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RESUMO

VILLAS-BOAS, Julia Dias. Reatividade a diferentes tipos de estresse em equinos
atletas. 2017. Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

O cavalo tem uma predisposi¢do natural para o esporte, no entanto, 0 seu uso em
competicbes pode resultar em problemas relacionados ao estresse que prejudicam seu
desempenho esportivo e principalmente a sua salde. Desta forma é fundamental nédo
apenas entender como os diferentes fatores de risco e de resiliéncia a diferentes
estressores influenciam a resposta ao estresse, como também desenvolver estratégias
que possam prevenir ou minimizar os efeitos deletérios do estresse. Neste sentido a
acupuntura € uma técnica milenar da Medicina Tradicional Chinesa que tem sido utilizada
no tratamento e prevencdes de doengas relacionadas ao estresse. O presente estudo
propds o uso de dois modelos de estresse: um fisico (exercicio fisico) e outro psicolégico
(modelo de sobressalto) para verificar a reatividade ao estresse de cavalos atletas. Além
disso, também foi avaliado se cavalos de diferentes modalidades esportivas apresentam
respostas ao estresse de psicologico distintas e se acupuntura pode alterar as respostas
ao estresse fisico. No experimento 1, 16 equinos de corrida da raca Puro Sangue Inglés
foram submetidos ao exercicio a campo de alta intensidade e curta duracdo (12 m/s,
4min). Os intervalos RR para analise da Variabilidade da Frequencia Cardiaca foram
adquiridos através do frequencimetro cardiaco Polar Equine™ e as amostras de sangue
foram coletadas antes e, imediatamente, 2h, 4h, 6h, e 24h ap6s o exercicio. O exercicio
promoveu alteracbes autondmicas no balangco simpato-vagal uma vez que aumentou
significativamente o componente de baixa frequéncia (LF), a frequéncia cardiaca e a
razéo LF/HF e diminuiu o componente de alta frequéncia (HF) (p < 0.01). Houve aumento
do hematdcrito, das proteinas plasmaticas, glicose e lactato plasmatico imediatamente
apos o exercicio (p < 0.001). Houve aumento (p<0.01) nos valores séricos de cortisol
ap6s 30 minutos, retornando aos valores basais ap6s 60min. No entanto, ndo foi
observado diferenca significativa nas citocinas plasmaticas IL-13 e IL-6 entre os
momentos apoOs exercicio e o momento basal. No experimento 2: os equinos do
experimento 1 apds o exercicio foram aleatoriamente divididos em dois grupos: CTL (C2):
Controle (sem manipulacdo) e ACUP (C2)ACUP (C2): animais submetidos a sessbes
semanais de acupuntura nos pontos VG1, C7, VG20 e B52 durante 10 semanas. Apos 0
periodo de tratamento 0s animais repetiram o mesmo exercicio e foram analisados os
mesmos parametros. A acupuntura reduziu a razdo LF/HF, promovendo uma
recuperacdo mais rapida dos animais ndo apresentando influéncia nos demais
parametros analisados. No experimento 3, foram utilizados 24 equinos, pertencentes a
trés modalidades equetres: Pdlo (raca PSI) (n=9), Adestramento (raca Brasileiro de
Hipismo) (n=6) e Enduro (Puro Sangue Arabe) (n=9) submetidos ao modelo experimental
de sobressalto através da abertura abrupta de um guarda-chuva. Os resultados
mostraram que cavalos de enduro apresentaram resposta autondmica induzida pelo
sobressalto significativamente menos intensa que cavalos de Polo e Adestramento
(menor razdo LF/HF no momento do sobressalto), paradoxalmente cavalos de Enduro
possuem niveis de cortisol em resposta ao sobressalto mais altos que cavalos de Polo.
N&o houve diferenca entre as modalidades na resposta comportamental ap0s o
sobressalto, no entanto cavalos de Pdélo apresentam niveis basais de cortisol
significativamente mais altos que as demais modalidades e n&o variaram seus niveis de
cortisol em resposta ao estresse. Dessa forma, podemos concluir que 1) o exercicio a
campo de alta intensidade e curta duracdo promoveu alteracdes adaptativas
caracteristica de estresse, podendo ser utilizado em estudos de reatividade ao estresse
em cavalos de corrida; 2) a acupuntura tem um efeito modulador da resposta autondmica
induzida pelo estresse em cavalos atletas e 3) as modalidades equestres de
Adestramento, Polo e enduro apresentam reatividade ao estresse distintas.
Palavras-chave: bem-estar animal, exercicio fisico, sobressalto, variabilidade da

frequéncia cardiaca, glicose, lactato, cortisol, citocinas inflamatérias
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ABSTRACT

VILLAS-BOAS, Julia Dias. Reactivity to different types of stress in equine athletes.
2017. Biological Sciences and Healthy Institute, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

The horse has a natural predisposition for the sport, however, its use in
competitions can result in stress related problems that impair its sporting performance and
especially its health. In this way it is fundamental not only to understand how the different
risk and resilience factors to different stressors influence the response to stress, but also
to develop strategies that can prevent or minimize the deleterious effects of stress. In this
sense, acupuncture is an ancient technique of Traditional Chinese Medicine that has been
used in the treatment and prevention of stress-related diseases. The present study
proposed the use of two models of stress: one physical (physical exercise) and another
psychological (startle model) to verify the reactivity to the stress of athletes horses. In
addition, it was also evaluated if horses of different sporting modalities present different
psychological stress responses and if acupuncture can alter the responses to physical
stress. In the experiment 1, 16 Thoroughbred race horses were submitted to a exercise in
the field of high intensity and short duration (12 m/ s, 4 min). The RR intervals for analysis
of the Heart Rate Variability were acquired through the Polar Equine ™ heart rate monitor
and blood samples were collected before and immediately after 2h, 4h, 6h, and 24h after
exercise. The exercise promoted autonomic alterations in the sympatho-vagal balance
since it significantly increased the low frequency component (LF), the heart rate and the
LF / HF ratio, and decreased the high frequency component (HF) (p <0.01). There was an
increase in hematocrit, plasma proteins, glucose and plasma lactate immediately after
exercise (p <0.001). There was an increase (p <0.01) in serum cortisol values after 30
minutes, returning to baseline values after 60 min. However, no significant difference was
observed in plasma cytokines IL-18 and IL-6 between moments after exercise and
baseline. In experiment 2, horses of the experimental group 1 after exercise were
randomly divided into two groups: CTL (C2): Control (without manipulation) and ACUP
(C2)): animals submitted to weekly sessions of acupuncture at points VG1, C7, VG20 and
B52 for 10 weeks. After the treatment period the animals repeated the same exercise and
the same parameters were analyzed. Acupuncture reduced the LF / HF ratio, promoting a
faster recovery of the animals, showing no influence on the other parameters analyzed. In
the experiment 3, 24 equines were used, from three equestrian modes: Polo (PSI) (n = 9),
Dressage (Brazilian Horse Riding) (n = 6) and Endurance (n=6) were subjected to the
experimental model of startling through the abrupt opening of an umbrella. The results
showed that endurance horses presented a significantly less intense startle-induced
autonomic response than Polo and Dressage horses (lower LF / HF ratio at the time of the
jump), paradoxically Enduro horses have cortisol levels in response in response to the
startle than Polo horses. However, there was no difference between the modalities in the
behavioral response after the startle, and Polo horses had significantly higher baseline
levels of cortisol than the other modalities and did not change their cortisol levels in
response to stress. Thus, we can conclude that 1) the exercise in the field of high intensity
and short duration promoted adaptive changes characteristic of stress, being able to be
used in studies of reactivity to stress in race horses; 2) acupuncture has a modulating
effect on the stress-induced autonomic response in athletic horses, and 3) the equestrian
modalities of Dressage, Polo and Endurance present different stress reactivity.

Key words: animal welfare, physical exercise, startling, heart rate variability, glucose,
lactate, cortisol, inflammatory cytokines
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INTRODUCAO GERAL

O cavalo tem uma predisposi¢édo natural para o esporte, no entanto, 0 seu uso
em competicOes frequentemente resulta em varios problemas relacionados ao estresse
gue direta ou indiretamente influenciam seu desempenho esportivo e produzem efeitos
deletérios a sua saude. A resposta ao estresse € iniciada quando um estimulo (o
estressor) é percebido como uma ameaca potencial, resultando numa combinagéo de
respostas bioldgicas projetadas para aliviar os efeitos do estressor percebido. O
estresse pode ter efeitos positivos e negativos sobre o corpo, ajudando o animal a lidar
com o0s estressores rotineiros de curto prazo que em algumas circunstancias podem
melhorar o desempenho, mas em outros, pode prejudicar o desempenho.

Dada a importancia econdmica e a repercussao que 0 estresse representa
atualmente na medicina veterinaria, tem se dado uma atencdo cada vez maior ao
estudo do estresse em animas domeésticos. A reducdo do estresse € necessaria para
prevenir doengas, garantir o bem-estar animal e minimizar as perdas econdmicas.
Neste sentido, tem sido bem reconhecido que os individuos apresentam grande
variabilidade nas respostas comportamentais e fisiologicas ao estresse. A sensibilidade
e a reatividade individual ao estresse sdo, portanto, importantes na etiologia e
manutencdo de patologias relacionadas ao estresse. Modelos de reatividade ao
estresse sdo importantes ferramentas para estudar os fatores de risco e de resiliéncia
gue podem afetar as respostas de estresse e suas consequéncias para o individuo. No
entanto, poucos modelos de estresse podem ser utilizados em equinos. Portanto,
estudos mais detalhados a respeito da fisiologia do estresse, bem como o maior
conhecimento dos processos metabdlicos que ocorrem no cavalo atleta séo
fundamentais, ja que o cavalo atleta € constantemente submetido a situacbes de
estresse.

Os estimulos que desencadeiam respostas de estresse podem ser divididos em
predominantemente fisicos como a perda de sangue, infeccdo, frio, dor e exercicio
fisico e predominantemente psicoldgicos/neurogénicos como o conflito social e a
imobilizacdo. Os mecanismos fisioldgicos responsaveis pela resposta a estressores
psicoldgicos/neurogénicos e fisicos podem ser comuns ou diferenciados. Enquanto
estressores fisicos, exigem uma imediata reacdo "sistémica", que € desencadeada por
mecanismos mais reflexos, estressores psicogénicos envolvem experiéncia prévia ou
programas inatos. Estas respostas podem envolver processamento na parte frontal do
cérebro e podem ocorrer em antecipacdo ou em reacdo a eventos estressantes. O
estudo de como o organismo responde a diferentes tipos de estimulo e como estas
respostas podem ser moduladas € de suma importancia para a busca de estratégias na
prevencao dos efeitos deletérios do estresse.

Neste sentido, o presente estudo propde estudar as as respostas autonémicas,
comportamentais e enddcrinas em dois modelos de reatividade ao estresse em
equinos: um estimulo predominantemente psicolégico (teste de sobressalto) e um
predominantemente fisico (exercicio fisico). As rea¢cfes de sobressalto em equinos tém
interesse especial, pois podem ser influenciados por diferentes manipulacoes, se
tornando uma ferramenta util para medir o estresse e avaliacdo de bem-estar. Além
disso, teste de sobressalto tem sido combinada com outras medidas para prever
temperamento em cavalos. O exercicio fisico representa o estimulo estressante mais
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fisiolégico que existe, pois submete o organismo a desafios temporarios na sua
homeostasia. O exercicio fisico provoca alteracbes adaptativas fisicas, neuroldgicas,
metabdlicas, cardiovasculares, enddcrinas e psiquicas no organismo que estdo
diretamente relacionadas com o tipo de esfor¢co, submaximo prolongado ou maximo de
curta duragcdo. A compreensao da fisiologia do exercicio é fundamental para avaliagéo
de programas de treinamento que contribuem para adaptacdo de atletas da espécie
equina aos fatores estressantes presentes numa atividade esportiva. Neste sentido, a
realizacdo de testes a campo para avaliar as respostas fisioldgicas induzidas pelo
exercicio pode ser uma valiosa ferramenta visto que estes testes fornecem parametros
clinicos e metabolicos capazes de dar informacfes relativas a capacidade adaptativa
dos equinos frente ao exercicio e consequentemente a reatividade dos animais ao
estimulo.

Em vista da necessidade de melhorar a qualidade de vida e o bem-estar animal
(equilibrio fisico e mental) e consequentemente melhorar o desempenho atlético é
fundamental o desenvolvimento de estratégias para minimizar os efeitos do estresse.
Desta forma, cada vez mais tem se buscado alternativas terapéuticas para diminuir as
reacfes deletérias ao organismo ocasionadas pelas respostas aos estimulos
estressores. I1sso ocorre, porque 0os medicamentos convencionalmente utilizados para
disturbios decorrentes do estresse produzem diversos efeitos colaterais indesejados.
No cavalo atleta o uso de medicamentos deve ser avaliado com maior cautela ainda
porque pode ser considerado dopping. Vale lembrar que a administracdo de qualquer
substancia em cavalos que possa modificar seu desempenho durante uma prova
desportiva € considerada dopping. Nesse sentido, estudos sobre os efeitos da
acupuntura e sua aplicacdo clinica no tratamento e prevencdo do estresse sdo de
interesse.

A acupuntura, pratica fundamental da Medicina Tradicional Chinesa, é uma
técnica milenar utilizada no tratamento e prevencfes de doencas, tendo como objetivo
auxiliar o retorno do corpo a seu estado de equilibrio, através de estimulos de pontos
especificos do corpo. Esta terapia vem sendo utilizada amplamente em casos de
alteracdes comportamentais e fisicas decorrentes do estresse em humanos e, mais
recentemente, também em animais.

Diante do exposto, o presente estudo teve o objetivo de verificar a reatividade de
cavalos atletas a estressores fisicos e neurogénicos/psicolégicos através da avaliacao
de diversas respostas fisioldégicas e verificar se a acupuntura pode modular estas
respostas. Além disso, também foi proposto avaliar como as modalidade esportiva
podem influenciar essas respostas. Assim, a tese sera dividida em trés capitulos, no
gual o primeiro capitulo aborda o exercicio fisico como modelo de estresse fisico
verificando o efeito do exercicio a campo de alta intensidade e baixa duracédo sobre a
variabilidade da frequéncia cardiaca, hematocrito, proteinas plasmaticas, glicose,
lactato, cortisol e citocinas inflamatérias. O segundo avalia o efeito da acupuntura na
reatividade ao estresse de cavalos atletas utilizando o modelo do capitulo anterior. E 0
terceiro capitulo, compara a reatividade ao estresse no modelo experimental de
sobressalto de cavalos de diferentes modalidades (Adestramento, Enduro e Pd6lo) pela
avaliacao da variabilidade da frequéncia cardiaca, do cortisol e do comportamento.



OBJETIVOS

Gerais:

e Estudar a reatividade ao estresse equinos atletas através da avaliacdo de

parametros enddcrinos, autondmicos e comportamentais.

e Estudar o efeito da acupuntura reatividade ao estresse equinos atletas.

Especificos:

Estudar a reatividade ao estresse fisico em cavalos de corrida através da
avaliac@o das respostas na variabilidade da frequéncia cardiaca, no hematocrito,
nas proteinas plasmaticas, na glicose, no lactato, no cortisol e nas citocinas
inflamatdrias induzidas pelo exercicio a campo de alta intensidade e baixa
duracéo.

Verificar o efeito do tratamento cronico por acupuntura na reatividade ao estresse
fisico em cavalos de corrida através da avaliacdo das respostas na variabilidade
da frequéncia cardiaca, hematdcrito, glicose, lactato, cortisol e citocinas
inflamatorias induzidas pelo exercicio a campo de alta intensidade e baixa
duracéo.

Comparar a reatividade ao estresse neurogénico de cavalos atletas de diferentes
modalidades equestres (Pd6lo, Enduro e Adestramento) através da avaliacdo das
respostas enddcrinas (analise de Cortisol), autondmicas (andlise de Variabilidade
da Frequéncia Cardiaca) e comportamentais induzidas pelo modelo experimental
de sobressalto.



CAPITULO I:
EFEITO DO EXERCICIO A CAMPO DE ALTA INTENSIDADE E BAIXA DURACAO
SOBRE OS PARAMETROS FISIOLOGICOS DE CAVALOS DE CORRIDA

RESUMO

Apesar do exercicio fisico ser uma forma importante de tratamento e prevencao
de algumas doencas, o exercicio agudo é considerado uma ferramenta eficaz para
estudar as respostas fisiologicas ao estresse metabdlico, uma vez que induz respostas
neuroendocrinas e autonémicas caracteristicas de estresse. O objetivo do presente
estudo propde um protocolo de exercicio fisico (corrida a campo de alta intensidade e
curta duracdo) como modelo de estresse fisico em cavalos de corrida. A pesquisa foi
realizada no Jockey Club Brasileiro, Rio de Janeiro, Brasil. Foram utilizados 16 equinos
da raca Puro Sangue Inglés, com idade entre 3 e 6 anos, experientes em provas de
corrida. O exercicio foi realizado a campo em pista de areia de 2.040m, e consistiu num
aquecimento numa distancia de 1,020m a trote e galope curto (4 m/s) seguido de um
galope a 12m/s, numa distancia de 3,060m por 4 minutos, totalizando uma volta e meia
na pista. Dados da Variabilidade da Frequencia Cardiaca (VFC) foram adquiridos
utilizando o frequencimetro cardiaco Polar Equine™ e as amostras de sangue foram
coletadas antes e, imediatamente, 2h, 4h, 6h, e 24h apdés o fim do exercicio. O
exercicio promoveu aumento do tbnus simpatico em relacdo ao parassimpatico com
aumento significativo da frequéncia cardiaca, do componente de baixa frequéncia (LF),
e da razdo LF/HF e diminuicdo do componente de alta frequéncia (HF) em cavalos de
corrida treinados (p < 0.01). O exercicio também promoveu aumento do hematdcrito,
das proteinas plasmaticas, da glicose e do lactato plasmatico imediatamente apos o
exercicio (p < 0.001), com retorno dos valores 30 minutos apés o exercicio (p < 0.001).
Houve aumento (p<0.01) nos valores séricos de cortisol apdés 30 minutos apds o
exercicio, retornando aos valores basais ap6s 60 min. No entanto, ndo foi observado
diferenca significativa nas citocinas plasmaticas IL-1p e IL-6 entre os momentos apos
exercicio e o momento basal. Podemos concluir que o exercicio fisico de alta
intensidade e curta duracdo proposto foi capaz de promover alteracdes fisioldgicas,
podendo ser utilizado em pesquisas futuras para discutir a reatividade dos animais a
este tipo de estresse e para buscar estratégias que possam minimizar os possiveis
efeitos deletérios deste estimulo em cavalos.

Palavras-chave: estresse, variabilidade da freqiéncia cardiaca, glicose, lactato, cortisol,
citocinas inflamatorias



1.1 INTRODUCAO

O estresse é uma situacdo gerada por um desafio a qual um organismo esta
submetido, segundo Selye (1936). Nas condi¢gbes de estresse, o organismo reage por
meio da ativacdo e desativacdo de mecanismo de controle de varias funcdes para
recuperar e manter a homeostase. Dessa forma, a resposta a um estimulo estressor é
fundamental para homeostase de um ser vivo e sua sobrevivéncia. No entanto, essas
respostas podem ser insuficientes para restabelecer ou manter a homeostase ou
podem ser exageradas, representando risco de doencas. Portanto, o estresse pode ser
definido como a soma de respostas fisicas e mentais causadas por determinados
estimulos externos e que permitem ao individuo superar determinadas exigéncias do
meio-ambiente (FRANCI, 2005).

O termo estresse tem sido usado como as rea¢des que a companham situacdes
de ameaca ou desafio. No entanto, nem todas as reacdes de estresse sdo negativas.
Uma certa quantidade de estresse € realmente necessaria para a sobrevivéncia. A
reacdo de estresse maximiza o gasto de energia que ajuda a preparar 0 cOrpo para
atender a uma situacdo ameacadora ou desafiadora e que o individuo tende a mobilizar
um grande esforgo a fim de lidar com o evento. Entretanto, enquanto uma certa
guantidade de estresse é necessario para a sobrevivéncia, o estresse prolongado pode
afetar adversamente a saide (BERNARD & KRUPAT, 1994).

Os cavalos respondem a uma uma mesma situacao de formas diferentes. Dessa
forma, o que pode ser estressante para um ndo pode ser para outro. O estresse pode
ser provocado por numerosos fatores e trés fatores principais determinam se uma
situacdo € percebida como estressante. A primeira é a experiéncia individual. As
situacbes novas sdo muitas vezes percebidas como sendo ameacadoras ou
estressante e os cavalos parecem temer o desconhecido. Em segundo lugar, é a
sensacdao de controle que o individuo tem em uma situacdo. Estar fora de controle € um
estressor importante para alguns tipos de personalidade. Em terceiro lugar estdo
exercicio fisico, doenca e dor (CAYADO et al, 2010).

Moberg (2000) propdem um modelo para compreensédo do estresse em toda
espécie animal, seja nos seres humanos ou em animais. O modelo de estresse animal
desenvolvido (Figura 1) sugere uma resposta biolégica ao estresse a partir de trés
estagios gerais:
1°) O reconhecimento de um estimulo estressante
2°) A defesa biologica contra o estimulo estressante
3°) As consequéncias da resposta de estresse
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Figura 1: Modelo da resposta bioldgica do animal ao estresse (MORBEG, 2000)

A resposta ao estresse comeca com a percepcdo de uma ameaca potencial
(estimulo estressante) a homeostase pelo SNC. Uma vez que o SNC percebe uma
ameaca, 0 organismo desenvolve uma resposta biolégica ou defesa que consiste numa
combinacao de trés respostas gerais de defesas bioldgicas: resposta comportamental,
resposta do sistema nervoso autbnomo e resposta do sistema neuro-endocrino.

Este conjunto de respostas do organismo causa mudancas bioldgicas
significantes no animal para aliviar a ameaca percebida. A intensidade da resposta é o
gue determina se o animal esta sofrendo de estresse ou é meramente experimentado
um episodio breve em sua vida sem nenhum impacto significante ao seu bem-estar.

Em situacOes de estresse, ocorre a ativagdo de duas principais vias: 0 eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HHA), pelo aumento da producéo de cortisol e o sistema
nervoso simpatico, através da liberacéo de catecolaminas (noradrenalina/ adrenalina).

A desregulacdo de um desses sistemas de estresse pode levar a distarbios
fisiologicos de outros sistemas, como o0s sistemas imunoldgico e cardio vascular, funcéo
metabdlica e comportamento, que pode resultar em uma ma adaptacédo da resposta ao
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estresse (MARQUES et al, 2010). Segundo, Devries e colaboradores (2007), distarbios
de comportamento e estresse sdo umas das principais causas de doencas, lesfes e
morte em equinos. O aumento da incidéncia de doengas em animais com estresse
pode ser atribuido a supressdo de seu sistema imunologico. Um dos exemplos mais
citados é o aumento da incidéncia de doencas respiratdrias em cavalos transportados,
gue é atribuido a uma supressdo do sistema imune causado pelo estresse de
transporte (BLECHA, 2000). O estresse fisioldégico e transporte sdo citados como
fatores de risco para o surgimento de Ulceras gastroduodenais em equinos, sendo que
a prevaléncia e a gravidade destas sao maiores em animais de alto desempenho.

O inicio da resposta ao estresse pode ser causado por estimulos
predominantemente fisicos ou predominantemente psicolégicos (KEELING & JENSEN,
2002). Independente da causa, as respostas de estresse sdo bem descritas em equinos
e inclui elevadas frequéncias respiratéria e cardiaca, aumento da temperatura corporal
e da pressdo arterial e de expressdo facial tipica entre muitos outros sinais
comportamentais especificas (DOBROMYLSKYJ et al., 2000; RIETMANN et al., 2004).

O exercicio fisico representa o estimulo estressante mais fisioldégico que existe,
pois submete o organismo a desafios temporarios a sua homeostasia (CAYADO et al.,
2006). Quando o esforco fisico torna-se sistematico e continuo, com aumento gradual
da intensidade, intercalado a periodos de repouso, € denominado treinamento, sendo
gue o maior objetivo deste processo € provocar adaptacdes fisioldgicas que aprimorem
o desempenho atlético (GRAAF- ROELFSEMA et al., 2007).

O termo estresse descreve 0 estado de um organismo sob influéncia de fatores
externos e internos, que ameacam ou alteram a homeostase. Uma vez que certo limiar
de esforco fisico for ultrapassado, ocorrera efeito sistémico com envolvimento do
sistema nervoso periférico e central, e especialmente 0 sistema nervoso autbnomo
simpatico e o0 eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HHA) séo ativados (GRAAF-
ROELFSEMA et al., 2007). A sensibilizagdo do eixo HHA libera cortisol, principal
glicocorticoide, que controla largo espectro de funcdes metabodlicas. Dentre elas,
destaca-se o metabolismo energético por meio da gliconeogénese, sendo que este
horménio inibe a utilizacdo de glicose pelos tecidos, priorizando a mobilizacdo para o
sistema nervoso central (SNC) e permitindo que, durante o exercicio, a glicemia
permaneca constante. Além disso, o organismo responde a diferentes sinais
circadianos, neurosensoriais, sanguineos e limbicos (CHROUSOS, 2004). Esses sinais
incluem citocinas produzidas por reacdes inflamatérias imunomediadas, tais como
interleucina 1 (IL-1) e Interleucina 6 (IL-6). As duas citocinas pro-inflamatorias ativam o
eixo HPA independentemente, bem como em combinacdo (IMURA et al., 1991),
conduzindo indiretamente através da secrecdo de glicocorticoides para limitacdo da
reacdo inflamatéria. Por outro lado, a IL-6 podem estimular a producdo de proteinas de
fase aguda e restringir a extensdo da resposta inflamatoria através do aumento da
producdo de citocinas anti-inflamatorias (NIEMAN et al.,, 1997, PEDERSEN et al.,
2000).

