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. RESUMO

Com o objetivo de perceber de se o treino afeta a comunicagdo quimica do cérebro
canino de uma forma permanente, estudaram-se dois grupos de cdes: um grupo de cées
treinado com marcadores e outro grupo sem contacto com nenhum tipo de treino. Foram
recolhidas amostras sanguineas dos dois grupos e medidas as concentra¢des de serotonina
e dopamina. Os valores médios encontrados para a serotonina e dopamina para o0 grupo
de controlo foram de 269.66 pg/l 56,97 ng/l respetivamente. Para a serotonina, a
comparacdo das médias revelou diferencas entre os grupos (p=0,087), havendo uma
diminuicdo no grupo de cées treinados. J& a dopamina ndo se verificou ser diferente entres
os dois grupos estudados (p=0,2). As vias dopaminérgicas ativadas em situacGes de
compulsdo/adi¢do sdo as mesmas que se ativam no circuito do refor¢co. Também os
valores de serotonina estdo diminuidos nesses casos, sugerindo que poderd haver uma

componente compulsiva/aditiva em cées treinados.

Palavras Chave: treino, serotonina, dopamina, neurobioquimica, aprendizagem

canina



I1.  ABSTRACT

The effect of training markers in the cerebral neurochemistry of the dog

To understand if dog training affects permanently the chemical communication of
canine brain, two groups of dogs were studied: one group had dogs trained with markers
and the other one had dogs without any type of training. Blood samples were collected
from both groups and concentrations of serotonin and dopamine were measured. The
mean values found for serotonin and dopamine for the control group were 269.66 ug/l
and 56.93 ng/l respectively. Comparison of means of the groups revealed different values
of serotonin between the two groups (p-value= 0,087) having a decrease in serotonin in
the trained dog group. As for dopamine, it was not found to be different between the two
groups studied (p-value=0,2). The dopaminergic pathways activated in
compulsion/addition situations are the same ones that activate in the reinforcement
circuit. Also, serotonin levels are decreased in these cases, suggesting that there may be

a compulsive/additive component in trained dogs.

Key-words: training, serotonin, dopamine, neurobiochemistry, canine learning
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VI. ENQUADRAMENTO TEORICO

1. A Aprendizagem

O comportamento desenvolve-se ao longo da vida como o resultado da interagcdo dos
fatores genéticos e ambientais. Embora o genotipo ndo possa ser alterado, podemos alterar
o ambiente de forma a produzir alteracbes no comportamento, o que implica alterar o
ambiente interno do sujeito (intervengdo psicoldgica) e o ambiente externo (intervencao
ambiental). A aprendizagem esta relacionada com a forma como o comportamento de um
animal pode mudar com a alteracdo do ambiente externo. O treino descreve as técnicas
usadas para assegurar que a aprendizagem ocorra de forma previsivel em resposta a
intervencdo humana (Mills, 2006).

De uma forma geral, aprender pode ser definido como uma mudancga duradoura nos
mecanismos comportamentais, envolvendo estimulos e/ou respostas especificas que
resultam de uma experiéncia anterior com 0s mesmos estimulos e respostas (Domjan,
2015).

No entanto, outras definicGes tém vindo a surgir na ultima década a medida que a
ciéncia explica o processo de aprender. A nivel celular aprender pode ser definido como
uma mudanca celular e também nos recetores como resultado da estimulacdo neuronal e
a producdo de novas proteinas (Lombroso, 2004).

Existem dois aspetos da aprendizagem que sao essenciais para entender como esta se
processa: a primeira sdo as mudancas neuroanatémicas, neuroquimicas e moleculares que

envolvem a aprendizagem, a segunda é a teoria da aprendizagem (Overall, 2013b).

1.1. A Neuroanatomia, neuroquimica e a biologia molecular da aprendizagem
1.1.1. Neuroanatomia e sua funcéo

Durante muito tempo permaneceu a questdo se regides especificas do cérebro
participavam de formas especificas na aprendizagem. Hoje, sabe-se que tipos particulares
de tarefas sdo aprendidos dentro de regides cerebrais especificas. Este conhecimento foi
conseguido através de estudos de individuos com areas de leséo cerebral delimitadas que
eram acompanhados por perdas de memdria muitos especificas. Posteriormente, houve
confirmacédo destes resultados atraves de experiéncias com roedores (Squire & Kandel,
1999).



As estruturas mais importantes para a aprendizagem associativa sdo o cortex cerebral,
0 hipocampo e a amigdala. Outros circuitos mesocorticolimbicos, que usam o nucleo
accumbens e o pallidum ventral sdo essenciais na estimulacdo de diferentes tipos de

estruturas, relativas a recompensa, que afetam a aprendizagem. (Overall, 2013b)

Hipocampo
O hipocampo é uma estrutura com forma de cavalo marinho que faz parte do sistema

limbico. A nivel morfoldgico, o hipocampo € constituido por trés divisdes: CAl, CA2 e
CA3, (CA deriva de cornu ammonis). Como ilustrado na figura 1, o hipocampo esta
localizado na &rea subcortical, no ventriculo lateral. Em conjunto com o giro dentado
(DG), subiculo, pré e para-subiculo e cortex entorrinal (EC) formam a formacao
hipocampal (figura 2). Esta formacdo € uma via excitatoria unidirecional de circuito
trisindptico: a primeira sinapse entre o EC e o DG; segunda sinapse entre o0 DG e 0 CA3;
a terceira sinapse entre 0 CA3 e CAL. Os neurénios do EC projetam-se para o DG pela
via perfurante. As células granulosas do DG vao até ao CA3 atraves das fibras musgosas.
Os neurdnios piramidais no CA3 projectam-se até ao CAL pela via colateral de Shaffer
(Andersen, et al., 2007).

Hirocameo e Fornice

" » Joelho do corpa caloso icorte)
Disseccio
supseiar - Septo pelicido

Cabega do nicleo caudado

Colunas do fornice

Fstria terminal
Corpo do fémice
Pé do hipocampo

Tilamos

Peddnculo do férnice
Comissura do forice

Giro dentado

ipital (posterion)
fculo lateral

FIGURA 1 - ILUSTRAGAO DO HIPOCAMPO E FORNIX DE UM CEREBRO
HUMANO. VISTA LONGITUDINAL SUPERIOR. (NETTER, 2013)
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FIGURA 2 - A FORMAGAO HIPOCAMPAL. (ANDERSEN, ET AL., 2007)

O hipocampo é de um modo grosseiro considerado a regido principal onde a
aprendizagem associativa ocorre. Esta intimamente ligado com a aprendizagem e com a
memoria, tendo sido comprovado através de estudos retrospetivos que verificaram que
lesBes do hipocampo impedem o surgimento de novas memdrias explicitas. No entanto,
as memdrias previamente criadas antes das lesGes permanecem intactas. (Lombroso,
2004). Também a memoria espacial esta ligada ao hipocampo, pois a lesdo deste afeta
profundamente, e talvez especificamente, a capacidade de localizagdo espacial (Morris et
al., 1982).

A aprendizagem e a memoria envolvem uma série de estagios: codificacéo,
armazenamento e recuperacdo. Na codificacdo ocorrem processos envolvidos na percecédo
do material de aprendizagem, seguidamente, no armazenamento, as informacoes
codificadas sdo armazenadas no sistema de memoria. A recuperacgdo ocorre quando ha
extracdo dessas informac@es do sistema de memdria (Eysenck & Keane, 2017).

A memoria é distinguida consoante a sua dura¢do: memoria de curto prazo e memoria
de longo prazo. Esta separacao é a apoiada pelo modelo do multiarmazenamento que se
pressupde que existem armazenamentos sensoriais separados de curto e longo prazo.
Embora hajam algumas evidéncias cientificas que apoiem este modelo, ele ainda continua
em estudo (Eysenck & Keane, 2017).

Em relacdo a memoria a longo prazo, Henke (2010) classifica-a em duas classes: a
declarativa e ndo-declarativa. A declarativa é dividida em episddica e semantica, a ndo-

declarativa esta dividida em memdria procedural, priming, condicionamento classico
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simples e habituacdo/sensibilizacdo. Esta hipotese, de que ha vérias formas de memoria,
acompanha a hipdtese de que diferentes regides do cérebro estdo associadas a cada uma.

A memoria episodica é a forma de memdria a longo prazo relacionada com
experiéncias do individuo ou a episodios que ocorreram num determinado lugar ou num
determinado momento. Segundo a hip6tese mencionada acima, a memoria episodica
depende do lobo temporal medial (incluindo o hipocampo), sendo que 0 sucesso da
memoria episodica é precedido de uma atividade intensificada no hipocampo no

momento da aprendizagem (Sadeh et al., 2011).

Cértex Cerebral

A aprendizagem associativa também ¢é realizada a partir do cortex, o que € bastante
relevante em cdes e gatos, tendo em conta que é através dessa via que Se processa a
aprendizagem relacionada com estimulos olfativos. Com efeito, € no cortex que diferentes
estimulos desencadeiam as acGes e 0s comportamentos, ou seja, existem fungdes
maultiplas que incluem, ndo apenas a integracdo da informacdo, mas também a acdo de
acordo com o estimulo processado. Tendo em conta a informacéo sensorial seletiva, esta
versatilidade funcional ajuda na tomada de decisdo entre a agdo e inibicdo, de modo
flexivel. Assim, quando a aprendizagem associativa ocorre no hipocampo, o cortex ajusta

a decisdo sobre a acdo (Overall, 2013b).

A Amigdala
A amigdala, ou complexo amigdaloide, esta localizada no lobo temporal medial e é

uma estrutura diversa que contem treze nudcleos. Embora haja similaridades entre
espécies, também ha diferengas de organizacdo e nos tamanhos dos diferentes nucleos.
Nos ratos, 0s nucleos da amigdala dividem-se em trés grupos: o grupo profundo ou baso
lateral, o grupo superficial ou cortical e o grupo centro medial. Existem ainda alguns
nucleos que ndo se enquadram nestes grupos sendo listados a parte, como a massa de
células intercaladas e a area amigdalohipocampal (Sah et al., 2003).

H& mais de um século que se sabe que o lobo temporal, incluido a amigdala, esta
envolvido nas emocdes. Porém, o entendimento sobre o papel da amigdala esta

dificultado pela natureza abstrata das emocg6es. O conhecimento funcional da amigdala



estd relacionado com estudos sobre o medo. O medo, seja ele condicionado ou
incondicionado, emite uma resposta autbnoma e hormonal.

Quando hé lesbes do complexo amigdaloide a expressao de certos tipos de medo é
bloqueada, indicando que é necessario que a amigdala esteja intacta para que o0 medo seja
processado e aprendido (LeDoux, 2003). Estudos evidenciam que diferentes padrdes de
respostas comportamentais relacionadas com o medo podem ser obtidos quando
diferentes partes do complexo amigdaloide sdo estimuladas (Davis, 1997).

A amigdala também esta associada a capacidade de relacionamento social, sendo que
em humanos, a disfuncdo da amigdala em criangas com autismo, podera ajudar a explicar
a grave incapacidade de aprendizagem de normas de relacionamento social (Lombroso,
2004).

1.1.2. Os Aspetos Celulares e Moleculares da Aprendizagem

Como foi referido anteriormente, varios estudos revelaram que a aprendizagem nao
€ s6 um processo cognitivo, mas também um processo celular (Thompson, Berger, & IV
Madden, 1983). Para que a aprendizagem ocorra € necessario haver modificacdes
estruturais e funcionais nos neurénios, bem como a formacéo de novas proteinas. A nivel
sinaptico, ha formacdo de novas sinapses enquanto que sinapses antigas sdo fortalecidas.
Este fendmeno é designado por plasticidade sinéptica e ocorre em todo o cérebro.
Genericamente, podemos definir plasticidade sinaptica como a capacidade dos sistemas
neuronais se adaptarem as exigéncias, a curto ou longo prazo, da sua atividade ou funcéo.
Outro processo que contribui para esta plasticidade é a capacidade de aumentar a taxa de
sintese e libertagdo dos neurotransmissores quando ha aumento da atividade neuronal
(Lombroso, 2004; Hensler, 2012).

A aprendizagem celular, ou potenciacdo de longa duragdo (LTP), é definida como
um melhoramento a longo prazo (superior a 30 minutos) na transmissdo sinaptica,
seguido de uma estimulacao sindptica de alta frequéncia (Nicoll & Roche, 2013). Este
fendmeno estd amplamente descrito para o hipocampo, mais especificamente na regido
CAL. No entanto, a LTP pode ocorrer também em diferentes partes do cérebro, incluido
na amigdala, parte do cortex, substancia negra e algumas partes do sistema limbico,

apesar de menos estudados (Davis, 1997).



