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RESUMO

MACCARIELLO, Carolina Elisabetta Martins. Efeitos da acupuntura na variabilidade da
frequéncia cardiaca e no comportamento em cdes submetidos ao estresse sonoro agudo.

2012. 87p. Dissertagdo (Mestrado em Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

O estudo das respostas autondmicas e comportamentais em caes submetidos a um modelo de
estresse se mostra de grande importancia na atualidade, uma vez que animais € humanos sao
constantemente submetidos a situacdes de estresse no seu cotidiano. Varios estimulos podem
ser considerados geradores de estresse como areas em que had aglomeracao de pessoas ou de
animais e sons de fogos de artificio e de trovdes. A exposicao continuada e repetida a tais
estimulos pode afetar o bem-estar e a saude dos caes. A acupuntura ¢ uma das terapias da
Medicina Tradicional Chinesa (MTC) que visa o tratamento e a prevencdo de disturbios
fisiologicos e comportamentais induzidos pelo estresse, porém hé poucos estudos na literatura
sobre a sua eficdcia e aos seus mecanismos de a¢do. O presente estudo teve como objetivo
avaliar o balanco simpato-vagal, através da analise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca
(VFC) e 14 parametros comportamentais em resposta ao estresse sonoro agudo em caes
saudaveis tratados com acupuntura. Desta forma, foram utilizados 24 caes da raga Beagle
divididos em trés grupos de 8 animais cada: o primeiro grupo controle ndo recebeu tratamento
(CTL), o segundo grupo controle recebeu tratamento por acupuntura em pontos nao
correspondentes aos utilizados na MTC (NP) e o terceiro recebeu acupuntura nos pontos
VG20, Yintang, Pc6, C7 ¢ E36 (ACUP). Os tratamentos tiveram duragdo de 20 minutos e em
seguida os animais foram submetidos a um modelo de estresse agudo que consistiu de
estimulo sonoro (som de trovao) com intensidade de 103-104 dB e duragdo de 2,5 minutos.
Os resultados da analise da VFC demonstraram que durante o estimulo sonoro a acupuntura
significativamente reduziu a razdo LF/HF e FC média em relagdao aos grupos NP ¢ CTL. O
grupo NP também apresentou valores significativamente menores da razdo LF/HF em relacao
ao CTL no momento do estresse, apresentando valores intermediarios entre os grupos CTL e
ACUP. Na analise comportamental, a ACUP quando comparado ao grupo CTL apresentou
escores comportamentais significativamente menores de arfar, se esconder, inquietagdo,
disparada, fugir da sala e sobressalto; e quando comparado ao grupo NP, a ACUP reduziu os
escores comportamentais de se esconder, disparada, sobressalto e fugir da sala. Além de
reduzir significativamente os pardmetros de arfar e disparada em relacdo ao CTL, o grupo NP
produziu escores intermedidrios entre CTL e ACUP. A analise destes dados demonstra que o
tratamento com acupuntura promoveu redu¢do do balango simpato-vagal provavelmente
através de uma inibi¢ao simpdtica associada a estimulacdo parassimpatica, além de produzir
reducdo das respostas comportamentais de luta e fuga caracteristicas de estresse.

Palavras-chaves: acupuntura, co, variabilidade da frequéncia cardiaca, comportamento.
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ABSTRACT

MACCARIELLO, Carolina Elisabetta Martins. Effects of acupuncture on the heart rate
variability and behavior in dogs submitted to acute noise stress. 2012. 87p. Dissertation
(Master in Veterinary Medicine). Institute of Veterinary, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

The study of autonomic and behavioral responses in dogs subjected to a stress model is
crucial at the present time, since animals and humans are constantly subjected to stress in their
daily lives. Several stimuli can generate stress in dogs, as areas with crowed of people or
animals and sounds of fireworks and thunder. The continuous and repeated exposure to these
situations can affect the welfare and health of dogs. The Acupuncture is one of the therapies
of Traditional Chinese Medicine (TCM) that targets the prevention and treatment of
behavioral and physiological disorders induced by stress, however there are few studies about
its efficacy and its mechanisms of action. The present study aimed to evaluate the
sympathetic-vagal balance through the analysis of Heart Rate Variability (HRV) and 14
behavioral parameters in response to an acute sound stress in healthy dogs treated with
acupuncture. Therefore, we used 24 beagle dogs divided into three groups of 8 animals each:
one control group received no treatment (CTL), the second control group received
acupuncture treatment at points not corresponding to those used in TCM (NP) and the third
group received acupuncture at acupoints VG20, Yintang, PC6, C7 and E36 (ACUP). The
treatments lasted 20 minutes and then the animals were subjected to an acute stress model
consisting of a sound stimulus (thunders) with intensity of 103-104 dB and duration of 2.5
minutes. The results of HRV analysis showed that during the stress stimulus, acupuncture
significantly reduced the LF/HF ratio and the heart rate (HR) compared to NP and CTL. The
NP group also had significantly lower LF/HF ratio compared to the CTL during the stress,
showing intermediate values between the CTL and ACUP groups. In the behavioral analysis,
when compared to CTL group, ACUP showed significantly lower behavioral scores of
panting, restlessness, hiding, bolt, startle and escape of the room; and when compared to the
NP, ACUP reduced the behavioral scores of hiding, bolt, startle and escape of the room. In
addition to reducing significantly the parameters of panting and bolt when compared to the
CTL group, the NP group produced intermediate scores between CTL and ACUP groups. The
analysis of these data shows that acupuncture treatment promoted reduction of sympatho-
vagal balance probably through a sympathetic inhibition associated to parasympathetic
stimulation, as well as producing a reduction of behavioral responses of fight and flight
characteristics of stress.

