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Abordagem do conteudo

1) Definicdo de bem-estar animal
+ 2) Desmame de suinos

» 3) Manejo de ovinos

* 4) Desmame de equinos

+ 5) Discusséo
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Bem-estar animal

+ Bem-estar animal é o estado de um
individuo, com relagéo as suas tentativas de
adaptacdo ao meio-ambiente e inclui saude
e emocgoes.

Zanella, 2011 — adaptado Broom, 1996; Duncan 1993; Fraser & Duncan, 1993
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Bem-estar animal

» A organizagdo do sistema nervoso central
determina a habilidade do individuo em
responder aos desafios do ambiente.
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Trajetoria do cérebro e bem-

estar animal
e
| ¥

* A “arquitetura do cérebro”:

« 1) Orquestrada por fatores
genéticos

* 2) Modulada nos estagios
iniciais de desenvolvimento

» 3) Alterada em periodos de
“plasticidade”

.
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Trajetoriado cérebro e bem-
estar animal

* O ambiente social,
dado a sua
complexidade, é um
dos mais
importantes
aspectos que facilita
a organizacao do
cérebro em
desenvolvimento.
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Trajetoria do cérebro e bem-
estar animal

* Interacdes mée e filhos
representam um dos
primeiros recursos de
informacé&o social
recebido pelo cérebro em
desenvolvimento.

ANIMAL WELFARE
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Medidas relevantes ao cérebro

» Eu vou utilizar o nosso trabalho sobre
desmame de suinos e manejo de ovelhas
durante a gestacao para ilustrar a
metodologia que utilizamos.
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Medidas relevantes no
cérebro

» N6s estudamos mudancas no
desenvolvimento (agressdo, comportamento
anormal, medo), memaria, alguns aspectos
da organizacao do sistema nervoso central
em leitBes e cordeiros.
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Expectativas

* Ambiente adverso
Estresse

— Perda de neurénios

— Atrofia de dendritos

— Comprometimento
cognitivo

— Problemas
emocionais
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Expectativas
* Ambiente positivo
Ajustamento
— “Proliferagéo de
neurdnios
— Arborizacéo dos
dendritos
— Melhoria na
capacidade cognitiva
— “Homeostase”
emocional
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Modulacdo de emocgdes=
neuroesteroides

» Receptores para Glicocorticéides receptors
(GR)
— Glicocorticéides (GC)
« Cortisol
« Corticosterona

Modulacdo de emocgdes=
neuroesterodides

* Mineralocorticoides (MR)

— Mineralocorticoides (MC)
+ Aldosterona
— Glicocorticéides (GC)




Estresse e o cérebro

Densidades elevadas de receptores GR e MR séo
encontradas no cortex frontal, amigdala, ndcleo para-
ventricular e hipocampo.

Distribuicéo das enzimas 11RHSD1 e 11RHSD2 é menos
conhecida

A influéncia daidade do
desmame na agressividade de
leitdes em crescimento

Yan Yuan, Jarno Jansen Debbie Charles and Adroaldo J.
Zanella (AABS-2004)
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Objetivo
» Determinar o impacto do
desmame precoce (9-12
dias) na ocorréncia de
agressdo as 9 semanas
de idade

Hipotese
> Desmame prematuro
aumenta os niveis de
agressdo em suinos
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Métodos
Animais
» 48 animais de 6 leitegadas, 4 EW & 4
CW!/leitegada
» EW desmamados entre 9-12 dias de idade
» CW desmamados entre 21-23 dias de idade

> 4 leitdes de cada leitegada/baia
(0.4 m?/animal, 100% piso ripado)
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Metodos

Agrupamento
» Re-agrupados as 9 semanas de idade (péso)
> Transportados por 10 minutos

> 6 EW e 6 CW p/ baia (0.8 m?/animal, 100%
piso ripado)
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INDICATORS

Métodos

Medidas de agressao
> 3 dias ap6s o reagrupamento
» Duragdo, iniciador e resultado

Analise
» General linear mixed model (SAS 8.2)
> Somente pares EW-EW e pares CW-CW
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Numero de interagbes agressivas

8 Dia x idade do desmame, p<0,05
>
2
o EW
(o))
© CWwW
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Dias apds ao re-agrupamento
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Duracdo média dos encontros agressivos