A LTP que ocorre no hipocampo esta esquematizada na figura 3. Uma grande
quantidade de glutamato é libertada na fenda sinéptica apds a estimulacdo de alta
frequéncia. O glutamato vai ligar-se aos recetores da célula pos-sinaptica que séo do tipo
NMDA (N-metil D-Aspartato) e AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionico). Quando a célula se encontra no potencial de repouso, estes estao
bloqueados pelo id0 magnésio (Mg?*) mas apds a estimulagdo vai entdo ocorrer um
influxo de sédio (Na*) através do recetor AMPA o que leva a despolarizacdo do neurénio
pos-sinaptico. Seguidamente o Mg?* liberta-se do recetor, permitindo o fluxo de Na* e
Célcio (Ca%"). A ativacdo do recetor NMDA e o aumento de Ca?* intracelular vai ser
responsavel pela inducdo da LTP (Ruggiero, et al., 2011).

a Milisegundos b Segundos ¢ Minutos d Horas

77 . an " o R
[JU NMOAR uﬁ AMPAR J.U v 0:;.\‘; Ghatarmato C Fator de transcrigdo

Figura 3 - Mecanismos envolvidos na iniciacdo e manuten¢ao da plasticidade
sinaptica (Ruggiero, et al., 2011)

1.1.3. Neurotransmissores
Define-se habitualmente um neurotransmissor como uma substancia quimica que
satisfaz quatro critérios: presenca no interior das células nervosas em conjunto com as
enzimas necessarias para a sua sintese; presenca a nivel sinaptico das enzimas necessarias
para a sua inativacdo; possibilidade de reproduzir os seus efeitos colocando uma

substancia analoga ao nivel da sinapse; presenca da substancia ao nivel do espago
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sinaptico no momento da ativacdo, seja ela espontanea ou induzida eletricamente (Habib,
2003).

Os neurotransmissores sao produzidos no corpo celular de neurdnios especializados
ao nivel do reticulo endoplasmatico, que esta disperso pelo citoplasma do neuroénio.
Depois de produzidos, os neurotransmissores sdo armazenados em vesiculas produzidas
pelo aparelho de Golgi. Essas vesiculas sdo posteriormente transportadas até aos
microtUbulos do axonio e armazenadas no terminal pré-sinaptico. A este processo chama-
se transporte axonal (figura 4). A comunicacdo entre 0s neuronios € feita, através dos
neurotransmissores, nas jun¢des sinapticas entre os neuronios (Lindsay, 2000c).

Existem varias substancias que se enquadram na definicdo de neurotransmissor,
sendo os mais importantes a acetilcolina, as catecolaminas e a serotonina. Outros
transmissores foram sendo descobertos como os péptidos opiaceos e o glutamato. Do
ponto de vista anatémico, cada tipo de neurotransmissor possui especificamente a sua
prépria rede de neurdnios de maneira que € possivel estruturar a sua funcdo em termos de
sistema colinérgico, sistema noradrenérgico e sistema dopaminérgico. Cada um desses
sistemas tem uma funcéo propria, sendo possivel desenhar um modelo de funcionamento
baseado nas propriedades quimicas dos constituintes (Habib, 2003). No entanto, querer
associar um neurotransmissor a um tipo de resposta comportamental é demasiado
simplista, apesar de alguns neurotransmissores intervirem no aumento ou diminuicdo da

neurotransmissao (Pageat, 2000).

Sintese de
vesiculas e

proteinas Mecanismo

secretodrio

Transporte de vesiculas
(antrogada)

Transporte de vesiculas
(retrogada)

Recaptagdo de
vesiculas

Figura 4 - Transporte Axonal (Waymire, 2016)
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1.1.3.1. Acetilcolina

A acetilcolina foi o primeiro neurotransmissor a ser descoberto. Existe no cérebro,
na juncdo neuromuscular e ao nivel de certas sinapses do sistema nervoso simpatico e
parassimpatico (Habib, 2003). A acetilcolina atua em certas fibras nervosas, que enervam
0s musculos esqueléticos, e podera ter uma fungdo excitatdria ou inibitdria, dependendo
dos locais de atuagdo. Musculos esqueléticos sdo excitados pela acetilcolina, enquanto a
0 masculo cardiaco € inibido por ela. Existem dois tipos de recetores, 0s nicotinicos e 0s
muscarinicos, sendo que os primeiros sdo ativados para a¢do excitatdria da acetilcolina e

0s segundos sdo ativados para a a¢do inibitoria da acetilcolina (Lindsay, 2000c).

1.1.3.2. Glutamato e GABA

O Glutamato e o acido gama-amino-butirico (GABA) apresentam func6es
complementares. O glutamato ou acido glutdmico, que é um neurotransmissor sintetizado
a partir de varios aminoécidos, é responsavel pela transmissdo excitatdria, enquanto o
GABA é responsavel pela transmissao inibitoria. Tanto o glutamato como o0 GABA séo
reabsorvidos, por pinocitose, no terminal pré-sinaptico, ou seja, durante o processo de
recaptacdo, a membrana pré-sinaptica envolve o neurotransmissor, deslocando-o de volta
para 0 axonio. O glutamato e 0 GABA equilibram-se mutuamente num processo de
homeostasia neuronal atraves de processos de inibigdo-excitagdo (Lindsay, 2000c).

O glutamato € o neurotransmissor excitatorio primario no cérebro e um mediador da
plasticidade sinaptica, que é necessaria para o organismo adaptar comportamentos num
ambiente diferente (Abraham, 2008). Tal como referido anteriormente, o glutamato é o
neurotransmissor responsavel pela inducdo da LTP e por isso esta intimamente ligado
com a aprendizagem e com a formagao de memodrias.

A adicéo pode ser caracterizada como uma diminuigcdo da capacidade de alterar a
resposta comportamenal ao alvo da adi¢do. O glutamato tem um papel crucial no
desenvolvimento e na expressdo dos comportamentos de adigdo, como a procura e 0
desejo pelo alvo de adicdo. O desenvolvimento destes comportamentos requer uma
estimulagdo do receptor de glutamato na area tegmental ventral (VTA) e esté associado
com o aumento da libertacdo de glutamato e a uma LTP dependente de glutamato nas
células dopaminérgicas. J& a expressdo destes comportamentos requer uma libertacdo de

glutamato no centro do nucleus accumbens (Kalivas et al., 2009).



O GABA é um transmissor inibidor ubiquitario no cérebro e é importante ter em
conta que os neuronios GABAérgicos podem ser inibidos pela dopamina (Pageat, 2000).

O GABA esta relacionado com o controlo de fobias e distirbios de ansiedade
generalizados (Lindsay, 2000c). As benzodiazepinas atuam modificando a ligacdo do
GABA aos seus recetores, levando assim, a uma amplificacdo da atividade do recetor e a
uma inibicdo da atividade no circuito do medo (Panksepp, 1998). Por isso, cdes com medo
intenso e com problemas de ansiedade sdo medicados com benzodiazepinas. No entanto,
estas devem ser utilizadas com cuidado, pois a sua utilizacdo pode fazer escalar o nivel

de agressividade em animais com agressividade por medo.

1.1.3.3. Dopamina

A dopamina (DA) pertence a familia das catecolaminas, tal como a norepinefrina
(NE) e a epinefrina (EPI). Esta familia € composta por um catecol (3,4-diidroxibenzeno)
ligado a um grupo amina por uma ponte de etil.

O percursor da DA é a tirosina, um aminoacido maioritariamente obtido pela
alimentacdo, mas que também pode ser sintetizado no figado através da fenilalanina. Para
a sintese de DA ocorre um par de reacbes que podemos ver na figura 5: oxidagdo da
tirosina em L-DOPA (levodopa ou L-3,4 — dihidroxifenilalanina) pela enzima tirosina
hidroxilase (TH) e conversdo da L-DOPA em DA pela enzima aminoacido aromatico
descarboxilase (AADC). Estas reacdes ocorrem nos citoplasmas dos neurdnios
dopaminérgicos. No entanto, nas células que segregam a NE, a DA é convertida em NE
pela enzima dopamina B-hidroxilase e, subsequentemente, a NE converte-se em EPI pela
feniletanolamina N-metiltransferase.

A velocidade de produgdo destas aminas € limitada pela enzima TH que oxida a
tirosina em L-DOPA, sendo considerada o fator limitante de producdo (Standaert &
Galanter, 2009).
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Como foi referido no ponto 1.1.3, 0s neurotransmissores sdo produzidos no
citoplasma e sdo posteriormente armazenados em vesiculas para serem libertados na
fenda sinaptica. Também a DA sofre este processo. O transporte da DA para a vesicula
sinaptica é dependente de duas bombas moleculares: A ATPase, que concentra protdes
na vesicula criando um pH intravesicular baixo e um interior eletropositivo, em conjunto
com um transportador de monoaminas vesicular (VMAT), que permite o deslocamento
dos protdes para fora da vesicula, transportando a DA para o interior da mesma (figura
6).

Quando h& um potencial de ac¢éo na célula, a vesicula funde-se com a membrana num
processo dependente de Ca?* e liberta a DA na fenda sinaptica. A recaptacéo ¢ efetuada
através pelo transportador de dopamina (DAT) contra o gradiente de concentragdo
utilizando, por isso, requer uma fonte de energia através do co-transporte de Na*. Uma
vez de volta a célula pré-sinaptica, a DA é armazenada em vesiculas pelo VMAT ou

degradada pela monoamina oxidase (MAO) (Standaert & Galanter, 2009).
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Avancadas técnicas de clonagem molecular permitiram identificar 5 tipos de recetores
dopaminérgicos, todos eles acoplados a proteinas G e divididos em duas familias D1 e
D2. A familia D1 estimula a formacao de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) como
principal mecanismo de transducao de sinal entre células. A familia D2 inibe essa mesma
formagéo (Bahena-Trujillo, et al., 2000).

A maior parte da DA ¢ produzida e distribuida por trés sistemas cerebrais, como se
pode ver pela figura 7: i) pelo sistema nigroestriatal, que contém 80% da DA, este sistema
envolve neurdnios produtores de dopamina na substancia negra do mesencéfalo até ao
corpo estriado (nucleo caudado e putdmen); ii) pelo sistema mesolimbico, através de
células produtoras de dopamina na area tegumentar ventral até regides do feixe medial do
prosencéfalo, incluido a amigdala, septum lateral, hipotdlamo, hipocampo e ndcleo
accumbens; pelo sistema mesocortical, que também se origina na VTA com projecdes
dos axdnios para o cortex limbico, cortex pré-frontal e hipocampo. Existe ainda um quarto
sistema de comunicacdo dopaminérgico, este ocorre entre o hipotalamo e a glandula
pituitaria (Lindsay, 2000c).

Hipocampo

Via Mesocorticolimbica:
Area tegmentar ventral para o Via Nigroestriatal:

nucleo accumbens, cortex Substancia negra para o
(incluindo a insula) e hipocampo. corpo estriado (nticleo
caudado ¢ putimen)

Figura 7 - Via dopaminérgica. (Breedlove, et al., 2010)

Em cées, ndo foram encontrados valores de referéncia para a DA. J& em humanos, 0s
valores variam bastante consoante o autor, havendo alguma dificuldade em chegar-se a

um valor basal concreto. Algumas referéncias indicam valores fisiol6gicos menores que
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20 ng/ml para adultos e menores que 60 ng/ml para jovens de idade entre os 3 e 0s 15
anos (Normal Hormone Reference Ranges, 2011). O Laboratério Joaquim Chaves,
laboratdrio de referéncia em Portugal, considera um valor fisiolégico menor que 94 ng/l.

A nivel de funcdo, a DA é um neurotransmissor particularmente importante do
sistema nervoso central (SNC), tendo uma funcdo de controlo dos movimentos e da
postura. A sua auséncia caracteriza a doenga de Parkinson em humanos, cuja terapia passa
pela administracdo do percursor da dopamina, a L-dopa (Habib, 2003). Outras funcbes
atribuidas a este neurotransmissor sdo a emotividade e afetividade, bem como a
comunicacdo neuroenddcrina. No sistema nervoso periférico (SNP) a dopamina é um
modulador da funcéo cardiaca e renal, do tdnus muscular e da motilidade gastrointestinal
(Bahena-Truijillo, at al., 2000).

Os circuitos dopaminérgicos estdo relacionados com o desenvolvimento de distdrbios
comportamentais e cognitivos, como a esquizofrenia em humanos e distdrbios
compulsivos em cdes. Apresentam também um papel fundamental na aprendizagem
associativa, uma vez que experiéncias de recompensa que resultam do refor¢co positivo
ou negativo, parecem ser dependentes de DA. Ou seja, o reforco resultante de estimulo
apetitivo, bem como o reforco resultante da prevencdo de um estimulo aversivo, sao
ambos afetados quando a atividade da DA é bloqueada (Carlson, 2012) .

Sabe-se que a DA tem um papel importante na recompensa e na motivagdo (Domjan,
2003), e estudos recentes evidenciam que a DA estad envolvida na determinacdo da
saliéncia do incentivo (do inglés salience of incentives) mas que ndo participa na parte
hedonica da experiéncia do prazer (Berrigde & Kringelbach, 2013), o que leva a
comunidade cientifica a crer que a teoria do refor¢o de Schultz serd a mais apropriada.
Esta teoria enuncia que existe uma alteracdo nos niveis de dopamina quando had um
desencontro entre a recompensa esperada (prevista) e a recebida (Schultz, 1998). Ja
anteriormente tinha sido descoberto que quando um sinal neutro é emparelhado com um
uma recompensa desejavel, de forma a que o sinal se torne um sinal preditor da
recompensa (estimulo incondicionado), DA ¢é libertada quando o sinal preditor é
apresentado e ndo ha mais libertacdo de dopamina quando a recompensa é finalmente
oferecida (Hollerman & Schultz, 1998). Mais recentemente Schultz evidenciou que
quando é apresentado o sinal preditor, mas ndo é fornecida a recompensa esperada, cria-

se um erro na predigéo do sinal e os animais experienciam um aumento de DA quando o



sinal é apresentado e, seguidamente uma reducdo da atividade dopaminérgica abaixo do
nivel basal (Schultz, 2016).