Keywords: acupuncture, dog, heart rate variability, behavior.
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1 INTRODUCAO

Na sociedade moderna ha um elevado numero de situagdes potencialmente indutoras
de medo e estresse. Quando um individuo reage a estas situagdes o organismo redistribui sua
energia e, consequentemente, o sistema locomotor e o sensorial sao priorizados em detrimento
de outros (reprodutivo, digestivo e imune). A persisténcia destas situacdes leva ao estresse

cronico e tende a causar prejuizo aos sistemas deprimidos.

No caso dos caes, o estresse sonoro leva diversos individuos a sofrerem alteragdes
comportamentais € neuroenddcrinas que podem evoluir para graves distarbios
comportamentais e fisiologicos. Em alguns casos de estresse cronico severo, podem ocorrer
danos neurais irreversiveis. Em outros casos, o estresse pode levar ao aparecimento de

doengas gastrointestinais, além da diminui¢ao da resposta imune.

Os niveis de estresse podem ser avaliados através da mensuragao de certos parametros
fisiologicos e comportamentais. Em vdrias espécies, o parametro mais utilizado ¢ a dosagem
de cortisol plasmatico. A andlise da Variabilidade da Freqiiéncia Cardiaca (VFC) vem se
mostrando um pardmetro importante ¢ ndo invasivo para avaliar a ativagdo do Sistema
Nervoso Simpatico (SNS) em individuos submetidos a estimulos potencialmente
desafiadores. As alteragdes comportamentais sdo estudadas, preferencialmente, em conjunto
com as altera¢des neuroendocrinas.

Recentemente, tém sido estudadas alternativas terapéuticas para diminuir as reagdes
deletérias ao organismo ocasionadas pelas respostas aos estimulos estressores. Isso ocorre,
porque os medicamentos convencionalmente utilizados para disturbios decorrentes do estresse

podem causar dependéncia e produzem diversos efeitos colaterais indesejados.

A acupuntura ¢ uma das terapias utilizadas na Medicina Tradicional Chinesa (MTC)
com aplicagdes terapéuticas no tratamento e prevencdo de diversas doengas, tanto as
relacionadas a distlrbios fisiologicos como as comportamentais. Esta terapia vem sendo
utilizada amplamente em casos de alteracdes comportamentais e fisicas decorrentes do
estresse em humanos e, mais recentemente, também em animais. Além disso, a técnica possui
a vantagem de nao produzir os efeitos colaterais observados no tratamento convencional.

Segundo a teoria da Medicina Tradicional Chinesa, a acupuntura estimula pontos

especificos que leva o organismo a reagir sempre em direcdo ao equilibrio homeostatico.



Entretanto, ha poucos estudos a respeito de seus beneficios em relacdo as alteragcdes
decorrentes de estimulos geradores de estresse.

O presente estudo teve como objetivo avaliar as respostas autonOmicas e
comportamentais induzidas pelo estresse sonoro agudo em cdes saudaveis tratados com
acupuntura. O modelo de estresse utilizado consiste em um método ndo invasivo e seguro,
uma vez que cada animal foi submetido a um estimulo sonoro (sons de trovao) de curta
duracdo (2,5 min), a uma intensidade sonora maxima de 103,9 dB, ndo sendo capaz de causar
efeitos deletérios para os animais.

Com esse objetivo, foram utilizados 24 caes da raga Beagle divididos em trés grupos.
Um grupo foi tratado com acupuntura (ACUP) nos pontos VG20, Yintang, Pc6, C7; o
segundo grupo foi tratado acupuntura em regides que ndao sdo considerados pontos de
acupuntura (ndo pontos) (NP); e o terceiro o grupo ndo recebeu tratamento (CTL). Foram
avaliados o balango simpato-vagal através da mensuragdo da VFC e 14 parametros

comportamentais segundo descrito por Mills et al., 2003.



1.1 Justificativa

Animais e humanos sao constantemente submetidos a situagdes de estresse no seu
cotidiano. Em cdes vdrios estimulos podem ser considerados geradores de estresse, como
areas em que ha aglomeracdo de pessoas ou de animais; congestionamentos e sons de fogos
de artificio e de trovao. Como a repeticdo excessiva da situagdo estressante ou a resposta de
estresse exacerbada podem produzir graves distirbios fisicos € mentais, ¢ fundamental que
estas situacdes sejam evitadas e/ou que as respostas de estresse sejam controladas, visando o

bem-estar canino.

A acupuntura vem sendo utilizada amplamente na prevengdo e no tratamento de
distarbios comportamentais e fisicos decorrentes de estresse, porém ha poucos estudos na
literatura a respeito dos mecanismos envolvidos nestes beneficios. Além disso, ndo existem

relatos ocidentais sobre o efeito da acupuntura nas respostas de estresse em caes.

Assim este trabalho pretende contribuir para o desenvolvimento de estudos sobre os
efeitos da acupuntura e sua aplicagdo clinica no tratamento de distirbios psicoemocionais e

comportamentais relacionados ao estresse.



1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

e Estudar os efeitos da acupuntura nas respostas autonomicas e comportamentais de caes

saudaveis submetidos a um modelo de estresse sonoro agudo.

1.2.2. Especificos

e Verificar o efeito de um protocolo clinico de acupuntura (pontos: VG20, Yintang, Pc6,
C7, E36) na regulagdo autondmica, a partir da analise espectral da Variabilidade da
Frequéncia Cardiaca de caes Beagles saudaveis submetidos a um modelo de estresse

sonoro agudo.

e Verificar o efeito de um protocolo clinico de acupuntura (pontos: VG20, Yintang, Pc6,
C7, E36) nas repostas comportamentais de cdes Beagles saudaveis submetidos a um

modelo de estresse sonoro agudo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Conceito de Estresse

A vida existe devido a manutencdo do equilibrio homeostatico, constantemente
ameacado e desafiado por forgas intrinsecas e extrinsecas ao organismo. O conceito de meio
interno foi definido pela primeira vez pelo fisiologista francés Claude Bernard, e constitui a
chave para o entendimento dos aspectos negativos do estresse. Nessa concepcdo, ele
descreveu os principios do equilibrio dinamico do meio interno como sendo essencial para a
sobrevivéncia das células do organismo (FRANCI, 2005).