Dessa forma, exercicio fisico provoca alteracdes adaptativas fisicas,
neuroldgicas, metabdlicas, cardiovasculares, enddcrinas e psiquicas no organismo as
guais estdo diretamente relacionadas com o tipo de esforco, submaximo prolongado ou
maximo de curta duracdo. A compreensdo da fisiologia do exercicio é fundamental para
avaliacdo de programas de treinamento que contribuem para adaptacdo de atletas da
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espécie equina aos fatores estressantes presentes numa atividade esportiva (FERRAZ,
2007). Diversos estudos abordam a complexidade da fisiologia do exercicio e o
processo inflamatério por ele gerado, no entanto a maioria destes relata a ocorréncia
apenas em animais submetidos a simulacdes em esteiras ou exercicios de longa
duracéo, como o enduro (HINES et al., 1994; LIBURT et al., 2010; DONOVAN et al.,
2007).

As pesquisas a campo se assemelham mais as condicfes da competicao, além
disso de apresentar a vantagem de ndo precisar de tempo para aclimatizacdo dos
animais. Segundo Marlin & Nankervis (2002), os testes de desempenho a campo sdo
mais especificos e realistas, principalmente se forem similares as condi¢cdes da
competicdo. Essa idéia é reforcada por Van Erck e colaboradores (2007) que afirmam
gue a avaliacdo de um cavalo a campo possui a vantagem de recriar condicfes
familiares de exercicio similares aquelas encontradas durante sessdes de treinamento e
competicdes. No entanto, essas vantagens podem dificultar a padronizacdo do teste
(BARLY et al., 2004).

O campo da fisiologia do exercicio tem como objetivo principal avaliar o
desempenho atlético por meio da determinacdo da dinamica de variaveis fisiolégicas,
como frequéncia cardiaca e variabilidade da frequéncia cardiaca, limiar de lactato,
hematologia e as respostas enddécrinas.

Em situacbes estressantes, ocorre uma alteracdo do equilibrio do sistema
autondmico, no qual a atividade do sistema simpético domina os efeitos do componente
parassimpatico (BASELLI et al., 1987, GILL, 2003). Um aumento do componente
simpético leva a secrecdo de epinefrina e norepinefrina, que acelera a frequéncia
cardiaca (DEMPSEY & COOPER, 1969).

A atividade e o equilibrio do sistema autonémico podem ser analisados através
da variabilidade do ritmo sinusal (variabilidade da frequéncia cardiaca, VFC ou
variabilidade do intervalo cardiaco, VIC). Dentre as técnicas utilizadas para avaliacdo
do Sistema Nervoso Autbnomo, a VFC tem emergido como uma medida simples e nao
invasiva dos impulsos autonémicos, representando um dos mais promissores
marcadores quantitativos do balanco autonémico.

Mudangas nos padrdes da VFC fornecem um indicador de comprometimento da
homeostase/equilibrio (VANDERLEI et al., 2009). A VFC foi utilizada para definir o bem-
estar e quantificar o grau de estresse psicoldégico em cavalos submetidos a varias
estimulos, incluindo treinamento inicial (FOWLER et al., 2012; LOFTUS et al., 2016;
SCHMIDT et al.,, 2010; JANCZAREK et al.,, 2013; MUNSTERS et al.,, 2013a),
desensibilizacdo a estimulos alarmantes (MUNSTERS et al., 2013b), competicédo
(LEWINSKI et al., 2012; KINNUNEN et al., 2006), testes de objetos novos/sobressalto
(VILLAS-BOAS, 2015; VISSER et al.,, 2002), transporte (SCHMIDT et al., 2010,
SCHMIDT et al., 2013; GODOI et al., 2014) e mudanca subita para estabulo individual
(ERBER et al., 2013).

A funcdo cardiaca em individuos € caracterizada por intervalos de tempo
irregulares entre os batimentos cardiacos consecutivos. Os batimentos cardiacos ndo
possuem a regularidade, portanto, alteracbes na FC, definidas como variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC), sdo normais e esperadas e indicam a habilidade do coracéo
em responder aos multiplos estimulos fisiologicos e ambientais, dentre eles, respiragéao,
exercicio fisico, estresse mental, alteracbes hemodinamicas e metabdlicas, sono e
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ortostatismo, bem como em compensar desordens induzidas por doencas (AUBERT et
al., 2003; ACHARYA et al., 2006).

Essa variabilidade é o resultado da oscilagdo ritmica dos componentes
regulatérios da atividade cardiaca. Esses componentes sdo responsaveis pela
manutencdo da homeostase cardiovascular e por determinar respostas a desafios
(VON BORELL et al.,, 2007). A VFC primariamente, resulta da atividade dos ramos
individuais do Sistema Nervoso Autdbnomo, que recebe influéncias neuronais e
humorais além de outros controles fisiolégicos e mecanismos de feedback, como
modificacdes do sistema respiratério, sistema vasomotor, sistema renina-angiotensina-
aldosterona e sistema termorregulador (MALLIANI et al., 2001). O Sistema Nervoso
Central (SNC), em particular os nacleos reticulares bulbares, o hipotdlamo e as areas
neocorticais e paleocorticais, participam também na regulacdo da atividade
cardiovascular. Sendo assim, o estimulo elétrico produzido no nodo sinoatrial recebe
influéncia de diversos fatores que vao resultar na variabilidade de pulsos cardiacos
(VON BORELL et al., 2007). Esta variabilidade é uma ocorréncia de diferencas nos
intervalos RR (o tempo entre complexos de ondas QRS no eletrocardiograma). O RR
depende dos efeitos dos mecanismos que controlam o atividade do nodo sinoatrial
(VON BORELL et al., 2007).

A Variabilidade pode ser investigada através de varios métodos lineares,
incluindo um a analise no dominio do tempo e no dominio da frequéncia (analise
espectral) (NOSZCZYK-NOWAK e BOGUCKI, 2013; WILK e JANCZAREK 2015).

Para a analise da VFC no dominio do tempo, assim denominada por expressar
os resultados em unidade de tempo (milisegundos), mede-se cada intervalo RR durante
um determinado intervalo de tempo e, a partir dai, com base em métodos estatisticos
ou geométricos (média, desvio padrdo e indices derivados do histograma ou do mapa
de coordenadas cartesianas dos intervalos RR), calculam-se os indices tradutores de
flutuacdes na duracéo dos ciclos cardiacos (HOSHI, 2009).

Os indices estatisticos obtidos no dominio do tempo sdo (HOSHI, 2009;
VANDERLEI, 2009):

a) SDRR - Representa o desvio padrdo das médias dos intervalos RR normais, a cada
5 minutos, em um intervalo de tempo, expresso em ms;

b) RMSSD - E a raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre intervalos
RR normais adjacentes, em um intervalo de tempo, expresso em ms;

Outro método linear € o dominio da frequéncia. Esta analise decompde a VFC
em componentes oscilatorios fundamentais, sendo que os principais sao (HOSHI, 2009;
VANDERLEI, 2009):

a) Componente de baixa frequéncia (Low Frequency - LF), que é decorrente da acao
conjunta dos componentes vagal e simpatico sobre o coracdo, com predominancia do
simpatico;

b) Componente de alta frequéncia (High Frequency - HF), que corresponde a
modulacao respiratéria e € um indicador da atuacéo do nervo vago sobre o coracgao;

c) Componentes de muito baixa frequéncia (Very Low Frequency - VLF) e ultrabaixa
frequéncia (Ultra Low Frequency - ULF) - indices menos utilizados cuja explicacio
fisiologica ndo esta bem estabelecida e parece estar relacionada ao sistema renina-
angiotensina-aldosterona, a termorregulagédo e ao ténus vasomotorperiférico. A relagéo
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LF/HF reflete as alteragcfes entre os componentes simpatico e parassimpatico do SNA,
caracterizando o balanco simpato-vagal sobre o coracao.

No presente estudo foram utilizados segmentos de 64 segundos para a analise
da VFC. O uso de segmentos longos para a andlise da VFC poderia dificultar a
avaliacdo distinta da modulagdo cardiovascular simpatica e parassimpética. Poucos
estudos usaram a analise de VFC para medir o estresse mental. Salahudding e
colaboradores (2007) usaram série de tempos ultracurta para andlise da VFC para
avaliar estresse mental em individuos durante um teste Stroop. A analise dos dados foi
realizada usando seéries temporais com um comprimento variando de 10s a 150s e
estes autores sugeriram que segmentos menores que 50 (ultra-curtos) podiam ser
usados de forma confiavel para monitorar as respostas autondmicas cardiacas
(SALAHUDDIN et al., 2007). No entanto, no presente estudo, utilizaram-se segmentos
curtos de 64s para analise de VFC para satisfazer os requisitos para a técnica de
FourierTransform Fast (FFT), isto €, os segmentos devem ser suficientemente longos
para permitir a quantificagdo de componentes de baixa frequéncia. Em estudo realizado
anteriormente mostrou que as mudancas induzidas por inducdo na modulacdo
autonémica cardiaca ndo puderam ser observadas usando 128 segmentos, mas foram
claramente observadas quando a analise da VFC foi realizada usando segmentos de 64
s (VILLAS-BOAS et al., 2016).

Outro aspecto metodologico importante dos estudos de VFC em cavalos é a
faixa de bandas de frequéncia utilizada na analise espectral. No presente estudo
utilizamos os limites de 0,01 a 0,07Hz para LF e de 0,07 a 0,5 Hz para HF (MATSUURA
et al., 2010, VILLAS-BOAS et al., 2016). Essa faixa foi escolhida porque foi capaz de
mostrar um aumento na relacdo LF / HF com dados menos variaveis do que as outras
configuragdes. Para variagdes mais altas o limite de LF deve ser maior. Outros autores
utilizam limites das bandas de frequéncia diferentes: LF: 0,04 — 0,15 e HF: 0,15 a 0,4
(VON BORELL et al., 2007; LF: 0, 01 a 0,15 e HF: 0,15 a 0,5 (RIETMANN et al., 2004).

A partir dos valores obtidos de LF e HF, calcula-se a razdo entre os dois
componentes de frequéncia e assim, pode-se acessar 0 balanco entre a atividade
simpatica e parassimpatica (VON BORELL et al., 2007). Desta forma, a VFC pode
avaliar alteracdes do sistema nervoso autbnomo (SNA) em diferentes niveis de
excitacdo, sendo esta uma medida importante para quantificar o equilibrio simpato-
vagal, que permite uma avaliagcdo mais precisa das respostas ao estresse mental
durante o exercicio de de equinos (RIETMANN et al, 2004).

Dessa forma, o método espectral permite determinar com precisdo se o equilibrio
do sistema autondmico resulta simplesmente da baixa atividade do sistema simpético
(LF) ou de alta atividade do componente simpatico (LF) acompanhado de alta atividade
do sistema parassimpatico (HF). A falta de equilibrio no sistema autonémico indica que
0 componente simpatico predomina sobre a parte parassimpatica, isto prova que o
estado emocional de um cavalo tem um grande impacto sobre os resultados da corrida
(HADA et al., 2003). Um nivel intermediario de excitabilidade emocional é assumido
como o mais benéfico para cavalos de corrida (CALABRESE 2008). O sistema
simpatico é geralmente reforcado com uma atividade estavel do parassimpatico. Alta
atividade do sistema simpatico que ndo é contrabalancada pelo componente
parassimpatico, pode influenciar negativamente a corrida jA que essas atividades
refletem a resposta ao estresse no corpo (JANCZAREK, 2016). Dessa forma, podem
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esperar-se melhores resultados de corrida em cavalos com atividade do sistema
simpatico acompanhada por uma atividade aumentada do sistema parassimpatico do
gue em cavalos com alta atividade do sistema simpatico, mas baixa atividade do
sistema parassimpatico (JANCZAREK, 2016).

O exercicio fisico induz a liberagdo de catecolaminas que, ao promoverem a
contracao esplénica com liberacdo de hemacias para a circulagdo sanguinea, gera um
rapido e pronunciado aumento dessas células na circulagdo. O que eleva,
consequentemente, o hematdcrito (HT), que € a porcentagem ocupada pelos eritrocritos
no volume total de sangue (PERSSON, 1983b) e proporciona melhor oxigenacéo
tecidual, principalmente para o SNC e musculatura esquelética. Quem realiza o
transporte oxigénio para as células no sistema circulatério séo os eritrocitos, atraves da
afinidade que o oxigénio tem com a hemoglobina que € o principal constituinte de tais
células. Desta forma, se ocorre o0 aumento da quantidade de eritrécitos,
consequentemente aumenta o transporte de oxigénio para o musculo e SNC. Ao
término do esforco fisico, o hematdcrito retorna ao seu valor de repouso, sem que a
variacao represente enfermidade (FERRAZ, 2007).

A resposta hematologica com extensa mobilizacdo de eritrocitos do bago
também é vista em situacdes de estresse psicoldgico. Essa resposta € considerada
como efeito dos niveis plasmaticos aumentados de cortisol, decorrente de estresse
cronico e do aumento de catecolaminas, decorrentes de estresse agudo.

O exercicio provoca aumento transitério da concentracdo plasmética de
catecolaminas, ACTH e cortisol estimulam do eixo hipotalomo-hipofise-suprarenal. As
catecolaminas promovem mobilizacdo de eritrocitos e linfécitos provenientes do baco,
enquanto o ACTH e o cortisol estimulam a producdo de neutrofilos e migracdo de
granuldcitos para os tecidos (ROSE et al., 1983). No entanto, o grau de variagdo nao é
tdo dramatico para o numero de leucdécitos quanto para o numero de eritrOcitos,
hematécrito e concentragdo de hemoglobina. A elevacdo do hematdcrito esta
relacionada com o aumento da intensidade do exercicio e € decorrente também da
perda de fluidos do plasma (PICCIONE et al., 2001).

Dessa forma, além da contracao esplénica, o aumento do hematdcrito pode se
dar por perda de agua do compartimento extracelular ou por troca transitéria de fluidos
entre 0 compartimento extra e intracelular. A perda de liquido € atribuida ao suor,
principalmente quanto as condigbes ambientais séo de calor e umidade alta. Uma forma
de se avaliar é através da analise das proteinas plasmaticas. O aumento da
concentracao de proteinas plasmaticas totais ocorre possivelmente em funcao da perda
de fluidos do compartimento vascular pelo suor (ROSE et al., 1983; JABLOSNKA et al.,
1991; ANDREWS et al.,, 1995). O grau de variacdo depende da duracdo e da
intensidade do exercicio. Um aumento de 5% nos niveis de proteinas plasmaticas totais
durante o exercicio reflete uma pequena variagcdo no volume plasmatico.

A medida que a intensidade do exercicio aumenta, ocorre elevacdo da
concentracdo de proteinas plasmaticas totais com o pico de elevacdo ocorrendo
proximo ao pico de elevacdo do hematdcrito (SNOW et al., 1983). As variacbes de
proteinas plasmaticas totais sdo um indicador das variagdes de volume plasmatico

O hematdcrito pode aumentar em 40% durante o exercicio devido a combinacao
tanto da contracdo esplénica quanto da redistribuicdo do volume de fluido circulante
pelo aumento da pressao sanguinea arterial. O aumento do hematdcrito € importante
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porque a previne a queda da concentracdo de oxigénio sanguineo durante o exercicio
intenso (SEEHERMAN et al., 1990).

A capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue é um dos fatores limitantes
para o condicionamento atlético. Essa caracteristica € maximizada pelo aumento total
da massa eritrocitaria, havendo uma relacdo bem definida entre o estado atlético e o
volume total de eritrocitos em humanos e equinos, essa relacdo pode ser alterada pelo
treinamento fisico (HODGSON & ROSE, 1994a). No entanto, o aumento excessivo do
hematocrito provocado pelo aumento da viscosidade sanguinea poderia causar reducao
da perfusdo capilar e diminuicdo do aporte de O, as células, com prejuizo para o
desempenho desportivo (PERSSON et al, 1967). Equinos com menores valores de
hematécrito durante esforco méximo foram considerados animais de melhor
desempenho. Dessa, forma hematocrito é considerado indice de desempenho valido
por alguns autores, porém, a maioria dos autores basea-se em indices de lactatemia e
frequéncia cardiaca (MUNOZ et al., 1997).

A glicose sanguinea geralmente aumenta em todos os tipos de exercicio devido
ao estimulo da glicogendlise hepatica (ROSE et al, 1977), uma vez que a glicose é
principal substrato energético que pode ser utilizado tanto pelo sistema nervoso central
como pela fibra muscular esquelética durante o exercicio. Contudo, mudancas na
producdo de glicose sdo geradas através da dependéncia de glicose plasmética nos
tecidos, mediada pela glicogendlise e gliconeogénese hepatica, influenciada pelo
estado de condicionamento e intensidade, bem como pela duracdo do esforgo
(COGGAN, 1991), podendo ocorrer hiper ou hipoglicemia. Quando a concentracao de
glicose circulante diminui, o glicogénio hepatico e muscular é degradado (glicogendlise)
fazendo com que a glicemiavolte a valores normais. Entretanto, em exercicios
extenuantes ou prolongados o suprimento de glicose desses reservatorios nao é
sempre suficiente, o glicogénio € depletado, ocorrendo a sintese de glicose a partir de
precursores nao-carboidratos (gliconeogénese), a qual converte piruvato e compostos
relacionados de trés e quatro carbonos em glicose.

Andrews e colaboradores (1995) constataram que 0s acréscimos na
concentracdo de glicose em equinos submetidos as provas de Concurso Completo de
Equitacdo (CCE) eram superiores em comparacao ao grupo de equinos submetidos a
prova de enduro. Este aumento é decorrente do aumento da taxa de glicogendlise,
provavelmente pelo aumento da demanda por glicose, além dos efeitos do estresse que
estimula a liberacéo de glicose por estimulo adrenérgico. O aumento da glicogendlise e
do estresse ocorre em consequéncia da duracéo prolongada da prova.

Durante o exercicio, a demanda energética aumenta para ocorrer contracao
muscular. A energia suprida anaerobicamente pelo ATP e fosfocreatina durante a
atividade fisica de alta intensidade se esgota rapidamente. O que torna o fator limitante
para o desempenho da atividade fisica, a disponibilidade de glicose para a geracao de
energia pelo metabolismo anaerdbio e/ou aerdbio. A glicose sob a forma de glicogénio
muscular € a fonte primaria de energia durante o exercicio extenuante em humanos e
equinos. A medida que o exercicio sub-maximo progride como ocorre em equinos
treinados, a participacdo dos acidos graxos como substrato para o fornecimento de
energia via aerdbica aumenta (LACOMBE et al., 2003).

A insulina, o cortisol, a adrenalina e o glucagon sdo hormdnios envolvidos
diretamente na regulacdo e no equilibrio da glicemia durante o exercicio (FERRAZ,
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2007). A glicemia de jejum em equinos, normalmente, varia de 60 a 90 mg/dL
(RALSTON, 2002). Ferraz e colaboradores (2008) relataram diminuicdo da glicemia no
inicio do teste incremental, seguida de aumento estimulado pela elevacdo da
intensidade do estresse. Segundo Simdes et al. (1999), a elevacdo da glicemia durante
a etapa final do exercicio esté relacionada ao efeito das catecolaminas e do glucagon
no figado. Ainda, a adrenalina promove controle da glicogendlise durante o exercicio, e
no cavalo, este fato esta diretamente relacionado a intensidade do estresse (NAKATA
et al, 1999) em consequéncia da acéo do cortisol (COELHO et al, 2011). Dessa forma,
em um exercicio de alta intensidade e curta duracdo espera-se um efeito
hiperglicemiante, transitorio seguido de normalizacdo dos valores apdés o término do
exercicio ( GORDON et al.;2007, FERRAZ et al.,2010; COELHO et al., 2011).

A mensuracdo do lactato sanglineo pode ser usada para a predicdo do
desempenho durante o exercicio, sendo comumente utilizada em equinos. O acumulo
de lactato no sangue reflete um aumento do metabolismo anaerdbio e/ou uma
diminuicdo nos mecanismos responsaveis pela remocdo do lactato, ocasionando a
perda do equilibrio no organismo (CAPUTO et al., 2009).

O lactato é o produto do metabolismo muscular no exercicio e o aumento de sua
concentracdo é resultante da limitacdo da disponibilidade de oxigénio para oxidacédo do
piruvato na mitocondria. Em repouso, existe equilibrio entre a producdo muscular e a
remocado hepética do lactato (LINDNER, 2000; GOMIDE et al., 2006). A medida que o
exercicio fisico se intensifica, ocorre um desequilibrio entre a produgéo e remog¢ao, com
consequente acumulo de lactato no sangue e aumento de sua concentracado,
mostrando a estreita relacdo entre o aumento da velocidade do exercicio e 0 aumento
da concentracdo sanguinea de lactato (MESSER, 1995). Este aumento torna-se
exponencial a medida que a contribuicdo da energia aerdbica passa a ser insuficiente
frente as necessidades energéticas totais, ou seja, quando o limiar anaerdbico é
atingido (LINDINGER, 2004) e ocorre a oxidagdo anaerdbica da glicose em &cido
lactico (HYPPA & POSO, 1998).

Dessa forma, em baixas velocidades, hd predominio do metabolismo aerébio e
as concentracdes de lactato se mantém quase que inalteradas. Com o aumento da
intensidade do exercicio, a demanda energética passa a ser provida principalmente
pelo metabolismo anaerdébio com aumento marcante dos valores de lactato, que é
produzido para repor os valores de NAD+ necessario para manter a via glicolitica,
caracterizado por uma inflexdo repentina da curva de lactato para cima. O lactato basal
num cavalo em repouso deve ser inferior a 1,5 mmol/L (TENNENT-BROWN, 2011).
Embora diferentes autores defendem diferentes valores para o limiar de lactato, o que
mais tem sido aceito e no qual se baseia a caracterizacao do tipo de esforco realizado
pelo cavalo é lactato 2 mmol/L para o limiar superior de esforgo; lactato entre 2 e 4
mmol/L para a zona de transi¢cao entre esforco aerébio e anaerobio e lactato = 4 mmol/L
para o limiar inferior de esforco anaerébio (CAMPBELL, 2011). Portanto, o ponto de
mudanca da oxidacdo aerObia para anaerdbia é por volta de 4,0 mmol/L de lactato
(WILMORE & COSTILL, 2001)

A ativagdo exagerada da via metabolica anaerObia gera como consequéncia,
alteracdes sistémicas e locais causadas pelo aumento da concentracdo de lactato
sanguineo, prejudicando a continuidade do exercicio fisico, sendo entdo, um fator
limitante na realizacdo da atividade fisica (TEIXEIRA, 2010).
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Segundo Ferraz et al (2008) o acumulo de lactato nas fibras musculares durante
exercicio anaerobico eventualmente pode exceder a capacidade tamponante das
células, resultando em diminuicdo do pH intracelular o que vai afetar a contracdo
muscular. De acordo com esses pesquisadores a avaliacdo do desempenho atlético
através da mensuracao de varidveis bioquimicas como o lactato é fundamental para o
controle dos programas de treinamento de equinos que necessitam melhorar a
capacidade aerdbica.

A atividade fisica faz variar a resposta ao cortisol, sendo dependente da
modalidade esportiva (DESMECHT et al.,, 1996), da intensidade e da duracéo do
exercicio (SNOW e ROSE, 1981; MARQUES, 2002), do treinamento (FREESTONE et
al., 1991; SIGHIERI et al., 1996; MARC et al., 2000; FERRAZ et al., 2010), do nivel de
aptiddo, do estado nutricional e do local de colheita da amostra (SNOW, 1993;;
COVALESKY et al., 1992).

Uma vez que certo limiar de esforco fisico for ultrapassado, ocorrera efeito
sistémico e o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal serd ativado (GRAAF-ROELFSEMA et
al., 2007). A sensibilizacao do eixo EHHA libera cortisol, que controla largo espectro de
funcBes metabdlicas. Dentre elas, destaca-se o metabolismo energético por meio da
gliconeogénese, sendo que este hormonio inibe a utilizacdo de glicose pelos tecidos,
priorizando a mobilizacdo para o sistema nervoso central (SNC) e permitindo que,
durante o exercicio, a glicemia permaneca constante. Segundo Wilmore e Costill
(2001), esse efeito previne o inicio da fadiga central. No entanto, quando aumentado
excessivamente, exerce acfes antiinflamatorias e supressoras da imunidade mediada
por células, ou seja, age no sentido de inibir respostas necessarias para o combate a
diversos tipos de lesdes celulares e infecgdes.

