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RESUMO

CARAMALAC, S.M. Teste de estresse ao frio em cées. 2023. DOUTORADO -
Programa de POs-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias. Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2023.

A termorregulacdo esta diretamente relacionada ao sistema nervoso auténomo, assim, a
comprovacdo da integridade deste sistema pode ser realizada por meio da avaliacdo da
vasoconstricao e vasodilatacdo cutaneas. Em humanos, isto é feito por meio do teste de estresse
ao frio, em que uma regido especifica do corpo (maos ou pés) é induzida a vasoconstricdo por meio
da imersdo em solugéo fria em temperatura especifica e, apds emerséo, determina-se o tempo
necessario para que ocorra o reaquecimento. Além disso, o gradiente térmico longitudinal permite
0 acompanhamento de melhora ou agravamento das doencas. Até o momento, todavia, ndo se sabe
como é a curva de reaquecimento nem o gradiente térmico longitudinal apds este teste em céaes
saudaveis, o que impossibilita a realiza¢do deste teste em cdes com suspeita de comprometimento
do sistema nervoso autdnomo ou vascular. Desse modo, o objetivo deste estudo foi padronizar o
teste de estresse ao frio em cées saudaveis. Para isso, 34 cdes sadios foram divididos em dois
grupos, machos (n=17) e fémeas (n=17). Apds ambientacdo a 23+1°C durante 15 minutos, era
realizada a imersdo em agua (12+1°C) do membro pélvico até a metade do metatarso, de modo que
toda a regido plantar ficasse submersa. Apos 5 minutos, a regido era emergida e cuidadosamente
seca. Imagens termograficas foram realizadas antes da imerséo, logo apds emerséo e a cada 3
minutos, totalizando 30 minutos de avaliagdo. Os parametros frequéncia cardiaca, presséo arterial
sistdlica e temperaturas retal e timpénica também foram avaliados, sendo estes coletados antes,
imediatamente apos e a cada 10 minutos, durante 30 minutos. A partir da analise dos resultados,
verificou-que que ndo houve diferenca estatistica entre machos e fémeas na curva de
reaquecimento, diferen¢a longitudinal-distal e nos parédmetros fisiolégicos. Nao houve diferenca
estatistica entre os membros testado (29.0£3.4°C) e controle (29.1+3.4°C) no momento
imediatamente antes da realizacédo do teste (p>0.9999). No momento imediatamente apds o teste,
a extremidade do membro testado apresentou temperatura significativamente inferior (19.943.1°C)
em relacdo a extremidade contralateral (28.8+3.7°C) (p<0.0001), voltando a ser estatisticamente
iguais apenas a partir do momento 27 minutos (testezzmin: 28.3+5.1°C; controlezzmin: 31.3+3.8°C).
Quando analisada apenas a extremidade testada, observou-se que demorou 18 minutos para que
ela voltasse a temperatura estatisticamente igual ao momento anterior ao teste (testeantes:
29.044.3°C; testeismin: 27.1+4.3°C; valor-p = 0.1464). Durante o periodo de avaliagdo, verificou-se
que, a partir do momento 3 minutos, a extremidade controle apresentou aumento significativo de
temperatura em relacdo ao momento “antes” (controleantes: 29.1+3.4°C; controlesmin: 31.2+3.3°C;
valor-p = 0.0002), com esta diferenca se mantendo até o final do periodo de avaliagéo. A diferenca
longitudinal-distal de cada digito foi constante entre todos os momentos, sendo a maior diferenca
de temperatura encontrada de 1.7+0.9°C. Nao houve diferenca estatistica dos parametros
fisioldgicos entre 0 momento “antes” em relagdo aos demais momentos analisados. O aumento de
temperatura do membro contralateral ndo testado observado neste estudo também é observado em
estudos em humanos submetidos ao teste de estresse ao frio, 0 que pode ser atribuido a um
mecanismo reflexo sistémico para que haja o reestabelecimento da temperatura periférica. A ndo
alteracdo nos parametros fisiolégicos apesar do aumento de temperatura da extremidade nédo
testada evidencia que o sistema vascular parece ser mais precoce para indicar envolvimento do
sistema nervoso central. Este é o primeiro estudo que padroniza o teste de estresse ao frio em caes
sadios. Mais estudos com animais com alteracdo autondmica ou vascular devem ser realizados para
demonstrar a eficacia clinica deste teste em cées.

Palavras-chave: noradrenalina, sistema nervoso simpatico, termografia, termorregulacéo,
vasoconstrigcao.
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ABSTRACT

Thermoregulation is directly related to the autonomic nervous system, thus, the verification of the
integrity of this system can be carried out through the evaluation of cutaneous vasoconstriction and
vasodilation. In humans, this is done through the cold stress test, in which a specific region of the
body (hands or feet) is induced to vasoconstriction by immersion in a cold solution at a specific
temperature and, after immersion, the time required for reheating to occur. In addition, the
longitudinal thermal gradient allows the monitoring of improvement or worsening of diseases. So far,
however, it is not known what the rewarming curve or the longitudinal thermal gradient is like after
this test in healthy dogs, which makes it impossible to perform this test in dogs with suspected
impairment of the autonomic nervous or vascular system. Thus, the aim of this study was to
standardize the cold stress test in healthy dogs. For this, 34 healthy dogs were divided into two
groups, males (n=17) and females (n=17). After acclimatization at 23+1°C for 15 minutes, the pelvic
limb was immersed in water (12+1°C) up to the middle of the metatarsal, so that the entire plantar
region was submerged. After 5 minutes, the region was immersed and carefully dried.
Thermographic images were taken before immersion, immediately after immersion and every 3
minutes, totaling 30 minutes of evaluation. Heart rate, systolic blood pressure, and rectal and
tympanic temperatures were also evaluated, which were collected before, immediately after, and
every 10 minutes for 30 minutes. From the analysis of the results, it was verified that there was no
statistical difference between males and females in the rewarming curve, longitudinal-distal
difference and in the physiological parameters. There was no statistical difference between the tested
(29.03.4°C) and control (29.1+£3.4°C) limbs at the moment immediately before the test (p>0.9999).
Immediately after the test, the tested paw showed a significantly lower temperature (19.9+3.1°C)
compared to the contralateral paw (28.8+3.7°C) (p<0.0001), returning to being statistically equal only
after the moment 27 minutes (test27min: 28.3+£5.1°C; control27min: 31.3+3.8°C). When only the
tested paw was analyzed, it was observed that it took 18 minutes for it to return to the temperature
statistically equal to the moment before the test (testers: 29.0+4.3°C; test18min: 27.1+4.3°C; p-value
= 0.1464) . During the evaluation period, it was verified that, from the moment 3 minutes onwards,
the control paw showed a significant increase in temperature in relation to the moment “before”
(controlbefore: 29.1+3.4°C; control3min: 31.2+3.3°C; p-value = 0.0002), with this difference
remaining until the end of the evaluation period. The longitudinal-distal difference of each digit was
constant between all moments, with the highest temperature found being 1.7+0.9°C. There was no
statistical difference in the physiological parameters between the “before” moment and the other
analyzed moments. The increase in temperature of the non-tested contralateral limb observed in this
study also described in studies with humans submitted to the cold stress test, which can be attributed
to a systemic reflex mechanism for the reestablishment of peripheral temperature. The non-change
in the physiological parameters despite the increase in temperature of the untested extremity shows
that the vascular system seems to be earlier to indicate involvement of the central nervous system.
This is the first study that standardized the cold stress test in healthy dogs. Further studies with
animals with autonomic or vascular alterations must be performed to demonstrate the clinical efficacy
of this test in dogs.

Keywords: noradrenaline, sympathetic nervous system, thermography, thermoregulation,
vasoconstriction.
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INTRODUCAO

O sistema nervoso auténomo (SNA) é responsavel por organizar respostas
neuronais independentes do nivel de consciéncia, na ocorréncia de mudancas de
temperatura (CHESHIRE JR, 2016). Na exposicdo ao frio, o sistema nervoso
simpatico (SNS) atua primeiramente nos receptores a-noradrenérgicos, resultando
em contracdo do musculo liso dos vasos sanguineos (TANSEY e JOHNSON, 2015;
FEALEY, 2018), sendo desse modo a exposi¢cdo ao frio um meio de aumentar a
atividade simpatica do organismo (SUZUKI et al., 2013).

Em humanos, sabe-se que a resposta do SNS na pele € melhor avaliada nas
regides palmares e plantares (QUINTON, 1983). A avaliacdo da atividade do SNS
pode ser realizada por meio da técnica de microneurografia, a partir da insercéo de
um microeletrodo de tungsténio em um fasciculo do nervo, que permite a
observacdo de atividades neuronais simpaticas espontaneas. Entretanto, os
resultados desta técnica ndo podem ser facilmente comparados entre os pacientes,
além de ser uma técnica laboriosa e néo utilizada na rotina (GRASSI e ESLER,
1999).