O neurologista Cannon criou o termo homeostase para definir a condigdo de equilibrio
do meio interno, descrita por Bernard. Cannon, também foi o primeiro a reconhecer que os
agentes geradores de estresse poderiam ser tanto fisicos como emocionais. Ele elaborou o
conceito de “reagdo de emergéncia” que consiste na resposta de luta ou fuga (fight or flight)
que humanos e varias espécies de animais, demonstram quando submetidos a um desafio de
magnitude suficiente para ativar a liberacdo de adrenalina da medula da adrenal e de
noradrenalina de terminais nervosos simpaticos (PACAK & PALKOVITS, 2001; FRANCI,
2005).

Posteriormente, Hans Selye (1936) adicionou a glandula hipofise como parte do
sistema de resposta do organismo ao estresse. Ele descreveu o controle exercido pela hipofise
na liberacdo de hormdnios do cortex da adrenal, importantes na resposta fisiologica ao
estresse.

Em seus estudos, Selye observou que ratos apresentavam respostas fisicas e
psicologicas tipicas e constantes quando submetidos a situagdes adversas. Ele designou essas
respostas como “sindrome geral de adaptacao”. Ele ainda observou que em ratos submetidos
ao estresse constante ocorria aumento do tamanho da adrenal, atrofia do timo e de outros
tecidos linf634ides (FRANCI, 2005).

O termo estresse, ndo foi utilizado por Selye em seus primeiros trabalhos, porém ele o
utilizou posteriormente e o definiu como sendo “a situagao gerada pelo desafio ao qual um
organismo estaria submetido”. Ocorreram controvérsias conceituais, uma vez que ndo se

podia distinguir a causa do efeito. Entdo Selye criou um neologismo, o termo estressor, para



designar o agente causador (estimulo), e manteve o termo estresse, para designar a condi¢ao

gerada pelo estimulo desafiador (FRANCI, 2005).

2.2 Agentes Estressores

Os estimulos estressores podem ser definidos como aqueles que desafiam a
homeostase. Esses estimulos geram respostas que variam de acordo com a duragdo e
intensidade dos estimulos e com a genética e experiéncias prévias do individuo.

Os estimulos causadores de estresse podem ser classificados em quatro grupos:
estressores fisicos e quimicos (calor, frio, barulho, radiagdo intensa e substancias toxicas);
psicolédgicos (medo e frustragdo); sociais (um ambiente hostil e rompimento de relagdes); e os
que alteram a homeostase vegetativa como em casos de exercicio intenso e hemorragias.
Quanto a duragdo, os estimulos causadores de estresse podem ser:

e agudos - quando ocorrem em um episddio ou sdo intermitentes, porém a exposicao,
em ambos 0s casos, ¢ por um periodo limitado;
e cronicos - quando ocorre exposicdo intermitente ou continua, porém prolongada.

(PACAK & PALKOVITS, 2001).

2.3 Homeostase e Alostase

Quando o equilibrio homeostatico ¢ desafiado, o organismo reage por meio da
ativacdo e desativagdo de diversos mecanismos. Esse grupo de reacdes pode ser chamado de
mecanismos homeostaticos. Sendo assim, quando o organismo reage a um estimulo estressor,
ele pode eliminar o agente estressor através dos mecanismos homeostaticos ou manter a
homeostase na presenga do estimulo nocivo. A condi¢do de homeostase mantida na presenga
do estressor recebe o nome de alostase e representa uma sobrecarga para o organismo devido
ao maior gasto e redistribui¢do de energia (MC EWEN, 2000).

Os mecanismos alostaticos podem manter a homeostase na presenca do agente
estressor, porém eles podem ser desmobilizados inadequadamente apos reequilibrar o
organismo, o que também resulta em rompimento da homeostase. Desse modo, tanto a
mobilizagdo como a desmobiliza¢do inadequada dos mecanismos alostaticos provocam falhas
de adaptacdo. Existem varias doengas relacionadas a essas falhas de adaptacdo, como

desenvolvimento de sindrome metabdlica, hipertensao, obesidade, diabetes, acidente vascular
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cerebral, doengas auto-imunes, disturbios inflamatdrios e ulceras gastricas, entre outros.

Assim a alostase ¢ resultante da acao bem sucedida dos sistemas de estresse (FRANCI, 2005).

2.4 O sistema de Estresse

Sistema de estresse ¢ o nome dado ao conjunto de componentes do organismo
mobilizados em situagdes de homeostase desafiada induzidas por diferentes estimulos
estressores. Esses componentes sdo: o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HHA); o sistema
nervoso autonomo (SNA) (estruturas centrais, inervacao periférica e medula adrenal);
sistemas aminérgicos centrais; sistema limbico cortical e subcortical e sistema imune
(PACAK & PALKOVITS, 2001).

A informagdo relacionada ao evento estressor, proveniente de sistemas sensoriais
principais, ¢ enviada ao encéfalo que recruta sistemas neurais e neuroenddcrinos (efetores)
para minimizar o evento estressor para o animal. As respostas fisiologicas ao estresse
envolvem uma associacao de sistemas altamente eficientes e integrados e tem como objetivo a
manutencdo da integridade fisiologica, mesmo nas circunstancias de demanda (ULRICH-LAI
& HERMAN, 2009; MARQUES et al.,, 2010). Em uma situagdo de estresse, dois eixos
neuroenddcrinos sdo ativados: o sistema simpato-adrenomedular (SAM), que promove
aumento da secre¢do de catecolaminas e, consequentemente, excitagdo rapida do sistema
cardiovascular, levando a um aumento da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial; e o eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA), que leva a um aumento na produgdo de cortisol, e
consequente mobilizagao de energia (ULRICH-LAI & HERMAN, 2009) (figura 1).