Dia x idade do desmame, p<0,01

dia (segundos)

530 mé

Durag

Dias apés o re-agrupamento
- awin DI

6, ANIMAL WELFARE

< INDICATORS

Resultados “evidentes” das interagdes agress a

Dia x idade do desmame, p=0,28

Resultados evidentes (%)

Dia ap6s o re-agrupamento
-awin D
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Iniciador” ndo venceu
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©
% Dia x idade do desmame, p<005
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S
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Discusséo 5,
No primeiro dia apés o reagrupamento leitdes
desmamados de forma prematura:

» Mostraram tendéncia de demonstrar agressividade
“mais” frequentemente

» Mostraram periodos mais prolongados durante as
interacdes agressivas

» Mostraram tendéncia de vencer um ndmero mais

reduzidos das “brigas” que iniciaram

“awin 25
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Discusséao

Efeitos somente foram encontrados no dia 1
apoés o re-agrupamento
> Aprendizado social? (van Putten and Buré 1997)

» Deficiéncias no processamento de informagao

durante periodos de estresse ? (Laughlin and Zanella,
2003; Souza & Zanella, 2004)
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Desmame precoce e
agressao: investigando
possiveis mecanismos

(Laughlin e Zanella, 2003)

Desmame precoce e algumas i
medidas cognitivas '

» Leitbes desmamados precocemente (<12 dias
de idade) demonstraram niveis mais elevados
de agressao do que animais desmamados de
forma convencional (21-23 dias de idade) (Yuan
et al., 2004).

Hipdtese

Leitbes com bom desempenho no labirinto
“Morris” utilizarao “informagdes” sobre
encontros prévios para minimizarem agressao
quando agrupados com animais familiares.

(Siegford et al., 2004; Souza & Zanella, 2004)
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Métodos = labirinto de agua

* Os leitdes sdo liberados de pontos diferentes

+ O teste encerra quando a plataforma é
localizada

* Tempo maximo de 120 segundos

* Os leitdes sdo guiados até a plataforma,
caso nao tenham sucesso

AAAAAAAAAAA
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Plataforma submersa

=
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» Um teste consiste de 7 exposigdes ao “labirinto”
» 10 minutos de intervalo entre as exposicoes

» Plataforma e ponto de partida sdo mantidos

+ Tempo necessério para encontrar a plataforma é
anotado e comparado

s
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Grupos experimentais

* Desmamados precocemente (EW)
— 12 dias de idade

* Desmamados de forma convencional (CW)
— 21 dias de idade

» Controle de leitegada e selecao genética

» Leitdes foram testados no dia 14 e dia 23
de idade (2 dias ap6s o desmame)

.
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Estresse

* Leit6es foram expostos a 15 minutos de
isolamento social

¢ Cortisol na saliva aumenta de forma
significativa (estresse)

¢awin >q,
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Desmamados precocemente — d14

(Laughlin & Zanella, 2403) aVVI n )S
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Leitdes ndo desmamados — d14

controle

(Laughlin & Zanella, 20t o
Cawin B
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Desmamados de forma convencional - ¢

A

control

(Laughlin & Zanella, 200: 5aWin )S
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Anédlise da expressédo de genes em cérebro de
suinos desmamados precocemente e
submetidos a stress por isolamento social

1) Poletto, R.; Steibel, J.P.; Siegford, J. & Zanella,
A.J. (Brain Research, 2004)
2) Poletto, R.; Steibel, J.P.; Siegford, J. ; Coussens,
P. & Zanella, A.J. (Brain Research, 2004)

Genes relacionados com |

stress
Receptor para Receptor para
glicocorticéide mineralocorticoide
\ receptor

Modula a resposta ao
estresse
S awin DN
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Genes relacionados com

stress
118 hydroxysteroid 118 hydroxysteroid
dehydrogenase-1 dehydrogenase-2

N\ /

Regula a acdo dos glicocorticdides
Metabolismo: cortisona=inativo

11B-HSD1 pode transformar cortisona em
glicorticdide ativo
- awin DI

ANIMAL WELFARE
..........