Os niveis fisiolégicos do horménio permitem as respostas metabdlicas,
circulatérias e outras, necessarias para adaptacdo aos diversos tipos de estresse. Em
contrapartida, niveis mais elevados de cortisol teriam a funcdo de limitar as respostas
adaptativas, impedindo que elas se tornem exageradas, deletérias para o organismo
(AIRES, 1999). Dependendo da intensidade, tipo e duracdo do estimulo, exposicdes
repetitivas a fatores estressantes podem resultar em adaptacdo ou em estresse cronico.
A resposta de adaptacao é crucial para o bem-estar do organismo, pois permite que o
mesmo lide melhor com o estresse. A rapidez com que a adaptacéo ocorre depende da
severidade, duracao e tipo de estresse (VELLUCI, 1997).

A liberacdo de citocinas em resposta ao exercicio fisico foi descrito pela primeira
vez em 1983 por Cannon e Kluger. As citocinas fazem parte de um complexo de vias de
sinalizacdo que interagem com o sistema enddcrino como parte da resposta
multifacetada a uma variedade de desafios fisiologicos, incluindo o exercicio (MOYNA
et al., 1996; PEDERSEN E HOFFMAN-GOETZ 2000).

Alguns estudos mostram efeitos do exercicio sobre a fungdo imune e sobre a
liberacdo de citocinas em cavalos (DONOVAN et al., 2007; ADAMS et al., 2009;
LIBURT et al., 2009). A atividade fisica pode induzir uma resposta inflamatoria atraves
de aumentos nos niveis séricos de IL-1, TNF-a e IL-6, seguidos pela liberagdo de
citocinas anti-inflamatérias como IL-10, que s&o inibidores das citocinas pro-
inflamatorias. O perfil de resposta das citocinas pés-exercicio pode variar de acordo
com o tipo, duracéo e intensidade do exercicio. Um exemplo disto € a liberacdo de IL-1,
gue parece ser mais sensivel a intensidade do exercicio, enquanto que a TNF-a e IL-6
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sdo mais sensiveis a duragcdo do exercicio (PEDERSEN, 2005). A resposta inflamatoria
relacionada com a intensidade ou duracdo do exercicio pode ser o suficiente para
causar danos as células musculares (NORTHOFF et al. 1998; OSTROWSKI et ai. 1998;
MALM, 2002). Se for suficientemente grave, esse dano resulta em inflamagcdo com
liberacdo de enzimas celulares, uma cascata de citocinas pro-inflamatorias e uma
resposta endocrina que muitos estudos de diferentes espécies caracterizaram como
marcadores de dor de inicio tardio (do inglés DOMS) (NORTHOFF et al., 1998;
OSTROWSKI et al., 1998; MALM, 2002; PEAKE et al., 2005).

As alteracbes celulares necesséarias para afetar o desempenho variam de
individuo para individuo (PEAKE et al., 2005). No entanto, nem toda inflamacéo é
prejudicial e muitas citocinas modulam a resposta inflamatéria e facilitam outros
processos que sao importantes para a reparacdo de tecidos (MALM, 2002; 2003;
PEAKE et al., 2005; NIEMAN et al. 2007). Esta inflamacao € uma resposta adaptativa a
episodios repetidos de exercicio. Esta inflamacéo inicia a sintese e sinalizacdo de
proteinas que leva a hipertrofia muscular.

Além de desempenharem um papel importante na modulacdo da resposta
inflamatéria, se considera que as citocinas pro-inflamatérias contribuem também para
estresse cronico e depressdao (MULLER et al., 2011; KIM et al., 2015). Por exemplo, a
superexpressao de citocinas pro-inflamatorias, tais IL-1, IL-6 e TNF-a foram observadas
no sangue de pacientes com depressdo (HOWREN et al, 2009). Aumentos nos niveis
de citocinas também foram encontrados sangue e regides especificas do cérebro em
um modelo de depressao induzida pelo estresse crénico em ratos (BAY-RICHTER et al,
2011; YOU et al, 2011). A administracdo de citocinas pro-inflamatoérias diretamente no
cérebro induziu comportamento depressivo em roedores (PALIN et al, 2009), e a
administracdo de antagonistas de citocinas reverteu comportamento depressivo
(BRIETZKE et al, 2011).

Diante do exposto, como as respostas fisiologicas dependem das caracteristicas

do estimulo, o presente estudo teve o objetivo de descrever as respostas fisioldgicas
induzidas pelo exercicio a campo de alta intensidade e baixa duracdo em cavalos de
corrida. A partir destes dados poderemos, entéo, verificar se alguma manipulacao ou
estratégia pode alterar estas respostas e interferir de alguma forma na saude e bem-
estar animal.
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1.2 MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 16 equinos, machos (10) e fémeas (6), com idade entre 3 e 6
anos, da raca Puro Sangue Inglés, pesando entre 450 - 550 kg, provenientes do Jockey
Club Brasileiro. Todos os animais estavam sendo utilizados como cavalos de corrida,
com protocolo intenso de treinamento.

A rotina de treinamento esté descrita a seguir:

e Treinos diarios consistindo em aguecimento a trote por 1020m seguido de corrida

de 3.060 m a uma velocidade média de 22,5 km/h (podendo variar de 20 a 25

km/h) na pista de areia.

e Um treino forte semanal, consistindo em aquecimento a trote por 600m seguida
de corrida de 3.060 m a uma velocidade média de 52,5 km/h (podendo variar de

50 a 55 km/h) na pista de areia.

e No dia seguinte ao treino pesado, trabalho ao passo com o animal sendo
conduzido no cabresto em pista de asfalto por 15 minutos.

O treinamento apenas apresenta variacdo para animais lesionados ou recém
recuperados de leséo, sendo estes submentidos a exercicio na piscina ou para animais
gue apresentam conformacdo menor ou considerados mais sensiveis sendo entdo
treinamento em dias intercalos ao invés de treinamento diario.

No presente estudo ndo foram utilizados animais em recuperacdo recente de
leséo. Apenas 2 animais apresentaram treino diferenciado (intercalado).

Os animais ficam confinados em baias com dimensfes de 4mx4m, com passeios
no cabresto duas vezes ao dia. Todos 0s animais possuem uma mesma rotina de
manejo tornando o grupo bastante homogénio. Todos os animais foram considerados
saudaveis ap6s exame clinico e liberacédo da veterinaria responsavel.

Todos os procedimentos foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais do Instituto de Biologia da UFRRJ (CEUA/IB/UFRRJ) (n° 16/2015) e
estdo de acordo com as normas internacionais de uso de animais em pesquisa.

Protocolo experimental

O experimento foi realizado em dois dias consecutivos, utilizando oito animais
em cada dia, iniciando as 4:00h com as coletas basais. Em cada animal, em sua
respectiva baia, foi realizada a colocagao do frequencimetro cardiaco (Polar Equine™)
ao redor do térax e ativado. Apés a ativacao do frequencimetro foi realizada a coleta de
sangue através da puncéo da veia jugular com agulha vacutainer em tubos com EDTA
(4 ml) para analise do hematdcrito, em tubos com fluoreto de sédio (4 ml) para anélise
de glicose e lactato e em tubos sem aditivo (10 ml) para analise de cortisol e citocinas
inflamatorias (IL-1p, IL-6). Apds a realizacdo das coletas de sangue, os animais foram
encilhados e em seguida levados para a pista de corrida de areia onde fizeram um
aguecimento que consistiu num trote a uma velocidade média de 4 m/s por 1020m. Em
seguida foram submetidos a um exercicio submaximo que consistiu numa corrida de
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3.060 m de distancia e velocidade média de 12 m/s. A velocidade foi controlada tanto
pelo joquei utilizando um aparelho de GPS quanto pelo treinador utilizando um
crondmetro. Foram realizadas coletas imediatamente ap0s o exercicio com 0s animais
ainda na pista. Em seguida, foram levados para area de ducha, onde foram resfriados
com &gua gelada e em seguida conduzidos para suas respectivas baias. J& em suas
baias, foram realizadas as coletas de sangue 30 minutos, 2h, 4h, 6h e 12h apos o
exercicio.

O protocolo experimental esta esquematizado na figura 2.

L"E;g:, 30 min 2 horas 4 horas & horas 24 horas
Basal apos apos apos apos apos apos
[N [N
Ry Ry
Legenda:

|[:> Aquecimento (trote 1.020a4m/s}+ CORRIDA (Galope 3.060m a12m/s -4 min) (na pista de areia)

ﬁ Coleta de sangue

lr:)" Mensuracdo da variabilidade frequénda cardiaca

Figura 2: Esquema do protocolo experimental do exercicio a campo de alta intensidade e curta duragao.

Figura 3: Fases do protocolo experimental do exercicio a campo. Em A, equino submetido ao
exercicio de alta intensidade e curta duracdo (12 m/s, 4min). Em B, coleta de sangue imediatamente
apos o exercicio.
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Coletas de sangue

As coletas de sangue foram realizadas através puncdo da veia jugular com
agulha vacutainer em tubos com EDTA (4 ml) para analise do hematécrito, em tubos
com citrato (4 ml) para glicose e lactato e em tubos sem aditivo (10 ml) para analise de
cortisol e citocinas inflamatorias. As coletas foram realizadas nos momentos basais,
imediatamente, 30 min, 2h, 4h, 6h e 24h apos o exercicio (Figura 4). As amostras foram
acondicionadas sob refrigerac@o (em caixa térmica com gelo) e ao final do experimento
foram centrifugadas utilizando a centrifuga modelo Centribio® na velocidade 20.379xG
por 5 minutos e os soros foram estocados em freezer a -20°C.

Imed, 30 min 2 horas 4 horas & horas 24 horas
Basal aps apis apds apds apds apds
|[:>
[ —
VFC Hematdcrito VFC Cortisol Citocinas Citocinas Citocinas
Hematdcrito PTN Plasmaticas Glicose Citocinas
PTM Plasmaticas Glicose Lactato
Glicose Lactato Cortisol
Lactato Citocinas Citocinas
Cortisol
Citocinas

Figura 4: Esquema de tempos de coleta e parametros analisados.

Uso de Frequencimetros e Analise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Os intervalos RR dos animais foram registrados durante todo o tempo do
experimento por um frequencimetro, RS 800 (Polar Equine®). Um eletrodo foi colocado
na regido precordial, no torax abaixo do codilho esquerdo, outro eletrodo préximo a
cernelha na regido torécica. Posteriormente, a regido do eletrodo foi molhada
abundantemente com uma solucédo preparada de agua e shampoo neutro para garantir
a conducdao dos impulsos elétricos. O transmissor do sistema capta 0s sinais e envia-0s
para o reldgio do equipamento, que armazena estes dados.

Os dados armazenados no relogio foram enviados para o programa Polar Pro
Trainer Equine por meio da interface de emissdo de infravermelhos, para realizar a
analise espectral da VFC.

Os dados obtidos foram dispostos num grafico confeccionado a partir da FC
(bpm) em razéo do tempo (figura 5).
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Figura 5: Grafico confeccionado pelo programa Polar Pro Trainer 5®.

Os dados armazenados pelo programa Polar Protrainer 5 foram enviados para o
programa Microsoft Office Excel 2007 sendo gerada uma lista de valores de intervalos
RR em milisegundos (ms). Um grafico foi construido a partir dos pontos de dados de
intervalo cardiaco para realizar a inspecdo. Em seguida, foram identificados
visualmente e corrigidos os valores errados considerados artefatos de leitura. A
correcdo desses artefatos de leitura ocorreu através da substituicdo dos valores de
intervalos RR discrepantes pela média dos valores dos dois intervalos RR anteriores e
dos dois posteriores (VON BORREL et al., 2007).

Foram selecionados apenas os momentos basais e 30 minutos apds o0 exercicio
para serem analisados. A série de valores de intervalos RR no momento do exercicio
possuem muitos artefatos de leitura devido a movimentagdo do animal que provoca a
perda de contato dos eletrodos com a pele produzindo muitos artefatos ndo sendo
possivel essa andlise durante o exercicio fisico. Um estudo de Salo et al. (2001) avaliou
o efeito de correcdo diferentes quantidades de batimentos na série de intervalo
cardiaco, variando de 5 a 50% de correcdo. Nas correcdes de 5% foram observadas
menores mudancgas nos resultados, quando comparadas as séries originais nao
corrigidas. Além disso, Peltola (2012) indica que as séries temporais com 20% de
correcdo devem ser rejeitadas.

Os segmentos com os valores do intervalo RR foram exportados em arquivo de
texto (TXT) para o programa CardioSeries v2.4 que gera uma pagina com os valores
dos parametros da analise da VFC no dominio da frequéncia e no dominio do tempo,
de cada segmento. Foram analisados segmentos de 64s. Foi utilizada a Transformada
Rapida de Fourier (FFT) para realizar a analise da VFC no dominio da freqiéncia a
partir da qual se obteve a razdo entre os componentes frequenciais LF e HF. Essa
razao permite identificar o balanco entre a ativagcdo simpatica e parassimpatica nos
momentos selecionados. Os valores das variaveis utilizadas pelo programa HRV
analysis foram padronizados da seguinte forma: LF 0,01 — 0,07; HF — 0,07 — 0,5; taxa
de interpolagéo = 4 e pontos no dominio da frequiéncia = 256 (figura 6).
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Figura 6: Andlise da VFC pelo programa HRV analysis. Andlise realisada através da Transformada
Réapida de Fourier (FFT) para realizar a analise da VFC no dominio da frequéncia a partir da qual se
obteve a razdo entre os componentes frequenciais LF e HF. Os valores das variaveis utilizadas pelo
programa HRYV analysis: Segmentos de 64s; LF = 0,01 — 0,07; HF = 0,07 — 0,5; taxa de interpolagéo = 4
e pontos no dominio da frequiéncia = 256.

Analise do Hematocrito

Amostras de sangue foram coletados nos momentos basal e imediatamente
apos o exercicio (Figura 2). As amostras foram acondicionadas sob refrigeracédo (caixas
térmicas com gelo) até o adequado processamento. As analises foram realizadas logo
apos a corrida do ultimo animal, seguindo o protocolo descrito a seguir.

O tubo que contém o sangue com EDTA foi homogeneizado manualmente, e em
seguida o tubo capilar foi preenchido pelo sangue por capilaridade (tubo capilar foi
colocado no tubo com sangue com EDTA inclinando um pouco os dois, deixando que o
sangue subisse no tubo por capilaridade até cerca de 1 cm da extremidade livre do
capilar). Em seguida, a extremidade livre do tubo foi tampado com massa, e foi
realizada a limpeza face exterior do tubo capilar. Os tubos foram colocados nos sulcos
radiais da centrifuga modelo Micro Evlab®, tendo cuidado de por a extremidade vedada
voltada para a periferia. Foi realizada a centrifugagéo por 5 min a uma velocidade de
20.379xG. O tubo foi retirado da centrifuga e em seguida realizada a leitura do
hematdcrito, utilizando a tabela de leitura.

Andalise das Proteinas Plasmaticas

Amostras de sangue foram coletados nos momentos basal e imediatamente
apos o exercicio (Figura 2). As amostras foram acondicionadas sob refrigeracéo (caixas
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térmicas com gelo) até o adequado processamento. A andlise das proteinas
plasmaticas foi realizada por refratometria.

Analise do Lactato

As andlises das concentragfes séricas de lactato foram realizadas com o
objetivo de verificar se o treino foi de intensidade suficiente para produzir um estimulo
metabdlico nos animais.

Amostras de sangue foram coletados nos momentos basal, imediatamente e 30
min apos o exercicio (figura 2). As amostras foram acondicionadas sob refrigeracédo e
ao final do experimento foram centrifugadas utilizando a centrifuga modelo Centribio®
na velocidade 3200 RPM ou 1400xG por 5 minutos. Apds centrifugacdo e separacédo do
plasma, as aliquotas de 1,0 ml foram acondicionadas em tubos tipo Eppendorf,
devidamente identificados e armazenados em freezer a temperatura de -20°C para
posterior andlise.

A andlise foi realizada por espectrofotometria utilizando kit reagente comercial
para lactato (Katal® Lactato LOD-PAP) seguindo rigorosamente o protocolo do kit. Foi
utilizado espectrofotometro modelo BTS 315 (Biosystem®).

Analise da Glicose

Amostras de sangue foram coletados nos momentos basal, imediatamente apés
e 30 min apdés o exercicio (figura 2). As amostras foram acondicionadas sob
refrigeracdo e ao final do experimento foram centrifugadas utilizando a centrifuga
Centribio® na velocidade 3200 RPM ou 1400xG por 5 minutos. ApGs centrifugacdo e
separacdo do plasma, as aliguotas de 1,0 ml foram acondicionadas em tubos tipo
Eppendorf, devidamente identificados e armazenados em freezer a temperatura de -
20°C para posterior andlise.

A andlise foi realizada por espectrofotometria utilizando kit reagente comercial
para glicose (Interkit® Glicose) seguindo rigorosamente o protocolo do kit. Foi utilizado
espectrofotometro modelo BTS 315 (Biosystem®).

Anélise de Cortisol

As amostras foram coletas nos momentos basal, 30 min e 2h apds o exercicio
(figura 2). As amostras foram acondicionadas sob refrigeragdo e ao final do
experimento foram centrifugadas na velocidade 3200 RPM ou 1400xG por 5 minutos e
os soros foram estocados em freezer a -20°C.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Neuroendocrinologia
Comportamental do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UFRRJ pela técnica de
radioimunoensaio (RIE). Todos os ensaios/dosagens foram realizados em duplicata.
Apoés descongelamento das amostras a temperatura ambiente e numeragcao dos tubos,
foi pipetado em duplicata, 25uL de diferentes concentracdes padrbes de cortisol do kit
(0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 3; 10; 30; 100 pg/dl) nos tubos, adicionando-se 25uL dos soros
testes e em seguida testados e posteriormente adicionado 1,0 ml de cortisol em todos
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os tubos. Os tubos foram incubados em banho-maria por 45 minutos a 37°C +/- 1°C
sendo feita em seguida decantacdo e secagem de todos utilizando um papel
absorvente.

A contagem foi realizada em um contador gama calibrado para iodo radiativo
(1125) da marca Wallac ®. Apéds as leituras, foi confeccionado o grafico da curva
padrdo de acordo com as instrucbes do kit e os valores de cortisol das amostras
testadas foram calculados a partir dos valores de radioatividade obtidos individualmente
em relacdo aos valores da curva padréo. Os célculos dos valores testes apresentados
em pg/dl foram realizados através do programa Graph Prism 5.0. Para a manutencao
da confiabilidade do teste, todos os valores deveriam estar dentro dos valores da curva
padrao, ndo podendo ser considerados os valores fora da curva.

Analise de Citocinas

Amostras de sangue foram coletados nos momentos basal, imediatamente apos,
2h, 4h, 6h e 24h apo6s o exercicio (figura 2). As amostras foram acondicionadas sob
refrigeracao e ao final do experimento foram centrifugadas na velocidade 3200 RPM ou
1400xG por 5 minutos.Apoés centrifugacao e separagdo do plasma, as aliquotas de 1,0
ml foram acondicionadas em tubos tipo Eppendorf, devidamente identificados e
armazenados em freezer a temperatura de -20°C para posterior andlise. A analise foi
realizada através técnica de ELISA utilizando o kit reagente comercial para IL-6 (Equine
Interleukin 6 - Develop® ) e IL-1B (Equine Interleukin 1 - Develop®), seguindo
rigorosamente o protocolo dos kits. A leitura foi realizada utilizando a leitora de
microplaca modelo Thermo Plate- TP Reader. Ap6s a leitura, foi confeccionado o
grafico da curva padrdo de acordo com as instrucdes do kit. Para a manutencdo da
confiabilidade do teste, todos os valores deveriam estar dentro dos valores da curva
padrdo, ndo podendo ser considerados os valores fora da curva. Os valores da curva
padrdo da IL-1B e IL-6 s&o, respectivamente, 13,315; 25,015; 59,85; 107,53; 373,57,
902,065; 1994,5 e 0,001; 0,086; 0,342; 0,611; 1149,5; 2287,5; 2497; B: 0,003.
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Figura 7: Curva Padrdo das citocinas IL-6 e IL-1B: Obtida através da preparacdo de diluicdes em série
(de S1 a S7) de 1:2. de acordo com as instru¢des dos kits Equine Interleukin 6 - Develop® e Equine
Interleukin 1 - Develop®. Seguindo as diluicdes Padrédo, como 500pg / mL (S1), 250pg / mL (S2), 125pg /
mL (S3), 62.5pg / mL (S4), 31.25pg / mL (S5), 15.62pg / mL (S6), 7.81pg / mL (S7), e Branco como Opg /
mL.
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Andalises Estatisticas

Os resultados das variaveis hematdcrito, proteinas plasméaticas e VFC foram
comparados pelo teste t pareado. Os parametros glicose, lactato, cortisol e citocinas
foram submetidas & ANOVA de uma via para medidas repetidas, quando significativas
foram comparadas pelo Teste de Bonferroni. Para avaliacao do efeito do sexo todos os
parametros foram avaliados pela ANOVA de uma duas para medidas repetidas seguida
pelo Teste de Bonferroni. Para avaliacdo da existéncia de correlacao entre os
parametros foi utilizado o teste de Pearson. Os dados foram apresentados como média
+ erro padréo. As andlises estatisticas foram realizadas com SPSS Verséo 21 (IBM
SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) utilizando intervalo de confianca de 95% e probabilidade
de 5%. Os gréficos foram construidos usando GraphPad Prism 5.0 (Software
GraphPad).
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1.3 RESULTADOS

1.3.1 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

O teste t pareado detectou diferenca significativa entre os momentos Basal e P4s
30min na razdo LF/HF (p = 00,002, figura 8B); no componente de baixa frequéncia (LF,
p = 00,006, figura 8C), nos componentes de alta frequéncia (HF, p = 0,018, figura 8D) e
na frequéncia cardiaca (FC, p < 0,001, figura 8A). Neste sentido houve aumento da FC,
do LF e da razdo LF/HF e concomitante diminuicdo do HF; o que indica um aumento do
componente simpatico em relagdo ao componente parassimpatico mesmo 30min apés
o término do exercicio.
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Figura 8: Efeito do exercicio fisico a campo de alta intensidade e baixa duragdo na
VFC de equinos. Os dados sao apresentados como média £ epm nos momentos
Basal (n=13) e apds 30 min (n=13). Em A, efeito do exercicio na Frequéncia Cardiaca
Média. Em B, efeito do exercicio na VFC, expressa pela razdo LF/HF. Em C, efeito do
exercicio na VFC, expressa pelo componente de baixa frequéncia LF. Em D, efeito do
exercicio na VFC, expressa pelo componente de alta frequéncia HF. (*) indicam
diferenca significativa entre os momentos analisados através do teste t pareado (p <
0,05).
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1.3.2 Hematécrito

Na analise estatistica do hematdcrito, o teste t pareado detectou diferenca
significativa entre os momento Basal e Pdés 30min (p < 0,001). Os animais
demonstraram um aumento significativo do valor do hematdcrito imediatamente apos o
exercicio em relacdo ao momento basal (figura 9A).

1.3.3 Proteinas Plasmaticas

Na analise estatistica das proteinas plasméticas, o teste t pareado detectou
diferenca significativa entre os momentos Basal e imediatamente apds o exercicio (p <
0.001). Os animais demonstraram um aumento significativo do valor das proteinas
plasmaticas imediatamente apds o exercicio em relacdo ao momento basal (figura 9B).

HEMATOCRITO PROTEINAS PLASMATICAS
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Figura 9: Efeito do exercicio fisico a campo de alta intensidade e baixa duracao
no hematocrito e proteinas plasmaticas totais de equinos. Os dados sao
apresentados como média £ epm nos momentos Basal (n=16) e imediatamente apds o
exercicio (Imed) (n=16). * indica diferenca significativa entre os momentos analisados
através do teste t pareado (p < 0,001).

1.3.4. Lactato

Na andlise estatistica do lactato, a ANOVA de uma via pra medidas repetidas
detectou diferenca significativa entre os momentos Basal, Imed e Pos 30min (Wilks'
Lambda = 0,090; Fp14) = 71,011; p < 0.0001). Os animais demonstraram um aumento
significativo do valor do lactato imediatamente apds o exercicio em relacdo ao momento
basal (p < 0.0001). Aos 30 minutos do término do exercicio foi observada reducéo
significativa do valor médio de lactato em relacdo ao observado imediatamente apos o
teste (p < 0.0001) , no entanto, ndo retornou aos valores basais (p < 0,0001; figura
10A).
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1.3.4 Glicose

Na analise estatistica da glicemia, a ANOVA de uma via pra medidas repetidas
detectou diferenca significativa entre os momentos Basal, Imed e P6s 30min (Wilks'
Lambda = 0,186; F(,,12 = 26,176; p < 0.0001). Os animais demonstraram um aumento
significativo do valor da glicose imediatamente ap0s o exercicio em relacdo ao
momento basal (p < 0.0001). Aos 30 minutos do término do exercicio ndo foi observada
reducéo significativa do valor médio da glicose em relacédo ao observado imediatamente
apos o teste (p = 0,545) , ndo retornando aos valores basais (p < 0,0001) (figura 10B).
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Figura 10: Efeito do exercicio fisico a campo de alta intensidade e baixa duracéo
no lactato (em A) e na glicose (em B) de equinos. Os dados sdo apresentados como
média £ epm nos momentos Basal (n=16), imediatamente apés (Imed) (n=16) e 30 min
ap6s o exercicio (P6s 30min) (n=16). * indica diferenca significativa em relacdo ao
Basal (p < 0,05) e # indica diferengca em relagdo ao pés 30min (p < 0,05). Andlise
através da ANOVA de uma via seguida de teste de comparacdes mdultiplas de
Bonferroni.