O cérebro desencadeia respostas de estresse que sdo compativeis com a natureza do
estimulo. Estressores fisicos, como a perda de sangue, infec¢do e dor, exigem uma imediata
reacdo '"sistémica", que é desencadeada por mecanismos reflexos. O cérebro também
responde a estressores nao-fisicos ou "psicogénicos" com base em experiéncia prévia ou
programas inatos. Estas respostas exigem processamento na parte frontal do cérebro e podem
ocorrer em antecipacdo ou em reagdo a eventos estressantes (ULRICH-LAI & HERMAN,
2009).
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Figura 1: Ativacdo do Sistema simpato-adrenomedular (SAM) e do eixo do Hipotalamo Hipofise
Adrenal (HHA) como sistemas primarios para a manutencao e restabelecimento da homeostase.
A exposicdo ao estressor resulta em ativacdo de neurdnios pré-ganglionares simpaticos na coluna
intermediolateral da medula espinhal toracolombar (T1 a L2). Estes neuronios pré-ganglionares se
projetam para ganglios pré e para vertebrais que entdo terminam em oOrgdos alvo e nas células
cromafins da medula da adrenal. Esta ativa¢ao simpatica (em circulos) representa a resposta classica
de luta e fuga, que foi primariamente caracterizada por Walter Cannon e colaboradores no inicio do
século passado e leva a um aumento dos niveis de adrenalina (proveniente da adrenal) e de
noradrenalina dos terminais simpaticos, aumento da frequéncia e da for¢a de contragdo do coracdo,
vasoconstrigdo periférica ¢ mobilizagdo de energia. O tonus parassimpatico também ¢é mobilizado
durante o estresse. No sistema parassimpatico (em estrelas), representa a ativacdo de nucleos pré-
ganglionares cranios-sacrais ativam nticleos pos-ganglionares localizados proximos aos orgaos
inervados, com efeito geralmente oposto ao sistema simpatico. Para o eixo HHA, a exposi¢ao ao
estressor ativa neurdnios hipofisiotréficos no nticleo paraventricular do hipotalamo (PVN) que
secretam hormoénios de liberagdo, como hormoénio liberador de corticotropina (CRH) e vasopressina
(AVP) na circulagdo porta da eminéncia média. Estes hormonios liberadores atuam na hipofise
anterior para promover a secre¢do de hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) que atua no cortex da
adrenal (zona fasciculata) para iniciar a sintese e liberagdo dos hormdnios glicocorticoides. Os
glicocorticoides circulantes promovem a mobilizacdo de energia estocada e potencializam numerosos
efeitos simpaticos, como a vasoconstri¢do periférica. Além disso, o cortex da adrenal é diretamente
inervado pelo sistema simpatico, que regula a liberacdo de glicocorticéides. Entdo a ativacdo do
sistema simpatico e do eixo HHA tem agdes complementares no organismo, incluindo a mobilizagao
de energia e a manutencao da pressao arterial durante o estresse (ULRICH-LAI & HERMAN, 2009).
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Diversas estruturas cerebrais estdo envolvidas nas respostas de estresse. Estruturas
limbicas prosencefalicas, hipotalamo e o tronco encefalico recebem aferéncias de outras
regides e promovem a excitagdo ou inibicdo do eixo HHA e do SNA. Algumas estruturas
limbicas como o hipocampo e o cortex pré-frontal possuem atividade modulatoria sobre o
eixo HHA, enquanto que diferentes nucleos da amigdala excitam tanto o eixo HHA como o
SNA. Desta forma, a integracdo da atividade destas estruturas cerebrais ¢ responsavel pela
modulacdo da magnitude da resposta de estresse. Além disso, vale ressaltar que a ativagdo de
diferentes estruturas limbicas ¢ responsavel pela sensacdo de ansiedade durante uma
experiéncia de estresse. A hiperativacdo da amigdala ou a hipoativagdo de neurdnios
hipocampais pode resultar em uma resposta de estresse exacerbada (ULRICH-LAI &

HERMAN, 2009).

2.5 O Eixo Hipotalamo-Hipdéfise-Adrenal (HHA)

O Hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) ¢ sintetizado por células especializadas da
hipofise anterior e liberado por acdo coordenada de dois neuropeptidios, o CRH e a
vasopressina (AVP), que sdo sintetizados por neuronios especializados do nucleo
paraventricular do hipotdlamo (PVN) e liberados nos capilares da eminéncia média que
alcancam diretamente a hipofise anterior, via circulagdo portal hipotaldmica-hipofisaria. O
PVN recebe numerosos estimulos que trazem sinais metabdlicos € monitora a composicao
plasmatica e sinais relacionados com o estado emocional. Estas multiplicidades de sinais
convergem para o PVN, assim explicando a sensibilidade do eixo HHA a uma larga escala de
estimulos de origem interna e externa (MORMEDE et al., 2006).

O ACTH, por sua vez, vai para a corrente sanguinea e estimula a glandula adrenal a
secretar glicorticoides. O glicocorticoide ativo do eixo € o cortisol (caes, gatos ¢ humanos) ou
a corticosterona (passaros e roedores). Estes sdao esterdides derivados do colesterol
sintetizados na zona fasciculata do cértex da adrenal (MORMEDE et al., 2006).

O cortisol exerce retroalimentagdo negativa no eixo HHA, através da sua agdo sobre a
hipofise e PVN. Este efeito de retroalimentacdo que o cortisol exerce contribui para o retorno
dos niveis basais de cortisol apds uma liberagdo exagerada deste hormodnio pela adrenal
(MANTEUFFEL, 2002).

