READ, 2004; DURAN et al., 2020). Para a indugao
anestésica, utilizamos 3-5% de isoflurano por 5 minutos. Apds isso, 1-2% para
manuten¢do. O animal foi mantido em ventilagdo artificial adequada a massa corpdrea
(3-5 inspiragdes.minuto, 15-20 mL volume/inspira¢io) durante todo o procedimento. Os

animais foram mantidos sobre manta térmica, a 30°C.

O procedimento para obtengdo do plano anestésico foi escolhido devido a sua
ampla utilizagdo em procedimentos cirtirgicos neste grupo. Da mesma forma, a escolha
da administrag¢ao de isoflurano ¢ justificada devido a grande seguranga quanto a dose e
velocidade de recuperagdo (SLADKY & MANS, 2012; MOSLEY, 2005; BENNETT,
1991; LILLYWHITE, 2017; SANCHES, et al., 2019; DURAN, et al., 2020).

Perturbagdo VI— Sedag¢do com CO- seguido de anestesia por 2 horas. Os animais
passaram pelo mesmo procedimento descrito anteriormente (p-V). Contudo, a anestesia
teve duragdo maior. Ao mimetizar um tempo maior de procedimento, analisamos a

interferéncia do tempo de administragdo na posterior recuperagao do animal.

3.4 Analise de dados

Os registros continuos de ECG possibilitaram selegdo de trechos a cada hora, para
avaliacdo do efeito de cada procedimento nos parametros de HRV. Em tais anélises,
utilizamos series temporais com 256 intervalos RR consecutivos (RRi) nos dominios do
tempo e frequéncia conforme experimento anterior com a mesma espécie (Duran et al.,
2020). Utilizamos os programas LabChart (ADInstruments) para tratamento de sinal,
analise inicial e extragao das séries temporais. O registro bruto foi processado com o filtro
digital do LabChart (1-50Hz band-pass) e 2k/s. O programa CardioSeries (v2.4
http://www.danielpenteado.com) foi utilizado para a analise de HRV. Para evitar a perda
de sinal, utilizamos janelamento Hanning (CAMPBELL et al., 2006; DURAN et al.,
2020) e interpolacao de 1Hz. Nossa analise seguiu os parametros utilizados por Duran e
colaboradores (2020) para descrever o padrao de HRV em repouso (30°C) para a espécie.
Tais parametros foram desenhados para contemplar as recomendacdes feitas pela Task
Force of The European Society of Cardiology and The North American Society of Pacing

and Electrophysiology (1996).
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As oscilagdes de PSD ao longo do tempo foram analisadas a cada hora com 0s
testes de Kruskall Walis e Dunn, no software R Studio (RStudio Team (2019). RStudio:
Integrated  Development for R. RStudio, Inc, Boston, MA URL
http://www.rstudio.com/.). Consideramos P<0,05 para determinacdo de diferengca em

todos 0s casos.

4 Resultados
4.1 Padrao de repouso

O método aplicado para obten¢do de sinal de ECG permitiu registros limpos e
confiaveis para analise (Figura 2). A contengdo do animal para fixagdo inicial de eletrodos
ocasionou medidas de variabilidade total (PSD — Power Spectral Density) (97.082,9 ms?)
e fu média (24,78 bpm) relativamente alteradas em rela¢ao aos valores médios estaveis
apds acomodacao na camara de experimento. Apds acomodacdo, os animais nao
apresentaram indicios de perturbacao no contéiner experimental, ou com o equipamento
e fios. Essa interpreta¢do foi corroborada em 1 hora + 0,44 (Média + Erro padrido da
média) apds acomodagdo, quando os teitis alcangaram o padrdo de HRV de referéncia
para a espécie (Figura 3 e 4). Tal padrao ¢ identificado, e representado ao longo do
repouso, com valores individuais de PSD variando acima do limite estabelecido de
150.000 ms? (Figura 3). A fy média, por sua vez, atinge a faixa de variag@o caracterizada
neste desenho experimental como repouso (17,58 — 19,94 bpm) a partir da hora 2 (18,04
bpm). Tais valores foram similares aos obtidos na mesma temperatura em animais com
implantes de telemetria (DURAN et al., 2020). Esse resultado indica que a espécie (na
condicdo e idade dos animais utilizados aqui) permite obtencdo de dados com

equipamento superficial de modo nao invasivo.
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1 seg