1.3.5 Cortisol

Na analise estatistica do cortisol, a ANOVA de uma via pra medidas repetidas
detectou diferenca significativa entre os momentos Basal, Imed e P6s 30min (Wilks'
Lambda = 0,384; Fp,12 = 9,632; p = 0,03). Os animais demonstraram um aumento
significativo do valor do cortisol 30 minutos apds 0 exercicio em relacdo ao momento
basal (p = 0,029). Apo6s 2 horas do término do exercicio foi observada reducdo
significativa do valor do cortisol em relagéo ao observado imediatamente apés o teste (p
= 0,002) (figura 11).
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Figura 11: Efeito do exercicio fisico a campo de alta intensidade e baixa duragéo
no cortisol de equinos. Os dados sao apresentados como média + epm nos
momentos Basal (n=14), imediatamente apés (Imed) (n=14) e 30 min apos o exercicio
(P6s 30min) (n=14). * indica diferenca significativa em relagdo ao Basal (p < 0,05)e #
indica diferenca em relacdo ao pos 30min (p < 0,05). Andlise através da ANOVA de
uma via seguida de teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.

1.3.6 Citocinas

Na andlise estatistica do citocinas plasmaticas IL-1B e IL-6, o teste ANOVA de
uma via para medidas repetidas ndo detectou diferenca significativa entre os momentos
apos exercicio e o0 momento basal (Figura 12A). A analise da IL-6 apresentou valores
ndo detectaveis na maioria dos animais em todos os tempos (Figura 12B).
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Figura 12 Efeito do exercicio fisico a campo de alta intensidade e baixa duracéo
nas citocinas inflamatérias de equinos. Os dados sdo apresentados como média *
epm nos momentos Basal, imediatamente apos (Imed) e 30 min, 2h, 4h, 6h, 24h apos o
exercicio. Em A: Andlise de IL-1B. Nao foi detectada diferenca significativa entre
nenhum momento.Analise realizada pela ANOVA de uma via seguida de teste de
comparacdes multiplas de Bonferroni. Em B: Analise de IL-6. O grafico demonstra que
as citocinas nao foram detectaveis.

1.3.7 Efeito do sexo na reatividade ao estresse fisico

Para avaliacdo do efeito do sexo do animal na reatividade ao exercicio fisico
proposto, todos os parametros foram analisados pela ANOVA de uma duas para
medidas repetidas seguida pelo Teste de Bonferroni. Os resultados mostram que em
nenhum parametro houve diferenga significativa entre machos e fémeas nas respostas
fisioldgicas ao exercicio de alta intensidade e curta duracao (figura 13).
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Figura 13: Efeito do sexo na reatividade de equinos ao exercicio a campo de alta intensidade e
curta duracdo através da analise da VFC (frequéncia cardica, razdo LF/HF, LF e HF), hematdcrito,
lactato, glicose e cortisol. Os dados sao apresentados como média + epm. Ndo houve diferenca
significativa entre machos e fémeas em nenhum dos parametros analisados.
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1.3.8 Efeito da idade na reatividade ao estresse fisico

Para avaliacdo do efeito da idade na reatividade ao exercicio fisico proposto, foi
realizada a correlagdo de dados (idades (3, 4, 5 e 6 anos) versus delta (obtido através
da diferenca entre os valores pds-exercicio e os valores basais). Os resultados
mostram que ndo houve correlacdo entre as idades e as respostas fisiolégicas ao
exercicio de alta intensidade e curta duracao proposto no presente estudos (figura 14).
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Figura 14: Efeito da idade na reatividade de equinos ao exercicio a campo de alta intensidade e
curta duracdo: Em A, B, C e D: Correlagdo entre as idades e VFC (diferenca entre os valores pés-
exercicio e os valores basais) (frequéncia cardica, razdo LF/HF, LF e HF); Em E: Correlacdo entre as
idades e o: hematdcrito (diferenca entre os valores pés-exercicio e os valores basais); Em F e G:
Correlacdo entre as idades e lactato e glicose (diferenca entre os valores imediatamente apds o
exercicio e os valores basais (delta 1) e (diferenca entre os valores 30 min apés o exercicio e os valores
basais (delta 2); Em H: Correlacao entre as idades e o cortisol (diferenca entre os valores 30 min apés o
exercicio e os valores basais (delta 1) e (diferenca entre os valores 2h apds o exercicio e os valores
basais (delta 2). Nao houve correlacdo entre as idades e as respostas fisiolégicas ao exercicio de alta
intensidade e curta duracdo proposto no presente estudo.

34



1.4 DISCUSSAO

O exercicio de corrida de alta intensidade baixa duracdo em equinos Puro
sangue inglés induziu respostas autonémicas (com aumento do tonus simpatico em
relacdo ao parassimpatico), bioquimicas (aumento do lactato e da glicose plasmatica),
enddécrinas (aumento dos niveis séricos de cortisol) e hemtolégicas (aumento no
hematocrito), sem alterar significativamente os niveis de citocinas inflamatorias.

O objetivo do exercicio proposto no presente estudo foi promover alteracbes
fisioldgicas significativas, mas sem produzir alteracdes deletérias ao individuo. Neste
sentido, como o0s animais do estudo s&o atletas submetidos a uma rotina de
treinamento e competicdes, acreditamos que 0 exercicio proposto € discretamente
menos intenso do que o treino considerado forte para esses animais. Desta forma
podemos avaliar e descrever as alteracdes fisioldgicas que ocorrem no organismo em
resposta a um modelo padronizado de estresse fisico para que este possa se utilizado
em pesquisas futuras que avaliam fatores de risco, de resiliéncia e estratégicas que
alteram a reatividade ao estresse. Assim podemos avaliar também estratégias que
melhoram a reatividade ao estresse, seja ela por meio de treinamento ou através de
outras estratégias, como por exemplo, o controle de estresse psicoldgico.

O exercicio representa uma condicdo de estresse mais fisioldégico que existe,
uma vez que altera muitos sistemas, dentre eles o sistema nervoso autonémico e
enddcrino. Este apenas se torna patoldgico quando essas alteracdes sdo exarcebadas
ou prolongadas e o organismo ndo é capaz de restabelecer o equilibrio, gerando
doencas.

A pratica regular de exercicio fisico esta associada a promocdo da saude e a
prevencdo de doencas. O exercicio regular, ou treinamento fisico, de intensidade
moderada melhora os sistemas de defesa do organismo. Além disso apés uma sessao
de exercicio fisico, inicia-se normalmente a fase de recuperacdo, quando sao
observados diversos efeitos positivos, incluindo o aumento da resisténcia a novas
lesdes induzidas ou ndo por exercicios, fato que é considerado como um processo
"adaptativo". Porém, quando exercicio € intenso e prolongado, ou, ainda, individuos que
possuem elevada frequéncia de treinamento, essa recuperacdo ndo é alcancada.
Somado a isso, 0 exercicio extenuante pode causar imunossupressao. Estas alteracdes
comprometem a defesa do organismo contra agentes infecciosos e oncogénicos, assim
como nos processos alérgicos (NOBREGA, 2005).

A analise da VFC durante o estresse em equinos é extremamente relevante, pois
permite acessar o balangco autondmico independentemente de outros fatores que
alteram a FC. No repouso, a regulacdo parassimpatica predomina e quando ocorre
aumento na atividade fisica, ha um incremento da ativacdo simpatica. Ainda assim, os
dois ramos do SNA possuem a habilidade de atuar de forma simultdnea ou
independente um do outro, na regulacdo da atividade cardiaca. Sendo assim, o
aumento da atividade vagal ndo resulta instantaneamente na reducdo da simpatica e
vice-versa. Desse modo, ndo € possivel determinar as caracteristicas regulatérias do
SNA, simplesmente, através da mensuracédo da FC (VON BORELL et al., 2007). Ainda
assim, a FC pode ser considerada como um indice indireto de estresse, sendo
importante a sua analise, em conjunto com outros parametros.
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Os resultados mostram que o exercicio fisico provoca alteragfes significativas na
atividade do sistema nervoso autbnomo nos cavalos examinados no periodo de 30
minutos apdés o exercicio, através do aumento da banda de baixa frequéncia LF
(refletindo a atividade do sistema simpatico) e da razdo LF/HF (indicando aumento
atividade simpatica em relacdo a parassimpatica) e diminuig&o significativa da banda de
alta frequéncia HF.

E importante salientar que a VFC foi mensurada no periodo de repouso nos
momentos basais e 30 minutos apos o exercicio devido ao fato de que uma das
limitacbes dessa ferramenta € que a movimentacdo do animal provoca a perda de
contato dos eletrodos com a pele produzindo muitos artefatos ndo sendo possivel essa
andlise durante o exercicio fisico. Os artefatos interferem na andlise da VFC,
comprometendo a confiabilidade dos indices obtidos, se eles ndo forem removidos
(VANDERLEI et al., 2009). Sendo que séries temporais com corre¢cdo maiores que 20%
devem ser rejeitadas (PELTOLA, 2012).

O periodo de 30 minutos ap0s o exerciciofoi escolhido para analise baseado nos
resultados de Van Breda e colaboradores (2006). Neste estudo, com objetivo de avaliar
o nivel de estresse causado pelo adestramento em equinos foram observados
aumentos significativos nos parametros de VFC 30 a 45 minutos pds-exercicio (basal:
LF = 87,86 + 9,48; HF = 12,14 + 10,56; LF/HF = 1,8 + 0,7 e 30 a 45 minutos pos-
exercicio: LF =98,83 £ 12,1; HF = 23,09 + 9,1; LF/HF = 11,07 = 6,4). Em outro estudo,
realizado por Matsuura e colaboradores (2010) no qual foi comparado o nivel de
estresse de equinos que cavalgavam em posicao de lider (posicionado a frente) com os
equinos seguidores (posicionado atras do cavalo lider), a VFC foi analisada aos 30, 60
e 90 minutos apoés o exercicio (MATSUURA, 2010).

Cavalos que participam de corridas, as respostas ao estresse aumentam
progressivamente até um ponto em que 0 corpo se torna incapaz de gerencia-los.
Conforme relatado por Kato et al. (2003), a atividade do sistema parassimpéatico
aumentada reflete um estado de relaxamento fisico e mental. Ele exerce um efeito
trofotrépico, que € uma combinacao de atividade parassimpético e relaxamento dos
musculos, sobre os processos de regeneracdo, inibindo a utilizacdo de energia
(BASELLI et al. Al. 1987). No entanto, Janczarek e colaboradores (2013) observaram o
oposto, enfatizando o impacto negativo do treinamento de corrida sobre o status
emocional dos cavalos como descrito por Landers (2006). Comparando os parametros
em repouso com 0s parametros apos o exercicio fisico, foi observado um aumento na
atividade simpatica e uma diminuicdo da atividade parassimpético. Obviamente, esse
padrdo dos componentes do sistema autondmico contribui para um desequilibrio do
sistema. Esta provado que um aumento na atividade do sistema simpatico € causado
tanto pelo exercicio fisico quanto por outras situacdes, como necessidade de maior
atencdo ou estado de alerta. Situacbes estas que ocorrem quando os cavalos sdo
introduzidos em novas instalacdes (Wilk et al., 2015) ou apresentados a objetos novos
(VISSER et al., 2001; NICOL et al., 2005; VISSER et al, 2008; CHRISTENSEN et al.,
2010, VILLAS-BOAS, 2015; VILLAS-BOAS, 2016. KINNUNEN et al., 2006). Janczarek
e colaboradores (2013) relataram aumento resposta de estresse em cavalos apos a
temporada de corrida ter comecado do que no periodo de preparacdo. Além disso,
observou-se aumento da atividade do sistema nervoso autbnomo durante a alta
intensidade de treinamento que precederam a participacdo numa corrida.
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A atividade do sistema nervoso autbnomo em repouso e poés-exercicio em
cavalos de raca pura sado variados e podem mudar durante a temporada de corrida.
Apbs o exercicio fisico a atividade do sistema simpatico é geralmente reforcada com
um sistema de atividade parassimpatico estavel. Esta € uma resposta adaptativa
fisiologica. No entanto, segundo, Janczarek e colaboradores (2013) pode-se esperar
melhores resultados em cavalos de corrida com atividade simpatica aumentada
acompanhada por um aumento da atividade parassimpatico do que em cavalos com
elevada atividade do sistema simpatico mas com baixa atividade parassimpatica.

O aumento de hematdcrito verificado apds o exercicio proposto no presente
estudo é resultante de mobilizacdo de eritrocitos oriundos do baco e redistribuicdo do
volume plasmatico circulante. O aumento da concentracdo de proteinas plasméaticas
totais ocorre possivelmente em funcédo da perda de fluidos do compartimento vascular
pelo suor (ROSE et al.,1983; JABLOSNKA et al.,, 1991; MC KEEVER et al.,1993;
ANDREWS et al.; 1995).

O referido aumento do hematdcrito apds o exercicio é resultante do estimulo
simpatico que mobiliza eritrocitos armazenados no baco, com a finalidade de aumentar
a capacidade sanguinea de transporte de oxigénio (KINGSTON, 2004). Os resultados
do presente estudo corroboram com Andrews et al. (1995) que mostraram em estudos
anteriores aumentos nas porcentagens de hematécrito chegando a valores de 65 a 70%
em cavalos de corrida. Em exercicio fisico de baixa intensidade, com frequéncia
cardiaca abaixo de 150 bpm, observam-se menores variagdes nos valores de
hematocrito o que foi atribuido a uma contracdo esplénica de menor intensidade,
provavelmente associada a um estimulo simpético também menor (LEKEUX et al.,
1991). Exercicios de curta duracdo levam a perda de cerca de 5 a 10% do volume
plasmatico pela sudorese e ao se prolongar a atividade ocorrera significativa reducéo
deste volume, provocando aumento do hematécrito (KINGSTON, 2004). McKeever et
al. (1993) descreveu o aumento de hematdcrito em cavalos submetidos a diversas
intensidades de exercicio. Schalm (1979) avaliou o0s principais parametros
hematolégicos de equinos Puro Sangue com idades superiores a 5 anos de idade. Os
valores médios obtidos foram: hematdcrito (%) = 40,8 e proteinas plasmaticas totais =
7,0 g/dl.

O exercicio fisico € acompanhado por variagcbes na regulacdo hormonal da
glicemia (JABLONSKA et al., 1991) que ocorre de acordo com o consumo desta pelos
musculos e a taxa de glicogendlise e gliconeogénese. A velocidade e duracdo do
exercicio sdo os fatores mais importantes para alteracdo na concentracdo de glicose
(ROSE & HODGSON, 1994). Além disso, os valores médios dos teores séricos de
glicose podem sofrer elevacdo nos diferentes tipos de exercicio, sendo proporcional a
intensidade do esforco fisico.

O exercicio proposto no presente estudo provocou um aumento significativo da
glicemia. Elevagfes na glicemia durante e apds o exercicio intenso sdo frequentemente
observadas, sendo um achado consistente na literatura. O efeito hiperglicemiante,
transitério visto a normalizagdo dos valores apds o término do exercicio é descrito por
diversos autores (SIMOES et al., 2003; GORDON et al.; 2007; FERRAZ et al. 2010). As
concentracOes de glicose aumentaram significativamente apOs exercicio intenso em
esteira rolante (FERRAZ et al., 2008) e em prova de corrida em curta distancia (BRAZ
et al., 2016). Enquanto que Fernandes e Larsson (2000) estudaram equinos
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submetidos a provas de enduro de 30km e encontraram redugéo da glicemia ao término
do esforco. Dessa forma, o efeito do exercicio sobre a concentracdo de glicose é
variavel dependendo da intensidade e duracdo do exercicio (DERMAN & NOAKES,
1994).

Durante exercicio sub-méximo de longa duracéo ocorre a deplecéo dos estoques
de glicogénio intramuscular ou a hipoglicemia, secundaria a deplecdo de glicogénio
hepéatico, sendo esta a principal responséavel pela fadiga (PAGAN et al., 2002). Com o
exercicio intenso, ocorre aumento da glicemia devido ao incremento da glicogendlise e
neoglicogénese hepatica provocadas pela acéo tanto do cortisol (SIMOES et al., 2003)
como da atividade adrenérgica (Geor et al., 2000), devido a necessidade de aumento
na demanda tecidual. Além dos efeitos do estresse que estimula a liberacdo de glicose
por estimulo adrenérgico. O aumento da glicogendlise e do estresse pode ocorrer em
consequéncia da duracdo prolongada do exercicio (ROSE & HODGSON, 1994). Desta
forma, as glicoses séricas e musculares sdo essenciais para a geracao de energia via
anaerobica e aerobica (LACOMBE; HINCHCLIFF; TAYLOR, 2003).

Fatores enddcrinos como insulina, glucagon, epinefrina e norepinefrina séo
importantes reguladores do metabolismo da glicose durante o exercicio (COGGAN,
1991). A reducdo na relacdo insulina/glucagon € o estimulo primario para a
glicogendlise hepética, promovendo aumento da glicose durante o exercicio de baixa
intensidade em humanos. Pois outro fator que contribui para o efeito hiperglicemiante
gerado no exercicio € o bloqueio na liberagcdo da insulina provocada pela acdo de
catecolaminas e cortisol.

Outros fatores importantes que interferem na resposta glicémica apos o exercicio
sdo o tempo decorrido da ultima refeicdo até o inicio do exercicio e a hora do dia em
gue o exercicio foi praticado, porque a glicemia € influenciada pelos horménios
pancreaticos e 0s mesmos sao regulados pela digestdo e absorcao de carboidratos e
pelo ciclo circadiano (SIMOES, 2000). No entanto, o metabolismo da glicose durante o
exercicio € complexo sendo necessario mais estudos em equinos para esclarecer estes
pontos. No presente estudo foi observado aumento significativo dos niveis de
cortisol sérico apds o exercicio fisico. O cortisol é frequentemente utilizado para avaliar
0S niveis de estresse induzidos pelo exercicio (WELLHOENER et al., 2004,
MALINOWSK:i et al., 2006; FERLAZZO et al., 2009). O horménio cortisol produzido pelo
cortex adrenal é uma das principais substancias quimicas que indicam o nivel de
estresse (STRZELEC et al., 2011). O estresse provoca um aumento dos niveis de
cortisol livre no plasma sangilineo, cujas concentracdes plasmaticas variam
amplamente, e pode ocorrer dentro de um periodo de tempo muito curto (DICKSON et
al.,1996). O estresse de qualquer tipo, incluindo os agentes ou estimulos nocivos que
requerem uma adaptacdo do organismo, aumenta de modo acentuado os niveis de
cortisol. O resultasos do presente estudos permitem afirmar que a corrida foi um fator
determinante na variacdo dos niveis de cortisol indicando ser um agente estressor.

A maioria dos estudos relata que o exercicio agudo provoca aumento do cortisol
tanto em humanos (WELLHOENER et al., 2004) como nos equinos (LINDEN et
al.,1991; CAYADO et al., 2006; WELLHOENER et al., 2004; MALINOWSKI et al., 2006;
FERLAZZO et al. 2009). Por exemplo, Wellhoener et ai. (2004) relataram que 0s niveis
de concentragdo de cortisol no corpo humano dobraram durante uma hora de exercicio,
enquanto Linden et al. (1991) demonstraram que os niveis de cortisol em cavalos
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aumentaram apos a corrida, salto e trote. Sendo que essa elevagdo esta relacionada
com a intensidade e a duracdo da atividade fisica. Nos exercicios curtos (4min), porém
realizados em intensidades altas, a resposta do cortex da adrenal € menor quando
comparada aguelas observadas com intensidades moderadas, mas ocorridas em
exercicios de duracdo maior (12min) (NAGATA et al., 1999). Esses autores concluiram
gue a elevacdo do cortisol esta mais relacionada a duracdo do que a velocidade
(intensidade) do esforco.

Outra funcéo do cortisol é controlar o metabolismo de carboidratos, na forma de
glicogénio muscular e glicose plasmética que sédo importantes substratos mobilizados
para a contracdo da musculatura esquelética (FERRAZ, 2010).

O cortisol sérico € o principal marcador de estresse em diversas espécies e
também em equinos (MARTINEZ et al, 1988; SCHMIDT et al. 2009). Este horménio se
encontra em niveis aumentados tantos em situacdes de estresse fisico quanto de
estresse mental. O aumento do cortisol € uma resposta organica que protege o
organismo permitindo respostas metabdlicas, como a mobilizacdo de energia, para
adaptacao aos diversos tipos de estresse. Em contrapartida, niveis mais elevados de
cortisol teriam a funcdo de limitar as respostas adaptativas podendo levar a efeitos
deletérios.

No entanto, embora a mensuragéo do cortisol seja utilizada principalmente como
marcador de estresse, sua mensuragado pode ser usada como ferramenta na avaliacao
do treinamento imposto e de condicionamento fisico. O treinamento fisico tende a
reduzir a magnitude de elevacgéo do cortisol apos provas e/ou exercicios (MARC et al.,
2010). Podendo ser utilizado em estudos futuros para avaliacdo de condicionamento ou
desempenho, seja por treinamento ou outras estratégias.

No presente estudo, os valores de lactato plasmatico observados imediatamente
ap6s o exercicio foram considerados altos demonstrando que a intensidade do
exercicio foi elevada o suficiente para promover estimulo metabdlico. Existe uma
correlacdo entre a concentracdo de lactato e a intensidade do exercicio. Apés 30
minutos foi observado queda da concentracao de lactato, corroborando com Evans et al
(1993), que observou queda de seus valores em 2-5 minutos ap6s o término do
exercicio.

As citocinas inflamatérios IL-1B foram extremamente baixas em todos os
tempos ndo apresentando diferenca significativa e as IL-6 ndo foram detectaveis. No
presente estudo, ndo se pode afirmar que o exercicio proposto ndo foi capaz de alterar
as citocinas plasmaticas, haja vista que estas ndo foram detectaveis em nenhum
momento, inclusive no basal. Uma hipo6tese € que a deteccdo tenha sido prejudicada
pela escolha do tipo da amostra. As analises foram realizadas de amostras de plasma.
Medicbes das concentracdes plasmaticas de citocinas sdo dificeis pois ha uma
variedade de fatores, incluindo baixas concentragbes no sangue (LIBURT, 2010). O
sangue ndo é um tecido especifico para as concentracdes de citocinas, como as
citocinas possuem uma meia-vida curta, sua atuagao tende a se restringir a sua propria
célula produtora ou a sua periferia imediata (acdo paracrina).

Dessa forma, analise dos efeitos do exercicio devem ser melhor observados em
tecidos-especificos, como musculo. As investigacdes sobre o exercicio de seres
humanos tém se centrado na resposta das citocinas no musculo com um foco sobre o

39



papel na dor muscular e efeitos sobre o desempenho (PEAKE et al., 2005a, b NIEMAN
et al. 2007).

A mesuracao das citocinas utilizando bidpsias musculares € mais direta no tecido
de interesse, especialmente quando em comparacdo com as medi¢cdes das
concentragdes plasméticas de citocinas, como documentado por Liburt e colaboradores
(2010), sendo este o primeiro trabalho que mostra a resposta de citocinas em equinos.
Estes autores abordaram apenas a questao do efeito do exercicio sobre aumentos na
expressdo de mRNA para citocinas em musculo e sangue analisados através de PCR e
observaram que nao houve alteracdes significativas no mRNA expressédo de IL-1 no
musculo ou IL-6 no sangue, 0 que corrobora com nosso estudo. Colahan et al. (2002)
também relataram que o exercicio agudo néo alterou a expressdo de mRNA para IL-2,
IL-4, IL-6 Ou IL-10. No entanto, eles documentaram um efeito no mRNA para TNF-alfa
e IL-1 aos 23 e 30 dias apds o exercicio.

Portanto, a falta de uma resposta de IL-6 no sangue de cavalos em exercicio no
presente estudo € consistente com os estudos no homem, e semelhante a resposta
observada em outras investigacfes envolvendo cavalos que realizaram exercicio de
curto prazo (STRELTSOVA et al., 2006, LIBURT et al., 2009, LIBURT et al, 2010). Isso
levou os pesquisadores a classificar IL-6 como uma "mioquina” ou uma citocina
muscular, ja que estudos baseados em humanos mostraram que a regulacédo da IL-6
ocorre no musculo mas ndo no sangue quando a intensidade ou a duracao exercicio
fisico causa um desafio metabdlico sem danos musculares (NIEMAN et al., 1998,
PEDERSEN et al., 2001).