O eixo HHA apresenta uma secrec¢ao basal de hormonios com uma oscilagdo ao longo

do dia. No caso dos caes, que sdo animais diurnos, proximo ao despertar ocorrem niveis mais
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altos de glicocorticoides pela manha e niveis mais baixos a noite. Essa oscilagao ¢ regulada
pelos periodos de maior atividade e menor atividade em cada espécie € ndo pelo grau de
luminosidade (MOORE, 1999).

Um dos papéis principais das respostas hormonais as situagdes de estresse ¢ proteger o
organismo de possiveis danos posteriores. A secrecdo de adrenalina e hormdnios
adrenocorticais sdo os principais hormonios de resposta ao estresse, sendo que a secrecao de
epinefrina ¢ rapida e estd envolvida na reagdo de luta ou fuga. O papel dos corticosteroides
estd na segunda linha de defesa, ajudando na restauracdo e na reparacdo dos sistemas. As
respostas, inflamatdria e imune, sdo exemplos de reagdo rapida aos insultos ao organismo ¢ os
glicocorticdides contém e regulam essas agoes (MC EWEN, 2000; 2007).

Porém, quando ocorre a hiperativacdo do eixo HHA, devido a um estimulo nocivo,
ocorre a hipersecre¢do de glicocorticoides e imunossupressdo que estdo entre as principais
alteracdes decorrentes do estresse. Os glicocorticoéides causam inibicdo do sistema imune e,
este por sua vez, produz citocinas estimuladoras do CRH. Assim, ocorre um sistema de
retroalimentagdo entre os componentes neuroendocrinos € o sistema imune. Em condic¢des de
homeostase, um componente regula a atividade do outro. A predominancia do componente
neuroenddcrino provoca imunossupressao, enquanto a do componente imune provoca doencas
auto-imunes (CHROUSOS et al., 1988).

O hormoénio final do eixo HHA, o cortisol, interage com as células através da ligagdo a
dois receptores: o receptor glicocorticdide (GR) e o receptor de mineralocorticéide (MR). O
receptor GR ¢ encontrado na maioria dos tecidos do corpo, incluindo a maioria das areas do
encéfalo. No rim e em outros tecidos a aldosterona liga-se ao MR durante a regulacdo da
reabsorc¢do de so6dio, mas 0 MR também est4 presente no hipocampo, onde ocorre a ligagdo do
cortisol. Estes complexos esterdide-receptores, entdo, interagem com o DNA, para iniciar ou
para reprimir a transcricdo de genes especificos, a fim de regular a sintese de proteinas que
provoca alteracdes fisiologicas em resposta ao estresse.

O cortisol tem 10 vezes mais afinidade ao MR que ao GR. Em niveis baixos ou em
situagdes de auséncia de estresse, a maior parte do cortisol liga-se aos MRs no cérebro
(principalmente no hipocampo) e modula a atividade basal do eixo HPA e o aparecimento de
resposta ao estresse. Com a elevacao dos niveis de cortisol, ocorre um aumento de ligagdes
nos receptores GR, reduzindo a atividade do eixo HPA (mecanismo de “feed-back’ negativo).
No entanto, a ativacdo cronica deste receptor estd ligada a varios distirbios cognitivos

relativos ao estresse (DE KLOET et al., 1999).
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As respostas adaptativas ao estresse envolvem ajustes funcionais € comportamentais
essenciais para recuperar o equilibrio homeostatico. Os ajustes funcionais envolvem
mobilizagdo de reservas energéticas, redirecionamento e prioriza¢do da utilizacdo de energia,
além de inibi¢do ou estimulo de atividades de sistemas do organismo. O suprimento maior de
energia para orgaos priorizados ¢ regulado, principalmente, pela liberacdo de catecolaminas e
glicocorticoides, que promovem o aumento da neoglicogénese ¢ da glicogenolise, inibi¢ao da
captagdo de glicose, ativacdo da proteodlise e lipdlise. Paralelamente, ocorre inibicdo das
fungdes digestivas, reprodutoras, imunes e de crescimento (CHROUSOS et al., 1988)

Em alguns casos, ocorrem mudangas irreversiveis como danos neurais em resultado de
estresse cronico severo. Em outros casos o estresse exacerba os sintomas de diversas doengas
pré-existentes como artereoesclerose, diabetes, desordens grastrointestinais € asma, assim
como diminui a resisténcia a infecgdes virais e facilitam metdstases de tumores. A
constitui¢do genética tem papel importante na vulnerabilidade ao impacto de forgas externas

potencialmente promotoras de doengas (MC EWEN, 2000).

2.6. Regulacao, Interpretacédo e Significancia da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Durante o Estresse

2.6.1 Regulacéo autonémica da atividade cardiaca

O Nodo Sinoatrial (NS) ¢ responsavel pelo inicio dos batimentos cardiacos (STAUSS,
2003). O NS possui a maior frequéncia de disparo no coragao e estimula outros loci cardiacos,
como ¢ o caso dos nodos atrioventriculares que, por sua vez, iniciam seus proprios impulsos
elétricos. Quando ndo ocorre nenhuma influéncia neural ou hormonal, a frequéncia cardiaca
(FC) permanece constante e equivale a frequéncia de disparos promovida pelo NS
(STRAUSS, 2007). Em condigdes de repouso, tanto o Sistema Nervoso Simpatico (SNS)
como o Parassimpatico (SNP) estdo ativados e regulam a atividade cardiaca, porém com a
predominéncia da regulacdo vagal. Em humanos a ativagdo vagal gera respostas rapidas na
FC onde o NS responde ao estimulo em no méximo cinco segundos, diminuindo a FC em um
a dois batimentos. No caso da ativagdo simpdtica, a resposta ocorre de modo mais lento,
iniciando-se apds cinco segundos do inicio do estimulo e aumenta progressivamente atingindo
a resposta maxima apos 20 a 30 segundos, aumentando a FC (HAINSWORTH, 1995). Ainda

assim, os dois ramos do SNA possuem a habilidade de atuar de forma simultinea ou
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independente um do outro, na regulacao da atividade cardiaca. Desse modo, o aumento da
atividade vagal ndo resulta instantaneamente na reducdo da simpatica e vice-versa (VON
BORELL et al., 2007).