14



* Real-Time RT-PCR
- Examinar expresséo dos genes relacionados ao
estresse:
- “genes relacionado ao estresse”
-11B-HSD1  -11R-HSD2
-MR -GR
- Quantificacéo relativa (Livak, 1997)
- T-test

" awin >
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Resultados: hipocampo

Genes x idade (p = 0.006)

- Leitdes de 12-dias ¥ 11 R HSD2*, VY GR***,
VMR' comparado com leitdes de 23-dias

p<01=1,p<005=%* p<0.001 = **

" awin >
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Resultados: hipocampo

Desmame precoce diminuiu a expresséo dos 4
genes testados (p=0.004)

- Desmame convencional ndo alterou a
expressao dos genes testados (p = 0.17)

p<01=1, p<0.05=% p<0.001 = *k*

¢awin >q,
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Discussao

* Nossos dados sobre
expressao de genes
indicam que os genes
associados com a
resposta ao estresse séo
alterados em suinos
desmamados
precocemente.

awin 25
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Scotland on Sunday,
09/06/2013

Reportagem sobre o trabalho de pequisa que desenvolvemos (Coulon, et al., 2012)

Unbeoen bables primed for lifetime of mental disonter

‘ANIMAL WELF AR
INDICATORS

Relacdo homem-animal

» A) Resposta dos cordeiro ao tratamento
positivo e negativo nas Ultimas dez semanas
de gestacao
— Consequéncias de desafios no periodo pré-natal

e neonatal no bem-estar e saude animal

awin S
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Medidas relevantes ao cérebro

No6s estudamos comportamento, cognigéo e alguns
aspectos da organizagéo do sistema nervoso central
em cordeiros, filhos de ovelhas que receberam:
interacdes positivas (POS) ou negativas (NEG) no
final da gestagéo.

Coulon M., Wellman C.L., Marjara |.S., Janczak A.M., A.J. Zanella. (2013);
Hild S, Coulon M, Schroeer A, Andersen IL and Zanella AJ (2011).
Hild S*, Coulon M*, Schroeer A, Janczak AM and Zanella AJ (2011).

s
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Interagdo homem e animais

«* Manejo negativo
Bem estar comprometido
(Hemsworth & Coleman, 1998 )

** Manejo positivo
Melhoria no bem-estar
(Waiblinger et al., 2006)

e Qvelhas durante o periodo do parto sdo mantidas, muitas
vezes em proximidade com humanos
- awin O,
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Nosso estudo

- Estresse durante a gestacéo:

— Pode afetar o feto com consequéncias para
aspectos comportamentamentais e de
desenvolvimento (weinstock, 2008)

— O cérebro do feto é vulneravel ao excesso de
hormonios glicocorticéides, que pode passar
pelas barreiras da placenta.

.
- awin bla
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Objetivos do estudo

» Testar o efeito de 5 semanas de manejo
positivo our negativo no periodo pré-natal
— Comportamento maternal
— Comportamento dos cordeiros as 4 semanas

— Expressao de genes e morfologia do cérebro
as 4 semanas

.
- awin

Expectativas

» Tratamento positivo
— melhor comportamento maternal
— cordeiros menos estressados
— cordeiros mais ajustados

» Cordeiros estressados no periodo pre-natal
— expostos a hormonios glicocorticéides

— consequéncias para a expressao de gens no
cérebro, morfologia e comportamento

6, ANIMAL WELFARE
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Tratamento prenatal

« Ovelhas (Norwegian-dala),gestacéo gemelar,
foram manejadas por 10 minutos 2 X ao dia
nas ultimas 5 semanas de gestacao
(Mcintosh et al.,1979 )/

e Tratmentos:

— POS: Ovelhas manejadas positivamente

* Comportamento calmo, sentado, voz baixa e
sem contato direto (olhar)

— NEG: Ovelhas manejadas negativamente

e gritos, pulos, correndo, movimentos bruscos
7]
awin
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http://imagierdubelair.files.wordpress.com/2008/02/brebis-et-agneau.jpg

Resultados

+ Tendéncia para niveis mais elevados de
cortisol em ovelhas manejadas
negativamente do que as fémeas
manejadas de forma positiva

» Concentracao mais elevada de cortisona
na placenta de ovelhas tratadas
positivamente

) _ Atividade enzimatica (HSD) reduzida em

ovelhas trat i Wilﬁamente ? > S

6, ANIMAL WELFARE
INDICATORS

Resposta ao experimentador

» Cordeiros NEG mostraram-se menos ativos,
exploraram o ambiente menos e vocalizaram com menor
intensidade na presenc¢a de humanos.