1.1.3.4. Serotonina

Rapport, Green e Page, em 1948, isolaram e identificaram a serotonina, ou 5-
hidroxitriptamina (5-HT), como sendo a substancia libertada pelas plaquetas que fazia
aumentar o tonus vascular apds um coagulo sanguineo. Esparmer, (1952) identificou a
serotonina nas células enterocromafins no intestino enquanto Twarog and Page (1953) e
também a detetou em extratos de massa cerebral.

A serotonina é composta pela combinagdo de um grupo hidroxilo na posi¢do 5 e uma
amina primaria que serve como aceitadora de protdes, sendo que esta combinacgdo faz
com gue esta substancia seja hidrofilica e por isso ndo passa a barreira hematoenceféalica.
A descoberta da sua presenca do cérebro em 1953, indicou que haveria sintese de 5-HT
no cerebro (Hensler, 2012). Desde essa altura, vérios estudos foram realizados e o
conhecimento sobre esta amina cresceu exponencialmente.

Hoje sabe-se que 0s neurdnios produtores de serotonina estéo localizados nos ndcleos
da rafe, na medula, com projecGes para varias partes do cérebro como o hipotalamo, a
amigdala, hipocampo, septum, nucleos da base e cortex cerebral (figura 8). As projecdes
de fibras serotoninérgicas terminam no sistema limbico, tendo ai um papel muito
importante na inibicdo da raiva e agressividade (Lindsay, 2000c). Sabe-se que a 5-HT
tem um papel muito importante na funcdo normal do cérebro, incluindo a modulagdo do
humor, fome, sexo, sono, memoria, emocao, ansiedade (Nichols & Nichols, 2008). A
nivel enddcrino a 5-HT tem também um papel modulatorio ja que participa no controlo
hipotalamico da secrecdo pituitdria, mais concretamente na regulacdo da
adrenocorticotropina (ACTH), prolactina e hormona do crescimento (Hensler, 2012).

Os neuronios serotoninérgicos produzem serotonina atraves de uma serie de reacfes
com inicio no triptofano nutricional, como podemos ver na figura 10. Este aminoacido
essencial é convertido em 5-hidroxitriptofano através da enzima triptofano hidroxilase
(TPH), seguidamente o composto é convertido em 5-hidroxitriptamina, ou serotonina,
pela enzima L-amino&cido aromatico descarboxilase. A sintese de 5-HT vai ser limitada
pela enzima TPH, uma vez que esta enzima é regulada por retroalimentacéo inibitoria

através de auto-recetores pré-sinapticos que respondem a aumentos locais de



concentracdo de 5-HT (Nadal-Vicens et al., 2009). A atividade neuronal também tem um
efeito direto na sintese e libertagdo de serotonina. Os neuronios serotoninérgicos tém a
capacidade de sintetizar 5-HT a partir do triptofano como resposta a um conjunto de
estimulos elétricos, contribuindo assim para a plasticidade neuronal, como referido

anteriormente na pagina 14 (Boadle-Biber, 1993).

Projegao de células
mesoencefalicas
serotoninérgicas para o
Talamo, Hipotalamo, Nucleos
da Base ¢ Cortex

Hipocampo
(coberto)

Nucleos

da Rafe

Espinal Medula Cerebelo
Figura 8 - Via serotoninérgica (Breedlove, at al., 2010)

Como consta na figura 9, a serotonina produzida € transportada pelo VMAT para as
vesiculas pré-sinapticas no axonio pré-sinaptico das células serotoninérgicas, onde fica
armazenada. Quando ha um potencial de acdo, a 5-HT ¢é libertada na fenda sinaptica,
através de um processo de exocitose dependente de Ca?*, sendo posteriormente recaptada
por um transportador seletivo de serotonina (SERT), podendo ser degradada pela MAO
ou sequestrada em vesiculas sinapticas pelo VMAT (Nadal-Vicens et al., 2009).

A familia de recetores serotoninérgicos é bastante grande. Até hoje foram
encontradas sete familias de recetores e catorze subtipos. Com excecdo do recetor 5-HT3,
que é um recetor de canal ionico regulado por ligante, todos os outros sdo recetores
acoplados a proteina G (GPCR). Estes recetores podem ser inibitdrios ou excitatorios
(Nichols & Nichols, 2008).

Os valores normais desta amina variam de espécie para espécie e mesmo entre
individuos a variabilidade ¢ bastante grande. Em medicina veterinaria, apenas ha poucos
anos se iniciou a medicdo de serotonina para diagnosticos de doengas comportamentais.

Assim os valores fisioldgicos de serotonina em cdes ainda ndo estdo completamente
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definidos. No entanto, em humanos considera-se um valor fisioldgicos ente os 50 e 200
ng/ml (Chernecky & Berger, 2013).
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Figura 10 - Sintese de Serotonina a
partir do triptofano nutricional
(Nadal-Vicens, Chyung, & Turner,
2009)

Importa salientar a correlagdo existente entre os niveis de serotonina no cérebro e no
sangue periférico, nomeadamente nas plaquetas. Tal como o0s neurénios, as plaquetas
captam a serotonina pelo SERT, que a transporta pela membrana celular, sendo
posteriormente armazenada em vesiculas. Da Prada et al. (1988) concluiram que existe
correlagéo entre a serotonina no sangue periférico e os niveis de serotonina nos neuronios.

Recentes autores confirmaram que os niveis de serotonina no liquido cefalorraquidiano
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(LCR) e nas plaquetas estdo fortemente relacionados e que existe também uma correlacdo
entre 0 LCR e os niveis de serotonina no plasma e na urina, embora essa relacdo ja nao
seja tao forte (Audhya, Adams, & Johansen, 2012), o que fara todo o sentido, ja que 99%
da serotonina periférica esta contida nas plaquetas (Celada, Martin, & Artigas, 1994).

A ligacdo entre a serotonina e 0 comportamento é estreita, porém ainda ndo se sabem
os limites da agdo da serotonina na variagdo dos comportamentos. Sabe-se que individuos
com niveis baixos de serotonina tém tendéncias depressivas e suicidas, e que drogas como
os inibidores de recaptacao de serotonina e inibidores da MAO tém um papel terapéutico
neste tipo de situacgdes (Lindsay, 2000c).

Em relacdo aos comportamentos compulsivos, também foi demonstrada a
intervencdo da serotonina através de estudos como o de Rapoport em que a clomipramina
e fluoxetina (antidepressivos triciclico e inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina)
obtiveram resultados eficazes em 42 cées que apresentavam comportamento compulsivo
de lambedura, enquanto outras medicaces nao foram eficazes (Rapoport, Ryland, &
Kriete, 1992). Também a agressividade e 0s comportamentos impulso-controlo

aumentam quando os niveis de serotonina diminuem (Seo, Patrick, & Kennealy, 2008).

1.1.3.5 Péptidos Opiaceos

Os péptidos opiaceos, ou opidides, foram descobertos em 1975 gracas a
demonstracdo da existéncia no SNC de recetores para a morfina. A existéncia de recetores
para tal substancia indicava que existiam substancias naturais no organismo que se
fixavam seletivamente a esses recetores. Foram posteriormente descobertas as
substancias peptidicas cuja formula quimica se assemelhava a da morfina: as encefalinas
e a endorfina. Embora estas substancias derivem de um percursor comum, a sua acéo €
exercida em locais diferentes (Habib, 2003).

Funcionalmente, exercem o controlo da dor (em especial a B-endorfina). Embora
ainda néo seja totalmente conhecido o processo, sabe-se que também estdo relacionadas
com numerosos mecanismos psicoldgicos e com comportamentos complexos como a

agressividade, sexualidade, prazer e a habituacdo (Habib, 2003).



1.1. Teoria da Aprendizagem

1.1.1. Condicionamento Classico

O condicionamento classico, ou aprendizagem associativa, € um dos maiores
mecanismos de aprendizagem em animais e ocorre diariamente (Yin, 2009a). Acontece
quando se cria uma relagdo associativa entre dois ou mais estimulos (Case, 2010). A
aprendizagem associativa permite que a flexibilidade comportamental seja melhorada de
forma que o animal consiga antecipar a ocorréncia de eventos atrativos ou aversivos,
como podemos ver nas figuras 11 e 12 (Lindsay, 2000a).

As respostas reflexas sao respostas incondicionadas, ou seja, sdo respostas que néo
precisam de condicionamento prévio para acontecerem. Estas respostas sao induzidas por
estimulos incondicionados. Os estimulos neutros sdo aqueles que ndo possuem
capacidade de criar uma reposta incondicionada. No entanto, através da aprendizagem
associativa, em que o estimulo neutro é contiguo ao estimulo incondicionado, estimulo
neutro torna-se um estimulo condicionado, com a capacidade de provocar uma acao
reflexa designada de resposta condicionada. Ao conjunto do estimulo condicionado e da
resposta condicionada chamamos de reflexo condicionado (Lindsay, 2000a).

Embora o condicionamento classico ocorra naturalmente na aprendizagem animal,
este processo s foi descrito pela primeira vez pelo investigador Ivan Pavlov (1927/1960).
A sua descoberta deu-se quando Pavlov ao realizar um estudo sobre o sistema digestivo,
reparou que os cdes comecavam a salivar antes da comida entrar na boca deles. Para testar
a sua hipétese, Pavlov emparelhou um estimulo auditivo (o som de uma campainha) com
a apresentacéo da comida e depois de algumas repeticGes, verificou que os cées salivavam
ao ouvir a campainha mesmo na auséncia de comida (Yin, 2009a).

Neste caso, podemos classificar a comida de estimulo incondicionado e a salivagédo
de resposta incondicionada. Depois de emparelhar um estimulo neutro, a campainha, com
o estimulo incondicionado, este torna-se um estimulo condicionado, aquele que é
aprendido, e que induz uma resposta condicionada (a salivacdo na auséncia de comida)
(Yin, 2009a).

A relagéo entre o estimulo incondicionado e condicionado é fortificada quando o
estimulo condicionado ocorre consistentemente antes da apresentacdo do estimulo

incondicionado. Essa relagdo € enfraquecida (extingdo) quando os estimulos ocorrem



independentes um do outro (Lindsay, 2000a). Alias, sabe-se que o condicionamento
classico é mais provavel acontecer se os estimulos forem contiguos e contingentes, ou

seja, se forem bem emparelhados no tempo e se esse emparelhamento for consistente e

confiavel (Case, 2010).

Exemplo Negativo: Resposta de Medo/Ansiedade

Ida ao Veterinario

O veterindrio aparece =) Conten¢do/dor =) Medo/ Ansiedade
(estimulo neutro) (estimulo incondicionado) (resposta incondicionada)

Passado algumas repetigoes...

O veterindrio aparece =) ) se) s———— Medo/Ansiedade
(estimulo condicionado) (resposta condicionada)

Figura 12 - Exemplo de uma situacdo de condicionamento classico negativo. Adaptado
de Case, 2010.

Exemplo Positivo: Resposta de Excitacdo/Felicidade
Chegada do dono a casa

Som de UM Carr0 mss=p O dono aparece === Excitacdo/Felicidade
(estimulo neutro) (estimulo incondicionado) (resposta incondicionada)

Passado algumas repeticoes...

Som de um carro > > > » Excitacdo/Felicidade
(estimulo condicionado) (resposta condicionada)

Figura 11 - exemplo de uma situacéo de condicionamento cléassico positivo. Adaptado
de Case, 2010.

Pavlov descreve outro fator que influencia o condicionamento classico, além da

proximidade temporal, que é a ordem em que o0 estimulo neutro ocorre. A relacdo
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temporal ideal entre o estimulo incondicionado e o estimulo neutro € obtida se este for

apresentado meio segundo antes do estimulo incondicionado (Lindsay, 2000a).

1.1.2. Condicionamento Operante

Esta terminologia € originada a partir do conceito que os animais estdo sempre a
operar dentro do seu ambiente, e subsequentemente, alteram o seu comportamento em
reposta as consequéncias que obtém.

Chama-se condicionamento operante, ou aprendizagem instrumental, a
aprendizagem que resulta da consequéncia do comportamento (Case, 2010). Edward L.
Thornlike (1911/1965) foi um dos responsaveis pelo estudo da aprendizagem
instrumental através de estudos de tentiva/erro. (Lindsay, 2000b) A partir desses estudos,
Thornlike criou a Lei do Efeito, que enuncia que o animal repete 0s comportamentos que
tém consequéncias desejaveis, comportamentos refor¢ados, e evita comportamentos que
levam a consequéncias indesejaveis, comportamentos punidos (Yin, 2009b).

O conceito de comportamento operante e o controlo do mesmo, foram
amplamente estudados por B.F. Skinner (1938/1966) através da “Caixa de Skinner”.
Skinner utilizava ratos ou pombos que eram mantidos nessa caixa e que eram treinados a
pressionar uma alavanca (para os ratos) ou a bicar um disco iluminado (para o caso dos
pombos) na presenca de um estimulo descriminado. Apds o comportamento ser efetuado
era oferecido comida aos animais. A taxa de resposta dos animais era analisada consoante
diferentes variaveis. (Lindsay, 2000b)

Assim, o condicionamento operante envolve primariamente uma relagédo de
resposta-consequéncia (acdo-reacdo), enquanto o condicionamento classico apenas

estabelece uma relacéo entre estimulos (Case, 2010).