Sendo assim, o SNA, dentre outros fatores (constitui¢do fisica, idade, influéncias
hormonais), influencia a flutuacdo da FC. As fibras nervosas simpaticas sdo responsaveis pela
descarga de noradrenalina (NA) nos atrios e ventriculos, quando o SNS ¢ ativado. A NA e a
adrenalina (liberada pela medula adrenal), estimulam os receptores Pl adrenérgicos do
coragdo que por intermédio de proteinas G excitatérias (Gs) ativam a enzima adenilato ciclase
(AC) a produzir AMPc. O aumento da concentracdo intracelular de AMPc leva a ativagdo da
PKA (proteina quinase dependente de AMPc) que aumenta as correntes de canais i0nicos
(Ca™ e Na"), acelerando a velocidade de despolarizagio que resulta em aumento da
freqliéncia de disparo de potenciais de ac¢do das células do NA, levando ao aumento da
freqliéncia cardiaca. Enquanto isso, as fibras nervosas parassimpaticas dos nervos vagos
inervam o NS e o NA (nodo Atrio-ventricular) e também o miocérdio atrial. A estimulagio
vagal libera acetilcolina (ACh) ativando receptores M2 que estdo acoplados a uma proteina G
inibitéria (Gi) que inibe a sintese de AMPc. A diminuicdo de AMPc intracelular reduz a
atividade da PKA. Além disso, a ACh ativa uma corrente de efluxo de K+ que gera uma
hiperpolarizagdo da membrana levando ao aumento do limiar de ativacao do potencial de acao
sinusal. Esses efeitos reduzem a freqiiéncia de disparo de potenciais de acdo das células
sinusais reduzindo a freqiiéncia cardiaca (figura 2) (NASCIMENTO, 2009).

As diferengas observadas em relacdo ao tempo de resposta da ativagdo simpatica e
parassimpatica devem-se em parte, a liberacdo lenta de noradrenalina pelos terminais
nervosos simpaticos. Também ocorrem diferengas anatomicas entre os ramos do Sistema
Nervoso Autdonomo, como € o caso dos corpos celulares pré-ganglionares (CCP) do SNP que
estdo localizados dentro do coragdo, enquanto os CCP da inervacdo simpatica estdo
localizados comparativamente isolados, no ganglio paravertebral. Além disso, as fibras pré-
ganglionares vagais sdo mielinizadas, contribuindo para uma transmissao elétrica mais rapida,

comparando-se com as fibras do SNS que sdo desmielinizadas (VON BORELL et al., 2007).
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Figura 2: Efeito do sistema nervoso autdbnomo sobre a atividade cardiaca. Em A, inervagédo
autondmica do coragdo e locais de atuagdo da noradrenalina (NA) e da acetilcolina (ACh) no coragdo.
NS (nodo sinoatrial) e NAV (nodo Atrio-ventricular). Em B mecanismos intracelulares envolvidos
com a estimulagdo simpatica e parassimpatica no coragdo. As fibras nervosas simpaticas sdo
responsaveis pela descarga de NA nos atrios e ventriculos. NA estimula receptores 1 adrenérgicos do
coragdo que por intermédio de proteinas G excitatérias (Gs) ativam a enzima adenilato ciclase (AC) a
produzir AMPc. O aumento da concentragio intracelular de AMPc leva a ativagdo da PKA (proteina
quinase dependente de AMPc) que aumentam as correntes de canais idnicos (Ca™ e Na"). As fibras
nervosas parassimpaticas inervam o NS (nodo sinoatrial) ¢ o NAV (nodo Atrio-ventricular) e também
o miocardio atrial. A estimulagdo vagal libera acetilcolina (ACh) que ativa receptores M2 que estdo
acoplados a uma proteina G inibitéria (Gi) que inibe a sintese de AMPc. A diminui¢do de AMPc
intracelular reduz a atividade da PKA. Além disso, a ACh ativa uma corrente de efluxo de K+ que
gera uma hiperpolariza¢do da membrana (NASCIMENTO, 2009).
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2.6.2 A Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

A VFC foi documentada pela primeira vez no século XVIII por Hales que descreveu a
mensuracdo quantitativa da pressdo arterial. Esse estudo demonstrou a relacdo entre dois
batimentos cardiacos consecutivos. Desde entdo, a analise da VFC tem sido incorporada em
diversas pesquisas relativas a condigdes fisiologicas, patologicas e psicologicas e tem sido
utilizada, com sucesso, no diagndstico de doencas cardiovasculares e disfun¢des autonomicas
em humanos e animais. O uso da VFC na Medicina Veterinaria permanece ainda em fase
inicial em comparagdo com os estudos realizados em humanos. Ainda assim o seu uso vem se
mostrando um importante indicador de estresse e bem-estar na pesquisa veterinaria (VON
BORELL et al., 2007).

A fungdo cardiaca em individuos saudaveis ¢ caracterizada por intervalos de tempo
irregulares entre os batimentos cardiacos consecutivos. Essa variabilidade ¢ o resultado da
oscilacdo ritmica dos componentes regulatorios da atividade cardiaca. Esses componentes sao
responsaveis pela manutengdo 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 Auténomo, que recebe influéncias neuronais e humorais além
de outros controles fisiologicos e mecanismos de feedback (MALLIANI et al., 1997). O
Sistema Nervoso Central (SNC), em particular os nucleos reticulares bulbares, o hipotalamo e
as areas neocorticais e paleocorticais, participam também na regulagdo da atividade
cardiovascular (VON BORELL et al., 2007).