O teste de estresse ao frio (TEF), também denominado de teste de imersao
em agua fria (UDDIN et al., 2013), consiste em exame neurofisiolégico que permite
avaliagdo da denervagao autonomica e reflexo vasomotor anormal na pele por meio
da termografia (ANTONIO-RUBIO et al., 2015). Este teste baseia-se no registro da
temperatura da mao antes e ap0s imersdo em agua fria e ap6s o periodo de
recuperacdo (UDDIN et al., 2013), sendo uma prova de estresse induzida em
condicbes controladas, que tem como objetivo estimular a ativacdo e
funcionamento do SNS (SCHWABE e SCHACHINGER, 2018).

Neste teste, 0 aumento do tdnus do SNS é responsavel pela vasoconstricao
cutanea, com o objetivo de manter a temperatura do organismo adequada para seu
pleno funcionamento (CHESHIRE JR, 2016). Em pessoas saudaveis, a
recuperacdo da temperatura apés o TEF é verificada por uma curva de
reaquecimento exponencial padronizada, com a recuperagdo da temperatura
alguns minutos apds a realizacdo do teste (DUPUIS, 1987). Em humanos, a
temperatura aumenta rapidamente a 28°C ou mais, de modo que se considera

atraso na recuperacao aqueles que nao alcancam esta temperatura em até 15
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minutos apos a imersao na agua (DUPUIS, 1987). A menor queda de temperatura
e maior tempo de recuperacdo da pele apés o TEF podem indicar vasoconstricao
ineficiente e prolongada, demonstrando resposta exacerbada da fungdo nervosa
simpética, como descrito nos pacientes com Parkinson, por exemplo (SUZUKI et
al., 2013; ANTONIO-RUBIO et al., 2015).

Até o momento, ndo ha estudos em cdes que analisem as funcoes
autondmicas da pele a partir de imagens termograficas. A padronizacao do TEF é
fundamental para que pesquisas posteriores possam ser realizadas para avaliacéo
do comprometimento do SNA, a fim de determinar se, a semelhanca dos estudos
realizados em humanos, essa técnica podera ser usada como auxilio diagnéstico e
indicador preditivo de doencas frequentes na rotina de atendimento clinico
veterinério. Além disso, esta técnica também permitira avaliagdo ndo-invasiva da
condicdo e qualidade da circulacdo periférica, sendo fundamental a padronizacéo
para realizacdo de estudos que avaliem o TEF para o diagndstico precoce de

importantes desordens, como tromboembolismo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sistema nervoso autbnomo

O sistema nervoso pode ser dividido em relacdo aos seus aspectos
anatbmicos, funcionais, sua organizacdo segmentar ou seu desenvolvimento
ontogenético (GUYTON e HALL, 2011a). Na divisdo funcional, o sistema nervoso é
constituido pelos componentes somatico e visceral. O sistema nervoso somatico,
responsavel pela inervacdo da musculatura somatica, possui as fibras aferentes
(responsaveis por conduzir os impulsos a partir dos receptores periféricos) e
eferentes (que transmitem 0s impulsos nervosos dos centros superiores a
musculatura esquelética) (GRIM e WAGNER, 2013; PRADA, 2014).

JA o sistema nervoso visceral (também chamado de vegetativo ou
neurovegetativo) é subdividido em sistema nervoso autbnomo (SNA) e sistema
nervoso ndo adrenérgico nao colinérgico (anteriormente conhecido como entérico).

A este ultimo era atribuida sua localizacdo apenas no sistema do trato digestivo,

10
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todavia, atualmente, sabe-se que ha o seu envolvimento no controle de outros
orgaos, como pulmao, sendo responsavel por gerar respostas reflexas a partir das
variagdes locais (GRIM e WAGNER, 2013).

O funcionamento integral do SNA é primordial para a manutencdo da
homeostase do organismo (MCCORRY, 2007; DEWEY, 2017), tendo papel
fundamental na digestdo de alimentos, manutencdo da frequéncia cardiaca,
sudorese, secrecao hormonal, controle do tonus vasomotor, da respiragao,
manutencdo da temperatura corpérea, dentre outros (GRIM e WAGNER, 2013;
PRADA, 2014). Dividido em simpatico (ou adrenérgico) e parassimpatico (ou
colinérgico), estes sdo caracterizados pelo seu funcionamento reflexo (ou seja,
inconsciente) e na maioria das vezes antagdnico. Todavia, ambos atuam em
concordancia de maneira a garantir o bom funcionamento das estruturas por elas
inervadas (DEWEY, 2017).

As vias aferentes do SNA sé&o responsaveis por induzir respostas reflexas
ou de plenitude de 6rgdos ocos, como da vesicula urinaria ou estbmago, assim
como sinais de nocicepgao e bem ou mal-estar (GRIM e WAGNER, 2013).
Enquanto os neurbnios aferentes de nocicepcdo estdo presentes apenas nos
nervos simpaticos, tanto 0s nervos parassimpaticos como os simpaticos possuem
neurdnios aferentes fisiolégicos, sendo responsaveis pelos reflexos respiratérios,
cardiovasculares e gastrointestinais (GUYTON e HALL, 2011a).

A principal regido do cérebro responsavel pelo controle do SNA é o
hipotalamo (GRIM e WAGNER, 2013), com 0s nucleos da regido anterior
responsaveis pelo comando parassimpatico. Estes, quando ativados, resultam em
aumento do peristaltismo intestinal, diminuicdo da frequéncia cardiaca e pressao
arterial, contracao pupilar (miose) e dos musculos da vesicula urinaria. Ja o controle
do SNS se dé principalmente nos nucleos posteriores do hipotalamo, que quando
estimulados, resultam em acBes contrarias aquelas promovidas pelo SN
parassimpatico (como diminuicdo da frequéncia cardiaca e pressao arterial, dentre
outros) (GUYTON e HALL, 2011a). Além do hipotalamo, o sistema limbico e area
pré-frontal do cérebro também sdo importantes regides responsaveis pelos
comandos viscerais, sendo observados principalmente quando acompanhados por

alteracdes emocionais, como raiva e medo (PRADA, 2014).

11
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2.1.1. Sistema nervoso simpatico

O SNS é conhecido pelas caracteristicas presentes durante situacdes de
estresse ou emergéncia, de modo que, em situagdes de “luta ou fuga”, h4 ativagcéo
deste, a fim de garantir maxima oxigenacado tecidual, sobretudo a musculatura
esquelética. Esse mecanismo assegura que o tecido muscular tenha oxigénio e
glicose suficientes para funcionar em sua totalidade (MCCORRY, 2007). Além da
vasodilatacdo na musculatura esquelética, a ativacdo do SNS também é
responsavel pelo aumento da frequéncia cardiaca e pressao arterial, reducédo do
fluxo sanguineo e da motilidade do trato gastrointestinal (GUYTON e HALL, 2011a).

Ao contrario do SN somético, que contém um Unico neurdénio motor, 0
sistema eferente simpatico € formado por dois neurdnios, sendo eles denominados
de acordo com a sua localizacdo em relacdo aos ganglios nervosos (GRIM e
WAGNER, 2013). Os corpos dos neurbnios pré-ganglionares do SNS estéo
localizados nas regides toracica e lombar da substancia cinzenta da medula
espinhal (entre T1-L5), de modo que o SNS também € conhecido como sistema
toracolombar (GRIM e WAGNER, 2013; DEWEY, 2017). Estes neurbnios sao
curtos e seus axonios saem do canal vertebral pelas raizes ventrais dos nervos
espinhais, fazendo sinapse com o0s neurdnios pés-ganglionares nos ganglios
paravertebrais (também conhecidos como vertebrais), localizados no tronco
simpatico, estrutura neural lateral a base dos corpos vertebrais. Apos sinapse no
tronco simpético, as longas fibras dos neurénios pds-ganglionares que surgem a
partir dos ganglios paravertebrais se ligam aos tecidos-alvo, transmitindo o impulso
nervoso para a terminagéo inervada (MCCORRY, 2007).

Cabe ressaltar que esta organizacdo do SNS néo se aplica em relacdo a
inervacao da glandula suprarrenal, uma vez que as fibras pré-ganglionares deste
sistema fazem sinapse diretamente no tecido glandular da suprarrenal, ndo
havendo o envolvimento do ganglio visceral (PRADA, 2014). Quando estimulada,
a suprarrenal libera as catecolaminas diretamente na corrente sanguinea, de modo
gue elas atuam em receptores do SNS de todos os tecidos, simultaneamente
(GUYTON e HALL, 2011a).

Outra particularidade do SNS € que, além das sinapses nos ganglios

paravertebrais (ou vertebrais) e na glandula suprarrenal (ganglios terminais), 0s

12
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neurdnios pré-ganglionares, através dos nervos esplancnicos, fazem sinapse com
0s neurdnios pés-ganglionares nos ganglios celiaco, aorticorrenal e mesentéricos
cranial/caudal, estes denominados ganglios pré-vertebrais, estando localizados no
abdémen (DEWEY, 2017).