1.1.2.1  As 4 categorias do condicionamento operante
Existem alguns termos que que sdo importantes nas técnicas de condicionamento
operante, esses termos sdo cruciais para a teoria da aprendizagem como area da
psicologia. Sao eles: O reforco positivo, refor¢co negativo, punicdo positiva e punigédo
negativa (Yin, 2009b).
O reforgo aumenta a probabilidade de um comportamento acontecer, esse reforgo é

positivo se a ele adicionarmos algo que o animal quer, e € negativo se o fizermos



removendo algo a que o animal tem averséo (Lindsay, 2001). A punicdo diminui a
probabilidade do comportamento acontecer. A puni¢éo € positiva se ao adicionarmos algo
aversivo o animal diminui o0 nimero de comportamentos, e é negativa se ele diminui o
numero de comportamentos através da remocao de algo que o animal quer (Yin, 2009b).

E importante saber distinguir entre punicdo positiva e reforco negativo pois elas
podem parecer semelhantes. A utilizagdo do termo “refor¢o negativo” é muitas vezes mal
aplicada, pois existe alguma relutdncia em utilizar a palavra “puni¢ao” por ter uma
conotacdo menos amistosa. Devemos diferenciar os dois termos com base no objetivo do
comportamento: se o objetivo é diminuir o nUmero de comportamentos, entdo o termo
certo é punicdo (Yin, 2009b). As coleiras de chogque ndo sdo um método que recompensa
0 cdo, pois tem o objetivo inibir certos comportamentos através da adicdo de uma
sensacao aversiva, logo sao métodos de punicao positiva (Perry & Parke, 1975).

Historicamente, o treino canino era baseado no impulso de controlar o
comportamento indesejavel de um cdo. Acreditava-se que era necessario haver corregdo
fisica e coercdo para controlar um cdo que ndo se comportava de forma desejada. E
embora alguns estimulos aversivos fossem relativamente indcuos, outros eram abusivos
e perigosos. Considerando o seu potencial para o abuso, utilizar a punic¢éo positiva como
a principal forma de modificar o comportamento de um animal, ndo é a opcdo mais
inteligente. A sua utilizacdo tem também grandes limitacfes que muitas vezes ndo sao
consideradas. Isto ocorre porque este método é aparentemente eficaz, e obtém resultados
rapidamente (Case, 2010). No entanto, a utilizacdo da punicdo positiva frequentemente
causa habituacdo a estimulos suavemente aversivos, sendo necessario aumentar a
intensidade do estimulo aversivo para ser eficaz. Seguidamente, para suprimir um
comportamento indesejado serd necessario um estimulo tdo intenso que ira causar dor,
medo, evitacdo e em alguns casos agressdo. Ainda se acrescenta o facto de a punicao
positiva ndo providenciar nenhuma informacdo em relacdo aos comportamentos
alternativos que o cdo pode executar para evitar a puni¢do no futuro. A punicéo positiva
é dificil de executar de forma eficaz e esporadica, sendo que a sua utilizagdo repetida ira
deteriorar a relagédo entre o animal e o humano (American Veterinary Society of Animal
Behavior, 2008).

A categoria que normalmente funciona melhor na interagdo animal-homem é o

reforco positivo. Assim, em vez de procurarmos parar ou punir um determinado



comportamento, devemo-nos focar no reforco de comportamentos alternativos, ou tentar
evitar reforcar o comportamento indesejado (Yin, 2009b). Ainda assim, a punigéo
positiva podera ser utilizada de forma segura, em situacGes em que € necessario parar um
comportamento, como afastar os animais de certos objetos ou areas. A utilizacdo eficaz e
segura depende do momento em que é feita, da consisténcia, da intensidade e da
informacao alternativa: i) devemos punir o animal no momento em que 0 comportamento
é realizado, nunca depois deste ter ocorrido; ii) a punicdo deve ser consistente, ou seja,
deve ocorrer sempre que o0 comportamento é realizado; iii) a intensidade da punicéo deve
ser suficiente para interromper o comportamento mas ndo deve causar medo; iv) sempre
que se pune um animal, deve-se em seguida indicar um comportamento alternativo, e esse
comportamento deve ser reforgado. E vantajoso condicionar a palavra “N&o” ou “Errado”
quando a punicdo é realizada, desta forma permite-nos no futuro utilizar apenas a palavra

para indicar ao animal que aquele comportamento nao € aceitavel (Case, 2010).

1.1.3. O Reforco

E importante compreender como funciona o reforco e como ele se manifesta a nivel
celular para a modificagdo comportamental. Os comportamentos séo melhor aprendidos
se cada vez que eles ocorrem, forem reforcados. A nivel celular, a repeticdo do reforco
assegura uma melhor, mais numerosa e mais eficaz conexdo entre 0s neurénios
(Wittenberg & Tsien, 2002).

Existem trés componentes neuronais para o reforgo: querer, gostar e prever. O querer
é referido como o componente motivacional ou a saliéncia de incentivo. O gostar € a
componente hedonistica e o prever é a componente cognitiva associada a predicdo ou
sinal preditor. Uma pesquisa em ratos sobre o circuito do reforco mostrou que farmacos
que estimulam as vias dopaminérgicas apenas aumentam a componente de
motivacao/incentivo da recompensa, deixando a previsdo, que é aprendida, e a
componente “gostar” ou a componente hedonista inalterada (Smith , Berridge, &
Aldridge, 2011).

O conceito de motivagdo (componente querer) é frequentemente considerado, mas
raramente medido ou definido, mas € um componente importante para a modificacdo
comportamental atraves da aprendizagem (Overall, 2013b). Todas as espécies sdo

motivadas por 3 reforgos inatos: alimento, a necessidade de evitar dor e perigo, e a



necessidade de se reproduzir. Para propositos de treino, a necessidade reprodutiva ndo é
adequada e o uso de técnicas aversivas geram, na sua maioria, medo. Sendo assim, o
alimento € o melhor motivador para o treino. A acrescentar a estes trés motivadores
existem outros fatores que motivam as diferentes espécies. Os animais predadores, como
0 cdo, sdo também motivados pelos comportamentos predatorios e, por isso, € comum
gostarem de correr atrds de objetos ou de apanhar e morder brinquedos, em especial 0s
que tém som (Yin, 2009b).

A forca de um determinado reforco € dinamica e muda de acordo com o estado do
animal e com fatores ambientais. Sabendo isto, é possivel alterar a forca de um refor¢o
ao controlar o ambiente do animal. Por exemplo, se o reforco for alimento, ser& logico
esperar que animal tenha fome, de forma que fique mais motivado (maior forca de
reforco). Outro aspeto importante prende-se com o0 uso apropriado do motivador.
Consoante o contexto, para alguns animais € indtil reforca-los na rua com caricias, mas
em casa, podera ser um tipo de reforco valido (Yin, 2009b).

O reforco é definido pelo efeito no sujeito e ndo pelo seu contetdo, sendo que o
sujeito (o cdo ou o gato) determinam se um estimulo particular é desejavel ou aversivo.
Assim, dependendo do animal e do ambiente onde este se encontra, certo estimulo pode
ser prazeroso e por isso reforcar um comportamento, ou pode ser aversivo e punir o
mesmo comportamento. Note-se que um reforco é algo que reforga o comportamento, ou
seja, causa 0 aumento da sua frequéncia. Se ndo a frequéncia desse comportamento ndo
aumentar em resposta, entdo a consequéncia nao é um reforco para o animal naquela
situacdo (Case, 2010).

Os estimulos positivos e negativos, que sdo usados para reforcar ou punir
comportamentos, sdo classificados como reforgos primarios (incondicionados) ou
secundarios (condicionados). O refor¢o primério é um estimulo que tem uma base
bioldgica e que por isso ndo necessita de condicionamento (aprendizagem) para ser
efetivo. Os reforgcos primarios positivos (desejaveis) para um cdo bem sociabilizado séo
comida, oportunidades de interacdo social, e oportunidades para brincar e se exercitar. Os
estimulos primarios aversivos para um cdo sao dor, desconforto, ansiedade ou medo.

Os reforgos secundarios séo estimulos que sdo completamente neutros ou tém uma

fraca capacidade de reforcar, quer positiva, quer negativamente. Estes estimulos estéo



condicionados a um estimulo de reforco primério e por isso, depois de condicionados,
tém o mesmo poder que o reforgo primario (Case, 2010).

Para se conseguir aplicar com sucesso 0s principios do condicionamento operante,
em particular o reforco positivo, é importante dominarmos o tempo correto de
recompensa, o critério para recompensar e nimero de vezes que o fazemos. O reforco ou
a punicdo deve ocorrer quando o comportamento ocorre, num intervalo de tempo néo
maior a um segundo.

O critério de recompensa deve ser estabelecido anteriormente ao inicio da sessdo de
treino, para o reforgo ser claro e consistente. Esse critério deve ser tdo evidente para o
treinador, que ele consiga descrever exatamente o que pretende do animal a outra pessoa.
Embora no treino com caes seja possivel manté-los perto do treinador usando uma trela,
€ necessario manter a sua atencao através do reforco. Assim, a taxa de reforco (nimero
de vezes que reforcamos o animal) deve ser alta, em especial no inicio do processo de
aprendizagem. Chamamos taxa de refor¢o continua quando reforcamos o cdo sempre que
ele oferece o comportamento pretendido. Esta taxa é mantida até o cdo apreender o
comportamento. No entanto, 0 comportamento pretendido deve ser simples, para que o
cdo o realize repetidamente numa sucessao rapida. Se o comportamento for demasiado
complexo, o animal podera ter dificuldades em perceber o que Ihe é pedido, resultando
em desinteresse ou frustracdo. Se for escolhido um comportamento possivel de ser
realizado numa sucessao rapida, entdo cria-se 0 que se chama behavioral momentum,
tornando o comportamento menos resistente a mudanca (Yin, 2009b).

Quando o animal fica familiarizado com o comportamento ou o exercicio pedido
(80% de respostas certas), devemos mudar a taxa de reforgo continua para uma taxa
variavel de reforgo ou podemos aumentar a dificuldade do exercicio. Com a taxa variavel
de reforco (TVR) o cdo ndo sabe quando é que serd recompensado. Podemos
recompensar, em média, a cada duas vezes (Taxa variavel de 2: TRV2) ou a cada 3 vezes
(TRV3), aumentando esta relagdo consoante o nivel de treino em que o animal se
encontra. No entanto, a TRV é uma média e devemos, por vezes, surpreender o cdo
recompensando-o noutros momentos. Recompensar exatamente a cada x vez (taxa fixa
de reforgo), pode levar a que 0 c&o se torne preguigoso nos primeiros comportamentos e

melhore nos altimos (Yin, 2009b).



1.1.4. Comunicacao

Vérios fatores influenciam a comunicacao entre 0 homem e o cdo. Um deles é o tempo
e a falha temporal na recompensa do animal que pode levar a que o animal nédo
compreenda o que é pedido. Outros fatores sdo a linguagem corporal e as pistas verbais.
No entanto, a linguagem corporal (pistas visuais) precede as pistas verbais. Pois quando
séo facultadas em simultaneo, sinalizando comportamentos diferentes, os cées seguem
mais frequentemente as pistas visuais (Mills, 2005). Este facto também pode indicar que,
quando trabalhamos com os cdes, eles podem estar a ler sinais que ndés ndo nos
apercebemos de estar a emitir. Assim, podemos confundir o animal sem nos
apercebermos de o estarmos a fazer.

Nos treinos em que se pretende ensinar um comportamento através de uma pista visual
e verbal simultaneamente, o cdo ira aprender com mais facilidade aquela que o treinador
destacar no ambiente — overshadowing (Yin, 2004). A maneira mais facil de ensinar sinais
verbais, é treinando inicialmente um gesto (pista visual) e seguidamente associar a pista
verbal oferendo-a imediatamente a seguir a pista visual (Yin, 2009b).Outra situacdo que
pode confundir o cdo em relacdo as pistas verbais é a diferenca de entoacdo com que é
pronunciada. Fukuzawa et al. (2005) conclui que os cdes ndo efetuaram os
comportamentos desejados quando as palavras usadas foram semelhantes as que Ihes séo
ensinadas, indicando que pequenas alteracdes na palavra sdo percetiveis pelos animais.
Os animais podem responder a comandos feitos por uma determinada pessoa e ndo
responder a outra, mesmo quando ela usa a mesma palavra.

Hé& ainda o fator emocional das pistas verbais, que pode diferir consoante o estado
emocional do treinador. Deve-se tentar transmitir um tom positivo, pois 0s caes
respondem melhor com um tom alegre do que com um tom agressivo ou sombrio (Mills,
2005).

1.1.5. Condicionamento Classico vs. Condicionamento Operante

A capacidade de aprender pela experiéncia € um fator imprescindivel para garantir o
sucesso da aprendizagem. Através da combinagdo eficaz entre 0s processos de
aprendizagem classicos e instrumentais, 0s cdes conseguem prever e controlar as
ocorréncias de eventos bioldgicos significativos. Enquanto o condicionamento classico
oferece ao cdo informacéo sobre evento, o condicionamento operante serve para otimizar

o controlo do cdo sobre 0 mesmo evento, ou seja, as aprendizagem classica e instrumental



conjugadas, oferecem ao cdo uma interface fluida e adaptativa entre o animal e o ambiente
(Lindsay, 2000b).