» Cordeiros NEG demoraram mais para aproximar-se da
area onde estava o experimentador

win >
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Medo e labirinto

» Os cordeiros NEG
permaneceram mais
tempo longe da area onde
0 guarda-chuva abriu do
que os cordeiros POS

M Coulon, S Hild, A Schroeer, A Janczak, A] Zanella, Physio & Behav. 2011

" awin >
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Memoria de espaco
»Uma reducéo numérica.
no tempo para a concluséo
do labirinto entre o
primeiro e o segundo teste
para os cordeiros no
tratamento POS (11.43
segundos mais rapidos)
comparados com os
cordeiros NEG (3.12
segundos)

M Coulon, S Hild, A Schroeer, A Janczak, A] Zanella, Physio & Behav. 2011

- awin S

Coulon et al.(2013)

*Golgi-Cox

. * 200 pm do cortex frontal e
Amostras de 5 cordeiros por hipocampo

tratamento foram coletadas « Slides montados e
revelados

* Morfologia, arborizagéo,
estudada

g8
5'

/ Number of spines
in dentrite of

- apical neurone
¢awin 25
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Coulon et al.(2013)

« Nos ramos terminais dos dendritos (min
30um) em cada neurdnio piramidal, os
processos de arborizacao foram:

— Contados e expressados como nimero/um

— Classificados como mushroom, thin, or stubby
(detectar dindmica das sinapses)

Stubby
spines

Thij
spines

Mushroom:
spines

20



Coulon et al.(2013)

— Selecao del0
neurdnios piramidais
na regiao CA1 do
hipocampo

— Selecao de neurbnios
piramidais no cortex
frontal

 Superior (6)
* Intermediéria (6)

* Profunda (6) QW
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Coulon et al.(2013)

NN GEN AVS
' lamb. amb § t 0
«GEN lambs = AVS lambs I ]

g lcAL

= 2 s

53 1.8 lambs lambs

w16

2n %421

BE s NEG cordeiros

S8 813 apresentaram maior

£ 02 densidade de pontos

a CAL PFC Superficial Middle « Deep i 3
BT e aw- " de arborizacéo e
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Coulon et al.(2013)

No hipocampo, NEG B Stubby
cordeiros apresentaram uma i
relac@o menor de processos
de arborizag&o tipo cogumelo Thi
(mushroom) do que os POS spines
cordeiros (19% versus 25%,
p=0.047).

Mushroom
spines

" awin >c
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Coulon et al.(2013)

Processos de arborizacéo i Stubby
tipo séo consideradas as que
formam sinapses mais Thin
estaveis e “fortes” do que os spines
outros tipos de processos de
arborizacgéo.

Mushroom
spines

s
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Resumo dos resultados

NEG cordeiros foram expostos a niveis mais elevados de
glicocorticoids durante a gestacéo.

NEG cordeiros manifestaram niveis mais elevados de
comportamento de medo nos testes do que GEN cordeiros

» Manejo negativo de ovelhas durante a
== gestacdo demonstrou consequéncias para
0 comportamento materno, medo de
humanos em ovelhas e cordeiros

s
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Resumo dos resultados

* NEG cordeiros apresentaram maior densidade de
processos de arborizag&o no hipocampo e cortex frontal,
mas reducdo nos processos que induzem sinapses
mais estaveis

m=)Manejo negativo de ovelhas em gestacéo
tem consequéncias na morfologia e
expresséo de genes no cérebro em areas
importantes para processos de adaptacao

- awin BYS
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Baxter et al., submetido

Quarenta cabras Saanen x Toggenberg ,
primiparas, com gestagdo gemelar foram
alocadas em trés tratamentos de manejo:
semelhante no que utilizamos em ovinos (Coulon
etal., 2013).