Diferentemente do SN parassimpatico, em todos os pares de nervos
espinhais ha a presenca de neurdnios pos-ganglionares simpaticos. Esta
particularidade permite a ampla distribuicdo da inervacdo simpatica, o que explica
a razdo pela qual alguns tecidos, como musculatura lisa dos vasos sanguineos
cutaneos e das glandulas sudoriparas e os musculos eretores do pelo, serem
regulados apenas por este sistema (GUYTON e HALL, 2011a). Além destas
estruturas, o SNS também é responsavel pela inervacdo do coragdo, pulmao,
globos oculares, glandulas salivares, membrana mucosa da cavidade nasal, e
orgaos das cavidades abdominal e pélvica, como intestino, pancreas e vesicula
urinaria (MCCORRY, 2007).

2.1.2. Sistema nervoso parassimpatico

Ao contrario do SNS, o sistema nervoso parassimpatico (SNP) atua durante
a fase de repouso, a fim de conservar e reestabelecer as reservas do organismo,
além de regular funcbes basicas como o0s sistemas digestivo e urinario
(MCCORRY, 2007; DEWEY, 2017).

O SNP também conta com dois grupos de neurdnios para compor seu
sistema eferente. Os neurbnios pré-ganglionares surgem a partir de nucleos
localizados no tronco encefélico e regido sacral da medula espinhal (DEWEY,
2017), de modo que o SNP também pode ser chamado como sistema cranio-sacral.
Muito mais longos do que aqueles do SNS, os axbénios dos neurdnios pré-
ganglionares do SNP fazem sinapse nos neurénios pés-ganglionares em ganglios
terminais, localizados proximo ou no proprio tecido efetor. Assim, 0os neurdnios pos-
ganglionares que se ligam as células efetoras séo curtos, visto que estao préximos
ou ja presentes no 6rgao alvo (PRADA, 2014).

Os neurbnios pré-ganglionares que surgem a partir do tronco encefalico
(mesencéfalo e medula oblonga) saem do sistema nervoso central a partir dos

nervos cranianos Il (oculomotor), VII (facial), IX (glossofaringeo) e X (vago). Eles
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sao responsaveis pela inervacao do olho, glandulas lacrimal e salivar, membrana
mucosa da cavidade nasal e 6rgdos das cavidades toracica e abdominal, como
coracdo (principalmente nos nodos sinoatrial e atrioventricular), pulméo, vesicula
biliar, intestino (formando os plexos de Meissner e Auerbach), dentre outros
(GUYTON e HALL, 2011a; GRIM e WAGNER, 2013). A inervacdo parassimpatica
da cavidade pélvica ocorre gracas aos neurbnios pré-ganglionares que surgem a
partir do segundo, terceiro e quarto segmentos sacrais da medula espinhal, que
fazem sinapse com os ganglios proximos a bexiga, colon distal e érgdos sexuais
(MCCORRY, 2007; GRIM e WAGNER, 2013).

2.1.3. Neurotransmissores do sistema nervoso autbnomo

Os neurotransmissores comuns ao SNS e SNP séo a acetilcolina (a partir
das fibras nervosas denominadas colinérgicas) e norepinefrina (pelas fibras
adrenérgicas). As fibras colinérgicas estdo presentes nos neurbnios pré-
ganglionares do SNS e SNP, fibras pos-ganglionares do SNP e fibras poés-
ganglionares simpaticas que inervam as glandulas sudoriparas (MCCORRY, 2007;
GRIM e WAGNER, 2013). Outro neurotransmissor € a epinefrina (também
conhecida como adrenalina), que € liberada juntamente com a norepinefrina em
situacbes de estresse na corrente sanguinea apés estimulacdo da adrenal
(MCCORRY, 2007).

Estes trés neurotransmissores se ligam a receptores especificos presentes
nas células dos tecidos efetores. A acetilcolina liga-se aos receptores colinérgicos
denominados nicotinicos (presentes nos corpos celulares de todos os neur6nios
pos-ganglionares) e muscarinicos (localizados nas células dos tecidos efetores),
podendo estes ultimos serem excitatorios ou inibitérios, de acordo com o tecido
encontrado) (GRIM e WAGNER, 2013).

J& os receptores adrenérgicos sdao denominados como a e 3, nos quais se

ligam a adrenalina e norepinefrina (MCCORRY, 2007).
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2.2. Controle de temperatura

Os mamiferos e as aves sdo animais homeotérmicos, isto é, mantém uma
temperatura central relativamente constante independente da temperatura
ambiental. Todavia, para que esta constancia aconteca, o organismo deve possuir
meios que ajudem a controlar sua temperatura, sendo esta denominado
termorregulacao (BISSONNETTE, 1993).

O hipotadlamo consiste no regulador mais importante da temperatura
corporal, sendo esta regulacdo térmica uma das principais funcdes do SNA
(BISSONNETTE, 1993; BRAZ, 2005). Os neurdnios localizados na porcéao anterior
no hipotalamo (sobretudo na &rea hipotalamica pré-éptica) tém a capacidade de
reconhecer a variagdo da temperatura corporal. Diante de um aumento de
temperatura, a porcao anterior do hipotalamo é ativada para que haja vasodilatacédo
periférica (GUYTON e HALL, 2011b) e, ao contrario, em situacbes em que €&
necessaria a conservacdo da temperatura, a ativacdo da regido posterior do
hipotalamo promove vasoconstricdo periférica (PRADA, 2014).

Além do hipotdlamo, ha ainda receptores em outros locais que também
contribuem para o reconhecimento da variacdo de temperatura, como 0s receptores
sensoriais para o calor e frio presentes na pele e mucosas e 0s receptores corporais
profundos na medula espinhal, visceras abdominais e nas grandes veias toracicas
e abdominais (GUYTON e HALL, 2011b).

Diante de situacdes em que ha a elevacado da temperatura corporal, ocorre
a inibicdo dos centros posteriores do hipotdlamo, com consequente vasodilatacao
(o que promove aumento do fluxo sanguineo resultando na dissipac¢éo do calor para
0 ambiente) e aumento de sudorese (BRAZ, 2005; KELLOGG JR, 2006; GUYTON
e HALL, 2011b). Todavia, diante do reconhecimento da necessidade de
conservacdo do calor, centros simpaticos hipotalamicos posteriores séao
estimulados, o que resulta em vasoconstricdo da pele, piloerecdo e aumento da
producdo de calor corporal, por meio de calafrios ou pela termogénese quimica
(BRAZ, 2005; GUYTON e HALL, 2011b).

A vasoconstricdo consiste no primeiro e mais eficiente meio de conservacéao
de calor diante de situacdes de hipotermia. Sabe-se que em regides

termossensiveis (como maos, pés, labios e nariz), o fluxo sanguineo € dividido em
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nutricional (formados pelos capilares) e termorregulatério (devido aos shunts
arteriovenosos), sendo estes Ultimos sensiveis a norepinefrina. A partir do
reconhecimento de diminuicdo de temperatura pelos receptores de frio, estimulos
nervosos percorrem as fibras delta-A até o hipotdlamo, que resulta no estimulo do
SNS, com consequente vasoconstricdo (BISSONNETTE, 1993).

Quando apenas uma regido limitada do corpo é submetida a uma mudanca
de temperatura, como colocar apenas 0s pés ou as maos na agua fria, a reacédo de
vasoconstricdo ocorre apenas localmente (KELLOGG JR, 2006). Este reflexo
cutaneo ocorre devido ao efeito direto da diminuicdo de temperatura sobre 0s vasos
sanguineos desta regido, sendo reconhecido pelos receptores cutaneos,
transmitidos para a medula espinhal, e que retornam para a mesma area de pele
afetada, sendo a intensidade determinada pelos centros hipotalamicos (GUYTON
e HALL, 2011b).

2.3. Teste de estresse ao frio

Comprometimento do SNA sem sido demonstrado como importante fator
fisioldgico, patofisiologico e clinico em diversas doencas que acometem humanos
(GRASSI e ESLER, 1999), como na hipertensao (ESLER, 2000), diabetes mellitus
(PEREGRINA-BARRETO et al., 2014), insuficiéncia renal cronica (CHOU e TSAI,
2016), doenca renal policistica (GRASSI et al., 2015), doenca de Parkinson
(ORIMO et al., 2007), desordens metabodlicas (cetoacidose diabética,
hipotireoidismo, hipoadrenocorticismo) (CHESHIRE JR, 2016) e neurol6gicas
(lesdo em medula espinhal e neuropatias periféricas, como na sindrome de Guillain-
Barré) (FEALEY, 2018). Estas doencas resultam no prejuizo da termorregulacao
diante de baixas temperaturas (CHESHIRE JR, 2016).

Como a termorregulacao é frequentemente alterada em desordens do SNA
(CHESHIRE JR, 2016), e o uso de imagens térmicas infravermelhas permite avaliar
a mudanca da temperatura da superficie da pele (uma vez que esta diretamente
relacionada com a perfusao), a termografia pode ser utilizada para avaliacdo da
integridade deste sistema (LEIJON-SUNDQVIST et al.,, 2017). Além disso, a
termografia tem como vantagens ser uma técnica nao invasiva, sem necessidade

de contato, indolor, ndo gera insumos, de interpretacdo objetiva e independe do
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nivel de consciéncia do paciente (FREISE et al., 2008; BALBINOT et al., 2012;
MOLINE et al., 2017). O aumento da demanda por esses equipamentos, para fins
clinicos ou nao, possibilitou a producao de aparelhos portateis, de facil manuseio e
custo acessivel (GALVIN et al., 2006).