No entanto, contrariando o presente estudo, Suagee e colaboradores (2013), em
uma pesquisa para avaliar se ha relacdo das citocinas pré-inflamatorias (TNF,
interleucina IL -1b, IL-6) com escore de condicdo corporal (BCS) de 105 equinos,
tiveram éxito nos resultados. As concentracdes plasmaticas de IL-6 variaram de 2 para
1.588 ng / mL, e as concentracdes plasméticas de IL-1b variaram de 1 para 544 ng /
mL, excluindo-se apenas 12 e 13 amostras, respectivamente que excederam limite de
deteccdo do ensaio. E recentemente, Hall e colaboradores (2015), utilizando a técnica
de imunoensaio de microesferas fluorescentes (FMIA) foram capazes de medir varias
citocinas simultaneamente, inclusive a IL-6, numa Unica amostra. de plasma e soro de
equideos, usando o sistema BioPlex® 200. Eles demonstraram um aumento no himero
de citocinas detectaveis em relacdo aos estudos publicados anteriormente e indicam
gue esta tecnologia tem a vantagem em reduzir o volume da amostra e o tempo de
ensaio comparado com ELISAs tradicionais. Dessa forma devemos considerar o tecido
da amostra de eleicdo e a técnica da analise para a deteccao de citocinas inflamatérios
e assim ter maior éxido nos resultados.

Devido a marcada controvérsia existente, no que se refere a influéncia do sexo
nos parametros hematoldgicos, enddcrinos e autondmicos nos equinos foram
realizadas andlises comparativas entre machos e fémeas. Analise dos resultados
obtidos no que se refere a influéncia do sexo em resposta ao exercicio fisico proposto
demonstra ndo existir diferencas entre machos e fémeas em todos os parédmetros
estudados.

Embora o presente estudo tenha sido planejado visando obter equinos Puro
Sangue Inglés procedentes de uma amostra bastante homogénea, considerados numa
faixa de idade bem definida e que se caracterizavam como animais de alto
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desempenho em competi¢cBes, foi realizado andlise dos resultados obtidos no que se
refere a influéncia da idade em resposta ao exercicio fisico. Os resultados mostram que
nao houve correlacdo entre a idade e nenhum parametro estudado em resposta ao
exercicio proposto.

No presente estudo combinamos a andlise das respostas autondmicas,
hematoldgicas e enddcrinas para avaliar a reatividade dos animais a situacdes de
estresse como 0 exercicio fisico. No entanto, ndo foi observado correlacdo entre os
parametros estudados, apenas entre os parametros da VFC (FC, razdo LF/HF, LF e
HF). Dessa forma, apesar de se considerar que a avaliagdo de cada um desses
parametros é uma ferramenta importante para analisar a reatividade ao estresse,
guando usados sozinhos, ndo refletem as reagBes complexas do individuo ao estimulo.
E apesar de compreender que as vias neurais que medeiam as respostas
hematoldgicas, enddcrinas e autondmicas estdo conectados, nossos resultados
mostram que essas respostas também podem ser dissociadas.

Desta forma o exercicio a campo de alta intensidade e curta duragdo em cavalos
de corrida foi capaz de promover alteracdes nos fisiologicas significativas, podendo ser
utiizado como modelo de estresse fisico nestes animais. Além disso, com a
padronizacdo deste modelo, podemos utiliza-lo em pesquisas futuras sobre a
reatividade ao estresse fisico em cavalos atletas.
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1.5 CONCLUSAO

O exercicio a campo de alta intensidade e curta duracdo (12 m/s, 4 min) foi
capaz de produzir alteracfes fisiologicas caracteristicas de estresse, uma vez
gue aumentou significativamente o hematdcrito, as proteinas plasmaticas, a
glicemia, o lactato e o cortisol em cavalos de corrida treinados.

O exercicio a campo de alta intensidade e curta duracao (12m/s, 4 min) foi capaz
de provocar alteragBes autondmicas indicativas de predominio simpatico sobre o
parassimpatico uma vez que, aumentou significativamente a frequéncia cardiaca,
o0 componente de baixa frequéncia (LF) da variabilidade da frequéncia cardiaca e
a razao LF/HF e diminuiu o componente de alta frequéncia (HF) em cavalos de
corrida treinados.

O exercicio a campo de alta intensidade e curta duracdo (12/h, 4 min) nao foi
capaz de produzir alteracbes detectaveis nos valores das citocinas pro-
inflamatorias IL1-b e IL-6 em cavalos de corrida treinados.

Esse modelo pode ser utilizado em pesquisas futuras para discutir a reatividade
dos animais a este tipo de estresse e para buscar mecanismos que possam
alterar esta resposta e estratégicas que possam minimizar os possiveis efeitos
deletérios deste estimulo em cavalos.
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CAPITULO Il
EFEITO DA ACUPUNTURA NA RESPOSTAS DE ESTRESSE E NO DESEMPENHO DE
CAVALOS DE CORRIDA SUBMETIDOS AO EXERCICIO DE ALTA INTENSIDADE E
BAIXA DURACAO

RESUMO

A Acupuntura é uma técnica milenar da Medicina Tradicional Chinesa utilizada no
tratamento e prevencdes de doencgas, que tem como objetivo auxiliar o corpo retornar
ao seu estado de equilibrio, através de estimulos em pontos especificos da corpo. Nas
condicbes de estresse, 0 organismo age por meio da ativacdo e desativacdo de
mecanismo de controle de vérias funcbes para recuperar e manter a homeostase. O
exercicio fisico representa o estimulo estressante mais fisiol6gico que existe, pois
submete o0 organismo a desafios temporarios na sua homeostasia. O objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito da acupuntura em equinos através da analise de
parametros fisiol6gicos antes e depois do exercicio fisico a campo de alta intensidade e
curta duragcdo. A pesquisa foi realizada no Jockey Club Brasileiro, Rio de Janeiro,
Brasil. Foram utilizados 12 equinos da raca Puro Sangue Inglés , com idade entre 3 e 6
anos, experientes em provas de corrida. O exercicio foi realizado a campo em pista de
areia de 2.040m. O exercicio consistiu em um aquecimento a trote a 4 m/s numa
distancia de 1.020 seguido de um galope a 12m/s, numa distancia de 3,060m por 4
minutos (uma volta e meia na pista). Apds o exercicio, 0s equinos foram aleatoriamente
divididos em dois grupos: CTL (C1):Controle e ACUP (C2)ACUP (C2): Acupuntura nos
pontos VG1, C7, VG20 e B52 por 20 minutos durante 10 semanas. Apds o periodo de
tratamento os animais repetiram o mesmo exercicio. Foram utilizados frequencimetro
cardiaco Polar Equine™ para analise da VFC e as amostras de sangue foram coletadas
antes e, imediatamente, imediatamente, 2h, 4h, 6h, e 24h apds o fim do exercicio. A
acupuntura reduziu o aumento da razdo LF/HF (p < 0,05), LF (p < 0,05) e a diminuicao
do HF (p < 0,05), promovendo uma recuperacdo mais rapida dos animais. No entanto,
nao influenciou os demais parametros analisados. Dessa forma, pode- se conclui que
acupuntura tem um efeito modulador da resposta autonbmica de cavalos para
estressores, como o exercicio fisico.

Palavras-chave: estresse, variabilidade da freqiéncia cardiaca, glicose, lactato, cortisol,
citocinas inflamatorias
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2.1 INTRODUCAO

O cavalo atleta é frequentemente sujeito a treinamento intenso, confinamento,
transporte por longas distancias, descanso insuficiente entre competicdes ou apos
longo periodo de viagem, o0 que o leva a apresentar elevada sensibilidade a diferentes
estressores, sejam estes ambientais ou relacionados aos exercicios propriamente ditos.
Todos esses fatores podem interferir no desempenho de um cavalo atleta e requerem
atenc@o especial (TEIXEIRA, 2002). Além disso, esta alta sensibilidade ao estresse
estd relacionada a maior incidéncia de doencas infecciosas, Ulceras gastricas,
alteracbes comportamentais (desenvolvimento de estereotipias, mordedura,
agressividade, depresséo, perda de apetite). Desta forma, o controle dos niveis de
estresse pode ser fundamental para um bom desempenho do cavalo atleta; e cada vez
mais tem se buscado alternativas terapéuticas para diminuir as reacdes deletérias
induzidas pelas respostas aos estimulos estressores.

No cavalo atleta o uso de medicamentos deve ser avaliado com maior cautela ja
gue pode ser considerado dopping. Vale lembrar que a administracdo de qualquer
substancia em cavalos que possa modificar sua performance durante uma prova
desportiva é considerada dopping. A Acupuntura vem sendo utilizada amplamente em
casos de alteracBes comportamentais e fisicas decorrentes do estresse em humanos e
em animais. Além disso, a técnica possui a vantagem de ndo produzir os efeitos
colaterais observados no tratamento convencional e ser permitida pela Federacao
Equestres Internacional (FEI) em competicdes.

A histéria da acupuntura veterinaria esta envolta por lendas antigas sobre o
Imperador Fusi, que uniu as sociedades primitivas, formando a civilizagdo chinesa. Isso
teria ocorrido ha cerca de 10.000 anos, no periodo de domesticacdo de animais que
incluia atividades como o tratamento de animais doentes. A importancia dos animais na
sociedade agréria € indiscutivel e ganha mais destaque no Periodo das Guerras durante a
Dinastia Chou (475 AC a 221 AC) quando os exeércitos necessitavam de médicos para
seus cavalos (LIN et al., 2003). Um registro histérico marcante é a escultura em rocha da
Dinastia Han (206 AC a 220 DC) que mostra soldados fazendo AP com flechas em seus
cavalos para estimula-los antes das batalhas (KIM et al., 2005; PITTLER & ERNST, 2006;
SCHOEN, 2006; XIE & PREAST, 2007).

A pratica da acupuntura veterinaria em nosso pais é recente e seu primeiro
registro data de 1981 e descreve 0 uso da eletroacupuntura analgésica em cirurgias
abdominais em cées. Mas antes disso, em 1978, o Professor Paulo lamaguti da FMVZ,
UNESP, Botucatu ja utilizava a técnica em partos distocicos e cirurgias de piometra em
cadelas. Um dos principais incentivadores do estudo da acupuntura veterinaria no Brasil
foi o Professor Tetsuo Inada, no Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, em meados da década 1980. Nesse periodo, a escassez de
literatura fazia com que o “Mestre Tetsuo” ensinasse por transposigao, utilizando mapas
para humanos. Muitos colegas iniciaram a pratica clinica da acupuntura em animais,
contribuindo quase que anonimamente para sua difusdo (SCOGNAMILLO-SZABO et
al., 2006).

O termo acupuntura € derivado dos radicais latinos "acus e pungere”, que
significa agulha e pungéo. A acupuntura pode ser definida como a insercao de agulhas
em pontos especificos no organismo para gerar um efeito terapéutico ou homeostatico
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(XIE; PREAST, 2007). Na MTC, a acupuntura inclui o uso de agulhas finas (agulhas
secas), hemopuntura, moxabustdo, pneumoacupuntura, aquapunturo, eletroacupuntura,
acupresséao, aquecimento, entre outros (XIE; PREAST, 2007).

O ponto de acupuntura, conhecido como acuponto, € definido geralmente como
um ponto da pele com sensibilidade espontdnea ao estimulo, caracterizado por
resisténcia elétrica reduzida (HWANG; EGERBACHER, 2001). Muitos acupontos estao
situados em depressfes superficiais nas juncbes musculares e sdo areas cutaneas
providas de concentracdes altas de terminacgdes nervosas livres, plexos nervosos,
mastocitos, vasos linfaticos, arteriolas e vénulas (HARMAN, 1993; LUNA, 1998).

Embora a pele sobre o acupunto possa mostrar baixa resisténcia elétrica, na
maioria dos tratamentos por acupuntura a profundidade de insercdo das agulhas se
estende além da espessura da pele e alcanca estruturas subcutaneas de hipoderme,
fascia, musculo ou outras estruturas. Quando essas estruturas sdo estimuladas por
agulhas de acupuntura pode-se evocar uma sensa¢do Unica conhecida como Deqi
(captura de energia vital). Acredita-se que a sensacdo de Deqi seja essencial a
obtencao dos efeitos terapeuticos da acupuntura (SHOEN, 2006)

Na medicina ocidental contemporéanea, a acupuntura é considerada uma forma
de estimulacéo sensorial que afeta varias classes de fibras nervosas aferentes e uma
vez direcionado para a medula espinhal e os centros superiores do SNC, desencadeia
0s eventos neurofisiolégicos que geram a resultado terapéutico (SOLIGO et al, 2013).
Os estimulos gerados pela acupuntura podem ativar os centros autbnomos e
hipotalamico-hipofise- Adrenal (HPA) e, desse modo, auxiliar na manutencao
homeostase e melhorar a eficiéncia de varios sistemas do organismo (LI et al, 2013).
Portanto, muitos dos conceitos preconizados pela MTC passaram a ter um fundamento
cientifico, e através de pesquisas neurofisioldgicas tem-se explicado muitos dos efeitos
da acupuntura, por meio da teoria neural ndo opidide, teoria humoral, da bioeletricidade
e relacbes somatoviscerais (HARMAN, 1993, SHOEN, 2006). A teoria neural nao
opibdide implica na inibicdo de impulsos conduzidos por fibras nervosas, sendo que o
efeito da acupuntura depende dos sistemas nervosos periférico e central. Ja a teoria
humoral é baseada na evidéncia de que a acupuntura estimula a liberacdo de opidides
endogenos. Este mecanismo age em varios locais do sistema nervoso central, inibindo
a percepcao dolorosa e a transmissédo da dor da medula espinhal por meio de inibicéo
descendente (SHOEN, 2006).

Dessa forma, em termos fisioldégicos, a acupuntura procura restabelecer o
equilibrio entre estados contraditérios de funcdo e a homeostase. Sob a ética da MTC,
iSSO ocorre porque a acupuntura alterna os estados de energia e com isto mantém a
organizacdo ideal do orgdo e do organismo a ser tratado (DRAEHMPAEHL &
ZOHMANN, 1997). Pela MTC, a energia flui através do organismo ao longo dos canais
especificos ou meridianos. Estes meridianos fazem a comunicacdo entre Orgaos e
extremidades, e através deles que as funcdes fisioldgicas do organismo sdo reguladas
e o equilibrio € mantido. Existem 14 meridianos principais, sendo 12 deles bilaterais e
correspondentes a cada 6rgao Zang-Fu, e outros dois que circulam nas linhas médias
dorsal e ventral. Ao longo da cada meridiano existem pontos especificos onde as
agulhas de acupuntura séo inseridas (MACIOCIA, 2007). O sistema de meridianos €
utilizado para fazer diagnostico e desenvolver planos de tratamentos para ampla
variedade de condi¢cdes patolégicas. Os demais fatores, como Yin Yang, energia,
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sangue e Orgdos Zang Fu, devem estar em equilibrio para que haja saude. O
organismo deve também manter o equilibrio com o ambiente externo (CAIN, 2003).

O mecanismo da acupuntura proposto € baseado no principio de manter ou
recuperar a homeostase. Muitos esforcos tém sido feitos para estabelecer
adequadamente as propriedades e caracteristicas desses mecanismos em termos de
neuroanatomia, neurofisiologia e neuroquimica (TIRGOVISTE, 1975; YAMAMURA,
1993).

Esta terapia vem sendo utilizada amplamente em casos de alteracGes
comportamentais e fisicas decorrentes do estresse em humanos e animais. A
acupuntura leva ao alivio de tensdo muscular, melhora do fluxo sangiineo local,
controla a dor e modulagédo do sistema nervoso autonémico (BARLAS et al, 2000;
KNARDAHL et al, 1998). Além disso, essa terapia tem sido utilizada para tratamento de
lesdo, diminuicdo da fadiga e melhoramento do condicionamento atlético em humanos
(KARVELAS et al, 1996).

A acupuntura vem se destacando no cenario desportivo com a finalidade de
melhorar o desempenho de atletas, porém seus beneficios ndo foram totalmente
elucidados nesse contexto, no entanto, ja se conhece seus beneficios tanto fisicos
guanto mental aos praticantes de atividade fisica. Para o tratamento, sdo sugeridos
pontos especificos para melhorar o desempenho fisico, esportivo e a plasticidade
muscular (PIRES 2010; PELLEGRINOTTI, 2004).

Existem ainda poucos estudos experimentais com acupuntura na melhora do
desempenho fisico. Em contrapartida, tem sido aproveitada por atletas, profissionais e
amadores para promover bem-estar fisico, para o alcance de um nivel mais alto de
desempenho competitivo e para um melhor treinamento (BELMIRO et al, 2013).

Cayado e colaboradores (2006) sugerem que cavalos envolvidos em competicao
sdo um bom modelo para o estudo da resposta ao estresse induzida pelo exercicio e
gue esse modelo pode ser utilizado em pesquisas futuras em busca de novos farmacos
e terapias ansioliticas ou até mesmo conduzir a descoberta de moléculas enddégenas
ansioliticas em cavalos.

Nas ultimas décadas, aumentou a busca por terapias que ajudassem na cura e
na melhora do desempenho de equinos. E para satisfazer essas exigéncias, a
acupuntura equina evoluiu e se expandiu. Hoje, a acupuntura é usada para tratar
cavalos de diversas func¢des, incluindo cavalos de corrida, de rédeas, de enduro, de
salto, de adestramento e varias outras atividades (SHOEN, 2006).

As investigacg6es cientificas ocidentais sobre os mecanismos e a eficacia dessa
terapia em equinos ainda sédo escassas (RI1ZZO et al., 2017). Existem alguns trabalhos
gue demonstram a eficacia da acupuntura no tratamento de dor lombar crénica que &
uma das principais causas de queda de desempenho, melhorando o desempenho da
maioria dos cavalos atletas apds 10 sessfes de acupuntura em meédia, seja por
acupuntura tradicional, eletroacupuntura, aguapuntura ou laser em pontos localizados
na musculatura lombar (MARTIN; KLIDE, 1987; KLIDE; MARTIN, 1989).

Outros trabalhos demonstram o efeito da acupuntura no desempenho atlético de
equinos. Segundo Harman (1997), a acupuntura, combinada ao correto encilhamento,
casqueamento e técnicas de montaria melhora o desempenho. Essa melhora atinge
aproximadamente 85 a 90% dos equinos tratados, retornando ao mesmo nivel, ou nivel
superior do desempenho original, apés cerca de um a quatro tratamentos com
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acupuntura. Angeli & Luna (2008) observaram que o tratamento com aquapuntura nos
pontos Bai Hui, VB 27, E30 e BP13, duas vezes por semana durante 3 semanas, foi
capaz de melhorar a capacidade metabdlica de cavalos Puro-Sangue Inglés apés
corrida, embora nao tenha influenciado as enzimas musculares e a capacidade cardio-
vascular. Em outro estudo realizado por esses mesmos autores também em 2008, o
mecanismo de acdo da aquapuntura nao influenciou os valores hematologicos e de
cortisol em cavalos da raga puro-sangue-inglés em provas de corrida, entretanto,
apesar dos resultados encontrados ndo demonstrarem a via de efeito da aquapuntura
sobre a desempenho de equinos atletas, pode-se observar que: os animais do grupo
controle e do grupo falsa-acupuntura obtiveram uma vitéria cada um antes dos
tratamentos e uma apos, permanecendo na mesma média de vitérias por grupo. J&, no
grupo da aquapuntura, nenhum animal havia apresentado vitorias antes do tratamento,
sendo que cinco dos seis atletas tratados apresentaram pelo menos uma vitoria ap6s o
periodo de tratamento. Rizzo e colaboradores (2017) que avaliaram o efeito da
acupuntura no lactato, glicose, hemoglobina, hematdcrito, volume corpéreo médio e
fragilidade osmatica dos eritrécitos (EOS) observaram que o tratamento promoveu o
aumento dos valores de glicose no sangue e na reducdo do lactato e niveis de EOF
apos prova de corrida sugerindo seu papel na melhoria da adaptacao fisiol6gica. Outros
comprovam a eficacia dessa terapia também como tranquilizante e anti-estresse em
equinos (LUNA et al., 2006; GODOI et al., 2011; VILLAS-BOAS et al., 2016; RIZZO et
al., 2017).

Com base na hipotese de que estimulacdo de pontos AG pode melhorar as
respostas de estresse e, consequentemente, melhorar a adaptacdo do organismo
nessas situacfes e dessa forma melhorar o desempenho e recuperacdo do cavalo
atlético, o objetivo do nosso estudo é verificar o efeito do tratamento por acupuntura em
alguns parametros hematoldgicos, bioquimicos, autonédmicos e enddocrinos de cavalos
de corrida apds exercicio a campo de alta intensidade e baixa.
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2.2 MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 12 equinos, machos (8) e fémeas (4), com idade entre 3 e 6
anos, da raca Puro Sangue Inglés, pesando entre 450 - 550 kg, provenientes de um
mesmo proprietario e mesmo treinador alocados no Jockey Club Brasileiro. Todos os
animais estavam sendo utilizados como cavalos de corrida, com protocolo intenso de
treinamento e participacéo frequente em competicdes. Os animais ficam confinados em
baias com dimensdes de 4mx4m, com passeios no cabresto duas vezes ao dia. Todos
0S animais possuem uma mesma rotina de manejo tornando o grupo bastante
homogénio. Todos os animais foram considerados saudaveis ap0s exame clinico e
liberacdo da veterinaria responsavel. Sendo que quatro animais que participaram do
experimento 1 foram retirados do presente experimento porque se lesionaram (2) e
tiveram treinos diferentes (2) . Todos os procedimentos foram submetidos e aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Biologia da UFRRJ
(CEUA/IB/UFRRJ) (n° 16/2015) e estdo de acordo com as normas internacionais de
uso de animais em pesquisa.

Protocolo experimental

O experimento foi realizado em dois dias consecutivos, utilizando 6 animais em
cada dia, iniciando as 4:00h com as coletas basais.

Em cada animal, em sua respectiva baia, foi realizada a colocacdo do
frequencimetro cardiaco (Polar Equine™) ao redor do térax e ativado. Apds a ativagéo
do frequencimetro foi realizada a coleta de sangue para a andlise de Hematocrito,
Cortisol, Glicose, Lactato e Citocinas Inflamatérias (IL-1B e IL-6). ApGs a realizacdo de
todas as coletas, os animais foram encilhados e em seguida, foram levados para a
pista de areia para corrida de alta intensidade e curta duracdo (Corrida AICD) onde
fizeram o aguecimento que consistiu num trote a 4 m/s em meia pista (1020m) e em
seguida foram submetidos ao exercicio submaximo que consiste numa corrida de 3.060
m de distancia e velocidade média de 12 m/s. A velocidade foi controlada tanto pelo
joquei utilizando um aparelho de GPS (Garmin) quanto pelo treinador utilizando um
crondmetro. Foram realizadas coletas imediatamente, 30 minutos, 2h, 4h, 6h e 24h
apos o exercicio. ApGs a corrida, aqui chamada de Corrida 1, os animais foram
aleatoriamente divididos em dois grupos: Acupuntura (ACUP C1) e Controle (CTL C1).
Os animais do grupo acupuntura passaram por tratamento por acupuntura semanais
durante 10 semanas (descrito a seguir), enquanto que 0s animais do grupo controle ndo
receberam qualquer tratamento por acupuntura. Apos as 10 semanas de tratamento, 0s
animais foram submetidos a uma nova corrida, aqui chamado de corrida 2. onde os
grupos passaram a ser chamados ACUP C2 e CTL C2. O protocolo experimental da
corrida 2 foi exatamente idéntico ao da corrida 1.

Durante o periodo de tratamento (10 semanas) 0S animais seguiram com a
mesma rotina de treinamento que tinham anteriormente ao experimento. O treinamento
foi definido pelo proprio treinador devido ao fato desses animais serem atletas de alta
desempenho. O treinamento esta descrito a seguir:
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e Treinos diarios consistindo em aquecimento a trote por 1020m seguida de corrida
de 3.060 m a uma velocidade média de 6m/s ou 22,5 km/h (podendo variar de
20 a 25 km/h) na pista de areia.

e Um treino pesado semanal, consistindo em aquecimento a trote por 1020m
seguida de corrida de 3.060 m a uma velocidade média de 15 m/s ou 52,5 km/h
(podendo variar de 50 a 55 km/h) na pista de areia.

e No dia seguinte ao treino pesado, trabalho ao passo com o animal sendo
conduzido no cabresto em pista de asfalto por 15 minutos.

O treino apenas apresenta variacdo para animais lesionados ou recém
recuperados de lesdo que se exercitam na piscina ou para animais que apresentam
conformacdo menor ou considerados mais sensiveis que ao invés de treinamento diério
fazem treinos em dias intercalados.

No presente estudo ndo foram utilizados animais em recuperacao recente de
lesdo. E os animais que se lesionaram durante o periodo das 10 semanas (n=2) foram
retirados do experimento. Dessa forma, nenhum animal fez exercicio na piscina durante
0 periodo do experimento. Apenas 2 animais apresentaram treino diferenciado
(intercalado) e foram excluidos do experimento.

ApOs competicdo, os animais possuem dois dias de descanso.

As variaveis referentes a cada animal que poderiam interferir nos resultados
estdo apresentados na tabela 1. Foi observado que a diferenca sexual e a idade dos
animais no presente estudo néo interfere nos parametros analisados (figura 13 e 14 do
capitulo 1). Os animais com treino diferenciado foram excluidos do experimento para
evitar possiveis influéncias no resultado. Em relacdo ao numero de competicdes,
apenas dois animais tiveram numeros de participacdes diferentes, mas como esses
animais pertenciam a grupos diferentes foram entdo mantidos no experimento.