O condicionamento classico difere do condicionamento operante; enquanto o
primeiro provoca (Elicit) pois o comportamento reflexivo ou responsivo é provocado por
um estimulo apropriado para o acontecimento, o segundo emite (Emit), visto que o
comportamento operante € emitido sem a presenga ou a necessidade de um estimulo
elicito. O comportamento reflexivo € natural e involuntario, enquanto a aprendizagem
instrumental desenvolve comportamentos por objetivos e estes operam ativamente no
ambiente externo para produzir consequéncias agradaveis (Lindsay, 2000b). O
condicionamento classico envolve um estimulo condicionado e incondicionado e as
consequentes varias respostas provocadas por eles. No caso da aprendizagem
instrumental, a forca da resposta depende, acima de tudo, da presenca de uma relacéo
estabelecida entre a resposta comportamental e o refor¢o regular que se segue. (Lindsay,
2000b; Overall, 2013b). Em relacdo a funcdo, o condicionamento classico tem como
funcéo principal a formacao de representacdes preditivas confidveis sobre a ocorréncia
ou ndo ocorréncia de acontecimentos benéficos ou perigosos. O condicionamento
operante oferece ao animal informacao sobre a forma como esses eventos podem ser
controlados através do comportamento, envolvendo a aproximacéo, a fuga ou o ato de
evitar (Lindsay, 2000b).

O condicionamento classico e o0 operante sdo muitas vezes discutidos separadamente,
mas na realidade os dois tipos de aprendizagem estdo intrinsecamente ligados. Pois um
animal aprende a conex&o entre dois estimulos através de condicionamento classico, mas
oferece um comportamento de acordo com essa conexdo. E esse comportamento é

aprendido por condicionamento operante (Case, 2010).

Comando Resposta Consequéncia Consequéncia

- ' —

“SENTA” Cao Senta CLIQUE RECOMPENSA

Classico
CLIQUE L — RECOMPENSA

Operante

SENTA-SE  me—— Consequéncia:

RECOMPENSA

Figura 13 - Relag&o entre o Condicionamento Classico e o Operante no Treino
Canino. Adaptado de Case, 2010.
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Tanto o condicionamento classico como o operante existem na maioria dos exercicios
de treino canino. Um exemplo disso é a utilizacdo do treino com clicker, onde a
associacdo do som do clicker com a recompensa é feita por condicionamento classico. A
consequéncia para oferecer um comportamento, por exemplo, o de sentar, € uma
recompensa (reforgo positivo). Ou seja, se 0 comportamento de sentar aumentar a
frequéncia, significa que a aprendizagem foi do tipo operante. Finalmente, quando o
comando vocal (ou gestual) é adicionado, a relacdo entre 0 som ou gesto e a apresentacdo

da recompensa é feita de forma classica (figura 13) (Case, 2010).

2. Treino com Marcadores

Segundo Frawley (2009), o treino com marcadores € o sistema mais eficaz para treinar
um cdo. E um método que providéncia uma comunicagio concreta e baseada no reforgo
positivo. Este método oferece ao treinador um sistema motivacional para comunicar ao
cdo, no exato momento, quais sdo 0s comportamentos desejaveis. Outra vantagem € a
possibilidade de ser utilizado com cées de 8 semanas bem como com cées agressivos de
8 anos, pois € um método ndo confrontacional.

O treino de marcadores é um treino baseado em condicionamento operante. Este tipo
de treino valoriza/marca determinados comportamentos com uma recompensa de alto
valor para o cdo, seja comida ou um brinquedo, e despreza outros comportamentos que
ndo sejam os pedidos, associando-0s a auséncia de recompensa. Para 0 cdo associar a
recompensa ao comportamento, o tempo entre eles, deve ser menor que um segundo. E
esta limitacdo temporal que é dificil de ser ultrapassada sem o marcador. O marcador é
uma ponte entre 0 comportamento e a recompensa, e permite ganhar tempo sem perder a
associagdo comportamento-recompensa. Essa ponte pode ser qualquer coisa, como uma
palavra, um som ou uma luz, desde que seja consistente, que ocorra no intervalo de tempo
de menos de um segundo depois do comportamento ser apresentado e ainda que seja
sempre seguido de uma recompensa (Frawley, 2009). Qualquer animal tem tendéncia a
repetir acdes que tenham um resultado favoravel. Assim, facultando as consequéncias
desejaveis para o animal, este realizara as acOes pedidas pelo treinador de livre vontade
(Pryor, 2005).



Com este método, os animais manifestam um determinado comportamento de forma
consciente, e ndo por habito. Os cées treinados por condicionamento operante tentam
aprender comportamentos novos e lembram-se de comportamentos durante anos porque
os aprenderam de uma forma consciente. Os cdes desenvolvem confianca porque tém
controlo sobres as consequéncias das suas agdes e séo entusiastas porque esperam que as
consequéncias sejam prazerosas (Pryor, 2005).

Qualquer comportamento pode ser treinado se for seguida uma simples sequéncia:
conseguir 0 comportamento, marcar o comportamento e reforcar o comportamento. Sé
depois do comportamento pretendido ter sido entendido e bem efetuado pelo céo € que se
introduz o comando especifico. Esse comando pode ser verbal ou gestual. Para introduzir
0 comando, este deve ser realizado antes do animal repetir o comportamento. Apds
algumas repeticdes, a recompensa so deve ser dada se o animal realizar o comportamento
quando se o comando tiver sido efetuado. Se o animal n&o seguir o comando, poderéo ter
ocorrido erros de associagdo. E importante saber se o animal entende o comando, se
entende o comando fora do ambiente em que o aprendeu e se a recompensa tem um valor
suficiente para o cdo. Normalmente, se o animal entende o comando e deseja a
recompensa, 0 comportamento sera realizado (Pryor, 2005).

O mais utilizado em treino de cées sédo os marcadores vocais e o0 marcador por clicker
(Frawley, 2009).

2.1. Marcadores vocais

O treino com marcadores vocais utiliza palavras-chaves que séo associadas por
condicionamento classico. Frawley (2009) descreve um método de cinco palavras para
uma sessao de treino, sendo elas: “Pronto”, “Sim”, “Boa”, “Nao” e “Acabou/Pausa”.
Obviamente que a palavras condicionadas poderdo ser diferentes, desde que sejam
consistentes. A palavra “Pronto” é uma palavra que indica o inicio da sessdo de treino.
Ela deve ser utilizada quando as condicGes para se iniciar o treino estdo reunidas. A
motivacdo do cdo é um fator importante e se ele ndo estiver motivado para iniciar 0s
exercicios entdo ndo deve ser forgado. A palavra “Sim” ¢ utilizada como um marcador
positivo. Marca o comportamento no tempo, indicando o exato momento em que 0 cao
agiu de forma correta. Deve ser sempre associada a uma recompensa, ou seja, para cada

“sim” existe uma recompensa. Além de marcar no tempo o comportamento certo, também



indica ao cdo que ele pode parar o comportamento e interagir com o treinador. A palavra
“Boa” ¢ utilizada para prolongar o comportamento no tempo. Aumenta a duragdo do
comportamento, por exemplo, num exercicio em que se requer ao animal para ficar
deitado, deve-se usar uma palavra que indique ao cdo que ele estd a realizar o
comportamento correto, mas que nao indique o fim do exercicio. Para esta palavra ser
condicionada, devemos primeiro utilizd-la imediatamente ao “Sim” e s0
progressivamente aumentar o tempo entre elas. A palavra “N&o” ¢ um marcador negativo.
Indica ao animal que aquele comportamento ndo é o desejado e que ele néo ira receber
uma recompensa. N&o é uma corre¢do, é apenas uma forma de comunicacdo. E finalmente
a palavra “acabou/pausa” significa o fim da sessdo de treino, ¢ a comida e os brinquedos

devem ser guardados. (Frawley, 2009)

2.2. Treino com Clicker

Clicker deriva do inglés, e pode ser traduzido como “aquele que clica”. O treino com
clicker € um método treino por marcadores que utiliza um som caracteristico para marcar
um momento, correspondendo ao “sim” do método de marcadores vocais. Antigamente,
o clicker era um brinquedo de criancas que emitia um som metalico quando pressionado.
Este objeto é hoje utilizado como uma ferramenta de apoio ao treino canino, foi
modernizado e existem de vérias formas, feitios de diferentes materiais e emitem sons
mais ou menos intensos (Fields-Babineau, 2006).

O clicker ndo precisa de estar em contacto com o cdo, nem de ser visivel para
funcionar. A maneira mais eficaz de utiliz&-lo é atras das costas ou dentro de um bolso,
pois um som abafado é melhor aceite que um clique muito alto e agudo. Alguns caes mais
timidos ou mais sensiveis podem assustar-se com 0 som e interromper 0 processo de
aprendizagem. O clicker é uma forma de comunicagdo com o cdo, pois permite informar
0 animal que ele teve um comportamento desejavel. Atua como uma ponte entre o
comportamento e a recompensa e por isso permite relacionar a resposta e a consequéncia
de uma forma répida e distinta. Através de condicionamento classico, o cdo aprende que
0 som do clicker esta associado a uma recompensa. Essa recompensa pode ser comida,
um brinquedo, um toque ou qualquer outra coisa que faca ao comportamento aumentar
de frequéncia (Fields-Babineau, 2006).



2.3. Diferencas entre os marcadores de voz e o clicker

O clicker é mais eficaz que a voz porque a voz esta permanentemente a ser utilizada.
E embora a voz seja uma forma eficaz de comunicacao pois utiliza varios tons e palavras
especificas, ndo oferece um som distinto para reforcar uma boa resposta, pois € um som
constante na vida do cdo (Fields-Babineau, 2006).

Outro aspeto que privilegia 0 uso do clicker é o tempo que decorre entre 0
comportamento e o som. O clicker € mais rapido, € um som mais curto e permite
identificar o exato momento que queremos recompensar, marcando de forma mais
assertiva o comportamento desejado. A voz nem sempre permite recompensar no tempo
exato e é mais dificil expressar contentamento num tom de voz apropriado do que
simplesmente pressionar o clicker.

E de salientar que o som do clicker oferece uma resposta ndo emocional e,
independentemente do estado do humano, o cdo recebe uma recompensa-ponte
consistente, aumentando a confianga (Fields-Babineau, 2006).

2.4. Neurobiogquimica dos marcadores de treino

O treino com marcadores ganhou nos ultimos anos uma enorme popularidade. A sua
eficacia versatilidade permitiram aplicar este método no treino dos mais variados animais,
de forma répida e sem recorrer a forca ou a métodos aversivos. No entanto, na opinido de
Sarah Whitehead, a aplicacdo deste método estd sub-explorada. Para além do treino
basico, o treino com marcadores, e especialmente com clicker, tem sido utilizado no
tratamento e prevencédo de doencas comportamentais de animais em cativeiro. Em alguns
locais, este método tem revolucionado a rotina e reduzido o uso de sedativos e anestésicos
(Whitehead, 2011).

O som do clicker é utilizado como um sinal de que o animal fez algo bem e esse facto
tem uma maior vantagem do que apenas usar comida como recompensa. Por isso, o treino
com clicker tornou-se um metodo que, ndo sé altera problemas comportamentais, como
também altera o estado emocional que os sustenta. Existem evidéncias que suportam a
hipotese que ndo é a recompensa em sSi que causa a mudanca neuroquimica e
consequentemente emocional, mas a antecipacdo da recompensa (Whitehead, 2011).
Num estudo realizado em macacos foi revelado que a os niveis de dopamina aumentam

com a antecipagao da recompensa, e ndo com a recompensa em si. Concluiu-se ainda que



se a predictibilidade da recompensa diminuisse numa taxa de recompensa variavel, os
valores de dopamina aumentavam (Sapolsky, 2005).

Outros autores teorizam sobre a possibilidade de o estimulo criado pelo som do clicker
ter uma via alternativa de processamento neuronal. Essa via sera através da amigdala,
estabelecendo uma resposta rapida, de retencdo a longo prazo e associada a varias
emocdes positivas, explicando o porqué de uma aprendizagem mais rapida quando
comparada com um marcador vocal (Pryor, 2009). Esta autora apoia esta sua teoria em
alguns estudos sobre as respostas de medo condicionada em humanos. De forma
semelhante do que acontece com as respostas de medo condicionadas em humanos, o
estimulo provocado pelo som do clicker cria um padrdo de resposta de aprendizagem
rapida de retencdo a longo termo, muitas vezes apenas com uma experiéncia e também

associada a um grande surto de emoc¢6es concomitantes (Phillips & LeDoux, 1992).

2.5. Técnicas de Treino
Prompting

O termo Prompting deriva do inglés e significa incitar. Quando utilizado em treino
canino, pode-se definir prompting como “um estimulo que guia e facilita uma resposta”
(Kazdin, 2013). Essa ajuda ocorre antes da resposta ser efetuada e tem o objetivo de
facilitar a performance do animal. Quando o incentivo que é oferecido ao animal e resulta
numa resposta correta, essa resposta deve ser reforcada. Em certos comportamentos, sem
0 certo incentivo, 0 comportamento nunca ocorreria, ou iria ocorrer numa frequéncia
diminuida. Incitar o animal, com instrugdes ou com gestos, ajuda a gerar uma resposta
adequada (Lindsay, 2000b).

O prompting esta dividido em duas categorias: a fisica e a gestual. O incentivo fisico
consiste em manipular fisicamente o animal até o comportamento desejado ocorrer.
Considera-se manipulacéo fisica a aplicacdo de pressdo manual no dorso do animal, como
a utilizacdo da uma parede para que o animal ande junto ao treinador. O incentivo gestual
consiste em guiar o cdo, sem lhe tocar (Lindsay, 2000D).

Os incentivos fisicos facilmente se tornam incentivos gestuais, depois de um processo
gradual o incentivo fisico desvanece-se. Este processo € ajudado por uma técnica de

showding (criar uma sombra), que consiste em realizar o gesto de incentivo fisico, mas



sem tocar no cdo, e eventualmente o incentivo fisico torna-se um incentivo gestual
(Lindsay, 2000b).