O teste de estresse ao frio (TEF) consiste em uma técnica simples, nao
invasiva e precisa para avaliacao de disfuncdes autonémicas (ANTONIO-RUBIO et
al., 2015), além de ser confiavel, vidvel e econébmica quando comparada com 0s
outros testes disponiveis para avaliacdo do SNA (UDDIN et al., 2013). Ela consiste
na inducdo de vasoconstricdo de uma regido especifica do corpo (como pés ou
maos) induzida por imersdo em uma solucéo fria. A avaliacdo da intensidade de
vasoconstricdo e tempo para vasodilatagdo por meio do estudo da variagdo de
temperatura desta superficie permite o registro do funcionamento do SNS.

Diferentes estudos tém sido realizados em humanos para avaliar a resposta
de pacientes com disturbio autonémico apés o TEF, como na doenca de Pakinson
(ANTONIO-RUBIO et al., 2015), sindrome do tremor mdao-braco (LASKAR e
HARADA, 2005), pacientes com grave comprometimento motor e intelectual
(SUZUKI et al., 2013), Sindrome de Raynaud (NAIDU et al., 1994) e diabetes
mellitus (BALBINOT et al.,, 2012). Além disso, ja foi demonstrado que o TEF
também pode ser utilizado para predizer o desenvolvimento de doencas futuras,
como hipertenséo, por exemplo (WOOD et al., 1984).

Em cées, ndo ha estudos que padronizem a curva de reaquecimento das
patas para realizacéo e interpretacdo do TEF. Sobre a termorregulacdo das patas
de canideos, ha apenas um estudo realizado em raposas e lobos cinzentos
(HENSHAW et al. 1972), que concluiram que o mecanismo de controle de
temperatura no membro desses animais € altamente adaptado as baixas
temperaturas onde eles vivem, e diferem significativamente daqueles em humanos
e caes domésticos.

O gradiente térmico longitudinal, também denominado diferenca dorsal-
distal, consiste na diferenca de temperatura entre as extremidades dos dedos em
relacdo ao centro da mao (ANDERSON et al., 2007; PAULING et al.,, 2011).
Anderson et al. (2007) verificaram que diferenca >1°C € especifica para esclerose
sistémica em humanos com doenca de Raynaud. Além disso, segundo Pauling et

al. (2011), estudos com gradiente térmico longitudinal ap6és o TEF devem ser
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realizados para determinar sua aplicabilidade na avaliacdo da gravidade das
doencas, bem como monitorar a resposta terapéutica instituida.

Varios fatores intrinsecos ao teste, porém facilmente controlados na pratica,
podem interferir na avaliagdo dos resultados, como a temperatura do ambiente
onde o teste sera realizado, a temperatura da agua, o tempo de imersao e regiao a
ser avaliada (LASKAR e HARADA, 2005). Ha diversos estudos de TEF com
temperatura e tempo variados, como 0°C por 10 segundos (SUZUKI et al., 2013),
3+1 °C por 2 minutos (MOLINE et al., 2017), 3+2 °C por 2 minutos (ANTONIO-
RUBIO et al., 2015), 10+0,5 °C por 10 segundos (LEIJON-SUNDQVIST et al.,
2015), 10 °C por 5 minutos (NAIDU et al., 1994), 12 °C durante 5 minutos (Uddin et
al., 2013), 15 °C durante 1 minuto (DUPUIS, 1987; BALBINOT et al., 2012) e 20+0,5
°C durante 1 minuto (LEIJON-SUNDQVIST et al., 2017). Metodologias em relagéo
a execucao durante a imersado também variam entre os estudos, com pesquisas em
que a extremidade testada entra em contato direto com a agua, sendo
posteriormente seca (BHARARA et al., 2008; DAANEM et al., 2012), ou entdo ela
€ envolvida em luvas, sendo posteriormente removidas para avaliagdo da
temperatura (ANDERSON et al., 2007; BRANDSTORM et al., 2013; ANBALAGAN
et al., 2021).

Para a realizacdo do TEF, deve ser escolhido o menor tempo de imerséo e
a maior temperatura da agua, para que o paciente tenha o menor desconforto
possivel (LASKAR e HARADA, 2005). Estudo piloto realizado por Dupuis (1987)
verificou que a temperatura da agua abaixo de 10°C causou desconforto nos
individuos avaliados, de modo que o teste nao foi bem tolerado. Além disso, o
mesmo autor observou que a temperatura acima de 10°C né&o influenciou o
resultado do teste. Baseado em extensa revisdo de literatura, Laskar & Harada
(2005) afirmam que a temperatura da agua entre 10°C e 15°C induz vasoconstricao
maxima pelo frio sem que haja vasodilatacdo, dor e o fenbmeno rebote, sendo o

tempo de imerséao de 5 minutos suficiente para a realizacao do TEF.
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3. OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

Este estudo tem como objetivo geral determinar o tempo necessario para o
reaquecimento da regido plantar, bem como a curva de reaquecimento e o
gradiente térmico longitudinal em cdes machos e fémeas saudaveis.

Para isso, 0s objetivos especificos deste estudo séo:

— Determinar a temperatura e o gradiente térmico longitudinal da regido

plantar antes da imersdo em agua;

— Determinar a temperatura e o gradiente térmico longitudinal da regido

plantar logo apds o periodo de imersao;

— Avaliar a temperatura e o gradiente térmico longitudinal da regido plantar

a cada 3 minutos ap6s o periodo de imersao até 30 minutos de avaliacdo
para determinacéo da curva de reaquecimento;

— Determinar qual o tempo necessario para o reaquecimento da regiao

analisada;

— Determinar se o género € um fator de interferéncia no tempo de

reagquecimento;

— Determinar se havera o envolvimento sistémico durante a realizacdo do

TEF, por meio da avaliacdo da frequéncia cardiaca, presséo arterial,
temperatura periférica e central no momento da imerséo, a partir da
comparacao dos valores destes parametros antes da imersdobem como
logo apos o periodo de imerséo e a cada 10 minutos, durante 30 minutos

de avaliacéo.

4. MATERIAL E METODOS

Para a realizacao do estudo foram utilizados 34 caes saudaveis, com base
no calculo do tamanho amostral a partir do teste T (amostras independentes e g1°=
02%), em que, para deteccéo da diferenca de 1 desvio padrdo, com diferenca minima
significativa de 1°C e poder do teste de 80%, cada grupo amostral foi formado por
17 caes. Os animais foram distribuidos em dois grupos conforme o género (fémeas;

machos).
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Como critério de inclusédo no estudo, os animais submetidos ao experimento
deveriam ser saudaveis, assegurado a partir da avaliacdo de exame fisico completo
e realizacdo de hemograma e exames bioquimicos (ALT, creatinina e albumina).
Todos os cées deveriam ter entre 2 a 8 anos de idade, possuir pelame curto, pesar
entre 10 a 20 kg e estar com escore corporal ideal (4 ou 5/9) (LAFLAMME, 1997),
além de apresentarem comportamento manso e calmo, sendo estes parametros
comportamentais avaliados de maneira objetiva a partir do questionario de
avaliagdo de comportamento em cées (C-BARQ) validado para o portugués (ROSA
et al., 2017). Apenas agqueles que apresentaram média das secles
medo/ansiedade e excitabilidade < 3 foram considerados aptos para participacao

deste estudo.

ApoOs a aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFMS (protocolo n° 1.062/2019), consentimento do proprietario por meio de
assinatura do Termo de Livre Consentimento, analise do questionario C-BARQ e
confirmagdo de saude dos animais, os mesmos eram encaminhados para
realizacdo do teste de estresse ao frio. Este teste era realizado em sala com
temperatura de 23+1°C, uma vez que esta temperatura € padronizada para
avaliacao da regulacédo da temperatura da pele pelo sistema nervoso simpatico em
humanos (IWASE et al., 2002). Os caes eram mantidos por 15 minutos nesta sala
em repouso para aclimatacdo, sendo mantido em decubito lateral ou dorsal, uma
vez que o contato da regido plantar com o chéo altera a temperatura do mesmo
(CLARK e CALCINA-GOFF, 1996). Apds este periodo, os animais eram submetidos
ao TEF, que consistia na imersao de um membro pélvico até a metade do metatarso
em agua, de modo que toda a regido plantar ficasse submersa. A temperatura da
agua a ser utilizada no teste era atingida por meio da introducéo de cubos de gelo
em um recipiente com agua a temperatura ambiente. Com o auxilio de um
termdmetro, a temperatura era monitorada até alcancar 12+1°C. Neste momento,
0s cubos de gelo eram retirados e a agua era armazenada em recipiente térmico.
Durante a realizacdo do teste, a temperatura da agua era monitorada
continuamente com termémetro, durante o periodo em que a extremidade do
membro ficava submersa durante 5 minutos. Apos o tempo de imersao, o coxim era

cuidadosamente seco com papel toalha.
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As imagens termograficas eram realizadas por meio do termografo FLIR
One® Pro, disposto a 30 cm das regides a serem fotografadas, sendo mantida em
um angulo de 90° para a captura. A resolucdo térmica do termografo € >0.07°C,
acuracia de +1% e resolucéo da imagem térmica de 4.800 pixels. A termografia era
realizada imediatamente antes do inicio do teste (momento “antes”), logo apds
secar os membros depois do periodo de imersdo (momento “apdés”), e
posteriormente a cada 3 minutos, durante 30 minutos de avaliacdo. Imagens do
membro contralateral, em todos os momentos, também eram realizadas (Figura 1),

a fim de controle e comparacéo.