Tabela 1: Apresentacdo das variaveis referentes de cada animal.

Sexo Idade Treino Competicdes

Animal

CTL1 M 3 Diéario 2

CTL 2 M 6 Diéario 2
CTL 3 F 4 Diéario 2

CTL 4 F 4 Diéario 2
CTL 5 F 6 Diéario 3

CTL 6 M 6 Diéario 2
ACUP 1 M 4 Diério 3
ACUP 2 M 3 Diéario 2
ACUP 3 M 3 Diério 2
ACUP 4 M 3 Diéario 2
ACUP 5 M 5 Diério 2
ACUP 6 F 3 Diério 2

O protocolo experimental estd esquematizado abaixo:
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Figura 15: Esquema do protocolo experimental do efeito da acupuntura em equinos submetidos ao
exercicio de alta intensidade e curta duracéo

Tratamentos

Os animais foram divididos em dois grupos de tratamentos:

e CTL C2 (grupo Controle submetidos a corrida 2), os animais permaneceram sem
manipulagéo por 10 semanas (n=6)

e ACUP C2 (grupo tratado com agulhas em pontos de acupuntura (acupontos) antes
de serem submetidos a corrida 2), os animais receberam agulhas esterilizadas de
aco inox 0.30x40mm, marca Dongbang com a profundidade de 2 cm nos pontos
VG1 (Vaso Governador 1), C7 (Coracédo 7), VG20 (Vaso Governador 20) e B52
(Bexiga 52) durante 20 minutos, semanalmente, por 10 semanas (figura 16 e 17)
(n=6).
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Tabela 2: Localizagéo,

utilizados.

inervacao e indicacdo dos pontos de acupuntura

Acuponto

Localizacdo

Substrato Anatdmico

Indicagéo Tradicional

VG-1
(HouHai)
Mar de Tras

Ponto médio entre a
cauda e o anus, na
prega anocaudal.

Area rica em tecido
conjuntivo frouxo,
inervada pelos ramos
ventrais dos nervos
sacral e coccigeo,
originados no plexo
lombossacral. Nervos
sensitivos e motores

Nervosismo, agitacao e
acalma a mente
Alteracdes na por¢ao
final do intestino grosso

VG20
(Bai Hui)
Os Cem encontros

Na linha média, no
ponto mais alto da
fronte, rostral a crista
do occipital,

Ramificagcbes dos
nervos supra-orbitario,
occiptal maior e
auriculo-palpebral

Reunido dos meridianos
Yang, acalma a mente

C7
(ShenMen)
Portao do Espirito

A localizagéo
superficial esta numa
depresséo na
superficie medial do
radio, cranial a
inser¢do do muasculo
flexor ulnar do carpo,
ao nivel do aspecto
dorsal do musculo
acessorio do carpo. A
localizagdo mais
profunda é entre os
musculos flexor ulnar
do carpo e o flexor
digital superficial.

Ramificagbes do nervo
cutaneo antebraquial
medial, com fibras do
oitavo nervo cervical e

as ramificagbes
palmares do nervo ulnar

Acalma o Espirito,
regula a pressao arterial
O coracao é
responsavel pelo
equilibrio emocional

B52
(Zhishi)
Morada da
Vontade

Localizado a 6 cun
(unidade de medida
relativa na utilizada
na MTC, onde 1 cun
equivale, no caso
dos equinos, a
largura da costela
flutuante a linha
média dorsal, na
altura dos processos
espinhosos da 22 e
32 vértebras
lombares

Ramificagbes dorsais
do segundo nervo
lombar

Tonifica a Esséncia,
benefia a regido lombar
Controla o medo.
Reforca a vontade.

(MACIOCIA, 1996; SCHOEN, 2006; IVAS (Internacional Veterinar Acupuncture Society).
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Figura 16: Localiza¢&o dos pontos VG20, C7, B52 e VG1 em equinos. Fonte: Villas-Boas, 2016

Figura 17: Equino submetido ao tratamento de acupuntura: aplicacdo da agulha no ponto VG1
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Coletas de sangue

Como descrito no capitulo anterior, as coletas foram feitas nos momentos basal,
imediatamente apds, 2h, 4h, 6h e 24h apos a corrida.

Uso de Frequencimetros e Analise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Como descrito no capitulo anterior.

Andlise do Lactato e Glicose

Como descrito no capitulo anterior.

Analise de Cortisol

Como descrito no capitulo anterior.
Analise de Citocinas

Como descrito no capitulo anterior.

Analises Estatisticas

As variaveis da VFC (FC, LF/HF, LF e HF), hematdcrito, glicose, lactato, cortisol
e citocinas foram analisadas pela ANOVA de duas vias para medidas repetidas com as
variaveis repetidas (efeito da exercicio: basal e po6s-corrida) e dia da corrida (dial
(antes e dia 2 (depois) do tratamento) e grupo (CTL e ACUP). As andlises estatisticas
foram realizadas com SPSS Versao 21 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) utilizando
intervalo de confianca de 95% e probabilidade de 5%. Os gréaficos foram construidos
usando GraphPad Prism 5.0 (Software GraphPad).
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2.3 RESUTADOS

2.3.1VFC

A corrida de alta intensidade e curta duracédo foi capaz de aumentar a frequéncia
cardiaca (fator efeito da corrida: Wilks'Lambda =0.193; F, 1090 =41,903, p<0,001) e a
razdo LF/HF (fator efeito da corrida: Wilks'Lambda =0,638; F(, 10y =5.676, p=0,038),
mas nédo produziu efeito significativo no LF e no HF. Quando avaliamos o efeito do dia
da corrida, ou seja se a corrida 1 foi diferente da corrida 2 (independente de outros
fatores) observamos que em nenhum do parametros de VFC houve diferenca
significativa. Quando avaliamos o efeito do grupo, ou seja se acupuntura alterou a
resposta induzida pela corrida, a ANOVA detectou significancia na razdo LF/HF (fator
efeito da corrida x dia da corrida x grupo: Wilks'Lambda =0.623; Fg, 11) =6.046;
p=0,034), o que indica que a acupuntura reduziu o aumento da razdo LF/HF induzido
pela corrida. Nos demais parametros da VFC né&o foi detectada diferenga significativa
(figura 18).
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Figura 18: Efeito da acupuntura na VFC de equinos submetidos ao exercicio a campo de alta
intensidade e baixa duracdo. Os dados sdo apresentados como média + epm nos momentos Basal e
30 min apds o exercicio (P6s 30min). Antes os equinos foram tratados com acupuntura por 20 min
durante 10 semanas nos pontos VG1, VG20, C7 e B52 (ACUP) e néo tratados (CTL). Em A, efeito da
acupuntura na Frequéncia Cardiaca Média. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Em B,
efeito da acupuntura na VFC, expressa pela razdo LF/HF. (*) indica diferenca significativa entre os grupos
(p < 0,05). O grupo ACUP T2 apresentou razdo LF/HF significativamente menores que os grupos CTL
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(C1), CTL (C2) e ACUP (C2). Em C, efeito da acupuntura na VFC, expressa pelo componente de baixa
frequéncia LF. (*) indica diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). O grupo ACUP T2 apresentou
LF significativamente menores que os grupos CTL (C1), CTL (C2) e ACUP (C2). Em D, efeito do
exercicio na VFC, expressa pelo componente de alta frequéncia HF. (*) indica diferenca significativa entre
0s grupos (p < 0,05). O grupo ACUP T2 apresentou HF significativamente maior que os grupos CTL (C1)
e CTL (C2). As variaveis foram analisadas pela ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida de
postest de comparagdo multiplas de Bonferroni.

2.3.2 Hematécrito

A corrida de alta intensidade e curta duragdo foi capaz de aumentar o
hematocrito (fator efeito da corrida: Wilks'Lambda =0.033; F(;, 1090 =293,937, p<0,001).
N&o foi detectada nenhuma diferenca significativa no fator dia da corrida, ou seja o
hematdcrito da corrida 1 foi semelhante ao da corrida 2. Nao foi detectada nenhuma
diferenca significativa no fator grupo, a acupuntura ndo alterou o aumento do
hematocrito induzido pela corrida (figura 19).
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Figura 19: Efeito da acupuntura no hematdécrito de equinos submetidos ao exercicio a campo de
alta intensidade e baixa duracdo. Os dados sédo apresentados como média £ epm nos momentos
Basal e imediatamente apds o exercicio. Antes os equinos foram tratados com acupuntura por 20 min
durante 10 semanas nos pontos VG1, VG20, C7 e B52 (ACUP) e ndo tratados (CTL). Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos. Apenas foi constatado diferenca significativa no fator tempo. A
variavel estudada foi analisadas através da Anova de duas vias para medidas repetidas seguidas por
postest de comparagédo multiplas de Bonferroni.
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2. 3.2 Lactato

A corrida de alta intensidade e curta duracdo foi capaz de aumentar o lactato
imediatamente apos a corrida (fator efeito da corrida: Wilks'Lambda =0.029; F(,, 10
=164.503, p<0,001). Nao foi detectada nenhuma diferenca significativa no fator dia da
corrida, ou seja os valores de lactato do corrida 1 ndo foram diferentes dos valores da
corrida 2. Nao foi detectada nenhuma diferenca significativa no fator grupo, ou seja
acupuntura nao alterou o aumento do lactato induzido pela corrida (figura 20).
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Figura 20: Efeito da acupuntura no lactato de equinos submetidos ao exercicio a campo de alta
intensidade e baixa duracdo. Os dados sdo apresentados como média + epm nos momentos Basal,
imediatamente (Imed) e 30 min apés o exercicio. Antes os equinos foram tratados com acupuntura por
20 min durante 10 semanas nos pontos VG1, VG20, C7 e B52 (ACUP) e néo tratados (CTL). Nao houve
diferenca significativa entre os grupos. Apenas foi constatado diferenca significativa no fator tempo. A
variavel estudada foi analisada através da Anova de duas vias para medidas repetidas seguida por
postest de comparag&do multiplas de Bonferroni.

2.3.3 Glicose

Como os valores basais dos grupos foram visualmente diferentes, estes valores
foram considerados como co-fatores na analise estatistica. A corrida de alta intensidade
e curta duragdo foi capaz de aumentar a glicemia imediatamente apos a corrida (:
Wilks’Lambda =0.186; F(2, 10) =15,344, p=0.003. Foi detectada diferenca estatistica
(p<0,001) do efeito dia da corrida nas alteragbes da glicemia induzidas pela corrida
(fator dia corrida x corrida: Wilks’Lambda =0.134; F(2, 10) =22,576, p<0,001. N&o foi
detectada nenhuma diferenca significativa no fator grupo, ou seja acupuntura nao
alterou o aumento da glicemia induzido pela corrida (figura 21).
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Figura 21: Efeito da acupuntura na glicose de equinos submetidos ao exercicio a campo de alta
intensidade e baixa duragdo. Os dados sé&o apresentados como média £+ epm nos momentos Basal e
imediatamente apds o exercicio. Antes os equinos foram tratados com acupuntura por 20 min durante 10
semanas nos pontos VG1, VG20, C7 e B52 (ACUP) e néo tratados (CTL). Nao houve diferenca
significativa entre os grupos. Houve apenas diferenca significativa no tempo. As variaveis estudadas
foram analisadas mediante o programa estatistico SPSS Versédo 21 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

2.3.4 Cortisol

A corrida de alta intensidade e curta duracdo foi capaz de aumentar o cortisol 30
minutos apds a corrida (: Wilks’Lambda =0.189; F(2, 10) =21,514, p<0,001. Foi
detectada diferenca estatistica (p<0,001) do efeito dia da corrida nas alteracées do
cortisol induzidas pela corrida (Wilks'Lambda =0,705; F(2, 10) =4,602, p<0,05). N&o foi
detectada nenhuma diferenca significativa no fator grupo, ou seja acupuntura nao
alterou o aumento do cortisol induzido pela corrida (figura 22).
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Figura 22: Efeito da acupuntura no lactato de equinos submetidos ao exercicio a campo de alta
intensidade e baixa duragdo. Os dados séo apresentados como média £+ epm nos momentos Basal e
imediatamente apds o exercicio. Antes os equinos foram tratados com acupuntura por 20 min durante 10
semanas nos pontos VG1, VG20, C7 e B52 (ACUP) e ndo tratados (CTL). N&o houve diferenca

significativa entre os grupos. As varidveis estudadas foram analisadas mediante o programa estatistico
SPSS Verséao 21 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

2.3.5 Citocinas

Na andlise estatistica do citocinas plasmaticas IL-1B e IL-6, ndo foi detectada
significancia estatistica nos fatores corrida, dia da corrida, ou grupo. Sendo que a IL-6
nao foi detectavel na maioria dos animais em todos os tempos (Figura 23).
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Figura 23: Efeito da acupuntura nas citocinas inflamatérias de equinos submetidos ao exercicio a
campo de alta intensidade e baixa duracdo. Os dados sdo apresentados como média £ epm nos
momentos Basal e imediatamente apds o exercicio. Antes os equinos foram tratados com acupuntura
por 20 min durante 10 semanas nos pontos VG1, VG20, C7 e B52 (ACUP) e ndo tratados (CTL). As
variaveis estudadas foram analisadas através da Anova de duas vias para medidas repetidas, mediante o
programa estatistico GraphPad Prism 5.01.
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2.4 DISCUSSAO

Analisando os resultados da VFC, a estimulacédo nos pontos de acupuntura GV1,
HT7, GV20 e BL52 foi capaz de deslocar o equilibrio simpatico-vagal, levando a um
aumento da atividade parassimpatica. O grupo ACUP(C2) apresentou reducédo
acentuada do aumento induzido pelo exercicio da razdo LF / HF, reducdo da banda LF
e diminuicdo da HF, quando comparado aos grupos CTL (C1), CTL (C2) e ACUP (C1).
Sem alteracdo na frequéncia cardiaca, sugerindo um efeito notavel da acupuntura
sobre o equilibrio simpatovagal. A diminuicdo da razao LF / HF pode ser atribuido a um
aumento simultaneo do ténus vagal e diminui¢éo do ténus simpatico. E bem conhecido
gue a acupuntura pode regular o SNC (LI et al, 2013; VOGEL et al, 2005).
Recentemente, varios estudos abordaram o efeito autonémico da estimulagdo de
pontos de acupuntura utilizando a anélise da VFC (LI et al, 2013; LEE et al, 2010;
ANDERSON et al, 2012). Embora alguns estudos demonstraram que a estimulagéo de
alguns acupontos pode aumentar a razdo LF / HF (IMAI et al, 2008), outros estudos
mostraram que acupuntura pode reduzir a relacao LF/HF, tanto aumentando a poténcia
HF (alta frequéncia) ou diminuindo o LF (baixa freqiéncia) (ANDERSON et al, 2012). A
acupuntura em pontos Sishencong, que estao localizados no vértice da cabeca, a 1cm
do ponto VG20 em quatro direcbes, aumenta HF e diminui o LF em humanos
saudaveis (WANG et al, 2002). A Acupuntura Saam (vesicula biliar "jeonggyeok"), uma
acupuntura tradicional coreana que se concentra no canal da vesicula biliar para
controlar o espirito e sedar a mente, diminui o LF e a razdo LF / HF e aumenta a
poténcia de HF (HWANG et al, 2011). Também foi relatado que acupuntura aplicada em
IG4 e PC6 em individuos fatigados induz uma diminui¢cao da poténcia LF e da razao LF
/ HF e um aumento na HF (WANG et al, 2005). A acupuntura pode restaurar o equilibrio
entre "Yin e Yang". Na terminologia da Medicina, isso pode ser traduzido como
"acupuntura modula o desequilibrio entre a atividade simpatica e a parassimpatica”
(TAHAHASHI, 2011). Por conseguinte, a efichcia da acupuntura esta baseada em
evidéncias no seu efeito no tratamento de doencas relacionadas ao sistema nervoso,
modulando o equilibrio entre os sistemas simpatico e parassimpéticas (LI et al, 2013). O
efeito da acupuntura na VFC dependera principalmente da condicdo do animal (por
exemplo, saudavel, doente,ou sob estresse) e 0s parametros da acupuntura (i.e.,
acupontos escolhidos e tipo de estimulacdo) empregados (CHUNG, 2014). Muitos
estudos mostram os efeitos positivos da estimulacdo dos pontos de acupuntura para
produzir sedacédo e acalmar (HWANG et, 2011).

A literatura sobre os efeitos da estimulagdo de acupuntos em cavalos € escassa.
Portanto, os acupontos utilizados neste estudo foram escolhidos baseados na indicag&o
pela MTC para tratar disturbios emocionais em cavalos (SHOEN, 2006). Além disso, 0s
acupuntos foram escolhidos com base na facilidade de acessibilidade, tolerancia de
cavalos e, quando possivel, utilizando dados de literatura. O acuponto VG20, localizado
no ponto mais alto da cabeca rostral a crista occipital trata convulsdes e promove a
tranquilizagdo (SHOEN, 2006). O C7, localizado na face caudal do radio, também é
indicado para controlar a ansiedade e induzir quietude (SHOEN, 2006). O ponto B52 é
tradicionalmente indicado transtornos reprodutivos, edema e constipacdo, mas também
pode ser usado para controlar o medo (SHOEN, 2006) .O ponto de acupuntura GV1 é
indicado para dor nas costas caudal, constipacdo e problemas genitourinarios e pode
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acalmar a mente (SHOEN, 2006). Farmacopuntura com 1/10 das doses de
acepromazina no GV1 produziram uma sedacao leve (l.e., diminuicdo da excitacdo e
reactividade a diferentes estimulos), quando comparado com a dose convencional de
acepromazina (LUNA et al, 2008) em animais ndo perturbados (isto é, ndo sujeitos a
estresse). Nos animais submetidos ao transporte rodoviario, foi observado reducao da
FC basal, sem alterar a frequéncia respiratoria, temperatura e cortisol sérico (GODOI et
al, 2014). Outro estudo mostrou que uma Unica estimulacdo nos acupontos Bai Huli,
PC6, SI9, BL54, e GV14 ndo mudou os parametros da VFC em cavalos saudaveis nao
perturbados (JEUNE et al, 2014). Neste estudo eles destacaram alguns possiveis
problemas para tal resultado como variabilidade extremamente alta nos dados da VFC,;
0s pontos de acupuntura escolhidos; falta de estimulacdo acessoria e o uso de cavalos
clinicamente normais. Em contrapartida, um estudo recente (VILLAS-BOAS et al., 2016)
mostrou que a estimulagéo dos pontos utilizados no presente estudo (1 VG, 7C, 52B e
20VG) foram foi capaz de atenuar o aumento da modulacdo simpatica em cavalos
submetidos ao teste de sobressalto. Esse efeito atenuado ja foi demonstrado em varios
estudos (BING et al, 1991; MEDEIROS et al, 2003), e pode estar relacionado aos
efeitos inespecificos da insercao da agulha (BIRCH et al, 2004). A insercédo da agulha,
um estimulo nocivo, induz contra-irritacdo através da ativacdo de um sistema
descendente de inibi¢do da dor conhecido como controle inibidor nocivo difuso (DNIC).
A ativacdo DNIC aumenta o limiar da dor de forma dependente da intensidade e seus
efeitos sdo de curta duracéo. De fato, a elevacdo do limiar da dor ndo prevé o desfecho
clinico quando a analgesia néo é o objetivo do tratamento (CARLSSON, 2002).

Ao analisar os parametros Hematdcrito, Glicose e Lactato, foi observado que
houve aumento significativo imediatamente apds o exercicio nos dois grupos (CTL e
ACUP), tanto na corrida 1 (antes do tratamento) quanto na corrida 2 (depois do
tratamento). No entanto, ndo houve diferenca entre os grupos em nenhum momento.

O aumento do hematécrito, segundo Seeherman e colaboradores (1990), é
importante porque previne a queda da concentracdo de oxigénio sanguineo durante o
exercicio intenso. A capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue é um dos fatores
limitantes para o condicionamento atlético. Essa caracteristica € maximizada pelo
aumento total da massa eritrocitaria, havendo uma relacao bem definida entre o estado
atlético e o volume total de eritrocitos em humanos e equinos (HODGSON & ROSE,
1994a). No entanto, 0 aumento excessivo do hematdcrito provocado pelo aumento da
viscosidade sanguinea poderia causar reducdo da perfusdo capilar e diminuicdo do
aporte de O2 as células, com prejuizo para o desempenho desportivo (PERSSON et al,
1967). Corroborando com este fato, Mufioz et al (1997) mostraram que equinos com
menores valores de hematocrito durante esforco maximo foram considerados animais
de melhor desempenho. Dessa, forma hematocrito € considerado indice de
desempenho valido por alguns autores, porém, a maioria dos autores baseam-se em
indices de lactatemia e frequéncia cardiaca (MUNOZ et al., 1997).

No presente estudo, a acupuntura ndo foi capaz de influenciar os valores de
hematocrito apés o exercicio, como também observado por Angeli e colaboradores
(2008) que avaliaram o desempenho de 18 cavalos de corrida apos trés semanas de
tratamento utilizando nos pontos Bai Hui, VB 27, E30 e B/P13, considerados utilizados
empiricamente como pontos capazes de melhorar a performance de equinos atletas
(BOSCH, 1999). No entanto, a estimulacdo de pontos especificos como B17 e B/P6 é
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capaz de promover o aumento do hematécrito (FLEMING, 2001). Entretanto, estes
pontos ndo foram utilizados no presente estudo, porque ndo foram considerados como
pontos tranquilizantes e anti-estresse.

Embora os resultados ndo tenham mostrado diferenca significativa nos niveis de
lactato e glicose plasméticos, devemos considerar que os animais tratados (ACUP T2)
apresentaram concentracdes de lactato mais baixas que os demais grupos, mostrando
uma tendéncia do efeito da acupuntura nesse parametro. Cavalos bem treinados e
melhor adaptados apresentam concentracdes de lactato mais baixas apés a realizacao
de exercicio sub-maximo do que cavalos ndo-treinados, sendo um bom indicador de
desempenho (ROSE et al., 1983). Dessa forma, embora a diminuicdo dos valores de
lactato ndo tenham sido estatisticamente significantes, esse resultado pode ser
clinicamente importante.

Recentes estudos tém mostrado que a acupuntura afeta os valores de lactato e
glicose no sangue. Rizzo e colaboradores (2017) estudaram o efeito da acupuntura nos
pardmetros hematoldgicos de cavalos de corrida ap0s transporte e exercicio fisico, e
observaram que o tratamento provocou niveis mais elevados de glicose e mais baixos
de lactato quando comparados ao controle durante todo periodo de monitorizagao.
Esses autores sugerem que a pratica da acupuntura influencia o metabolismo
energético e a via bioquimica da glicose, provavelmente, modificando a percepc¢ao
psicologica do animal de uma condicdo estressante e modulando os sistemas de
controle neural e enddcrino, sugerindo que a acupuntura tem um efeito benéfico sobre
varias respostas fisioldégicas adaptativas de cavalos de puro-sangue para estressores
como transporte rodoviério e exercicio fisico.

Em relacédo ao Cortisol, os resultados mostram que houve aumento significativo
trinta minutos apés o exercicio nos dois grupos (CTL e ACUP), tanto na corrida 1 (antes
do tratamento) quanto na corrida 2 (depois do tratamento). No entanto, ndo houve
diferenca entre os grupos em nenhum momento. Outros estudos nao conseguiram
mostrar essa reducdo ou inibicdo da elevacdo dos niveis de cortisol (GUIMARAES et
al., 1997; ANGELI & LUNA, 2008; GODOY, 2014). Os resultados do presente estudo
corroboram com Angeli & Luna (2008) que mostraram que nao houve diferenca
significativa nos niveis de cortisol de equinos submetidos a corrida, quando tratados
com aquapuntura. Em contraste, estudos anteriores mostraram efeitos da acupuntura
na prevencao do aumento dos niveis de cortisol nos 30 minutos apds o exercicio (LUNA
& TAYLOR, 1998), ap6és modelo experimental de sobressalto (VILLAS-BOAS et al,
2016), apos transporte rodoviério e exercicio fisico (RIZZO, 2017). Outros estudos
demonstraram que a acupuntura pode reduzir o aumento induzido pelo estresse no
cortisol (KNARDAHL, 1998; LIAO, 1980; PARK, 2014; HAN, 1999, AKIMOTO et al.,
2003). O mecanismo de acdo da acupuntura tem sido associado ao bloqueio da
ativacdo HPA induzida pelo estresse (ESHKEVARI, 2012; ESHKEVARI, 2013, LEE,
2004, KIM, 2009). A eletroacupuntura (EA) nos pontos de acupuntura HT3-PC6 atenuou
significativamente a expressdo de c-fos induzida pela imobilizacdo na porcéo
parvocelular do Nucleo Paraventricular de Hipotalamo (LEE, 2004). A AE no ponto de
acupuntura E36 diminuiu a elevacao induzida pelo estresse nos hormonios periféricos
(hormodnio adrenocorticotropico (ACTH) e cortisol), niveis de hormoénio liberador de
corticotropina (CRH) e mRNA do neuropeptideo adrenal (NPY) (ESHKEVARI, 2013).
Este mecanismo pode explicar, pelo menos em parte, o efeito da acupuntura na
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prevencado dos efeitos deletérios dos niveis cronicamente elevados de corticosteroides,
embora ndo tenhamos observado no presente estudo.