Uma técnica conhecida de prompting € o luring. Este termo significa atrair e tem o
objetivo de fazer o animal seguir a médo, onde temos algo que o cdo aprecie, como comida
ou um brinquedo. E uma técnica de incentivo gestual e, tal como as técnicas de incentivo
gestual, com as repeticdes é possivel gradualmente diminuir o gesto de forma a criar um

sinal de comando (Lindsay, 2000b).

Targeting
Targeting significa criar um alvo. O objetivo desta técnica € ensinar o céo a focar-se

num determinado local. Podera ser um objeto, como um target stick, uma bola ou um
tapete, ou uma parte do corpo como a mao ou o joelho. Embora esta técnica nao seja uma
verdadeira técnica de modificacdo comportamental, quando utilizada, é possivel criar
uma ferramenta de apoio ao treino, ajudando a conseguir o comportamento através de
tentativa-erro (Overall, 2013b).

Shaping

Shaping significa moldar. Em treino canino a técnica de shaping consiste em moldar
0 comportamento do animal até atingirmos o comportamento alvo. Ou seja, como ndo se
espera atingir o objetivo em apenas uma fase, deve-se iniciar com o comportamento mais
parecido ao que pretendemos e ir moldando através da adicdo de pequenos
comportamentos até chegarmos ao objetivo final (Yin, 2009b).

O primeiro passo desta técnica é criar um estimulo condicionado ao marcador. O
animal tem que entender que a apresentacdo de um determinado comportamento é
contingente ao estimulo e que a sua ocorréncia esta ligada a uma recompensa.
Seguidamente deve-se definir qual o comportamento-alvo, desenhar o plano de treino de
forma a conseguir definir o que se espera do animal em cada momento e finalmente,
guando o comportamento for conseguido e percebido pelo animal, deve-se adicionar um
comando para o comportamento (Lindsay, 2000b).

Quando este metodo falha, deve-se a um destes erros: i) avangar para o0 passo seguinte
quando o animal ainda ndo compreendeu o0 passo anterior, ii) saltar passos, iii) ficar no

mesmo passo muito tempo. Para seguirmos para o passo seguinte devemos esperar 80-



100% de respostas certas, ou conseguir 5 a 10 respostas corretas seguidas. Este nimero
deve ser adaptado para cada animal. Se 0 animal conseguir executar a primeira etapa com
sucesso e a segunda for executada de forma mediocre entdo deveremos colocar mais
etapas no meio dessas duas. Depois do animal compreender e dominar o exercicio, ndo
devemos recompensa-lo sistematicamente. Devemos recompensa-lo apenas quando
aumentamos a dificuldade do exercicio ou quando realizamos o exercicio numa zona com
muitas distracGes (Yin, 2009Db).

Capturing
Capturar o comportamento, significa esperar que o animal ofereca 0 comportamento

desejado e seguidamente reforca-lo sempre que esse comportamento ocorra. (Santos,
2009)

COMPONENTE EXPERIMENTAL

VIlI. OBJETIVOS

Os objetivos gerais deste estudo sdo verificar se o treino com marcadores afeta a
neurobioquimica cerebral do cdo e quantificar a alteracdo neuroquimica que ocorre face

ao treino com marcadores.

Verificacao de hipoteses

HO — Hipotese nula
H1 — As médias dos valores de serotonina dos grupos C e M s&o diferentes.

H2 — As médias dos valores de dopamina dos grupos C e M sao diferentes.



VIIl.  MATERIAIS E METODOS

1. Tipo de estudo
Este estudo é exploratorio, do tipo observacional e de caracter analitico, com testagem

de hipoteses e transversal.

2. Critérios de Selecao

Os critérios de inclusdo foram os seguintes: cdes adultos, saudaveis, com condicao
corporal normal, sem nenhuma doencga cronica ou aguda e que ndo tomem medicacao.
Mentalmente sem doenca do comportamento (agressividade desadequada, fobias,
comportamentos compulsivos), exibindo um comportamento natural de um cdo. Foram
excluidos do estudo animais que estivessem permanentemente em canis, Sem acesso a
interacdo social ou sem acesso a atividade fisica normal. Cées punidos fisicamente pelos
tutores também foram excluidos do estudo.

Foram selecionados dez cées que correspondiam aos critérios de selecdo. Desses dez
cdes, sete eram fémeas, das quais trés eram esterilizadas, e trés eram machos esterilizados.
Em relacdo a idade, esta estava compreendida entre um ano e oito anos, sendo a média
das idades 3 anos e 5 meses, e a mediana 3 anos. A condicédo corporal de todos os animais
era considerada saudavel, variando entre dois e trés, numa escala de cinco. Em relagdo as
racas, consideraram-se cinco caes sem raca definida e cinco foram considerados de raca
pura (Border Collie, Setter Inglés, Cocker Spaniel, American Pit Bull Terrier

Os animais treinados surgiram através do contacto com varias escolas de treino da
area metropolitana de Lisboa e os animais néo treinados sdo animais que pertencem a

alunos do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria da Universidade de Evora.

3. Delineamento experimental

Atendendo ao objetivo do estudo, foi elaborado um plano experimental com onde
foram definidos os seguintes objetivo especificos: i) definir um valor padrdo para a
serotonina, i) definir um valor padréo para a dopamina, iii) medir 0s neurotransmissores

em animais ndo treinados e em animais treinados com marcadores de treino, iv)



estabelecer uma relacéo estatistica entre os valores dos neurotransmissores e a variavel
treino.
Para identificar os efeitos dos processos de treino com marcador foram constituidos

dois grupos, constituidos por 5 cdes cada um, cujas caracteristicas sdo apresentadas no

quadro 1.

Grupo Numero de Cées Caracteristicas

5

M 5

Cées sem contacto com técnicas de treino consistente.
Cées que tinham contacto com treino com marcadores ha
pelo menos 6 meses

QUADRO 1 — COMPOSIGAO DOS GRUPOS CE M

Os animais do grupo M pertenciam a treinadores experientes e com vasto
conhecimento em treino com marcadores. No entanto, como a qualidade do treino é um
facto importante, foi verificado visualmente a qualidade da resposta que o céo oferecia.
Para o grupo M as caracteristicas do treino estdo representadas no quadro 2.

Podera ser consultada a folha de autorizagdo e questionario feito antes da recolha em

no anexo 1.

Caracteristicas de Grupo M ‘

1. Identificar o clicker como som de libertacéo

2. Procurar a recompensa quando o clicker era acionado

3. Velocidade de resposta

4. Possuir treino basico de obediéncia: deitar, sentar, andar junto com e sem trela,
ficar quieto/imobilizado, regressar ao dono (chamamento), olhar para o dono e
acalmar.

5. Possuir algum tipo de treino avangado: Treino de Agilidade grau Ill, Treino de
Obediéncia Avancada, Treino como cdo de terapia.

QUADRO 2 - CARACTERISTICAS DE TREINO DO GRUPO
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4. Recolha de dados

Os dados foram recolhidos no domicilio do tutor ou no local habitual de treino do cdo
para que os niveis de ansiedade fossem reduzidos ao minimo. Os dados recolhidos foram
a identificacdo do animal, caracteristicas de treino (quando aplicavel), avaliacdo do
comportamento, frequéncias cardiaca e respiratoria e amostra sanguinea, sendo a ordem
de registo dos dados a mesma referida acima.

As frequéncias cardiaca e respiratoria foram medidas antes da recolha de sangue e
apenas no primeiro dia de recolha, tendo sido realizada também uma observacdo da
resposta comportamental e classificada consoante a legenda do quadro 3.

As amostras sanguineas foram feitas através da colheita de trés mililitros de sangue,
pela veia cefélica para um tubo de bioquimica (tubo seco) cedido pelo Laboratério
Joaquim Chaves. A cada cdo foram retiradas trés amostras sanguineas, uma por cada dia,
e de forma a respeitar o ritmo circadiano, estas foram retiradas ao entardecer, entre as
17h00 e 19h00. Esta recolha decorreu entre Janeiro de 2017 e Maio de 2017.

Apbs a recolha, as amostras foram transportadas em transportadoras térmicas,
imediatamente centrifugadas a 3500 rotacdes por minuto, durante 15 minutos. Foram
protegidas da luz com papel de aluminio e congeladas. Posteriormente foram enviadas
nas mesmas condicBes para o Laboratorio Joaquim Chaves onde foi doseado a serotonina
e dopamina plasmatica por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A contencao fisica foi reduzida ao minimo, sendo por isso importante a escolha da
veia cefalica como local de recolha.

Todos os tutores foram informados do objetivo do estudo bem como dos
procedimentos efetuados. Foi cedida autorizagéo por escrito para a obten¢ao das amostras

sanguineas.

5. Andlise Estatistica

O tipo de amostragem € ndo-probabilistica, por conveniéncia, visto que que 0S
individuos foram selecionados perante um conjunto de critérios especificos. Este tipo de
amostragem ndo poderd ser generalizado para a populacdo geral. Este projeto pretende
extrapolar resultados para cées treinados com marcadores de treino, como clicker.

Os dados foram tratados no programa estatistico SPSS 17.0 através de teste

paramétricos, visto que a amostra cumpria 0s pressupostos de normalidade e



homogeneidade de varidncias. Os pressupostos de normalidade foram verificados através
de um teste Shapiro-Wilk e para o teste de homogeneidade de variancias foi utilizado o
teste de Levene. Para testar as hipdteses em relacdo as variaveis Serotonina e Dopamina
utilizou-se um Modelo Nested com o animal dentro do grupo de tratamento. Para a
variavel FC utilizou-se um teste de Mann-Whitney U. Para todos os testes foi assumido

um nivel de confianca de 95%.

Classificagéo | Ausentes Ligeiro Moderado Elevado
Sinais
Olhar para o
o o S Moderados;
Sinais de Sem sinais lado; Sinais ligeiros;
. Mostrar os
Calma de calma Lamber o labio Arfar;
) dentes,
Bocejar
Rosnar
B Sem Ligeira: tenta Ligeira: tenta
Contencéo 3 _ ) Forte: debate-se
contengéo retirar a pata. retirar a pata.
Recolha Recolha Recolha
. Recolha efetuada
Dificuldade | efetuada na efetuada na efetuada na _
_ o ) na quarta ou mais
de colheita primeira segunda terceira )
) _ ) tentativas
tentativa tentativa tentativa

QUADRO 3 - CLASSIFICAGAO DA RESPOSTA COMPORTAMENTAL DOS ANIMAIS

IX. RESULTADOS

1. Caracterizacdo da Amostra
Nos gréficos seguintes podera verificar-se as caracteristicas dos grupos em relacéo &
idade (grafico 1), relativamente a distribuicdo de machos, fémeas, esterilizados e néo

esterilizados (grafico 2), bem como as racas da populacdo amostral (grafico 3).



Idade

Sexo

i 8

B

7 6

&

5 4

3

2 0

1 Fémeas Machos

0

Idade (Anos) ® Esterilizado M Inteiro
GRAFICO 1- CARACTERIZACAO DA AMOSTRA GRAFICO 2 - CARACTERIZACAO DA AMOSTRA QUANTO
QUANDO A IDADE. AO SEXO
Racas
= SRD

= Border Collie
= APBT
u Setter Ingles

= Cocker Spaniel

GRAFICO 1 - CARACTERIZACAO DA AMOSTRA QUANDO A RAGA.
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2. Resposta Comportamental

S | Nome Sinais de calma | Contencéo fisica leflcuIdade - | ®
= e recolha S| 35
> :
O | Dia 1 2 3|1 2 3 |1 2 3 |[F£|=
Poncha | + + + + + + + + 8

Chica ++ [ [ | 2

[

C |Miudo |+ + + 3 |84
Brownie | + +  + 3
Pi + + + + + + + 7
Amora | + + + + 4
Menta |+ + + + + 5

M | Diva + + ++ |+ ++  +++ +++ |13 | 7.8
Lupi ++  ++ |+ + + + 10
Cat ++  ++ 4+ + 7

QUADRO 4 - QUANTIFICAGAO SUBJETIVA DO NiVEL DE ANSIEDADE NO GRUPO C E NO GRUPO M.
LEGENDA: __ AUSENTE, + LIGEIRO, ++ MODERADO, +++ ELEVADO

No quadro 3 esta representado a quantificacdo do nivel ansiedade. Esta quantificacdo
é subjetiva pois é verificada através de indicadores indiretos. Podemos verificar que
existem animais com niveis de ansiedade mais elevados em ambos 0s grupos, ainda assim
a média do grupo C é maior (8.4) que a média do grupo M (7.8). O animal com maior
nivel de ansiedade foi a Chica (grupo C) que pontuou 21 pontos num maximo de 27
pontos. Os animais com menor nivel de ansiedade foram o Mitdo e a Brownie ambos do
grupo C que pontuaram 3. Os sinais de calma mais comuns foram o olhar para o lado,
bocejar e lamber o labio superior.

Em relacdo as frequéncias cardiacas e respiratorias, podemos verificar na tabela 1 os
valores para o grupo C e para o grupo M. Podemos verificar que as médias tanto da
frequéncia cardiaca como da frequéncia respiratdria sdo mais elevadas no grupo C. Como
referido no capitulo dos materiais e métodos, os valores foram obtidos apenas na primeira

visita, antes da recolha de sangue.