As imagens termograficas foram analisadas a partir do software Flir Tools®.
A temperatura da superficie da pele foi obtida a partir da média de temperatura de
cinco pontos de interesse (Figura 2). O gradiente térmico longitudinal foi mensurado
a partir da média da diferenca de temperatura de cada ponto de interesse dos

digitos em relacdo com o ponto da regido do coxim metatarsal.

FIGURA 1. Imagem termogréfica da regido plantar do membro avaliado durante o
teste de estresse ao frio, onde era obtida a temperatura dos cinco pontos de

interesse (regido central de cada coxim digital e do coxim plantar).

Os parametros frequéncia cardiaca, pressao arterial (sistolica), temperatura

timpanica (periférica) e temperatura retal eram mensurados e registrados
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imediatamente antes do inicio do teste, logo apds o periodo de imerséo, e
posteriormente a cada 10 minutos, durante 30 minutos de avaliacdo, a fim de
determinar se haveria envolvimento sistémico no controle da temperatura. A
pressédo arterial foi mensurada por meio de doppler vascular (DV 610B®) e
manguito, sendo este com largura correspondente a 40% da circunferéncia do

antebraco, alocado no membro toracico conectado a um esfigmomandmetro.

Média, desvio-padrdo e intervalo de confiangca das temperaturas em cada
momento foram obtidas a fim de se realizar a padronizacéo de reaquecimento. Foi
realizado o teste de Shapiro-Wilk para avaliagdo da normalidade dos dados obtidos.
Para avaliacdo dos dados paramétricos, foi utilizado ANOVA de trés critérios,
seguido pelo teste de Tukey. A analise estatistica foi realizada com auxilio do
software GraphPad Prism, sendo p<0,05 considerado significativo.

5. RESULTADOS

Os cées participantes do estudo apresentaram idade, peso, e resultado do

escore C-BARQ conforme demonstrado na tabela 1.

Tabela 1. Perfil dos cées participantes do estudo de acordo com o género, idade,

peso e resultado do escore C-BARQ para medo/ansiedade e excitabilidade.

Machos Fémeas

Sexo 17 (50%) 17 (50%)

Idade (anos)? 4,6 (1,6) 4,1 (1.8)

Peso (quilos)? 12,7 (1,6) 12,2 (2,8)
C-BARQ

Medo/ansiedade® 2.0 (0) 2.0 (1,0

Excitabilidade® 2,5(1) 2.0 (0,6)

aMédia (desvio-padrao)
b Mediana (intervalo interquartil 25, 75)

N&o houve diferenca estatistica na temperatura, na diferenca de temperatura

longitudinal-distal e nos parametros fisiol6gicos entre machos e fémeas em nenhum

22



556 dos momentos avaliados (valor-p>0.05). Assim, os dados foram agrupados e
557 analisados conjuntamente.
558 A temperatura inicial média dos coxins testados foi de 29.0+3.4°C e dos
559 coxins da extremidade controle foi de 29.1+3.4°C, nao havendo diferencga
560 estatistica entre eles (p>0.9999) (tabela 2). Imediatamente apos a realizacdo do
561 teste do estresse ao frio, a comparacdo entre as temperaturas das duas
562 extremidades foi significativamente diferente (p<0.0001), com o coxim testado
563 alcancando média e desvio-padréo de 19.9+3.1°C e o controle de 28.8+3.7°C,
564 havendo aumento progressivo da temperatura ao longo do tempo de avaliacdo. A
565 partir do momento 27 minutos, a temperatura do membro testado voltou a ser
566  estatisticamente igual a do controle (teste: 28.3+5.1°C; controle: 31.3+3.8°C,
567 p=0.1341).
568
569 Tabela 2. Média, desvio-padréo, intervalo de confianca (95%) e valor-p da
570 temperatura dos coxins submetidos ao teste de estresse ao frio e dos coxins do
571  membro controle antes, apds e a cada 3 minutos, durante 30 minutos de avaliacdo
572 e valor-p da comparacédo entre 0s coxins testado e controle.
Teste Controle Teste vs
Controle
Tempo Média Desvio- IC95%  Valor-p* Média DESVIo- IC95%  Valor-p*  Valor-p**
padrao padréo
Antes 29.0 3.4 27.8-30.1 - 29.1 3.4 27.9-30.3 - >0.9999
ApGs 19.9 3.1 18.9-21.0 <0.0001 28.8 3.7 27.5-30.2 >0.9999  <0.0001
3 23.8 2.9 22.8-24.8 <0.0001 31.2 3.3 30.1-32.4 0.0002 <0.0001
6 25.2 3.9 23.9-26.6 <0.0001 315 3.7 30.2-32.8 <0.0001  <0.0001
9 25.5 3.7 24.2 -26.8 <0.0001 30.9 3.4 29.7-32.2 0.0088 <0.0001
12 26.2 4.3 24.7-27.7 0.0184 31.3 3.2 30.1-32.4 0.0003 <0.0001
15 26.4 4.1 25.0-27.8 0.0138 31.1 3.3 30.0-32.3 <0.0001  <0.0001
18 27.1 4.3 25.6-28.5 0.1464 31.4 35 30.2-32.6 <0.0001 0.0003
21 27.3 4.7 25.6-.29.1 0.3859 31.6 3.7 30.2-32.9 <0.0001 0.0033
24 27.7 4.8 26.0-29.4 0.7004 31.3 3.9 29.9-32.7 <0.0001 0.0149
27 28.3 5.1 26.5-30.2 0.9971 31.3 3.8 29.9-32.6 0.0003 0.1341
30 28.3 5.0 26.5-30.0 0.9941 31.0 3.7 29.7-32.3  0.0008 0.1449
573 *Comparagao de cada momento em relagao ao “antes”.
574  **Comparac¢do entre 0s coxins testados e controles no respectivo momento.
575
576 Quando analisada apenas a extremidade em que foi realizado o teste, a
577 diferenca estatistica em relacao a temperatura inicial persistiu do momento “apés”
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até 15 minutos, voltando a temperatura estatisticamente igual a inicial a partir do
momento 18 minutos (27.1+4.3°C, valor-p=0.1464) (Figura 3 A). Em relacdo a
extremidade controle, verifica-se que, a partir do momento 3 minutos, h4 um
aumento significativo da temperatura em comparacdo com o momento inicial
(antes: 29.1+£3.4°C; 3 minutos: 31.2+3.3 °C, valor-p=0.0002) (Figura 3), se
mantendo até o término da avaliacdo (Figura 3 B).

ANTES APOS 3 MIN 12 MIN 21 MIN 30 MIN

w
0
o

TESTE

CONTROLE |

Figura 2. Imagens termograficas da extremidade testada (teste) e contralateral
(controle) durante a realizacdo do teste de estresse ao frio. E possivel observar
aumento de temperatura da extremidade controle a partir do momento 3 minutos,
em relagdo ao momento “antes”.
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Figura 3. Média e desvio-padrdo da temperatura dos coxins da extremidade
submetida ao teste de estresse ao frio (A) e da extremidade controle (B) antes, ap6s
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593 e acada 3 minutos durante 30 minutos de avaliacdo. O asterisco (*) representa 0s

594 momentos em que houve diferenca significativa de temperatura em relacdo ao

595 ~momento anterior a imersdo da extremidade do membro testado (momento

596 “antes”).

597

598 A diferenca de temperatura longitudinal-distal durante o reaquecimento dos

599  quatro digitos esta apresentada na tabela 3.

600 Tabela 3. Diferenca de temperatura longitudinal-distal da extremidade submetida

601 ao teste de estresse ao frio antes, apés e a cada 3 minutos, durante 30 minutos de

602 avaliacdo.