Figura 2: Trecho bruto de eletrocardiograma de um exemplar de teid, S. merianae (1221g), demonstrando a qualidade
do registro obtido com os eletrodos superficiais. O sistema, mesmo com conexdo de cabos permitiu registro dos animais
em repouso e sem estresse. Barra inferior, 1 segundo.

As analises de HRV no dominio do tempo e da frequéncia apresentaram resultados
equivalentes a descrigdo anteriormente publicada, realizada para S. merianae, em
repouso, a 30 °C, com o uso de telemetria. Os parametros do dominio do tempo: RRIi,
SDNN, RMSSD; e os parametros no dominio da frequéncia: PSD, LF e HF, e posigao
de picos cardiorrespiratorios estavam presentes ¢ em similaridade as condigoes

estipuladas para repouso (Tabela 1, Figura 3).
Padrdo de repouso

8 <105 -60

4105 30

PSD (ms?/Hz)
(udg) ¥

Tempo (hora)

Figura 3: Progressdo de alteracdo da média de densidade espectral (PSD — Power Spectral Density, azul) e fu
(vermelho) e ao longo de 24h em teilis (n=6, massa: 1619 + 536,9g), Salvator merianae, em repouso, a 30°C. O tempo
0 marca 0 momento imediatamente posterior a0 manuseio para fixagdo dos eletrodos superficiais € acomodagdo do
animal na camara experimental. Os circulos sdo medias dos valores ao longo a cada hora de registro. O erro padrao da
média (EPM) ¢ indicado pela area sombreada ao longo de cada tragado. A linha tracejada marca o valor médio minimo
de PSD que caracteriza o repouso (150.000 ms?).
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A analise espectral também revelou a presenga de um pico em area de muito baixa
frequéncia, além de pois picos proeminentes em faixa similar (0.06 — 0,13Hz) as de
ocorréncia Seus principais componentes de frequéncia respiratéria (Figura 4). Isto
permitiu a segmentacdo espectral em LF e HF que indicam valores similares aos

caracterizados durante o repouso em 30°C (Tabela 1).

A andlise de HRV no dominio da frequéncia indica que o efeito de perturbagdes
pode claramente ser observada como alteragao do padrao normal e na variabilidade total
(Figura 4).

4x1067 006k 0.13 Hz -4%10°
= 1
E% 3x10% F3%10° §_
< £
S, 2x10% FIX10° =
= —
= =
S 1x10% FIX105 =
=~ =

- -0
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

Frequéncia (Hz)

Figura 4: Analise de HRV no dominio da frequéncia em S. merianae, a 30°C. A figura apresenta a plotagem de padrdo
apresentado durante o periodo de repouso (preto); o efeito da contengdo e manuseio (perturbagio I — cinza escuro); e o
efeito de uma perturbagdo maior, sedagdo com COz2 seguida de 2h de isoflurano (perturbagdo VI — cinza claro). Os
picos observados entre as frequéncias 0.06 Hz e 0.13 Hz (linhas pontilhadas) estdo relacionados as interacdes
cardiorrespiratorias conforme descrito anteriormente (Duran et al., 2020).

Tabela 1
Parametros de HRV em teit, S. merianae (n=6, massa corpérea: 1619 + 536,9g, média + desvio padrdo), em repouso,
a 30 °C, e modificagdes decorrentes do protocolo experimental.