Sendo assim, o estimulo elétrico produzido no NS recebe influéncia de diversos
fatores que vao resultar na variabilidade de pulsos cardiacos em diferentes frequéncias (figura
3). De acordo com a Sociedade Européia de Cardiologia e com a Sociedade Norte Americana
de Eletrofisiologia Cardiaca, essas frequéncias sdo classificadas em: ultra-baixas, que seriam
resultantes do ritmo circadiano; muito baixas, que supostamente sdo resultantes da regulacao
da temperatura ¢ dos sistemas enddcrinos; baixas, que resultam de mudangas na atividade
simpatica (presumivelmente possuem também, alguma influéncia parassimpatica) e altas que
estdo sincronizadas com o ritmo respiratdrio e sdo resultantes primariamente da atividade

parassimpatica (STAUSS, 2003; SONG et al., 2006; STAUSS, 2007).
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Figura 3: Modelo simplificado da formacdo da VFC. Sistema Nervoso Central (SNC); Nodo
Sinusal (NS) (VON BORELL, 2007).

A andlise da VFC permite uma determinagdo apurada e detalhada das caracteristicas
regulatérias funcionais do SNA. A VFC possui a vantagem de ser um método ndo invasivo e
vem se mostrando, particularmente, um bom indicador da atividade do SNA em resposta ao
estresse psicologico e fisiologico (PAGANI et al., 1986; SONG et al., 2006). Estados
psicologicos podem levar a um impacto no balango simpatico-vagal, na auséncia de qualquer
alteracdo palpavel na frequéncia respiratéria e cardiaca. (VON BORELL et al., 2007). A
maioria dos estudos realizados com a VFC em relagao a estados emocionais tem sido feito em
humanos, porém ha evidéncias de que os mesmos principios podem ser aplicados aos animais
uma vez que o sistema limbico humano, considerado responsavel pelas emocdes, ¢
semelhante ao encontrado em outras espécies de mamiferos. A estimulagdo elétrica do
hipotalamo e do sistema limbico em modelos animais gera as mesmas respostas emocionais
que as observadas em humanos. Além disso, o controle funcional do tonus vagal ¢ semelhante
em todos os mamiferos (VON BORELL et al., 2007).

Segundo Porges (2003), homeostase pode ser definida como um estado autonémico
caracterizado pelo incremento da atividade vagal. Sendo assim, ¢ possivel quantificar as
respostas ao estresse nesse nivel fisioldgico, a partir da mensuracao das alteragdes do tonus
vagal e da atividade simpatica. Além disso, estados autondmicos basais estdo correlacionados
com a suscetibilidade de cada individuo a agentes causadores de estresse. Individuos com
tonus vagal naturalmente baixos sdo potencialmente mais vulneraveis ao estresse. Por outro

lado, aqueles que apresentam tonus vagal elevado possuem uma atividade regulatéria
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autonOmica eficiente, o que permite ao organismo uma resposta mais adequada a estimulos

desafiadores da homeostase (VON BORELL et al., 2007).

2.6.3 A analise espectral da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

A analise dos dominios de frequéncia da VFC ¢ utilizada para mensurar as principais
flutuacdes ritmicas que caracterizam, inclusive em estado de repouso, a série cronologica dos
intervalos cardiacos RR (IRR). Dessa forma pode-se mensurar a atividade do SNA (SONG et
al., 2006; MARQUIES et al., 2010). Os dados sao obtidos através da gravagdo dos intervalos
entre batimentos cardiacos, feitos por frequencimetros capazes de detectar em milisegundos
(ms) o tempo entre os batimentos e armazena-los (LOMBARDI, 1997; VON BORELL et al.,
2007).

A técnica utilizada com esse objetivo ¢ chamada de andlise espectral e consiste no uso
de algoritmos matematicos, como ¢ o caso da Transformada Rapida de Fourier (FFT), para
obter diagramas dimensionais. Em um grafico sdo dispostos os componentes oscilatorios de
freqiiéncia da VFC no eixo X e a amplitude dos componentes oscilatérios no eixo Y.
Utilizando-se essa técnica, ¢ possivel determinar a forca espectral (uma medida para a
amplitude) das freqiiéncias baixas e altas da VFC.

Sendo assim, a VFC contém dois componentes de freqiiéncia principais que sao
divididos através da andlise espectral: a frequéncia baixa (LF) que ¢ o componente
caracterizado pelo espectro de 0,04 a 0,15Hz e a alta (HF) que esta situada na faixa de 0,15 a
0,4 Hz na andlise espectral (KAWASE et al,, 2002; VON BORELL et al.,, 2007;
PICCIRILLO et al., 2009).

Adicionalmente, um gréafico ¢ confeccionado quando os IRR sdo dispostos em uma
escala de tempo. As oscilagdes formadas no grafico sdo o resultado da acdo dos diferentes
componentes regulatorios dos pulsos cardiacos, onde a atividade ritmica resultante da
ativacdo parassimpdtica exibe freqiiéncias mais altas que aquelas resultantes da atividade

simpatica (LOMBARDI, 1997; VON BORELL et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4: Analise espectral da VFC em um individuo jovem durante o repouso e quando em
movimento. A série temporal de intervalos RR esta disposta nos graficos do topo. Os graficos centrais
ilustram a presenca de dois componentes principais da densidade espectral: LF ¢ HF. Durante o
movimento o componente LF se torna predominante em relagdo ao repouso. Os graficos na base da
figura demonstram a distribuigao relativa dos dois componentes (representada pela area) (MALLIANI,
1997).

Os valores dos componentes frequenciais variam entre as espécies e os valores citados
sdo utilizados em humanos e vem sendo utilizados também em estudos em caes. A partir dos
valores obtidos de LF e HF, calcula-se a razdo entre os dois componentes de frequéncia e
assim, pode-se acessar o balanco entre a atividade simpatica e parassimpatica (PAGANI et al.,
1986; LOMBARDI et al.,1996; MALLIANI et al.,, 1997, VON BORELL et al., 2007;
HARADA et al., 2005).