Momento Digito 1 Digito 2 Digito 3 Digito 4
MédiatDP  IC95%  MédiatDP  IC95%  MédiatDP  IC95%  MédiatDP  IC 95%

Antes 0.4+1.0 0.0-0.8 0.6+1.3 0.2-1.1 0.7+1.4 0.3-1.2 0.9+1.3 0.4 -1.3

Apoés 0.1+1.4 -0.4-0.6 0.4+0.8 0.1-0.7 0.6+1.3 0.1-1.0 0.5+1.2 0.1-0.9

3 min -0.3t1.1a  -0.7-0.0  0.4%0.9bc  0.0-0.7 0.4+l.4abc -0.1-0.9 0.3t0.9bc 0.0-0.7

6 min -0.3t1.4  -0.8-0.2 0.3+1.1 -0.2-0.7 0.7t1.6 01-1.2 0.1+1.7 -0.5-0.7

9 min -0.2¢1.6  -0.8-0.3 0.2+1.0 -0.2-0.6 0.8+1.6 02-1.4 0.1+1.3 -0.4-0.5

12 min -0.3t1.6  -0.9-0.2 0.2+1.1 -0.2-0.6 0.5+1.7 -01-1.1 0.2+0.9 -0.1-0.6

15 min -0.1+1.3a  -0.6-0.4  0.4+1.2ab  0.0-0.8 0.8+1.3b  04-13 04+1.0ab 0.0-0.8

18 min -0.1+1.0a  -0.5-0.2 0.7+1.2b 0.3-1.1 0.9+1.2b  05-1.3 0.3x09ab 0.0-0.7

21 min 0.0t0.9a  -0.3-0.3 0.7+1.1b 0.3-1.1 0.8+1.3b 04-1.3 05x09ab 0.2-0.8

24 min 0.1#0.8a  -0.2-0.3  0.8#0.8bc  0.6-1.1  1.0+1.0bd 0.6-1.3 0.4+0.7ac 0.2-0.6

27 min 0.2#0.9a -0.1-05 0.7+1.0ab  0.3-1.0 1.0¢1.0b 06-1.4 0.5+0.9ab 0.2-0.8

30 min 0.0+1.0a  -0.3-04  0.7+1.0bc  0.4-1.1 1.0¢1.1bc  0.6-1.3 0.6+0.8abc 0.3-0.8

603  Legenda: desvio-padrao (DP); intervalo de confiangca a 95% (IC 95%); minutos (min).

604 Letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre as médias dos digitos

605  NnO mesmo momento

606

607 N&o foi observada diferenca estatistica nos parametros frequéncia cardiaca,

608 pressdo arterial sistolica, temperatura retal e temperatura periférica quando

609 comparados os momentos apoés, 10, 20 e 30 minutos em relacdo ao momento antes

610 (tabela 4).

611

612

613

614
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Tabela 4. Frequéncia cardiaca (bpm), pressao arterial sistdlica (mmHQ),
temperatura retal (°C) e periférica (°C) avaliadas antes, apds, e a cada 10 minutos

até 30 minutos apos a realizacdo do teste de estresse ao frio.

Parametro Tempo Média Desv~|o— Interyalo de Valor-p*
padrao confianca
Antes 114 21 106 — 121 -
Frequéncia Apé_s 113 16 108 - 119 >0.9999
cardiaca 10 min 108 17 101 - 115 0.7424
20 min 105 19 97 — 112 0.3092
30 min 104 17 96 —111 0.2343
Antes 142 39 128 — 157 -
Pressio arterial Apé_s 138 36 125 -152 0.9941
sistolica 10 min 140 39 125 -154 0.9991
20 min 138 37 123 - 152 0.9906
30 min 141 40 125 - 156 >0.9999
Antes 38.8 0.4 38.7-39.0 -
Temperatura retal Apé; 38.9 0.4 38.7-39.0 0.9810
°C) 10 min 38.8 0.4 38.7 - 38.9 >0.9999
20 min 38.7 0.4 38.6 — 38.9 0.8949
30 min 38.7 0.3 38.6 —38.8 0.8813
Antes 37.3 0.9 36.9 - 37.6 -
Temperatura Apc')§ 37.0 11 36.6 —37.4 0.7689
eriférica (°C) 10 min 36.9 0.9 36.6 —37.3 0.6301
P 20 min 36.9 0.9 36.6 — 37.2 0.6215
30 min 36.8 0.9 36.5-37.1 0.3692

*Diferenga entre cada momento em relagdo ao “momento antes”.

6. DISCUSSAO

Com base na andlise dos resultados, verificou-se que, em caes, 0 género
nao interferiu na resposta de reaguecimento apds o teste de estresse ao frio. Além
disso, o teste a 12°C durante 5 minutos de imersdo néo levou a alteracdo nos
parametros de frequéncia cardiaca, presséao arterial sistélica, temperatura central
ou periférica, demonstrando ndo causar interferéncia nos parametros

cardiovasculares avaliados durante a realizacao deste teste.

Em humanos, sabe-se que ha correlagdo entre as regides dorsal e palmar
das maos, sendo a regido palmar mais quente. Neste estudo, as mensuracdes de
temperatura foram realizadas exclusivamente na regido plantar, pela caracteristica
glabra da superficie. Em humanos, as regides glabras como as palmas e solas sao
inervadas exclusivamente por nervos simpaticos noradrenérgicos vasoconstritores,

comparados as areas de pele ndo-glabras, que sédo inervadas por ambos 0s ramos
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do sistema nervoso autbnomo. Esta distincdo € fundamental, porque as
anastomoses artério-venosas existem quase que exclusivamente na pele glabra,
onde sao inervadas exclusivamente e pesadamente por fibras vasoconstritoras
simpaticas. Em cées, o leito vascular da extremidade do membro é inervado por
receptores do tipo alfa constritores e receptores colinérgicos e adrenérgicos
dilatadores estdo minimamente presentes, sem evidéncia de fibras dilatadoras

autondmicas colinérgicas (GREEN et al., 1956).

Os estudos sobre a temperatura e padrao de reaquecimento das maos
datam de 1950, e desde entdo, inUmeras pesquisas vém sendo realizadas a fim de
compreender a curva de reaguecimento. Entretanto, o processo de controle de
temperatura € considerado complexo e ndo completamente compreendido
(LEIJON-SUNDQVIST et al., 2017). Em humanos, sabe-se que diversos fatores
podem interferir na resposta ao teste de estresse ao frio (LEIJON-SUNDQVIST et
al., 2015), como idade (LINDSELL, GRIFFIN, 2002; LAHIRI et al., 2020),
condicionamento fisico (KERAMIDAS et al., 2010), habituacdo a temperaturas
ambientais mais baixas (LIVINGSTEONE, 1976; O'BRIEN,2005; BRANDSTROM
et al., 2013; NORHEIM et al., 2018), estresse (MOLINE et al., 2017) e variacdes
intrapessoais (quando as mensuracbes sdo realizadas em dias diferentes)
(DUPUIS, 1987; ANDERSON et al., 2007; MANSON et al.,, 2003; LEIJON-
SUNDQVIST et al., 2015) e interpessoais (BARTELINK et al., 1993a;
BRANDSTROM et al., 2013). Desse modo, ainda sé&o realizados estudos buscando
a padronizacdo dos mapas termograficos dos membros em pessoas sadias (GATT
et al., 2015; NORHEIM et al., 2018). No presente estudo, procurou-se padronizar o
grupo amostral, sendo selecionados animais jovens (2-8 anos), de mesmo escore
corporal, temperamento, e pelagem, além de estarem sob as mesmas condi¢cfes

climaticas, por habitarem a mesma regido demografica.

No presente estudo, ndo foi observado efeito do género sobre a curva de
reaquecimento. Estudos em humanos, entretanto, apresentam resultados
controversos (BARTELINK et al., 1993a; POLLOCK et al., 1993; UDDIN et al., 2014;
LAHIRI et al., 2020). Alguns estudos demonstram que mulheres tém menor
velocidade no reaquecimento do que os homens (BARTELINK et al., 1993a;
POLLOCK et al., 1993; UDDIN et al., 2014). Todavia, segundo Geuters et al. (2005)
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e Lahiri et al. (2020), ndo ha diferenca no padrdo de reaquecimento entre 0s
géneros. Uma hipétese € a de que, se os individuos possuirem a mesma
porcentagem de gordura corporal e area de superficie corpérea, a resposta a
exposicdo ao frio é a mesma (TIKUISIS et al., 2000). Isso pode justificar porque no
presente estudo ndo houve diferenca, uma vez que o0s animais analisados

apresentaram tamanhos e escores corporais semelhantes entre si.

Uma das principais caracteristicas da imagem térmica na medicina € a sua
simetria de temperatura em individuos sadios (VIANNA et al., 2020). Nos caes
deste estudo, no momento basal, ndo foi verificada diferenca estatistica de
temperatura entre as extremidades direita e esquerda, assim como nas maos e pés
em humanos (GATT et al., 2015). Em pessoas sadias, antes da realiza¢ado do teste
de estresse ao frio, a temperatura varia entre os estudos, sendo descrito média de
31.1+2.3°C (IC 95%: 30.2-32.1°C) (BRANDSTROM et al.,, 2008), 32.2+1.7°C
(LEIJON-SUNDQVIST et al., 2017), 30.6°C (ISHITAKE et al., 2011) e 30.9+3.5°C
(ANTONIO-RUBIO et al., 2015). Nos caes deste estudo, a temperatura basal foi de
29.0+3,1°C (1C95%: 27.8-30.1 °C). Em pessoas com disturbios vasculares e
neuropaticos, todavia, a temperatura basal é mais baixa, como observado na
neuropatia diabética (28.1+1.34°C) (BHARARA et al., 2008), na doenca de
Parkinson (28,9+3,4°C) (ANTONIO-RUBIO et al., 2015) e na sindrome da vibragéo
braco-mao (27.4°C) (ISHITAKE et al., 2011).