RRi (s) PSD LF HF LF/HF RMSSD Variance SDNN
(ms*/Hz) (ms?) (ms?) (ms) (ms?) (s)

Repouso 3,103 24993550  81186,89  168748,6 0,72 752,57 444799,28 666,96
Perturbagao | 2,249 19460,17 12920,85 12920,85 0,46 205,06 45977,79 214,42
Perturbagdo |1 2,052 16929,42 4658,42 122271 0,5 181,47 29220,56 170,94
Perturbagao 111 1,514* 2638,58* 1120,51* 2245,76* 0,61 80,15* 25281,84* 159,00*
Perturbacao IV 1,327* 1227,79* 441,86* 785,93* 0,71 37,35* 2184,37* 46,74*
Perturbagdo V 1,511* 2965,5* 2352,18* 613,33* 0,95 35,50* 7959,95* 89,22*
Perturbacédo VI 1,689* 1550,79* 104,3* 1446,49* 0,08 63,77* 1966,4* 44,34*

RRi — inter-beat interval; fH — mean heart rate; PSD — Power Spectral density; LF — Low Frequency Component; HF
— High Frequency Component; LF/HF; RMSSD — Square Root of the Mean of the Sum of the Squares of Differences
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between adjacent NN intervals; SDNN — Standard Deviation of all NN intervals. Os valores sdo medianas e 0S
asteriscos apontam diferenga estatistica em relagdo ao estado de repouso (Kruskal Wallis — Dunn, p < 0.05).

4.2 Protocolo com perturbacdes

Todas as perturbagdes reduziram a variabilidade total aferida no momento de
execucdo da manobra, como demonstra a imediata redu¢do do PSD médio e aumento da
fu média (Figura 5). Este efeito ¢ transitorio. Nossa analise indica que ha relagdo entre o
grau da perturbagdo ¢ a magnitude de seu impacto na PSD e fy. Assim, perturbagdes com
maior impacto, demandaram tempos maiores para recuperacdo do padrdo de repouso
(Figura 6).

Durante o protocolo experimental da perturbagdo VI, um de nossos animais sofreu
uma lesdo acidental na traqueia ao ser entubado para ventilagdo mecéanica. Apos
procedimentos de atendimento e cuidado, registramos seus parametros € apresentamos
em comparagdo com a média do grupo (Figura 7). Este individuo ndo apresentou

progressao de retorno aos valores de repouso de PSD e fy ao longo das 12h de observagao.
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Figura 5: Progressao de alteragdo de valores de fu média (vermelho linha continua) e PSD (Power Spectral Density)
médio (azul linha continua) apds a aplicagdo dos protocolos com perturbagdes em teius, S. merianae (massa: 1619 +
537g, média + SD), a 30°C. As perturbagdes foram: I - Contengao e inspecdo, I — Inspegao e injegdo intraperitoneal de
saling, Il — Inspegdo e injegdo intraperitoneal de antibidtico e anti-inflamatério, IV — Seda¢do com COg, V — Sedagéo
com COz seguida de anestesia inalatoria (isoflurano) por 30 minutos, VI — Sedagdo com CO2 seguido por 2 horas de
anestesia (isoflurano). Os valores estdo apresentados como média = erro padréo. Interior dos simbolos de cor diferente
sinalizam diferenga estatistica entre os valores de repouso (representados pelo tempo -1).
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Figura 6: Tempo médio de recuperagdo necessario para retorno do PSD médio aos
niveis de repouso apos as perturbagdes I - VI em teias, S. merianae (massa: 1619 +
537g, média £+ SD), a 30 °C. Perturbagdes: | - Contengao e inspegdo, 1l — Inspecéo e
inje¢do intraperitoneal de salina, III — Inspeg@o e injegdo intraperitoneal de antibidtico
e anti-inflamatorio, IV — Seda¢do com CO2, V — Sedagdo com CO2 seguida de
anestesia inalatéria (isoflurano) por 30 minutos, VI — Sedagdo com COz2 seguido por
2 horas de anestesia (isoflurano). Letras diferentes denotam diferenca estatistica entre
os valores.
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Figura 7: Progressdo de alteragdo dos valores de fu (vermelho linha tracejada) e PSD
(azul linha tracejada) (Power Spectral Density) de individuo S. merianae lesionado
(2200g) durante a execucao de plV. Os valores médios de fu (vermelho linha continua)
e PSD (azul linha continua) dos individuos S. merianae recuperados normalmente
(massa: 1619 + 537g, média = SD) esto indicados para comparagio.
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5 Discussao