As citocinas inflamatorios IL-1B foram extremamente baixas em todos os tempos
e grupos nao apresentando diferenca significativa e as IL-6 ndo foram detectaveis.
Dessa forma ndo foi possivel avaliar o efeito da acupuntura nas citocinas , haja vista
gue estas nao foram detectaveis em nenhum momento, inclusive no momento basal em
todos grupo. Uma hipétese é que a deteccao tenha sido prejudicada pela escolha do
tipo da amostra, como discutido no capitulo anterior. As analises foram realizadas de
amostras de plasma. Medi¢des das concentracfes plasmaticas de citocinas sao dificeis
pois ha uma variedade de fatores, incluindo baixas concentra¢des no sangue (LIBURT,
2010). O sangue nao € um tecido especifico para as concentracdes de citocinas, como
as citocinas possuem uma meia-vida curta, sua atuacdo tende a se restringir a sua
prépria célula produtora ou a sua periferia imediata (acdo paracrina). Medi¢bes das
concentracfes plasmaticas de citocinas sdo dificeis pois ha uma variedade de fatores,
incluindo baixas concentragcdes no sangue (LIBURT, 2010).

Embora no presente estudo ndo tenha sido possivel avaliar o efeito da
acupuntura nas citocinas inflamatorias, alguns estudos conseguiram mostrar 0 seu
efeito. Chen e colaboradores sugerem que eletroacupuntura pode participar na
regulacao de processos inflamatérios e modular a expressao génica da IL-6 (CHEN et
al, 2003). Lu e colaboradores (2016) investigaram o efeito da acupuntura sobre a
atividade comportamental e nas citocinas inflamatérias (IL-1, IL-6 e TNF-a) em um
modelo de estresse cronico de depressdo em ratos, onde a expressdo de mRNA de
citocina foi detectada no hipocampo e cortex pré-frontal por reacdes em cadeia de
polimerase de transcricao reversa (RT-PCR) e o conteudo de citocinas no soro cerebral
e sérico foi medido por ensaio imunoenziméatico (ELISA). Esses autores sugeriram que
a acupuntura inibe a inflamacao no cérebro e sangue periférico em ratos cronicamente
estressados. Estudos anteriores mostraram que a acupuntura atenuou o
comportamento do tipo depressivo ao regular a funcdo do eixo hipotadlamo-hipofise-
adrenal (WANG et al, 2015), modulando o metabolismo do triptofano-cinurenina e a
neuroatividade dopaminérgica no cérebro (KWON et al, 2012), aumentando a
expressdo do neuropeptideo Y na amigdala e no hipocampo, e revertendo atrofia glial
no hipocampo (LIU et al, 2011). O hipocampo e o cértex pré-frontal sdo regides
cerebrais vulneraveis ao estresse e a inflamacdo e profundamente afetadas em
pacientes com depressao (MACQUEEN, 2011).

Em geral, os estudos que utilizam protocolos que se assemelham a pratica
clinica usual sdo mais propensos a obter melhores resultados (ANDERSON et al,
2012). De fato, o uso clinico da acupuntura normalmente inclui 4 a 10 pontos de
acupuntura (ou até mais) dados em cada uma das seis (ou mesmo mais) sessoes,
seguindo um protocolo individualizado de pontos apds um diagnéstico pela MTC. No
entanto, uma grande parte das pesquisas cientificas com acupuntura realizadas tanto
em animais quanto em humanos (EHRLICH E HABER (1992); GUIMARAES et al.
(1997); YANG et al., 2002); AKIMOTO et al. (2003); CAIN et al (2003); ANGELI et al
(2008), GODOQY et al (2014), LU et al (2016), RIZZO et al (2017)) utilizam um protocolo
Unico e padronizado de tratamento, e ndo um protocolo individualizado. Quanto se
utiliza protocolos padronizados é possivel avaliar o efeito especifico desses pontos no
tratamento de uma determinada patologia. No entanto, a desvantagem do utilizacao de
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um protocolo Unico e padronizado é que o individuo ndo é tratado de forma completa,
ou seja, outros problemas que possam estar influenciando ou o desequilibrio desse
problema, o que pela MTC é conhecido como "raiz", podem néo estar sendo tratados,
podendo prejudicar de certa forma o resultado.

Portanto, o fato de no presente estudo n&o ter sido observado melhora
significativa na maioria dos parametros analisados pode ser devido a utilizagcdo de um
protocolo Unico de tratamento. Dessa forma, se faz necesséario mais estudos com
protocolos diferentes ou individualizados e/ou a utilizacdo de outras técnicas para
melhor avaliar o efeito da acupuntura em diversas condi¢cOes estressantes no cavalo
atlético.
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2.5 CONCLUSAO

o O tratamento com uma sessdo semanal de acupuntura durante 10
semanas nos pontos VG1, VG20, C7 e B52 em equinos submetidos ao
exercicio a campo de alta intensidade e baixa duracdo reduziu
significativamente o aumento da razdo LF / HF e da banda LF e a diminuicdo da
HF induzido pelo exercicio, sugerindo um efeito notavel da acupuntura sobre o
equilibrio simpatovagal.

o A acupuntura nao foi capaz de influenciar outros parametros estudados
(hematdcrito, lactato, glicose, cortisol)

o N&o foi possivel avaliar o efeito da acupuntura nas citocinas inflamatorias.
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CAPITULO 1lI
RESPOSTAS FISIOLOGICAS AO MODELO EXPERIMENTAL DE SOBRESSALTO EM
EQUINOS ATLETAS DAS MODALIDADES ADESTRAMENTO, ENDURO E POLO.

RESUMO

Confinamento, transporte, competicbes, treinamento inadequado, alteracbes na
alimentacdo, manejo incorreto, descanso insuficiente entre competicdes sao alguns
fatores que podem desencadear estresse podendo interferir no bem-estar e no
desempenho de um cavalo atleta. O manejo especifico para determinada modalidade
associada a raca, pode tornar esses animais mais ou menos reativos ao estresse.
Modelos de sobressalto tém sido utilizados para avaliar a reatividade ao estresse em
diferentes espécies. Dessa forma, o presente estudo teve o objetivo de comparar a
reatividade ao estresse em cavalos atletas das modalidades equestres: Pélo, Enduro e
Adestramento) através da avaliacdo das respostas endocrinas (andlise de Cortisol),
autonémicas (andlise de Variabilidade da Frequéncia Cardiaca) e comportamentais
induzidas por um modelo experimental de sobressalto. Foram utilizados 24 equinos,
machos e fémeas, pesando entre 450 - 550 kg, pertencentes a trés modalidades
equetres: Poélo (raca PSI), Adestramento (raca Brasileiro de Hipismo) e Enduro (raca
Puro Sangue Arabe) submetidos ao modelo experimental de sobressalto através da
abertura abrupta de um guarda-chuva. Os resultados mostraram que cavalos de enduro
apresentaram resposta autondmica induzida pelo sobressalto significativamente menos
intensa que cavalos de Polo e Adestramento (menor razdo LF/HF no momento do
sobressalto), paradoxalmente cavalos de Enduro possuem niveis de cortisol em
resposta ao sobressalto mais altos que cavalos de Pdlo. Ndo houve diferenca entre as
modalidades na resposta comportamental apés o sobressalto, no entanto cavalos de
Polo apresentam niveis basais de cortisol significativamente mais altos que as demais
modalidades e ndo variaram seus niveis de cortisol em resposta ao estresse. Dessa
forma, podemos concluir as modalidades equestres de Adestramento, Polo e enduro
apresentam reatividade ao estresse distintas.

Palavras-chave: estresse, bem-estar animal, cortisol, variabilidade da frequéncia
cardiaca, comportamento
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3.1 INTRODUCAO

Ha inimeros fatores que permeiam a vida de um animal de competicdo servindo
como fontes estressoras. Uma das caracteristicas do equino é sua necessidade de
liberdade e de pastejar a maior parte de seu tempo. Os cavalos atletas estdo,
invariavelmente, submetidos ao confinamento sendo que, em criacdo extensiva, 0S
equinos passam 60% de seu tempo pastando, enquanto que em confinamento passam
apenas 10% que passam recebendo alimentacdo pré-determinada. O convivio social
restrito, a intensidade de atividade fisica e baixa ingestdo de volumoso sdo também
fatores de estresse importantes para esses animais (HOUPT, 1993; MCGREEVY,
2004). Além disso, outros fatores como relacdo intensa entre o cavalo e seus tratadores
ou cavaleiros, o ambiente, o transporte por longas distancias, as condi¢cdes ambientais
adversas, as competicdes, o treinamento inadequado, as alteracdes na alimentacao, o
manejo incorreto, e o descanso insuficiente entre eventos também devem ser
considerados como fatores de estresse (HOUPT, 1993; MCGREEVY, 2004). Todos
esses fatores podem interferir no bem-estar e no desempenho de um cavalo atleta e
requerem atencéao especial (TEIXEIRA, 2002).

Os cavalos estdo mais ou menos vocacionados para diferentes tipos de
modalidades. Neste sentido, no Enduro é mais frequente encontrarmos o cavalo Arabe;
no adestramento, o Brasileiro de Hipismo; no P6lo , o Puro Sangue Inglés. Além disso,
em cada modalidade o manejo é diferente, variando a intensidade de treinamento, a
rotina de competicdes, o tipo de confinamento. Portanto, o manejo especifico para
determinada modalidade associada a raca, pode tornar esses animais mais ou menos
reativos ao estresse.

Os cavalos respondem de maneira diferente frente a uma mesma situacédo e o
gue pode ser estressante para um, pode nao ser para outro. Trés fatores principais
determinam se uma situacdo vai ser percebida como estressante. A primeira € a
experiéncia individual. As situagdes novas sdo muitas vezes percebidas como sendo
ameacadoras ou estressante e o0s cavalos parecem temer o desconhecido. Em
segundo lugar, é a sensacao de controle que o individuo tem numa situacéo. Estar fora
de controle é um estressor importante para alguns tipos de personalidade. Em terceiro
lugar é se o estimulo induz dor ou alteracdes metabdlicas (como o exercicio fisico,
inflamacéo/infeccdo) (CAYADO ET AL, 2006).

Moberg (2000) propdem um modelo para compreensdo do estresse em toda
espécie animal, seja nos seres humanos ou em animais. O modelo de estresse animal
desenvolvido sugere uma resposta bioldégica ao estresse a partir de trés estagios
gerais:
1°) O reconhecimento de um estimulo estressante
2°) A defesa bioldgica contra o estimulo estressante
3°) As consequéncias da resposta de estresse

A resposta ao estresse comecga com a percepcao de uma ameaca potencial
(estimulo estressante) a homeostase pelo SNC. Uma vez que o SNC percebe uma
ameaca, 0 organismo desenvolve uma resposta biologica ou defesa que consiste numa
combinacado de trés respostas gerais de defesas bioldgicas: resposta comportamental,
resposta do sistema nervoso autbnomo e resposta do sistema neuro-enddécrino
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Este conjunto de respostas do organismo causa mudancas biol6gicas
significantes no animal para aliviar a ameaca percebida. A intensidade da resposta é o
gue determina se o animal estd sofrendo de estresse ou é meramente experimentado
um episodio breve em sua vida sem nenhum impacto significante ao seu bem-estar.

A resposta de sobressalto € um reflexo defensivo induzido por estimulos
externos, inesperados e intensos, que geralmente se caracteriza por piscar de olhos,
um movimento de cabeca, contracdo abdominal ou flexdo de membros (Cook et al.,
1991). Embora varios tipos de estimulos (acusticos, tacteis ou visuais) possam induzir o
susto em animais e seres humanos, a resposta acustica de sobressalto tem sido mais
investigada (KOCH, 1999). Além da resposta comportamental, o sobressalto induz
alteracbes autondmicas e enddcrinas, levando ao aumento da frequéncia cardiaca, da
pressdo arterial e nos niveis de glicocorticoides. Neste sentido, o aumento da FC
induzida pelo sobressalto é consistentemente observado em diferentes animais
experimentais e € mediado pelas modulacdes simpatica e parassimpatica do sistema
nervoso autonomo (BRADLEY et al, 1990; LANG, et al, 1990). Por outro lado, o
aumento induzido pelo sobressalto nos niveis de corticosterona ndo € observado em
todas situacdes experimentais ou em todas linhagens de ratos (KOCH, 1999). Desta
forma, um estudo combinado das respostas comportamentais, autonbémicas e
enddcrinas € importante para uma melhor compreenséo resposta de sobressalto, uma
vez que a magnitude das respostas autonémicas, enddcrinas e comportamentais a um
estimulo nem sempre estdo correlacionadas (VILLAS-BOAS et al, 2016).

O estudo da resposta de sobressalto € considerada uma abordagem
comprovada, confiavel e precisa para investigar os mecanismos encefélico de
aprendizagem, memoria, emocdes e controle de movimentos, uma vez que a
magnitude da resposta de sobressalto pode ser aumentada ou diminuida por uma
variedade de condi¢des patologicas e manipulacdes experimentais (KOCH, 1999). Por
exemplo, mudancas na homeostase emocional e perceptual, isto €, eventos aversivos
condicionados e incondicionados, podem aumentar a magnitude da resposta de
sobressalto (BRADLEY et al, 1990; LANG et al, 1990). Enquanto que eventos
prazerosos podem atenua-la (FRIEMEL et al., 2014, SCHMID et al., 1995 e LANG et
al., 1990).

Embora a resposta de sobressalto seja frequentemente observada em cavalos,
poucos estudos tém explorado-a como uma ferramenta de andlise. As reacdes de
sobressalto em equinos tém interesse especial, pois podem ser influenciados por
diferentes manipulacdes, sendo uma ferramenta Gtil para medir o estresse e avaliagdo
de bem-estar. Reacdes intensas a novidade e ao isolamento social pode estar
associado existéncia de uma caracteristica geral de "medo” no cavalo (LANSADE,
BOUISSOU & ERHARD 2008). Reacdes de medo excessivo pode representar um risco
para os animais e as pessoas. Considerando o numero e gravidade de acidentes, a
equitagcdo é considerada um esporte perigoso, e as respostas de sobressalto dos
cavalos durante as provas equestres sdo uma das principais causas de acidentes neste
esporte (KEELING et al., 2009). Além disso, reacfes de medo exagerada também tém
sido associados com deficiente capacidade de aprendizagem em cavalos (HEIRD et al.
1986).

Diferentes tipos de estimulos tém sido usados para produzir sobressalto em
cavalos e estudar as respostas de estresse em equinos, como a presséao fisica,
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estimulo sonoro (chocoalho de moedas num metal) (HOLLAND, 1996) ou estimulos
visuais (exposicao repentina a objetos novos) (REDONDO et al., 2009; VISSER et al.,
2002; NICOL et al., 2005; GORECKA et al., 2007; CHRISTENSEN et al., 2010, VILLAS-
BOAS, 2015; VILLAS-BOAS, 2016). A abertura do guarda-chuva tem sido utilizada de
diferentes formas. Lansade e colaboradores utilizaram a abertura do guarda-chuva
enquanto os cavalos estavam comendo para avaliar a influencia da “personalidade de
medo” e o efeito do isolamento social na reatividade emocional (Lansade et al., 2008;
Lansade et al., 2012). Outros autores utilizaram a abertura do guarda-chuva enquanto
os cavalos estavam caminhando para avaliar a influéncia da lecitina de soja e da dieta
de oleo de milho sobre o comportamento dos cavalos (Holland et al., 1996). Mais
recentemente, Villas-Boas e colaboradores caracterizaram as  repostas
comportamentais, autondémicas e endocrinas de equinos submetidos a um modelo de
sobressalto simples, facil de replicar e seguro, onde um guarda-chuva colorido foi
repentinamente aberto proximo a garupa no animal por uma pessoa escondida atras de
uma pequena parede. Neste estudo as repostas autondmicas foram avaliadas pela
analise da variabilidade da frequéncia cardiaca através da analise espectral utilizando a
transformada Rapida de Fourier em segmentos “ultra-curtos” (Villas-Boas et al., 2016).
O mesmo método foi utilizado para demonstrar que uma Unica sessao de acupuntura
antes do sobressalto pode alterar o balangco simpato-vagal, reduzindo o aumento do
LF/HF induzido pelo sobressalto (Villas-Boas et al., 2015).

Portanto, o presente estudo tem o objetivo de comparar respostas endocrinas

(andlise de Cortisol), autonébmicas (analise de Variabilidade da Frequéncia Cardiaca) e
comportamentais induzidas pelo modelo experimental de sobressalto em cavalos
atletas de diferentes modalidades equestres (P6lo, Enduro e Adestramento).
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3.2 MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 24 equinos, machos (9) e fémeas (15), pesando entre 450 - 550
kg, pertencentes a trés modalidades equetres:

e Cavalos de Pdlo provenientes do Itanhanga Golf Clube (Barra da Tijuca,
Rio de Janeiro, RJ), com idade entre 6 e 8 anos, da raca PSI e meio
sangue PSI entre 450 - 550 kg (n=9).

e Cavalos de Adestramento provenientes da Escola de Equitacdo do
Exército (Vila Militar, Deodoro, Rio de Janeiro, RJ), com idade entre 6 e 8
anos, da raca Brasileiro de Hipismo pesando entre 450 - 550 kg (n=6).

e Cavalos de Enduro provenientes do Haras Lorien (S&o José do Vale do
Rio Preto, RJ) com idade entre 6 e 12 anos, da raca Puro Sangue Arabe
pesando entre 400 - 500 kg (n=9).

Todos os animais utilizados no trabalho séo cavalos atletas e considerados
saudaveis ao exame clinico do médico veterinario responsavel. Todos os animais
possuem acesso livre a dgua (agua de rede) e alimentacdo balanceada (concentrado e
volumoso). No entanto, manejo, confinamento, alimentacao, protocolo e intensidade de
treinamento variam de acordo com a modalidade, descritas a seguir:

e Cavalos de Adestramento: Baias com dimensfes de 3m x 3m, que permitem o
contato visual entre 0s animais e possuem cama de maravalha. Acesso restrito a
piquetes.

e Cavalos de Pdlo: Baias com dimensdes de 4m x 3m, que permitem o contato
visual entre os animais e possuem cama de maravalha. Acesso restrito a
piquetes.

e Cavalos de Enduro: Os animais ficam a maior parte do tempo soltos em piquetes
com plantio de Coast-cross. Baias com dimensdes de 4m x 3m, que permitem o
contato visual entre 0s animais e possuem cama de maravalha.

Todos os procedimentos foram submetidos e aprovados pela Comissio de Etica
no Uso de Animais do Instituto de Biologia da UFRRJ (CEUA/IB/UFRRJ) (n° 16/2015) e
estdo de acordo com as normas internacionais de uso de animais em pesquisa.

Protocolo experimental

Com os animais ainda em suas respectivas baias foram realizadas coletas de
sangue da veia jugular. Em seguida foi colocado o frequencimetro cardiaco (Polar
Equine™) ao redor do térax e ativado. Apds a realizagdo de todas as coletas, os
animais permaneceram por 20 minutos sem manipulacdo. Em seguida cada animal foi
levado individualmente para um picadeiro onde foi submetido ao teste de sobressalto
através da abertura de um guarda-chuva. Neste teste, cada o animal entrou no
picadeiro conduzido pelo cabresto por uma pessoa com a qual ja era familiarizado,

70



contornou a pista e foi posicionado num ponto pré-determinado, de costas para a
mureta que contorna pista. Quando o animal apresentou-se aparentemente tranquilo e
desatento, um guarda-chuva foi aberto repentinamente por de trds da mureta a uma
distancia de aproximadamente 1,5m da garupa do animal. A pessoa responsavel pela
abertura do guarda-chuva ficou escondida atras da mureta, sem que o animal pudesse
observa-lo (figura 24). Dessa forma, o estimulo foi abrupto e inesperado. A posicdo do
guarda-chuva forma um angulo de aproximadamente 45 graus com a cauda do animal,
possibilitando o objeto ficar dentro do campo de visdo. Uma vez aberto, o guarda-chuva
foi girado por um periodo de 120 s. Apés este tempo, 0S equinos permaneceram no
picadeiro, presos pelo cabresto por mais 3 minutos para a analise comportamental. O
comportamento de cada animal durante o experimento foi gravado em video, para
analise do teste de reatividade. ApoOs esse periodo, animal foi levado para sua baia,
onde foram feitas coleta de sangue aos 30 e 60 minutos pds-estimulo.
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FIGURA 24: Esquema ilustrando o posicionamento do cavalo e do guarda-chuva no Modelo
Experimental de Sobressalto (VILLAS-BOAS, 2016)
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Figura 25: Foto sequenciada do modelo experimental de estresse agudo em equinos (através da
abertura abrupta de um guarda-chuva). Em A: entrada do cavalo no picadeiro conduzido por um
soldado. Em B: posicionamento do cavalo, conforme marcacao pré-determinada. Em C e D: Reagédo do

cavalo a abertura do guarda-chuva.

O protocolo experimental esta esquematizado abaixo:

Modelo de Sobressalto 30 min
Basal {Abertura do Guarda-Chuva) 3

J |

60 min
apos

|
» - £
® ® ®

Legenda:

ﬁ Coletade sangue

@ Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Figura 26: Esquema do protocolo do modelo experimental de sobressalto em equinos.
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Uso de Frequencimetros e Analise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Os intervalos RR dos animais foram registrados durante todo o tempo do
experimento por um frequencimetro, RS 800 (Polar Equine®). Em cada animal foi
colocado uma faixa toracica com elétrodos para coleta dos intervalos RR, de maneira
gue um eletrodo foi colocado na regiao precordial, no torax abaixo do codilho esquerdo,
outro eletrodo proximo a cernelha na regidao toracica. A regido da pele em contato com
os elétrodos foi molhada abundantemente com uma solucdo preparada de agua e
shampoo neutro para garantir a conducdo dos impulsos elétricos. O transmissor do
sistema capta 0s sinais e envia-os para o reldégio do equipamento, que armazena estes
dados. ApdGs o termino de cada experimento, os dados armazenados no relégio foram
enviados para o programa Polar Pro Trainer Equine por meio de uma interface de
emissao de infravermelhos, para analise espectral da VFC.

Os dados armazenados pelo programa Polar Protrainer 5 foram enviados para o
programa Microsoft Office Excel 2007 sendo gerada uma coluna de valores de
intervalos RR em milisegundos (ms), no qual foi realizada a correcdo de alguns
artefatos através da substituicdo dos valores de intervalos RR discrepantes pela média
dos valores dos dois intervalos RR anteriores e dos dois posteriores (VON BORREL et
al., 2007). Series de intervalo cardiaco dos momentos basal, sobressalto e Apds 30 min
foram selecionados 0os momentos basais e 30 minutos ap0s o exercicio para serem
analisados.

Os segmentos com os valores do intervalo RR foram exportados em arquivo de
texto (TXT) para o programa CardioSeries v2.4 que gera uma pagina com os valores
dos parametros da analise da VFC no dominio da frequéncia e no dominio do tempo,
de cada segmento. Foi utilizada a Transformada Rapida de Fourier (FFT) para realizar
a andlise da VFC no dominio da freqiiéncia a partir da qual se obteve a razdo entre os
componentes frequenciais LF e HF. Essa razdo permite identificar o balanco entre a
ativagdo simpética e parassimpatica nos momentos selecionados. Os valores das
variaveis utilizadas pelo programa HRV analysis foram padronizados da seguinte forma:
LF 0,01 - 0,07; HF — 0,07 — 0,5; taxa de interpolacdo = 4 e pontos no dominio da
freqUéncia = 256.

Maiores detalhes da anélise da VFC no capitulo 1.

Coletas de sangue

As coletas de sangue foram realizadas através puncdo da veia jugular. As
amostras foram acondicionadas sob refrigeracdo e ao final do experimento foram
centrifugadas na velocidade 3200 RPM por 5 minutos e os soros foram estocados em
freezer a -20°C.

Andalise de Cortisol

As amostras foram coletas nos momentos basal, 30 min e 60 min ap0s o
exercicio. As amostras foram acondicionadas sob refrigeracdo e ao final do
experimento foram centrifugadas na velocidade 3200 RPM por 5 minutos e 0S Ssoros
foram estocados em freezer a -20°C.
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As andlises hormonais foram realizadas no Laboratério de
Neuroendocrinologia Comportamental do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas
da UFRRJ pela técnica de radioimunoensaio (RIE). Todos o0s ensaios/dosagens
foram realizados em duplicata. Apos descongelamento das amostras a temperatura
ambiente e numeracdo dos tubos, foi pipetado em duplicata, 25uL de diferentes
concentracfes padrdes de cortisol do kit (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 3; 10; 30; 100 ug/dl) nos
tubos, adicionando-se 25uL dos soros testes e em seguida testados e posteriormente
adicionado 1,0 ml de cortisol em todos os tubos. Os tubos foram incubados em banho-
maria por 45 minutos a 37°C +/- 1°C sendo feita em seguida decantagéo e secagem de
todos utilizando um papel absorvente.