Imediatamente apos a realizacao do teste, a temperatura foi de 19.9+3.1°C
(1C95%: 18.9-21.0°C), semelhante ao observado em humanos sadios submetidos
ao teste de estresse ao frio por Leijon-Sundqvist et al. (2015) (20,1+£1,7°C) e
Brandstrom et al (2008) (18°C). Todavia, foi observado que, nos cées, houve queda
da temperatura de 9.1°C, resultados maiores do que o verificado por Norheim et al.,
(2018) (diminuicéo de 6.7°C), o que pode ser atribuido a diferentes metodologias
empregadas, uma vez que este Ultimo usou temperatura maior (20°C) e menor
tempo de exposi¢éo (1 minuto). Isso fica muito evidente ao comparar os resultados
com o estudo de Geurts et al. (2005), que, ao realizar o teste com imersao das
maos em agua a 8°C durante 30 minutos, verificaram na temperatura mais baixa
(14.2£1.9°C) logo ap0s a emersao em relagéo ao presente estudo, demonstrando

a elevada variabilidade na temperatura de acordo com a metodologia empregada.
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Ha grande variabilidade na resposta de reaquecimento, mesmo entre
individuos sadios (LEIJON-SUNDQVIST et al.,, 2015). Desse modo, varias
metodologias sao utilizadas durante a execug¢éo dos estudos a fim de diminuir esta
variabilidade. Uma delas se baseia na formacdo de grupos com base nas
temperaturas iniciais préximas entre si, formando os grupos reaquecimento rapido
e reaquecimento lento (BRANDSTORM et al., 2008; LEIJON-SUNDQVIST et al.,
2015), uma vez que sabe-se que individuos que apresentam menor temperatura
média das maos antes do teste tém a resposta de reaquecimento mais lento
(NORHEIN et al., 2018). Outra abordagem utilizada é feita a partir da classificacao
da temperatura durante a recuperacdo, dividindo a populacdo geral em trés
subgrupos, com resposta de reaquecimento normal, com atraso moderado ou
atraso acentuado (DUPUIS, 1987; BRANDSTROM et al., 2008; BRANDSTROM et
al., 2013) ou resposta lenta, moderada e acentuada (NORHEIM et al., 2018). Por
este ser o primeiro estudo sobre padrao de reaquecimento em caes, n0s buscamos
obter uma visédo geral do padréo termografico apds o teste de estresse ao frio. A
partir destes resultados, estudos futuros podem permitir a classificagcdo dos animais

em diferentes categorias, assim como realizado em humanos.

A comparacdo da curva de reaquecimento dos cdes com estudos em
humanos é dificil, devido a diferentes abordagens metodoldgicas. Entretanto, em
estudos com semelhancas de temperatura e tempo, como de Dupuis (1987), o
reaquecimento comecou nas regides mais distais das extremidades, sendo menor
nas regides proximais. Lindsell e Griffin (2002), realizando o teste a 15°C durante
5 minutos, verificaram aumento de 4°C em 163 segundos, semelhante ao
observado em caes deste estudo, em que houve aumento de 3.7°C em 180
segundos (3 minutos). No momento 6 minutos, a temperatura da extremidade
testada foi semelhante a de pessoas sadias de reaquecimento normal do estudo
de Brandstorm et al. (2008), ao utilizar temperatura de 10°C durante 10 minutos de

imersao.

Uma das vantagens do teste de estresse ao frio € que, ao final, é possivel a
obtencdo de um grafico que indica indiretamente a circulagéo periférica (Voelter-
Mahlknecht et al., 2005). Verificamos um padréo de reaquecimento, o que também

foi observado por Leijon-Sundqvist et al. (2015) em humanos sadios.
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N&o existe um consenso em relacdo ao tempo necessario para 0
reaquecimento, entretanto, alguns autores sugerem que 10 a 15 minutos seriam
suficientes para o reaguecimento das maos (CHLEBICKA et al., 2013; ALLEN et
al., 2014; CAPPELLA et al., 2015; SCOLNIK et al., 2016; HORIKOSHI et al., 2016).
Manson et al. (2003) consideraram reaquecimento normal aqueles que tiveram
aumento de 4°C em 300 segundos em teste a 15°C durante 5 minutos. Ao realizar
o teste a 20°C por 1 minuto, com 260 soldados sadios, Norhein et al. (2018)
observaram recuperacao da temperatura em 4 minutos em 90% dos participantes.
Brandstorm et al. (2008) verificaram que, em 15 minutos, as pessoas classificadas
como reaquecimento normal ja haviam retornado a temperatura basal, entretanto,
agueles dos grupos lento e moderado, trinta minutos ndo foram suficientes para
restabelecimento da temperatura. Diferentemente de Brandstorm et al. (2008),
Bartelink et al. (1993a) nao classificaram os individuos de acordo com a velocidade
de reaquecimento, e eles observaram que, a 16°C durante 5 minutos de imersao,
as pessoas sadias nao tiveram o restabelecimento da temperatura basal durante
os 20 minutos de avaliagdo. Ao comparar a curva de reaquecimento dos caes com
o estudo de Dupuis (1987), que realizou o teste nas mesmas condi¢cdes (12°C
durante 5 minutos), é possivel verificar gue em caes o reaquecimento foi mais lento
do que em humanos. De acordo com sua classificacdo, a temperatura média em
individuos com a recuperagdo normal é de 28°C ou mais dentro de 15 min apds a
realizacdo do teste, o que ndo ocorreu nestes caes, em que, no momento 15
minutos, apresentaram temperatura média de 26.4+4.1°C (25.0 — 27.8°C). Desse
modo, se aplicada a classificacdo utilizada por Dupuis (1987), os cées seriam
classificados como reaquecimento de “atraso moderado”, uma vez que 0s mesmos

alcangaram a temperatura média 228°C dentro de 16-30 minutos apoés o teste.

E dificil explicar o mecanismo exato para justificar este atraso na
recuperagdo da temperatura dos caes em relagdo aos seres humanos. Fatores
bioldgicos e hemodinamicos podem influenciar no resultado do teste, como indice
de massa corporal, quantidade de tecido subcutaneo e o volume da mao
(BARTELINK et al., 1993a). Os cdes podem também ter maior tonus vascular, o
que resultaria em menor fluxo sanguineo e menor taxa de recuperagdo da
temperatura apoés o teste, uma vez que em humanos a variabilidade intraindividual

pode ser atribuida a diferentes tdnus simpatico durante a realizacdo do TEF
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(ANDERSON et al., 2007). Outra hipétese pode ser atribuia a menor espessura da
epiderme, quando comparado com o de humanos, o que resultaria em menor
capacidade de retencéo de temperatura (KULS et al., 2017). Além disso, sabe-se
que existe uma correlacao positiva entre a taxa de recuperagédo da temperatura e
a capacitancia (YOSHIDA-AMANO et al., 2017), o que poderia justificar a diferenca
entre a velocidade de reaquecimento entre humanos e caes, uma vez que este
altimo apresenta menor capacitancia (relacionada com a quantidade de agua no
estrato cOrneo). Além disso, diferentes temperaturas da agua ou tempo de
exposicao entre os estudos podem justificar estas diferencas na velocidade de
recuperacdo. A temperatura ambiente distinta entre os estudos também influencia
de maneira significativa na velocidade de reaquecimento, um vez que ja foi
demonstrado que 4°C de diferenca entre as salas reduziu de 92% a 8% a
porcentagem de pessoas que tiveram o reaquecimento normal apds 12 minutos de
imersdo em agua fria (CLEOPAS et al., 1982). Desse modo, para evitar que
influéncias externas, como temperatura e tempo de exposi¢cao ao frio alterem a
resposta de reaquecimento, € importante que o0s pesquisadores sigam
metodologias semelhantes durante a execucdo deste teste, a fim de permitir a

comparacao entre as pesquisas.

Os vasos sanguineos apresentam elevada sensibilidade a estimulos
exdgenos e enddgenos (BARTELINK et al, 1993b), o que pode explicar o elevado
desvio-padrao observado tanto em humanos, como nos animais deste estudo. A
variacdo enddgena na resposta pode ser atribuida a variabilidade interindividual,
nao podendo ser controlada. Sob condi¢cdes fisioldgicas, o fluxo sanguineo varia
muito em um curto periodo de tempo, gracas a rica presenca de anastomoses
arteriovenosas nas extremidades (LEIJON-SUNDQVIST et al., 2017).