Atestar a condigdo de bem-estar de um réptil é um desafio singular entre os
vertebrados. A situag@o € fruto da insuficiéncia de informagdes, mesmo que triviais, como
os padroes de comportamento saudaveis na normalidade. Mesmo estes ainda sdo
controversos ou at¢ mesmo inexistentes para algumas espécies. Estes padrdes sao
premissas para todos os métodos de monitoramento. Nesse cendrio, o aumento de
esforcos multidisciplinares significa a atenuagdo dessa caréncia que se faz danosa a
manutengdo do grupo em qualquer habitat ndo-natural. A analise de HRV, como método
proposto e testado neste projeto, revelou-se viavel como ferramenta de monitoramento e
eficiente como bioindicador na avaliagao de perturbagdes no estado de repouso do animal
e a progressao da recuperagdo do mesmo. A modulagdo que orquestra a HRV tem relagdo
direta com a magnitude da perturbagdo provocada, conforme exposto em nossos
resultados. Devido a série de invasividade explorada com nossa analise, pudemos
observar o de potencial aplicabilidade para analises de comparagdo entre procedimentos
ou para atestar a recuperacao do estado estavel de repouso em protocolos experimentais.

Tais potencialidades nunca foram proporcionadas no grupo em répteis.

5.1 Padrao de repouso

A andlise conseguinte a manipulacdo dos animais para adesdo dos eletrodos
apresentou, quando comparada ao valor de referéncia da espécie 220.203 + 37.270 ms?
(média + erro padrdo) (Duran et al., 2020), baixa variabilidade observada do parametro
PSD (Power Spectral Density) na analise de variabilidade no dominio da frequéncia
(97.082,9 + 41.475,403 ms?, média + erro padrdo). O procedimento para instrumentagado
dos animais envolveu manuseio, pesagem, imobilizagdo manual, colagem dos eletrodos
e bandagem fixadora. Tal instrumentagao foi sucedida de repouso estavel, que assistiu 0
aumento e paridade da variabilidade total (205.717,180 £+ 99.084,499, média + erro
padrao) com o valor de recuperagao alcangado em 1 + 0,44h. Além da progressdao de PSD
que se alinha com o valor de referéncia, a fn média corrobora 0 mesmo padrio.
Imediatamente apds a instrumentacéo, a fy média alcangou 22,9 + 3,1 bpm (média = erro
padrdo), similar a 21,3 £ 2.0 (média + erro padrdo) bpm, valor da primeira noite pos
procedimento de Duran e colaboradores (2020). Ja na hora 2 de nosso experimento, 0s

individuos apresentam valor de 18,0 + 1,7 (média + erro padrao) bpm, dessa vez similar
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a recuperagdo completa dos animais (16,4 + 1,1 bpm, média + erro padrdo) que
caracterizaram o padrao da espécie (Duran et al., 2020). Tais resultados indicam que
executamos o protocolo de procedimentos (pl-p6) em animais no melhor estado possivel
de repouso estavel para tais condi¢des laboratoriais e temperatura. Da mesma forma,
podemos indicar que o procedimento de aplicagdo dos eletrodos superficiais, quando

possivel, configuram uma alternativa viadvel e de muito pouco impacto nos animais.