1) minimo,
2) positivo-gentil
3) aversivo-negativo

s
2
- awin bla
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Medidas

* Interacao materno-filial
(2hrs post-parto)

» Desenvolvimento fisico e
comportamental da prole

* Amostras de colostro

p

* Amostras de placenta -
Cawin oS,

MINIMO | GENTIL | AVERSIVO

e, S ) "mﬂ % z_.ﬂ

x11 x13

~ v 2

Yf-"ﬂ mn ™ ™ fasd
F(;‘oas‘tffri; ."_u] "_3‘ x13 “ n
Sem Sem !’ En
mudanca mudanca
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Baxter et al., submitted

As cabras
manejadas de | mivivaL v T posTTive P ]

forma negativa ot
perderam 4 "«w':my‘" z‘lﬂ #D'ﬂ Ygiﬂ ?a'!

fetos.

Nenhuma ‘

perda foi

registradanos 0™ ‘ﬂ"y-ﬂ ml_]ﬂ ?m-ﬂ Hw—ﬂ’vﬂ?
b

outros & J o I s [ |

tratamentos Nenhuma Perda
(Fishers exact mudanca fetal

P=0.051). &a"u\ﬂﬁn >,
..00‘".-. ™
Resultados-placenta >
I..:k.‘,
S

Number of long and raised cotyledons by treatment (adj for litter size)

=0 Placentado t- AVS-trt mostrou

80 morfologia alterada i

70

60 Concentragéo de cortisol foi = MINIMAL
g - menor nos cotilédones do t-AVS 4 GENTLE
H WAVERSIVE

20
. f Im
0 ko i_. —— e S
Large Medium Small Large Medium Small -
LONG RAISED )

 Estresse pré-natal pode alterar morfologia e
fungéo da placenta

— Reducao do suprimento de oxigénio — hipdxia
no nascimento

— Influéncia no comportamento inicial?

.
- awin bla
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Cabritos nascidos de fémeas tratadas aversivamente responderam mais vagarosamente
aos desafios logo apés ao nascimento
£ ]
5 —Minimal
e — Aversve
Gentle

» Os neonatos mais rapidos tem acesso ao
Ubere, alimentacgdo e cuidado de forma mais
efetiva (colostro, energia, termoregulagéo)

* Qual é o significado de “brincar”?

— Desenvolvimento da coordenagéo
— Indicador de bem-estar
awin J°S
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Comportamento materno

Grooming and nosing
behaviour for first 2hrs
post-birth

% Time spent Nosing kids
grooming

- awin >
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Desmame precoce de suinos
e stress prenatal em ovinos

« Comportamento anormal
» Agresséo
* Medo

» Problemas cognitivos
— Reconhecimento social
— Memoria de navegacao

6, ANIMAL WELFARE
nnnnnnnnnn

Desmame precoce de suinos
e stress prenatal em ovinos

* Biomarcadores de stress

+ Alteracdes na expressdo de genes em areas
do cérebro associadas com memoria e
aprendizado

* Mudang¢a nos mecanismos formadores de
sinapses
- awin o<,
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Discusséao

* Animais tém condicdes de sentirem
experiéncias subjetivas comparaveis com
humanos:

— emocg0Oes negativas como medo, dor, ansiedade;

— emocg0es positivas como prazer, ligagées
sociais intensas

. s
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Nova abordagem!

 Vida que “vale a pena viver”!

* O conceito no final do século XX era

predominantemente baseado na “auséncia”
de sofrimento.

« ldentificar estados afetivos positivos é um
dos maiores desafios para a avaliacao de

bem-estar.
¢awin oS,

Qual é o desafio?

» Desenvolvimento de protocolos cientificos
para assegurar o bem-estar dos animais.

 Este desafio estd sendo desenvolvido pelo
projeto animal welfare indicators
(www.animal-welfare-indicators.net).
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Obrigado!

adroaldo.zanella@usp.br

f‘ ‘®
1 animal welfare
science hub

http://www.animalwelfarehub.com

- awin oc

,  ANIMAL WELFARE
INDICATORS

Agradecimento

* Marjorie Coulon

Sophie Hild « USDA
Op_ e Hi » Norwegian Research
+ Adriana de Souza Council
* Kirsty Laughlin + DG Research (FP7
* Rosangela Poletto AWIN Project)
» Paul Coussens
_awin 2%

INDICATORS

28


http://www.animalwelfarehub.com