Em humanos, apesar de nao haver diferenca na temperatura entre os lados
direito e esquerdo (LINDESSELL et al., 2002; GATT et al., 2015), ja foi observado
diferenca no padréo de reaquecimento entre 0s membros ap0s a realizacédo do
teste de estresse ao frio (LEIJON-SUNDQVIST et al., 2015). No presente estudo,
entretanto, optou-se por observar se haveria mudanca de temperatura no membro
contralateral ndo submetido ao teste. O controle vasomotor é realizado tanto por
sinais centrais como periféricos (ADAIR & BLACK, 2003, MOUROT et al., 2009).
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Apesar de nao significativo, houve diminuicdo da temperatura do membro
contralateral ndo testado logo apds a emersao, assim como observado por Mourot
et al. (2009), ao realizar teste pressérico em humanos sadios. Isso pode ocorrer
como uma resposta reflexa ao estimulo local ou por mecanismos centrais
(NORRBRAND et al., 2017). Ao submergir uma das méaos em agua a 8°C durante
30 minutos em 13 dias consecutivos, Mekjavic et al. (2008) verificaram efeito
sistémico promovido pelo teste, uma vez que houve diminuicdo na resposta de
vasodilatacao induzida pelo frio na méo testada e na contralateral. Todavia, estes
resultados sdo controversos, uma vez que Daanem et al. (2012), ao imergir maos
e pés em Aagua, ndo verificaram alteracdo da temperatura nas extremidades
contralaterais, e o aumento da temperatura dos dedos dos pés e diminuicdo da
temperatura dos dedos das méos ocorreram apenas nas extremidades testadas.

No nosso estudo foi verificado que houve aumento significativo na
temperatura do membro contralateral a partir de 3 minutos apés a realizacdo do
teste. Lahiri et al. (2020) e Jansky et al. (2003) também verificaram lento aumento
da temperatura no membro ndo testado. Antonio-Rubio et al. (2015) também
verificou vasoconstricdo generalizada reflexa durante a realizagao do teste, a partir
da observacdo da diminuicdo da temperatura da extremidade contralateral, além
de vasodilatacdo durante o momento recuperacdo, com temperatura da
extremidade da méo controle alcangando 32.3+3.7°C, maior do que no momento
basal (30.7+4°C). Isso pode ser explicado devido ao efeito central da estimulagao
do SNS, a partir de variacdo dos parametros de frequéncia cardiaca, pressao
arterial e temperatura timpanica (JANSKY et al., 2003). Todavia, apesar de ter sido
observado aumento da temperatura do membro contralateral nos cades deste
estudo, o que pode ser explicado pela vasodilatacdo sistémica para o
restabelecimento da temperatura da extremidade testada (MEKJAVIC et al., 2008),
nao foi verificada diferenca significativa nos parametros cardiovasculares
avaliados. Uma possivel explicagdo seria a maior sensibilidade vascular, se
comparado com os demais parametros testados (BARTELINK et al., 1993b). Outros
mecanismos, ainda desconhecidos, também podem estar envolvidos nessa
resposta, sendo necesséario mais investigacoes, incluindo mensuracdes de fluxo

sanguineo, estudos clinicos, fisioldgicos e bioquimicos (LAHIRI et al., 2020).
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A principal diferenca entre o teste de estresse ao frio e o teste pressoérico ao
frio € a temperatura da agua onde o membro é submergido. O teste pressoérico ao
frio utiliza temperaturas extremas (1 - 5°C por 1 a 6 min) de modo a induzir dor por
estresse ao frio, com consequente estimulacdo do sistema nervoso simpético e
liberacdo macica de norepinefrina, resultando em alteragbes no sistema
cardiovascular, como aumento da frequéncia e contratilidade cardiaca
(SILVERTHORN, MICHAEL, 2013). Estas temperaturas mais baixas apresentam
maiores significancias diagnosticas, entretanto o sofrimento dos individuos é
severo durante a realizacdo do teste (LASKAR, HARADA, 2005). Além disso,
temperaturas extremamente baixas podem levar a vasodilatacao induzida pelo frio
e hunting reaction, que consistem em mecanismos de protegdo contra lesdes
(LASKAR, HARADA, 2005; FLOURIS et al., 2008). Desse modo, temperaturas mais
elevadas passaram a ser aceitaveis para a realizacéo do teste (LASKAR, HARADA,
2005). A temperatura de 12°C e tempo de imersédo de 5 minutos foram escolhidas
neste estudo uma vez que, nestas condi¢cdes, 0 teste provoca vasoconstricdo
suficiente com minimo sofrimento (LASCAR, HARADA, 2005). Desse modo, era
esperado que ndo houvesse alteracdo dos parametros cardiovasculares testados,
como observado. Além disso, a temperatura e tempo de exposi¢cao também nao

foram suficientes para alteragéo da temperatura central e timpanica.

Em alguns casos, medidas das temperaturas dos dedos podem mostrar mais
informacdes da circulacao periférica do que a temperatura média das maos
(DUPUIS, 1987). No presente estudo, 0os cées apresentaram recuperacdo da
temperatura longitudinal-distal logo apos o teste, assim como as pessoas sadias ha
pesquisa de Viana (2020). Entretanto, nas pessoas que apresentavam esclerose
sistémica, a curva se manteve negativa durante todo o momento de avaliagédo (15

minutos).

Em relagcéo a diferenca longitudinal-distal, estudo em humanos verificaram
diferenca significativa entre a superficie plantar e a temperatura dos dedos polegar
e minimo (0.84°C nos pés e 1.44°C nas maos), e do polegar em relacdo aos demais
digitos (GATT et al., 2015), o que nao foi observado no presente estudo, uma vez
gque a temperatura nestes pontos foi estatisticamente igual. Além disso, Gatt et al.

(2015) também observaram variagéo de temperatura entre os dedos, com os digitos
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plantares 1 e 5 mais quentes que os demais, 0 que nao foi observado nos cées.
Em humanos, as maiores temperaturas dos digitos 1 e 5 da regido plantar foram

atribuidas ao maior suprimento sanguineo destes (Gatt et al., 2015).

Diferengas longitudinal-distal maiores que 1°C apresentam elevada
especificidade para doenca vascular estrutural de base (Anderson et al., 2007).
Todavia, diferencas de até 3°C foram observadas em pessoas sadias apls a
realizacdo do teste de estresse ao frio, 0 que € atribuido a forte vasoconstricao
periférica nestes individuos (DUPUIS, 1987). No presente estudo, a maior diferenca
de temperatura encontrada foi de 1°C.

Na medicina humana, o teste de estresse ao frio auxilia no diagndéstico
precoce de diversas doencas, como a doenca de Parkinson (PURUP et al., 2020;
ANBALAGAN et al., 2021), sindrome de Raynaud (VIANA, 2020), neuropatia de
fibras finas e inflamatdria (FARIA et al., 2021) e neuropatia diabética (BHARARA et
al.,, 2008; BALBINOT et al., 2012). Conhecer o padrdo de temperatura e
reaquecimento das regifes palmares e plantares em individuos sadios fornece
informacdes clinicas importantes que ndo sao alcancaveis por outras modalidades
diagnésticas e pode ser (til quando for comparado com individuos doentes
(LINDESSELL et al., 2002; GATT et al. 2015). Na medicina veterinaria, ndo ha
estudos que determinem qual a resposta de reaquecimento apés o teste de
estresse ao frio em cédes. A partir deste estudo, outras pesquisas poderdo ser
realizadas em cdes com suspeita de disturbios vasculares ou autondémicos e,

assim, determinar a capacidade diagnostica deste teste.

7. CONCLUSAO

Este € o primeiro estudo de padronizacdo do teste de estresse ao frio em
cées. A partir da analise dos resultados, foi verificado a temperatura inicial média
das extremidades testada e controle antes do teste era de 29+3.4°C e 29.1+3.4°C,
respectivamente, sendo logo apdés o teste as temperaturas de 19.9+3.1°C da
extremidade testada e 28.8+3.7°C do controle. Apds que 18 minutos a temperatura
da extremidade testada voltou a ser estatisticamente igual a0 momento anterior ao

teste. Nao houve diferenca no padréao no padréo de reaguecimento entre machos
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e fémeas. Além disso, apesar de néo ter sido submetida a nenhuma intervencao,
na extremidade néo testada ocorreu aumento significativo da temperatura a partir
do momento 3 minutos apds a realizacdo do teste, persistindo durante os 30
minutos de avaliacdo. Ndo houve mudancas na frequéncia cardiaca, pressdo
arterial sistdlica e nas temperaturas retal e periférica em nenhum dos momentos,
quando comparado ao momento anterior a realizacdo do teste. A analise do
gradiente térmico longitudinal revelou valores constantes ao longo de todo o
periodo de avaliacdo em todos os digitos, sendo a maior diferenca de temperatura
de 1°C

Com estes dados agora disponiveis é possivel realizar estudos em cédes com
disfuncbes autondmicas e vasculares de modo a avaliar a sensibilidade diagnéstica

e prognostica deste teste.

8. IMPACTO ECONOMICO, SOCIAL, TECNOLOGICO E/OU
INOVACAO

Por meio deste estudo, fornece base para criagdo de um novo método para
diagnéstico de disfuncdes autondmicas e vasculares em cédes com a termografia,

sendo um método pouco invasivo e acessivel.
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