Os parametros de HRV no dominio do tempo (SDNN e RMSSD) foram similares
aos relatados para animais em repouso, a 30°C, com registro remoto (DURAN et al.,
2020), respectivamente, 601,5 + 91,0s e 800,3 + 163,9ms (Tabela 1). No dominio da
frequéncia, a analise de HRV também corrobora o estado de repouso estavel de nossos
animais. Nesta analise (Figura 4), foi possivel identificar os mesmos picos de frequéncia
observados por Duran e colaboradores (2020). Os picos sdo compativeis com a interacao
cardiorrespiratoria arritmia sinusal respiratoria (ASR). Essa interacdo ¢ inteiramente
dependente da modulagdo parassimpatica e assim, sua expressdo clara é incompativel
com rompantes de atividade e/ou estado de alerta. As condigdes experimentais aqui
propostas, restringiram a possibilidade de atividade normal durante a permanecia na
camara experimental (deslocamento livre, exploracdo do ambiente, interagdes intra e
interespecificas etc.), mas permitiam livre movimentagdo. Inferimos que uma eventual
auséncia de tais picos seria provavelmente reflexo de modulagao autonémica envolvendo
elevacdo de influéncia simpatica e concomitante reducdo parassimpatica durante um

distarbio ou estado de alerta.

Além da conformidade entre nossos dados e a recente caracterizagdo da HRV para
esta espécie, a fn média encontrada no repouso de nossos animais ¢ condizente com os
achados de experimentagdes similares. Animais acordados, em temperatura de 27 °C
apresentam fy média de 19,3 + 4,6 bpm (PIERCY et al., 2015). Em temperatura mais
baixa (25 °C), Zena e colaboradores (2016) encontram ~13 bpm. Condi¢des seminaturais
com livre movimentagdo e termorregulagdo (temperatura corporal 24 — 35°C), por sua

vez, proporcionaram variagdo da fy de 10-60 bpm (SANDERS et al., 2015).

A comparagdo com outras tentativas de descricdo da HRV em lagartos (DE
VERA; GONZALEZ, 1997, 1999), no caso, nao ¢ apropriada devido a identificagdo de
erros metodologicos em tais protocolos experimentais. Em tais tentativas, o desenho

experimental utilizava pouco tempo de recuperagdo pos instrumentagao e/ou manuseio



30

dos espécimes. O intervalo RR assumido como estavel (1,259s) é comparavel com o valor

que encontramos nas perturbagdes mais invasivas de nosso protocolo (Tabela 1).

Possivelmente, a manutengdo inadequada, perturbagdes locais e/ou tempo de
recuperag¢do insuficiente ndo permitiriam constatagdes de recuperagao semelhantes as que
tivemos. Nestes casos, provavelmente, os animais teriam a fu média elevada com
imutabilidade caracteristica da auséncia de HRV; como exposto em um estudo sobre o
efeito de anestésicos (BISETTO; MELO & CARREGARO, 2018). Neste trabalho, a f+
média, método de acompanhamento escolhido, nao foi restaurada no periodo do
experimento (24 horas). Portanto, a recuperacdo dos individuos, que no periodo

experimental tiveram sua fy elevada a 90bpm, nao foi atestada.

A fu média sofre alteragdes em resposta ao estado fisiologico do organismo ¢
demandas metabdlicas (JOYCE & WANG, 2020). Ajustes instantdneos estdo
relacionados também a eventos ciclicos como ajustes de pressdo arterial, ventilacao,
ciclos de temperatura, ciclos de atividade e repouso configurando a HRV do individuo
em questao (TAYLOR et al, 2014; ALTIMIRAS, 1999; TAYLOR et al., 2010). Como o
SNA modula tanto a HRV quanto a fy média, entendemos que os reestabelecimentos da
HRV e fy média podem ser entendidos como indices de recuperacdo das alteragdes
causados por distarbios. Assim, a compatibilidade de nossos achados com a referéncia da
espécie somada a de oscilagdo de PSD acima do limite acordado (150.000ms?) durante
24 horas e a analise espectral caracteristica da modulagdo plena, tipifica um quadro de

recuperagao completa e estado de repouso em nossa condi¢ao experimental.