A contagem foi realizada em um contador gama calibrado para iodo radiativo
(1125) da marca Wallac ®. Apods as leituras, foi confeccionado o grafico da curva
padrdao de acordo com as instru¢bes do kit e os valores de cortisol das amostras
testadas foram calculados a partir dos valores de radioatividade obtidos individualmente
em relacdo aos valores da curva padrao. Os célculos dos valores testes apresentados
em ug/dl foram realizados através do programa Graph Prism 5.0. Para a manutencao
da confiabilidade do teste, todos os valores deveriam estar dentro dos valores da curva
padrdo, ndo podendo ser considerados os valores fora da curva.

Analise Comportamental

Os animais foram filmados por meio de uma camera Panasonic SDR H20
posicionado a 20 metros de distancia dos equinos. Os arquivos de video foram
analisados através do programa de uso livre Image J.

O tempo foi calculado através da analise quadro-a-quadro do filme, sabendo-se
a 0 padréo da filmagem foi 25 quadros por segundo.

As variaveis obtidas foram:

(1) Tempo de Reacgéo, tempo entre a realizacdo do modelo de estresse e a resposta do
cavalo (em segundos). Obtido a patir do aparecimento do primeiro ponto do guarda-
chuva até o primeiro movimento de orelhas em direcdo ao guarda-chuva (REDONDO et
al., 2009).

(2) Tempo de Resposta, tempo total gasto no movimento em resposta a abertura do
guarda-chuva (em segundos), foi obtido a partir do primeiro movimento das orelhas até
a parada do animal com a cabeca em dire¢do ao guarda-chuva, ap6s deslocamento de
fuga (REDONDO et al., 2009)..

Andalises Estatisticas

As variaveis da VFC e cortisol foram analisadas pela ANOVA de duas vias para
medidas repetidas (General Linear Model do programa SPSS), quando significativas
foram comparadas pelo Teste de Bonferroni. Na andlise dos valores de LF, HF e
cortisol foram utilizadas como co-variaveis os valores basais uma vez que estes se
mostraram visualmente diferentes entre 0s grupos. As reagdes comportamentais foram
analisadas pela ANOVA de uma via. As analises estatisticas foram realizadas atraves
do programa SPSS Versédo 21 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) utilizando intervalo
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de confianca de 95% e probabilidade de 5%. Os graficos foram construidos utilizando o
programa GraphPad Prism 5.0 (Software GraphPad).
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Anédlise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

O sobressalto produziu um aumento significativo na FC média em todos os
grupos analisados, sem haver diferenca significativa entre os grupos (fator Tempo na
ANOVA de duas vias para medidas repetidas Wilks" Lambda =0.147; F(,, 16 =46,527,
p<0,001). Além disso, foi observado o retorno aos valores de FC média no momento
apos 30 min. Nao houve diferenca significativa nos fatores Interacdo e grupo (Figura
27A).

O sobressalto também produziu um aumento significativo na razdo LF/HF (fator
tempo: Wilks® Lambda =0.297; F(;, 17y =20.107, p<0,001), no entanto as modalidades
equestres apresentaram respostas diferenciadas ao sobressalto (fator grupo: F(, 1g
=4.730, p<0.001; fator interagdo: Wilks® Lambda =0.275; F, 32y =7.705, p<0,001). A
razdo LF/HF no momento do sobressalto de cavalos de Enduro é significativamente
menor que de cavalos de Polo (Bonferroni test). Em cavalos de Enduro, o sobressalto
produz apenas um pequeno aumento na razédo LF/HF, em contraste com os animais de
Polo e Adestramento onde o sobressalto induz aumento significativos na razdo LF/HF
(Figura 27B).

Como os valores basais de LF e HF foram visualmente diferentes entre os
grupos, na andlise estatistica os valores basais foram utilizados como co-variavel.
Neste caso, 0 sobressalto também produziu um aumento significativo no LF (fator
tempo x co-variada HFbasal: Wilks™ Lambda =0.641; F(, 17y =9.403, p=0.002) e uma
reducéo significativa da HF (fator tempo x co-variada LFbasal: Wilks® Lambda =0.460;
Fe 169 =4.776, p=0.023), e as trés modalidades equestres apresentaram respostas
semelhantes ao sobressalto. No momento do basal de cavalos de Enduro o LF é
significativamente menor e o HF significativamente menor que de cavalos de Pélo (teste
de Bonferroni, figura 27C e D).
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Figura 27: Parametros Variabilidade da Frequencia Cardiaca em resposta ao modelo de
sobressalto em equinos das modalidade Pélo, Adestramento e Enduro. Os dados sdo apresentados
como média £ epm nos momentos Basal, Sobressalto e Apés 30min. (A), Frequéncia Cardiaca Média, (B)
razado LF/HF, (C) componente de baixa frequéncia LF e (D) componente de alta frequéncia HF. *indica
diferenca significativa em relag&do ao grupo Enduro no momento analisado.

3.3.2 Anéalise do Cortisol

Na andlise dos niveis de cortisol sérico, também foi utilizado os valores basais
como co-variavel, e o sobressalto aumentou os niveis de cortisol (fator tempo x co-
variada cortisol basal: Wilks™ Lambda =0.427; F, 15y =12.089, p<0.001) e 0s grupos
apresentam resposta diferenciada ao sobressalto (fator interacdo: Wilks™ Lambda
=0.426; F, 35y =4.791, p=0.003). Os animais de Polo apresentaram niveis de cortisol
basal mais altos que os demais grupos (Bonferroni test), e ndo variaram seus niveis
cortisol em resposta ao sobressalto. No momento sobressalto, os animais de Enduro
tiveram niveis de cortisol mais altos que o animais de Pdlo (Bonferroni test) (figura 28).
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Figura 28: Niveis de cortisol em resposta ao modelo de sobressalto em equinos das modalidade
P6lo, Adestramento e Enduro. Os dados séo apresentados como média £ epm nos momentos Basal,
30 min e 30min apds o sobressalto. *indica diferenca significativa do grupo Pdlo em relagdo ao demais
grupos, e ** indica diferenga significativa em rela¢éo ao grupo P6lo no momento analisado.

3.3.3 Analise do Comportamento: Teste de Reatividade

Foi observado resposta comportamental significativa em todos os animais que
participaram do experimento. No entanto ndo houve diferenga significativa entre as
modalidades (Anova de 1 via ndo detectou diferenca significativa entre 0s grupos em
nenhum dos parametros analisados (tempo de reacéo (p = 0.2913) (Figura 29A), tempo
de resposta (p = 0.0692) (Figura 29 B).
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Figura 29: Reacdo comportamental ao modelo de sobressalto de equinos das modalidades
enduro, pélo e adestramento. Em A: O tempo de reacdo, que consiste no tempo entre a realizacdo do
modelo de estresse e a resposta do cavalo em questdo de segundos. Em B: O tempo de resposta, que
consiste no tempo total gasto no movimento em resposta a abertura do guarda-chuva em segundos.
Dados apresentados como média + epm.
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3.4 DISCUSSAO

Nossos dados revelam que cavalos de diferentes modalidades de esporte
equestre respondem de maneira diferenciada ao modelo de sobressalto. As trés
modalidades apresentaram resposta comportamental semelhante, mas diferiram na
magnitude da ativagdo autondmica e nos niveis de cortisol em resposta ao sobressalto.
Cavalos de enduro apresentam menor ativagcdo autondémica e maiores niveis de cortisol
em resposta ao sobressalto, enquanto que cavalos de Pdlo apresentam niveis basais
de cortisol mais elevados que cavalo de Enduro e adestramento e ndo alteram seus
niveis de cortisol em resposta ao sobressalto.

A analise espectral da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca evidenciou que a
abertura abrupta do guarda-chuva produziu aumento significativo na razdo LF/HF e na
FC média em todos os grupos. Este aumento na razdo LF/HF foi consequéncia do
aumento significativo do componente de alta frequéncia (LF) e da diminuicéo
significativa do componente de baixa frequéncia (HF). Considerando que o LF
representa predominio da atividade do sistema nervoso simpatico e que HF representa
exclusivamente a atividade vagal para o coracdo (HOSHI, 2009; VANDERLEI, 2009),
pode-se concluir que houve um aumento da regulacdo simpéatica em relacdo a
parassimpatica nesse momento.

A andlise espectral da VFC, tendo como parametro principal a razdo LF/HF,
permite uma determinacdo mais precisa da regulacdo funcional do SNA, em resposta
ao estresse psicoldgico e fisioldgico ja que estados psicolégicos podem ter um impacto
no balanco simpato-vagal sem, necessariamente vir seguido de alteracdes na
frequéncia cardiaca e/ou respiratéria (STAUSS, 2003). Os resultados do presente
estudo confirmaram o marcado desequilibrio autondmico cardiaco tipicamente
observado apds o estimulo de sobressalto em outras espécies (BAUDRIE et al., 1997).
Estudos inicias propuseram que 0 sobressalto estaria associado a uma resposta
taquicardica pronunciada, principalmente mediada pela ativagdo simpética (GRAHAM,
1979). No entanto, estudos em ratos e seres humanos demonstraram que as mudancas
induzidas pelo sobressalto sdo mediadas pela ativagdo simpatica e parassimpéatica
(BAUDRIE et al., 1997). Nos seres humanos, a resposta cardiaca ao sobressalto dura
cerca de 70 s e é caracterizada por duas fases taquicardicas distintas: a fase de
laténcia curta com um pico observado 4 s apés o estimulo de sobressalto; e, a fase de
laténcia longa com um pico observado 35 s apés o estimulo de sobressalto (VILA et al.,
2007). Estes autores descreveram uma resposta moderada ao sobressalto
caracterizada por um padrdo de resposta taquicardica-bradicardica-taquicardica-
bradicardica. O primeiro ciclo de resposta taquicardica / bradicardica é mediada
principalmente pelo sistema parassimpatico (inibicdo seguida de ativacédo) e o segundo
ciclo de resposta taquicérdica / bradicardica é mediada essencialmente pela modulagéo
simpética e parassimpatica trabalhando reciprocamente (VILA et al., 2007). Atualmente,
a analise da VFC tem sido amplamente utilizada para avaliacdo da modulagéo
autonodmica cardiovascular em ambientes experimentais e clinicos (MALLIANI et al.,
1991, TASK FORCE, 1996, CASTIGLIONIET et al., 2013).

No presente estudo foram utilizados série de batimento por batimento de 64
segundos para a analise da VFC. Apo6s um estimulo de estresse mental, observa-se
uma ativagcdo combinada de ambos o0s sistemas simpatico e parassimpatico (VILA et
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al., 2007). Dessa forma, o uso de séries de tempo de batimento por batimento longas
para a analise da VFC poderia dificultar a avaliacdo distinta da modulacao
cardiovascular simpatica e parassimpatica. Poucos estudos usaram a andlise de VFC
para medir o estresse mental. Salahudding e colaboradores (2007) usaram série de
tempos ultracurta para analise da VFC para avaliar estresse mental em individuos
durante um teste Stroop. A analise dos dados foi realizada usando séries temporais
com um comprimento variando de 10 s a 150 s e estes autores sugeriram que
segmentos menores que 50 podiam ser usados de forma confidvel para monitorar as
respostas autonémicas cardiacas, estimulo estressional tomental (SALAHUDDIN et al.,
2007). No presente estudo, utilizaram-se segmentos curtos de 64 s para andlise de
VFC para satisfazer os requisitos para a técnica de Transformada Répida de Forrier
(FFT), isto é, os segmentos devem ser suficientemente longos para permitir a
guantificacdo de componentes de baixa frequéncia. Em estudo realizado anteriormente
mostrou que as mudancas induzidas por indu¢do na modulacdo autonémica cardiaca
nao puderam ser observadas usando 128 segmentos, mas foram claramente
observadas quando a andlise da VFC foi realizada usando segmentos de 64 s (VILLAS-
BOAS et al, 2016). Outro aspecto metodologico importante dos estudos de VFC em
cavalos é a faixa de bandas de freqUéncia utilizada na analise espectral. A faixa LF:
0,01-0,07 / HF: 0,07-0,50 foi escolhido porque foi capaz de mostrar um aumento na
relacdo LF / HF induzida pelo sobressalto com dados menos variaveis do que as outras
configuracdes. Portanto, o uso de segmentos curtos (64 s) com faixas de frequiéncia de
0,01 a 0,07 (LF) e 0,07 a 0,50 (HF) parece ser util na deteccdo de estresse mental em
cavalos (VILLAS-BOAS, 2016).

Em relacdo a comparacdo da resposta de sobressalto entre cavalos de
diferentes modalidades, o presente estudo mostrou que cavalos de enduro
apresentaram a razdo LF/HF em resposta ao sobressalto significativamente mais
baixas que cavalos de Po6lo. Esse resultado sugere que os cavalos de enduro tiveram
um menor impacto no balangco simpato-vagal no momento do sobressalto. Devido ao
um aumento significativamente menor do componente de alta frequéncia (LF) e da
diminuicao significativamente menor do componente de baixa frequéncia (HF) ou seja
houve um menor aumento da regulacédo simpatica em relagdo a parassimpatica. Talvez
isso possa ser explicado pelo fato de que cavalos de algumas modalidades hipicas,
como é o caso dos cavalos de enduro, ndo sao treinados apenas em pistas e dessa
forma sdo submetidos a diversos tipos de estimulos que podem produzir sobressalto,
como transito de carros, motos e bicicletas, encostas ingremes, e encontros com outros
animais (MATSUURA, 2010). Cavalos sao animais essencialmente nervosos,
caracteristica que pode ser relacionada a histOria destes animais como presas; desta
forma o encontro de algo estranho no caminho pode assusta-los e fazé-los mostrar
comportamentos de esquiva (MATSUURA, 2010). Outro ponto importante € o fato dos
cavalos de enduro ficarem a maior parte de seu tempo soltos juntos em piquetes, além
de experimentarem experiéncias novas a todo instante possuem o0 convivio social.
Estudos anteriores mostraram que o isolamento social pode influenciar a reatividade
emocional apos a aplicacdo de um estimulo de sobressalto (LANSADE, 2012;
GOREKA, 2007).

O nivel de cortisol é considerado um dos principais parametros para se avaliar
niveis de estresse em humanos e animais, constituindo uma evidéncia da ativagao do
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Eixo HHA, um dos principais sistemas acionados em situagcdes de estresse.
Concentracbes de cortisol plasmatico tem sido freqlientemente utilizado para
caracterizar as respostas de estresse dos cavalos (ALEXANDER et al.,, 1988;
MARTINEZ et al, 1988; MAL et al, 1991; DICKSON, 1996; TEIXEIRA e PADUA, 2002;
REDONDO, 2009; CAYADO, 2006; RIZZ0O, 2017).

Nossos resultados mostram que modelo experimental de sobressalto foi capaz
de aumentar o niveis de cortisol sérico 30 minutos apés o estimulo. No entanto, os
cavalos de Polo mostraram niveis de cortisol basal significativamente maiores que o0s
grupos Enduro e Adestramento e e ndo alteram os niveis de cortisol apds o sobressalto.
Este perfil da resposta de cortisol de animais de P6lo pode ser indicativo de estresse
cronico ou ser apenas uma caracteristica da raca. O estilo de vida caracterizado por
manejo, confinamento, intensidade de treinamento e frequéncia de competicdes e a
natureza mais “agressiva” do esporte Pélo podem indicar niveis maiores de estresse
gue as demais modalidades. No entanto, valores de cortisol basal elevados podem ser
caracteristica da raca, podendo ser considerado fisiolégico. Cavalos da raca
Standartbreed e cavalos Islandeses variam significativamente nos niveis de cortisol
basal (Soder et al., 2012).

Com a finalidade entédo de verificar se o valor alto de cortisol basal € uma
caracteristica racial, foi realizada a comparacdo entre o cortisol basal dos animais
pertecentes as modalidades enduro, adestramento e pélo que possuem racas distintas,
respectivamente, Puro Sangue Arabe, Puro Sangue Inglés e Brasileiro de Hipismo,
incluindo o cortisol basal de cavalos de corrida da Puro Sangue Inglés (animais
pertencentes ao experimento 1). Os resultados mostraram que os cavalos de poélo
possuem cortisol basal significativamente mais altos que os cavalos das outras trés
modalidades (Figura 30 no Anexo). E importante ressaltar que cavalos de polo e de
corrida possuem a mesma raca. Esse resultado reforca a idéia de que os cavalos de
Pd6lo sé@o cronicamente estressados. No entato, para confirmar essa idéia de cavalos de
polo sdo cronicamente estressados devido a altos valores de cortisol basal, serdo
necessarios estudos futuros utilizando a dosagem de metabdlitos corticais fecais. Nas
fezes ha uma grande quantidade de horménios esterbides, dentre eles, o0s
glicocorticéides, como o cortisol. Além disso, na amostra fecal, ao contrario da amostra
sanguinea, ha niveis de metabdlitos hormonais de periodos longos, refletindo assim em
um minimo de oscilagbes e confusdo entre a dindmica secretéria normal e a resposta
fisiologica € improvavel (MONTEIRO, 2006).

Nossos dados também mostram que os cavalos de Po6lo ndo variaram seus
niveis de cortisol ap6s o sobressalto, o que pode estar relacionado ao fato que valores
basais destes animais ja serem altos. Além disso, nossos resultados mostraram que
cavalos de Enduro apresentam niveis mais elevados de cortisol em resposta ao
estresse que cavalos de Pdélo, indicando que cavalos de Enduro apresentam maior
ativacdo do eixo HPA que os cavalos de Pdélo. Como foi dito anteriormente estas
variacfes podem estar relacionadas tanto ao estilo de vida quanto a raga dos animais.

Estudos na literatura mostram que as respostas de estresse variam muito entre
as especies animais. Parker et al. (2011) mostraram aumento dos niveis de hormonio
adrenocorticotropico (ACTH) e cortisol em macacos submetidos a estimulo acustico
(PARKER et al., 2011). Além disso, diferentes respostas sdo observadas dentro das
espécies. Apds o sobressalto, os niveis de corticosterona foram aumentados em ratos
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Lewis / N, mas foi observado um aumento de 2 vezes em ratos Sprague-Dawley e um
aumento de 5 vezes em ratos F344 / N (GLOWAET, 1992). Desmecht et al. (1996)
compararam as concentracdes plasméaticas de cortisol em animais competindo em
diferentes modalidades (hipismo classico, concurso completo de equitacdo, corrida de
trote, turfe e enduro). A modalidade esportiva afetou tanto os valores de cortisol
plasmatico pré-prova, quanto pos-prova. CAYADO e colaboradores (2010)
compararam niveis de estresse de cavalos de salto, adestramento e cavalos ndo atletas
(controle) e observaram que niveis plasmaticos de cortisol de cavalos de salto ndo
diferiram do basal ao atingir a pista (ambiente novo), enquanto eram elevados em
cavalos de adestramento. O que indica ativacdo do eixo HPA pelo estresse
psicolégico, sugerindo que cavalos de adestramento sdo mais sensiveis a uma vasta
gama de estressores potenciais, incluindo transporte, ambiente novo ou ameacador.
Nesse estudo os autores sugerem que o0s cavalos de salto podem ser mais experientes
ao transporte e/ou adaptar-se a novos ambientes, devido ao maior namero de
competicdes de salto do que de adestramento. Dessa forma, a exposi¢cdo a novidade
tem menor impacto nestes animais (CAYADO et al., 2010).

Em relacdo ao manejo e confinamento, Buonora e colaboradores (2004) quando
compararam cavalos confinados de semi-confinados observaram que embora nao
tenha havido diferenca estatistica entre os grupos estudados, as concentracdes séricas
de cortisol foram mais elevadas nas amostras colhidas dos animais do grupo confinado,
ressaltando que este hormdnio é um importante indicador de estresse, 0os animais
mantidos semi-confinados apresentavam uma ligeira vantagem. Contribuindo ainda
para reforcar a idéia de como o manejo pode influenciar o nivel de estresse, animais
confinados apresentam maior incidéncia de lesdes gastricas, que se manisfestam
principalmente em situagdes de estresse (BUONORA et al., 2004).

O modelo experimental de sobressalto utilizado no presente estudo, proposto por
Villas-Boas e colaboradores (2016) foi capaz de produzir resposta comportamental em
todos os animais. As respostas fisiologicas induzidas pelo modelo experimental de
sobressalto, na qual o individuo é apresentado a uma situacdo nova, vém sendo
estudadas por diversos autores (VISSER et al., 2001; NICOL et al., 2005; VISSER et al,
2008; CHRISTENSEN et al.,, 2010, VILLAS-BOAS, 2015; VILLAS-BOAS, 2016). A
resposta comportamental foi caracterizada por reacdo de sobressalto e fuga que séo
indicativas de resposta de estresse agudo (REDONDO et al., 2010). No entanto, os
resultados mostraram que nao houve diferenca significativa entre 0os grupos tanto em
relacdo ao tempo de reacdo e resposta quanto em relacdo a distancia percorrida,
indicando que o estilo de vida associado a raca nao foi capaz de alterar ou atenuar a
reacao de sobressalto e fuga dos animais quando submetidos ao sobressalto.

No presente estudo combinamos a analise das respostas autonémicas,

endocrinas e comportamentais para avaliar a reatividade dos animais a situacdes de
estresse. Apesar de considerar que a avaliacdo comportamental € uma ferramenta
importante para analisar a reatividade ao estresse, quando usado sozinho, néo reflete
as reac6es complexas do individuo ao estimulo. E apesar de compreender que as vias
neurais que medeiam as respostas comportamentais, enddcrinas e autonémicas estao
conectados, nossos resultados mostram que essas respostas também podem ser
dissociadas.
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3.5 CONCLUSAO

O modelo de estresse agudo de sobressalto (abertura abrupta de um
guarda-chuva) produziu uma clara ativacao autonémica caracterizada pelo
aumento significativo na FC, razdo LF/HF, na LF, uma diminuicao
significativa da HF, além de produzir aumento dos niveis de cortisol e
reacdo comportamental significativa de sobressalto.

As modalidades equestres Enduro, Polo e Adestramento apresentaram
resposta comportamental semelhante, mas diferiram na ativacéo
autondmica e nos niveis de cortisol em resposta ao sobressalto:

o Cavalos de enduro apresentaram um aumento na razdo LF/HF
significativamente menor que cavalos de Po6lo e Adestramento
indicando menor ativacdo simpéatica em relacédo a parassimpatica e
sugerindo que esses animais apresentam menor reatividade
autondmica ao modelo de sobressalto.

o Cavalos de Enduro apresentaram niveis de cortisol em resposta ao
modelo de sobressalto mais elevados que os cavalos de Pdlo.

o Cavalos de Pélo apresentaram cortisol basal mais elevado e nao
variaram o0s nhiveis de cortisol em resposta ao modelo de
sobressalto.

As respostas enddcrinas, autondmicas e comportamentais induzidas pelo
sobressalto em cavalos atletas parecem estar dissociadas o que reforca a
importancia que estes parametros sejam analisados em conjunto para
uma avaliacdo mais acurada da reatividade ao estresse.
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4. CONCLUSOES GERAIS

e O exercicio fisico de alta intensidade e curta duracdo foi capaz de promover
alteracdes fisiologicas se mostrando um bom modelo de estresse fisico podendo
ser utilizado em pesquisas futuras para discutir a reatividade dos animais a este
tipo de estresse e para buscar mecanismos que possam alterar esssas
respostas.

e A acupuntura tem um efeito modulador da resposta autonémica de cavalos para
estressores, como o exercicio fisico.

e O estilo de vida dos animais caracterizado pelos diferentes tipos de manejo,
confinamento, intensidade de treinamento e frequéncia de competicbes em cada
modalidade pode influenciar a reatividade dos equinos a diversos estressores,
como o teste de sobressalto.
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6. ANEXOS

6.1. Avaliacdao da diferengca de cortisol basal entre as ragas de equinos
pertencentes a modalidades Enduro, Adestramento, P6lo e Corrida

Na andlise dos niveis de cortisol sérico basal, a ANOVA de uma via para
medidas repetidas detectou diferenca significativa entre os grupos (F 2, 41= 0.0026; p <
0.01. O teste de comparacgdes multiplas de Bonferroni foi capaz de identificar diferencas
entre os grupo Enduro, Adestramento, Polo e Corrida. O grupo Polo apresentou cortisol
basal significativamente mais alto que os grupos Enduro e Corrida (p < 0.05) e
Adestramento (P < 0,01). Nao houve diferenca entre os grupos Enduro, Adestramento e
Corrida.
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Figura 30: Cortisol basal de equinos pertencente as modalidade Enduro (raca
Puro Sangue Arabe), Adestramento (Raga BH), p6lo (raca PSI) e Corrida (raca
PSI). Os dados sdo apresentados como média + epm nos momentos Basal , P6s 30 e
P6s 60min. (*) indica diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos (Pélo vs Enduro e
Po6lo vs Corrida) e (**) indica diferenca significativa (p < 0,01) entre os grupos (Pdlo vs
Adestramento) Analisados através Anova de uma via para medidas repetidas, quando
significativas foram comparadas pelo Teste de Bonferroni. As variaveis estudadas
foram analisadas mediante o programa estatistico GraphPad Prism 5.01.
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