GRUPO C GRUPO M
NOME FC FR| FC FR NOME
PONCHA | 112 48 | 84 28 AMORA
CHICA 92 28| 8 40 MENTA
MIUDO 80 36| 84 18 DIVA
BROWNIE | 152 36 | 68 28 LUPI
Pl 85 32|80 32 CAT
MEDIAS 104.2 36 | 79.2 29.2 MEDIAS

(C) E 0 GRUPO DE MARCADORES (M)

apresentam p-value superior o .05 (o de referéncia).

Teste de Normalidade

extraidas amostras independentes face a dimensdo FC (Maroco, 2010).

TABELA 1 - FREQUENCIAS CARDIACAS (FC) E FREQUENCIAS RESPIRATORIAS (FR) DOS GRUPO CONTROLO

O pressuposto da normalidade foi validado na dimenséo FC, através do teste Shapiro-
Wilk (n < 50) para todos 0s grupos, como podemos ver na tabela 2. Assim, verifica-se a

existéncia de uma distribuicdo normal para toda populacdo uma vez que ambos grupos

Relativamente, ao pressuposto de homogeneidade de variancias o p-value (based on
mean - 0.040) ndo é superior o 0.05, como expresso na tabela 3. Por esta razdo, o efeito
do grupo ao nivel da dimensdo FC foi analisado através de um teste ndo-paramétrico,
depois de ndo ter sido validado o pressuposto da homogeneidade de variancias. O teste
ndo paramétrico escolhido é o Mann-Whitney que € uma alternativa ao teste paramétrico

T-Student. O teste Mann-Whitney permite comparar duas populacdes de onde foram

) Kolmogorov-Smirnov | Shapiro-Wilk

Treinado . : - .

Statistic | df [ Sig. | Statistic | df| Sig.

Frequéncia Nao 261 5,200 [ ,857 |5](,218
Cardiaca Sim ,348 5,047 | ,779 |[5],054

TABELA 2 - TESTE DE NORMALIDADE PARA A VARIAVEL FREQUENCIA CARDIACA (FC)




Teste de Homogeneidade de Variancias

Levene .
Statistic dl| af2 | Sig.
Based on Mean 6,019 ,040
Frequéncia Based on Median 2,144 181
Cardiaca Based ogdl;fljtsesel;nd?nd with 2144 1 |a343 212
Based on trimmed mean 5,578 1 8 1,046

TABELA 3 - TESTE DE HOMOGENEIDADE DE VARIANCIAS PARA A VARIAVEL FREQUENCIA CARDIACA.

No que concerne a anélise das medianas entre 0s grupos e a dimensédo FC verificaram-

se diferencas marginalmente significativas face a variavel FC (p =0,056). Neste caso, ndo

aceitamos a HO, ou seja, a distribuicdo dos niveis de FC ndo é semelhante nas categorias

da varidvel Treino. Por outras palavas, o grupo C apresenta diferencas estatisticamente

significativas face ao grupo M.

Independent-Samples Mann-Whitney U Test

Treinado

Nao

Sim

N=5§
Mean Rank=7 .40

Frequénca Cardiaca

504

N=5
Mean Rank = 3 60

M7s

-
Fs0 g
E-1
[
H2s &
2
o0 o
H
Frs &
2
50
T T T T T T T T T
40 30 20 10 00 10 20 30 40
Frequency Frequency
Total N 10
Mann-Whitney U 3,000
Wilcoxon W 18,000
Test Statistic 3,000
Standard Error 4,714
Standardized Test Statistic -2,015
Asymptotic Sig. (2-sided test) 044
Exact Sig. (2-sided test) 056

TABELA 4 - TESTE DE MANN-WHITNEY PARA A VARIAVEL FREQUENCIA CARDIACA (FC)

50



3. Serotonina

Serotonina no Grupo C

Nome Idade Sexo  Castrado Dial Dia2 Dia3 Medias
Poncha | 6 Fémea Nao 312,7 336,9 403,2 350.93
Chica 2 Fémea Nao 503,7 306 283,1 364.26
Mildo 8 Macho Sim 297 3552 2925 3149
Brownie | 6 Fémea Sim 2314 1639 108,2 167.83
Pi 3 Macho Sim 2452 2139 2012 220.1
Médias 338 275.18 257.64

TABELA 5 - RESULTADOS PARA O GRUPO C: IDADE, SEXO, CONCENTRAGCAO DE SEROTONINA EM pG/L

Serotonina no Grupo M

Nome |ldade Sexo Castrado Dial Dia2 Dia3 Medias
Amora | 4 Fémea Sim 260,2 329,7 166,6 252.16
Menta | 2 Fémea Nao 2153 356,3 118 166.65
Diva 1 Fémea Nao 1144 171,7 31,7 143,05
Lupi 3 Macho Sim 183,4 2143 2472 214,96
Cat 3 Fémea Sim 162,8 178,8 1424 161,33
Médias 187.22 250.16 141.18

TABELA 6- RESULTADOS PARA O GRUPO M: IDADE, SEXO, CONCENTRAGAO DE SEROTONINA EM pG/L

Os resultados da concentracdo de serotonina do grupo C e M estéo representadas na
tabela 5 e 6 respetivamente. E possivel verificar os valores de serotonina diarios bem
como as médias por dia e por animal.

Os valores médios de serotonina foram calculados para o grupo C e grupo M e estéo
representados na tabela 7. A média do grupo C é de 269.66 pg/L e a média do grupo M é
de 187.63 pg/L.

o1



MEDIAS DOS VALORES DE SEROTONINA

GRUPOC GRUPO M
Nomes  Média pg/l | Nomes Meédia pg/l
Poncha 350,93 Amora 252,16
Chica 294.55 Menta 166.65
Miado 314,90 Diva 143,05
Brownie 167,83 Lupi 214,96
Pi 220,10 Cat 161,33
Médias  269.66 Médias 187.63

TABELA 7 - MEDIAS DAS CONCENTRACOES DE SEROTONINA EM pG/L PARA O GRUPO C E GRUPO M.

Um dos aspetos da inferéncia estatistica é o processo de comparacéo de grupos face
a uma variavel dependente tendo como base testes paramétricos ou testes nao-
paramétricos. A escolha do tipo de teste a adotar é realizada através da verificacdo de dois
pressupostos: a) a variavel dependente possua uma distribuicdo normal e b) as variancias
populacionais sejam homogéneas, caso se compare duas ou mais populacées (Maréco,
2014).

Como é possivel ver na tabela 8, o pressuposto da normalidade foi validado para a
variavel Serotonina, através do teste Shapiro-Wilk (n < 50). Assim, verifica-se a
existéncia de uma distribuicdo normal para toda populacdo uma vez que ambos grupos
apresentam p-value superior a 0,05 (o de referéncia). Relativamente, ao pressuposto de
homogeneidade de variancias (tabela 9) o p-value é superior o 0,05 (o de referéncia). Por
esta razao, o efeito do grupo ao nivel da dimensao Serotonina foi analisado através de um
teste paramétrico, pois tanto o pressuposto da normalidade como o da homogeneidade de
variancias foi validado (Mardco, 2014).

O teste paramétrico escolhido foi 0 Modelo Linear Misto, baseado numa analise
nested, que é um teste utilizado para descrever a relacdo entre uma variavel resposta e
uma ou mais co-variaveis em dados agrupados de acordo com um ou mais fatores, tais
como dados longitudinais, medicdes repetidas, dados com estrutura hierdrquica e

planeamento com blocos (Pinheiro & Bates, 2000).



Teste de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? [ Shapiro-Wilk
Treinado
Statistic [Df |Sig. |Statistic|df|Sig.
Né&o 231 5 [,200 |,946 5 (,708
Serotonina
Sim ,280 5 [,200 |,910 5 |,465
TABELA 8 - TESTE DE NORMALIDADE PARA O DOMINIO SEROTONINA
Teste de Homogeneidade de Variancias
Levene Statistic |dfl [df2 | Sig.
Based on Mean 2,250 1 1|8 172
~ Based on Median 123 1 |8 420
Serotonina
Based on Median and with adjusted df | ,723 1 7,224,423
Based on trimmed mean 2,150 1 1|8 ,181

TABELA 9 - TESTE DE HOMOGENEIDADE DE VARIANCIAS PARA O DOMINIO DA SEROTONINA

Através do Modelo Linear Misto (gréafico 4), verificou-se que ha diferencas

marginalmente significativas entre os tratamentos (F (1,8) = 3.8; valor p= 0,087). Por via

da andalise no modelo Nested verificaram-se diferencas significativas entre 0s animais,

quando se considera o individuo dentro do tratamento com um valor p de 0,015 (gréfico

5).

Neste caso, ndo aceitamos a Hipdtese Nula (HO), ou seja, a distribuicdo dos niveis de

Serotonina ndo é semelhante nas categorias da variavel Treino.

Estatistica de Grupo

Treinado | N | Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
~ Naéo 5 (269,6620 | 74,32450 33,23893
Serotonina
Sim 5 (187,6300 [ 44,30591 20,03781

TABELA 10 - MEDIAS E DESVIO PADRAO DO GRUPO C E M FACE A CONCENTRAGCAO DE SEROTONINA
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4. Dopamina

Os resultados da concentragdo de dopamina do grupo C e M estéo representadas na
tabela 12 e 13 respetivamente. E possivel verificar os valores de dopamina diarios bem
como as médias por dia e por animal.

Os valores médios de dopamina foram calculados para o grupo C e grupo M e estéo
representados na tabela 14. A média do grupo C € de 56.93 ng/l e a média do grupo M é

de 56.47 ng/l.
Dopamina no grupo C

Nome Idade Sexo Castrado Dial Dia2 Dia3 Medias
Poncha 6 Fémea Nao 31 39 51 40,33
Chica 2 Fémea Nao 44 48 34 42
Miudo |8 Macho Sim 61 85 45 63.66
Brownie 6 Fémea Sim 30 198 45 91

Pi 3 Macho Sim 42 52 49 47,66
Médias 41,6 84,4 448

TABELA 11 - CONCENTRACOES DE DOPAMINA NO GRUPO C EM NG/L

Dopamina no grupo M

Nome | Idade Sexo Castrado Dial Dia2 Dia3 Meédias
Amora | 4 Fémea Sim 49 62 47 52,67
Menta | 2 Fémea Nao 54 92 55 67
Diva 1 Fémea Nao 58 49 63 56,67
Lupi 3 Macho Sim 48 14 118 60

Cat 3 Fémea Sim 30 39 69 46
Medias 478 512 704

TABELA 12 - CONCENTRACOES DE DOPAMINA NO GRUPO M EM NG/L



MEDIAS DOS VALORES DE DOPAMINA

GRUPO C GRUPO M
Nomes  Média (ng/l) | Nomes Média (ng/l)
Poncha 40,33 Amora 52,67
Chica 42 Menta 67
Miudo 63.66 Diva 56,67
Brownie 91 Lupi 60
Pi 47,66 Cat 46
Médias  56.93 Médias 56,47

TABELA 13 — VALORES MEDIOS DE DOPAMINA (NG/L) PARA O GRUPO CE M

Tal como foi feito para a variavel “Serotonina”, também no dominio Dopamina o
pressuposto da normalidade foi validado através do teste Shapiro-Wilk (n < 50) (tabela
15). Assim, verifica-se a existéncia de uma distribuicdo normal para toda populagédo uma
vez que ambos grupos apresentam p-value superior a 0,05 (o de referéncia).

Relativamente, ao pressuposto de homogeneidade de variancias o p-value tem um

valor de 0.076, sendo superior a o 0,05 (o de referéncia).

Da mesma forma que foi elaborado para a variavel anterior, o efeito do grupo ao nivel

da dimensdo Dopamina foi analisado através do Modelo Linear Misto.

Teste de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? | Shapiro-Wilk
Treinado
Statistic | df |Sig. | Statistic |[df|Sig.
Né&o ,269 5 |[,200° |,845 5 (,180
Dopamina .
Sim 127 51,2000 {1,000 |5 |[1,000

TABELA 14 - TESTE DE NORMALIDADE PARA A VARIAVEL DOPAMINA




Teste de Homogeneidade de Variancias

Levene Statistic |df1|df2 |Sig.
Based on Mean 4,145 1 (8 ,076
Based on Median 1,228 1 (8 ,300
Dopamina
Based on Median and with adjusted df | 1,228 1 14,590],322
Based on trimmed mean 3,745 1 (8 ,089

TABELA 15 - TESTE DE HOMOGENEIDADE DE VARIANCIAS PARA A VARIAVEL DOPAMINA

No que diz respeito a analise das médias entre os grupos e a dimensdo dopamina ndo
se verificaram diferencas estatisticamente significativas (F(1, 8)=1.95; valor p= 0,20)
como se pode ver no grafico 6. Também no modelo Nested representado no grafico 7,
que considera o animal dentro do tratamento, ndo se registaram diferencas significativas
entre os animais (valor p=0,320). Neste caso, aceitamos a HO, ou seja, a média dos niveis

de dopamina ndo é diferente nas categorias da variavel treino.