5.2 Protocolo com perturbag¢des pontuais controladas

O protocolo de perturbagdes abordou procedimentos de rotina em biotérios,
laboratdrios experimentais e instituigdes veterindrias. A sequéncia foi desenhada para
promover desvios gradualmente maiores ao estado de repouso. Tal fato ndo pdde ser
observado com o uso do PSD como indice, pois todas as manobras provocaram expressiva
redugdo de valor (Tabela 1) no momento imediatamente posterior a manobra. Contudo, a
analise espectral apresentou reducdes de magnitudes diferentes quando comparadas as

perturbagdes menos (I) e mais invasiva (IV) (Figura 4). Além da sinalizagdo da anélise
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espectral, o tempo necessario para reestabelecimento da variabilidade também ¢ afetado

pelo grau do disttrbio.

De acordo com o parametro tempo de recuperagdo, vimos classes de alteragdes
geradas pelos procedimentos aplicados. Os procedimentos envolvendo sedacdao e
anestesia demandaram mais tempo de recupera¢ao do que os que envolverem apensas
contengao e aplicacdo de substancias. Da mesma forma, a duragdo do tempo de manuseio
para inspegdo parece ser um fator de impacto mais relevante na resposta autonémica do
que a administragdo de inje¢des, Visto que o procedimento de inspe¢do demanda mais

tempo médio de recuperagdo do que a injecao intraperitoneal de salina.

A injecdo profilatica apresentou a maior variagao no tempo médio de recuperagao,
similar ao plano anestésico de 2 horas. Esse fato sinaliza uma caracteristica possivelmente
individual de resposta a profilaxia. Tal fato refor¢a a importancia de uma analise eficaz e
confiavel para avaliagdo da condi¢ao do animal inclusive em procedimentos de rotina

como essa administragao.

A aplicacdo de anestésico inalavel gerou tempo médio de recuperagdo equivalente
ao tempo de manutengdao dos anestésicos. Independente da supressdao nervosa que O
proprio procedimento cirtrgico cause em um individuo, um tempo estendido em plano
anestésico pode facilmente prolongar a recuperagao; Visto que a anestesia, isoladamente,
reduz a atividade autondmica geral (MOSLEY; DYSON & SMITH, 2004). Esse achado
deve ser considerado no planejamento de procedimentos futuros que almejem rapida

recuperagao.

Em todos os procedimentos, tanto a fu média quanto o PSD, acompanham a saida
do padrao de repouso (indicada pelo tempo 0), causada pela perturbacao e seu retorno a
faixa de normalidade ao longo do tempo (Figura 5). Ha recuperagdo simultanea de f
média e PSD em perturbacdes de rapida recuperacao. Contudo, em perturbacdes de maior
impacto, a fH média é recuperada antes da variabilidade de repouso (Figura 5). Essa
observag¢do corrobora o resultado indicado em outros estudos com uso de telemetria, nos
quais a fn retornou expressivamente antes do que a variabilidade (SANCHES et al., 2019;
DURAN et al., 2020). Aparentemente, o retorno do tonus autondomico para defini¢do da
fi média € mais rapido do que o retorno da modulagio autonomica que promove a HRV.

Esta observagao ¢ de grande relevancia pois a fi média ¢ um dos indicadores fisiologicos
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mais utilizados para atestar recuperacdo poés-procedimentos. Neste caso, ha a
possibilidade de subestimar o tempo necessario para retorno ao repouso € erro
procedimental e/ou de interpretagdo dos resultados auferidos, se estes dependerem de

modulacdo autonémica.