Estatistica de Grupo

Treinado | N | Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
Néao 5 (56,9300 (21,15689 9,46165
Sim 5 (56,4640 (7,86630 3,51792

Dopamina

TABELA 16 - ESTATISTICA DESCRITIVA: MEDIAS DOS VALORES DE DOPAMINA DO GRUPO C E GRUPO M.
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VIl. DISCUSSAO

Realizou-se um estudo observacional, transversal e analitico com o objetivo de
verificar se havia alteragdes neuroquimicas no cérebro de cées treinados. Os estudos
transversais tém o inconveniente de impossibilitar a determinacdo da causa-efeito, por
serem estudos que medem as caracteristicas no presente sem acompanhar a evolugdo dos
grupos amostrais. Existe desconhecimento sobre fatores do passado, fatores esses que
podem influenciar os resultados, ndo sendo possivel estabelecer uma prova causal
(Center for Disease Control and Prevention, 2012). Este estudo foi classificado de
transversal, apesar de existirem véarias medi¢des em cada animal e em momentos
diferentes. No entanto, o objetivo dessas medicGes foi encontrar um valor médio e ndo o
de avaliar esse valor ao longo do tempo, sendo por isso uma observacao pontual.

Né&o foram encontrados estudos cientificos que evidenciassem os valores basais em
caes e que fossem ao encontro do objetivo de ter valores de comparacdo que pudessem
constituir uma base de comparacéao. Por essa razdo, este estudo é considerado de caracter
exploratdrio, pois visa dar respostas a questdes que ndo tinham sido feitas anteriormente
e, portanto, original.

Para este estudo foram doseados e analisados os valores de serotonina e dopamina no
sangue para dois 0s grupos de cdes (cées treinados e nao treinados). A recolha de sangue
€ um processo que podera causa desconforto no animal e por isso, ser uma experiéncia
mais ou menos desagradavel, e que estd dependente da sensibilidade do animal e o seu
estado de ansiedade. O nivel de ansiedade € um fator importante a ter em consideracao
qguando analisamos os valores dos neurotransmissores, visto varios estudos sugerirem
haver libertacdo de serotonina quando o individuo esta sujeito a stresse psicoldgico
(Kawaharaetal., 1993, Lobo, et al., 1983), e durante a contencdo fisica (Mo, et al., 2008).

Através da avaliagdo do comportamento dos animais durante a recolha de sangue,
quantificou-se o nivel de ansiedade do grupo C em 8.4 e do grupo M em 7.8. Também as
frequéncias cardiacas medidas revelaram uma diferenca marginal entres os grupos (p=
0.56) com 104.2 bpm para o grupo C e 79.2 bpm para o grupo M. Assim, de um modo
geral, podemos afirmar que os individuos do grupo C tinham um nivel de ansiedade maior

que os do grupo M.



Considerando estes resultados, poderiamos inferir que cées que nao tém contacto com
treino sdo mais suscetiveis a sensacdes de stress que cées treinados, ja que, apesar da
colheita ter sido realizada de forma igual para todos os animais, tentando sempre a
minimizar o stresse inerente ao procedimento, o grupo sem treino obteve valores médios
mais elevados.

Em relacdo a serotonina, sabemos que é um neurotransmissor importante para vérias
funcBes do organismo, como ja descrito anteriormente, tendo ainda uma relacdo com o
comportamento e bem-estar dos cées, relacionando-se especificamente com tendéncias
depressivas (Lindsay, 2000c), comportamentos compulsivos (Rapoport, Ryland, &
Kriete, 1992), agressividade e os comportamentos impulso-controlo (Seo, Patrick, &
Kennealy, 2008).

Os valores fisiologicos de serotonina para humanos variam ente os 50 e 200 pg/I
(Chernecky & Berger, 2013), sendo que, tal como referido, os valores de referéncia para
caes ndo foram encontrados. Ou seja, ndo existem estudos realizados no sentido de avaliar
o intervalo de valores considerado normal, bem como as diferencas que possam surgir
entre sexos, racas ou idades. No entanto, pesquisamos alguns estudos em que foram
utilizados cées e cuja a metodologia passava por dosear a serotonina. Nesses estudos a
serotonina foi medida em dois grupos, sendo um deles o grupo de controlo. Nesses grupos
de controlo os valores médios foram de 265,75 ug/l (Kocis, et al., 2015) e 387,4 ng/ml
(Rosado, et al., 2010).

Os resultados encontrados neste estudo para a serotonina foram de 269,66 ug/l e
187,63 pg/l, para o grupo C e o grupo M, respetivamente. Através desses resultados,
podemos observar que existem diferengas marginais para as médias dos grupos estudados
anivel da serotonina (p=0,87). O grupo com niveis de serotonina mais elevados é o grupo
C, ou seja, 0 grupo que ndo tinha contacto com nenhum tipo de treino.

Comparando os valores de serotonina acima referidos com os resultados obtidos na
resposta comportamental, podemaos verificar que o grupo C era 0 grupo que tinha maior
nivel de ansiedade e cujas frequéncias cardiacas médias estavam mais elevadas. Assim,
seria expectavel que os valores de serotonina desse grupo fossem mais elevados
relativamente ao valor fisiologico de referéncia. Ainda assim, o valor encontrado para o

grupo C, vai ao encontro do valor referido por Kocis (2015) para o grupo controlo.



Para confirmar este resultado seria necessario ter uma amostra de maiores dimensdes,
bem como a limitag&o nos critérios de selecdo em relacdo & comida que o animal ingere
e ao tempo de luz solar que o animal tem acesso.

Um dos fatores importantes na dosagem de serotonina é a garantir que os animais tém
uma alimentagdo semelhante. Teria sido vantajoso introduzir nos critérios de sele¢cdo uma
limitag&o relacionada com o tipo de alimentagdo, ou em alternativa, fornecer aos animais
em estudo a mesma alimentacao durante um periodo especifico de tempo. Varios estudos
apontam que a alimentacdo pode ter um grande impacto nos niveis de triptofano e,
consequentemente, nos niveis de serotonina. (Scheachter & Wurtman, 1990)

Para estudos futuros, sera conveniente a recolha de sangue ser efetuada em todos 0s
animais no mesmo dia, de forma a que todos estejam sob as mesmas condi¢bes. Foram
realizados estudos em humanos que verificaram um aumento sazonal de serotonina nos
meses de maior luz solar em comparagdo com os meses de menor luz solar, bem como,
aumentos diarios relacionados com o nimero de horas de exposic¢do solar (revisto por
(Azmitia, 2010). Tendo em conta que as recolhas foram efetuadas de Janeiro a Maio, ndo
podemos garantir que a luz solar ndo tenha tido influéncia nos resultados.

Em relacdo a dopamina, ndo se registaram diferencas entre as médias dos grupos, que
apresentaram uma média muito semelhante (56,6 ng/l e 56,9 ng/l). Este resultado leva-
nos a crer que nao existem alteracGes permanentes na neurobioguimica cerebral de cées
treinados, no que respeita ao neurotransmissor dopamina.

Embora haja evidéncia cientifica que a dopamina tem um papel importante ao nivel
do reforco e da motivacdo (Hollerman & Schultz, 1998) e que tende a aumentar na
predicdo da recompensa (Colombo, 2014), neste estudo néo existiu evidéncia que indique
gue ha um aumento permanente da dopamina em animais com treino intensivo com
marcadores. Devido ao numero limitado de animais no estudo, ndo podera ser
generalizado o ndo aumento de dopamina nas circunstancias anteriormente descritas.
Estudos com maior dimensé@o de amostra podem confirmar os resultados observados.

Para estudos futuros, sera aconselhdvel ter em conta alguns fatores a nivel da
metodologia, nomeadamente a nivel de amostragem, como ja havia sido referido, seria
favoravel uma amostra de maiores dimensdes para que os resultados fossem mais
expressivos e com maior confianga. Em relacdo aos critérios de selecdo seria vantajoso

optar por uma amostra mais homogénea no que diz respeito a idade, sexo e raga, visto



que ndo h& conhecimento como estes fatores podem afetar os resultados. Outro aspeto a
ter em consideracdo serd a proveniéncia dos animais e como decorreu os periodos
neonatal, transitério e de sociabilizacdo. Animais que sdo separados dos progenitores
cedo demais tém maior probabilidade para manifestar ansiedade através de
comportamentos excessivos (Pierantoni, Albertini & Pirrone, 2011).

Os animais que tém treino utilizando reforgo positivo, tém uma resposta neuroquimica
a recompensa, nomeadamente da dopamina, que tende a aumentar no momento que
precede a recompensa (Schultz, 1998). O sistema mesotenlencefalico de
neurotransmissdo dopaminérgica é ativado na componente motivacional do reforco, o
querer, e em relagdo a componente hedonistica, o gostar, este relaciona-se com o sistema
de neurotransmissdo do GABA/benzodiazepinico que, como Visto anteriormente, tem
uma acao inibitéria/ansiolitica (Berridge, 1996). Sabe-se que 0 mesmo sistema
dopaminérgico relacionado com a motivagdo, € o mesmo que é ativado em situacdes de
consumo de drogas e adi¢des (Oliveira, 2012). Também Gearhardt, et al., (2011) referem
que os sintomas da adi¢do alimentar em humanos correlacionam-se com uma ativacdo
elevada do circuito de reforco (cingulado anterior, cértex orbitofrontal e amigdala)
durante a antecipacdo da ingestdo de comida. As mesmas estruturas estdo implicadas no
Transtorno Obsessivo-Compulsivo em humanos (Graybiel & Rauch, 2000). Também a
nivel serotoninérgico existem alteracGes neuroquimicas ja que tanto em casos de adi¢do
como de compulsividade foram detetadas diminuicdes do nivel de serotonina (Zohar et
al., 1987, Schmidt, Vassoler & Pierce, 2011).

Existe uma relagdo proxima entre reforco positivo, adicdo e compulsividade. Quando
comparamos 0s resultados obtidos neste estudo com os resultados referidos na
bibliografia podemos argumentar que, a nivel serotoninérgico, a diminui¢do dos valores
de serotonina do grupo M poderd estar relacionada com uma componente
aditiva/compulsiva que os animais treinados com marcadores possam desenvolver.

Para entendermos até que ponto poderd haver uma componente compulsiva no
comportamento destes cées, seria bastante interessante, em estudos futuros, medir
também o glutamato. Este neurotransmissor tem uma grande importancia ha modulacao
da aprendizagem e da memoria, além de participar nos processos de adi¢do. (Kalivas ,
Lalumiere, Knackstedt, & Shen, 2009)



VIlIl. CONCLUSAO

Este estudo tinha o objetivo de compreender se o treino tem uma influéncia
permanente na bioguimica cerebral dos cées. Atendendo a sua popularidade e difusao
através do treino de clicker, este método verificou-se bastante eficaz quando comparado
com outros métodos anteriormente utilizados. Porém, apesar da sua utilizagdo massiva,
ainda ndo é possivel explicar claramente como é que os marcadores, em particular o
clicker, funcionam de um ponto de vista da bioquimica cerebral.

Atendendo aos objetivos especificos estabelecidos para este estudo, foi possivel
determinar os valores padrdo para 0s neurotransmissores estudados através do grupo
controlo. Esta informacdo por si s6 é bastante relevante para a comunidade médico-
veterinaria, visto que sdo escassas as referéncias na literatura sobre valores destes
neurotransmissores em cées.

A comparacéo de valores de serotonina entre cées treinados e ndo treinados revelou
diferencas marginalmente significativas (p-value = 0,087), havendo uma diminuicéo dos
valores no grupo de cées treinados com marcadores de treino. Este resultado, sugere que
existe uma componente aditiva/compulsiva no treino com marcadores de treino, visto que
o circuito cerebral do reforco € ativado em situacGes de compulsdo/adi¢do e também a
diminuicdo de serotonina é comum em pacientes com este tipo de distarbios.

A nivel da dopamina ndo foram detetadas diferencas nas médias dos grupos,
revelando que ndo existe uma estimulacdo dopaminérgica permanente em caes treinados
(com marcadores de comportamento).

Avaliando ainda a resposta comportamental dos animais quando manipulados,
podemos verificar que animais nao treinados revelaram, de uma forma geral, maior nivel
de ansiedade que os animais treinados. Este resultado, juntamente com inimeros estudos
sobre o treino canino e o0s seus beneficios, € licito concluir que cées treinados se
harmonizam com mais facilidade a situac6es adversas do que cdes néo treinados.

Atendendo ao objetivo geral, é possivel afirmar, com base nos resultados deste estudo,
que o treino de marcadores afeta a neurobioquimica cerebral do céo, visto que existe uma
diminuigéo de serotonina em cdes treinados com marcadores. Apesar de ser conveniente

a replicacdo com uma amostra de maiores dimensdes para confirmar estes resultados, este



estudo apresenta uma mais-valia para a compreensdo da neurofisiologia canina da

aprendizagem em cdes.
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X. ANEXOS

ANEXO 1 - Efeitos dos marcadores de treino na neurobioquimica cerebral do céo

Identificacdo do cdo

COD: C.C:
Raca: FC:
Sexo: FR:
Idade:

Declaro que o meu cédo nao sofre de patologias cronicas ou agudas, ndo toma medicacéo,
ndo apresenta sinais de doengas comportamentais e tem um comportamento natural de
canideo.

Caracteristicas do Treino

Inicio do treino:

Quantas horas por semana: Quantas vezes por semana:

Treino bésico de obediéncia: Sentan Deitan Andar Juntoo Quietoo Chamamentoo Olhao
Calmon

Treino Avancgado de Obediéncia:

Utiliza marcadores: Sim o Nao O Qual?

Identifica como comando de libertagcdo: Sim o Nao o
Velocidade de acao: Sim 0 Nao O
Procura recompensa apos marcador: Sim o Nao O

Declaro que autorizo a participacdo do meu cédo no estudo acima indicado e que permito
a recolha de uma amostra sanguinea para 0 mesmo.

/ /
Assinatura

DATA DA HORA
COLHEITA