Durante a perturbagao VI (sedagao com CO2 seguida de duas horas de anestesia),
um dos lagartos sofreu uma lesdo traqueal transiente no momento da intubagdo. O
problema s6 foi observado minutos apds a intubag@o. O individuo foi entdo avaliado e
clinicamente amparado. Ele recebeu tratamento profilatico padrdo, foi recuperado da
anestesia e retirado do grupo experimental. Ele foi recolocado na caixa experimental,
visto que proporcionava um ambiente confortavel de recuperacdo e isolamento e
mantivemos o registro de ECG (Figura 7). Apesar dos cuidados recebidos e do
comportamento compativel com todos os outros animais, este individuo s6 alcangou os
valores de recuperacao de variabilidade apos 59 horas. O indice de PSD, como nos outros
procedimentos, ndo apresentou valor especialmente baixo que permitisse a identificacao
de tal evento. A avaliacdo da recuperacgdo, e reconhecimento de situacdo incomum, foi
nitida através do tempo até o retorno do valor de variabilidade. A fy, por sua vez,
apresenta valor similar & média do grupo nas primeiras horas e entdo, aumenta seus
valores por varias horas. O padrdo apresentado nesse animal ndo ¢ compativel com o
pleno funcionamento do SNA. Devido a injaria, ¢ provavel que a modulacdo do arco
simpatico esteja suprimindo a modulagdo parassimpética o que, além de inibir a

variabilidade, aumenta a fy média.

A facilidade de obtengdo da fy média faz com que seja 0 método mais utilizado
para acompanhamento — sua derivagao é simples em sinais de ECG, pressao arterial, fluxo
ou pulsagdo. Assim, se esse pardmetro pode indicar uma falsa recuperagdo dentro do
grupo, os protocolos que utilizem a f4 média podem estar subestimando ou
superestimando os fendmenos estudados. Argumentamos, portanto, que a recuperagao
concomitante observada em nosso trabalho ndo legitima o uso corrente e isolado da fu

média para atestar recuperacdo pos procedimento anestésico.

Considerando que a regulagdo de estresse induz uma gama de mudangas
fisiologicas e comportamentais (VON BORELL, 2001), essas duas classes de respostas
tratadas separadamente estdo intimamente relacionadas (KOVACS et al., 2014).

Contudo, a interpretagao de dados numéricos objetivos é mais assertiva e simples de ser
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interpretada (na maioria dos casos) porque ¢ menos suscetivel a vieses de interpretagdo
antropomorfizada, permite monitoramento remoto, registro e reanalises, de acordo com
potenciais alteragdes de quadro e/ou ambiente. A andlise de HRV foi eficiente em
identificar eventos ou perturbagdes e apresentou relagdo com a magnitude desta. Assim,
a analise porta-se como ferramenta eficiente de acompanhamento do estado de um teiu
nessas condi¢cdes. Além disso, tal ferramenta permite a comparagdo objetiva entre
procedimentos e assim, fundamentar tomadas de decisdo sobre implementagdo de

processos e avaliacdo de protocolos com uso de animais.

A avaliagdo do pleno funcionamento do Sistema Autonomo ampara a garantia das
cincos liberdades (BRAMBELL, 1965) e as iniciativas cientificas atuais que almejam o
estabelecimento do bem-estar animal sob a perspectiva do proprio animal SCOTT et al.,
2003). De forma complementar, a instrumentagdo para o posicionamento de eletrodos
superficiais disponibiliza uma solugado simples de aquisi¢do de dados relevantes para a
analise de HRV.

6 Consideracoes finais

Nosso resultado destaca a disponibilidade e eficiéncia de uma ferramenta
complementar de avaliacdo da condi¢do animal de um réptil Squamata. A ferramenta
pode ser usada para acompanhar processos de recuperacdo de diferentes graus de
invasividade. A funcionalidade da analise de HRV abrange praticas tdo triviais que

tornam o emprego da ferramenta vantajosa em um amplo numero de situagdes.

Para trabalhos futuros, seria interessante observar a eficacia e possiveis limita¢des
no monitoramento de espécimes cOm menos restricio de comportamentos, COMO em
instituigdes cativas que compreendam recintos amplos e de livre circulagdo. Ademais, a
analise poderia ser praticada de forma concomitante com os métodos mais utilizados a

fim de confrontar suas determinagdes.
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