Desse modo, a andlise possui a vantagem de possibilitar a decomposi¢do dos
componentes espectrais realizando o calculo das frequéncias centrais desses componentes que
se situam implicitos no sinal da variabilidade (LOMBARDI, 1997).

Na atualidade verificou-se que a andlise espectral da VFC ¢é capaz de acessar o balango
autondmico cardiaco, € ndo o tonus autondmico cardiaco. Sendo assim quando ha alteragdes
cronicas na atividade autonomica, pode ocorrer uma alteragdo na capacidade do coragdo de
responder a esses estimulos, nesses casos a andlise espectral da VFC nao seria aplicavel
(STAUSS, 2007; PICCIRILLO et al., 2009).

A utilidade da analise espectral da VFC como indicador da atividade simpatica em

resposta ao estresse fisico e psicolégico vem sendo demonstrada em diversos estudos (VON
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BORELL et al., 2007). Porém, deve-se ressaltar que essa analise ¢ utilizada de maneira a
obter dados fidedignos quando ¢ aplicada no estudo das alteracdes agudas da atividade
autonomica cardiaca. Um aumento agudo na atividade cardiaca simpdtica, como ocorre em
resposta ao estresse psicologico, € caracterizado pelo aumento do componente LF e

provavelmente nao vai alterar o componente HF (STAUSS, 2007).

2.7. AlteragOes Decorrentes do Estresse em Cées

Apesar das respostas ao estresse serem fundamentais para a sobrevivéncia das
espécies, a ativacao constante das respostas de estresse pode produzir efeitos deletérios. Esta
hiperativacdo pode ocorrer pela exposicdo repetida a situagdes de estresse ou a uma
sensibilidade exagerada do individuo a situagdes corriqueiras, levando a uma resposta de
estresse prolongada e aumentada. O prolongamento temporal da exposi¢do ao estresse
(estresse cronico) provoca aumento considerdavel do tonus basal do eixo HHA, assim como
aumento da reatividade ao estresse. Estas mudancas ocorrem apesar da secre¢do basal de
glicocorticoides ser alta e cumulativa, sugerindo que existem mecanismos para contornar a
inibicdo do “feedback” negativo, eixo HHA (AKANA et al., 1992). O resultado final ¢ a
hipersecrecao basal de glicocorticoides, hipertrofia adrenal e / ou atrofia do timo (ULRICH-
LAI & HERMAN, 2009), um aumento no tonus central do eixo HPA, baixa regulacdo dos
receptores de glicocorticoides (GR) em regides-chave de “feedback” do eixo HPA
(HERMAN et al., 1995) e, ainda a facilitacdo de respostas de corticosterdide a estressores
novos (AKANA et al.,, 1992) além da redugdo da eficacia do “feedback™ negativo dos
glicocorticéides (MIZOGUCHI et al.,, 2003), depressdo e alteragdes comportamentais
(WILLNER, 2005). Todas estas seqiiclas podem ser associadas a mudangas nas vias centrais
responsaveis pela regulagdo do eixo HPA, destacando-se, as vias que medeiam as respostas
antecipatorias ao estresse, como a amigdala (hipertrofia dentritica) e o hipocampo (atrofia
dentritica e redu¢do da sensibilidade ao GR) (JANKORD & HERMAN, 2008).

Além do aumento da sensibilidade ao estresse subsequente, a exposi¢do cronica ao
estresse tem sido associada a varias condi¢des. Na tabela 1 estdo correlacionadas as respostas

de estresse com os disturbios relativos as respostas ao estresse.
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Tabela 1: relagdo das respostas de estresse e os respectivos distarbios relacionados.

Respostas ao estresse Desordens relacionadas as respostas ao estresse
Mobilizagdo de energia Miopatia, fadiga, diabetes

Aumento do tonus cardiovascular Hipertensao induzida por estresse

Supressdo da digestao Ulcera gastrica

Supressao do crescimento Distirbios de adaptagdo social

Supressdo da reproducio Amenorréia, impoténcia, diminui¢cdo da libido
Supressdo do sistema imune Incremento de risco de doencgas

Modelagem da cognicao Morte celular

(SAPOLSKY, 1992)

O aumento do nivel plasmatico de cortisol é capaz de diminuir a imunocompeténcia
do organismo e, consequentemente pode levar a maior suscetibilidade ao desenvolvimento de
doengas. Sendo assim, os pardmetros imunoldgicos servem como indicadores de saude tanto
para humanos como para animais. No caso dos caes, foi demonstrado que as situacdes de
estresse agudo geram alteragdes nos valores hematologicos, levando a um quadro de
leucocitose generalizada, neutrofilia, linfopenia e eosinopenia (BEERDA et al., 1999).

O SNS ainda estimula o bago a liberar eritrocitos armazenados, o que aumenta 0s
niveis de hematocrito. No caso dos cdes os valores elevados de hematdcrito sdo bem
pronunciados. Adicionalmente, a ativacdo do SNS normalmente aumenta os niveis de pressao
sanguinea e da freqiiéncia cardiaca (SANDBERG et al., 2004).

Foi demonstrada a ocorréncia de aumento dos niveis de cortisol em caes quando estes
foram submetidos a procedimentos de transporte (BERGERON et al., 2002), ou expostos a
sons altos como fogos de artificio, trovdes e tiros de armas de fogo (BEERDA et al., 1998),
bem como quando ficam em espacos restritos ou privados de socializagdo (BEERDA et al.,
1999). Sendo assim as concentragdes de cortisol plasmatico constituem o indicador mais forte
de estresse no caso dos caes (HAVERBEKE et al., 2008).

Além disso, os niveis de cortisol podem ser associados a comportamentos sociais.
Quando um individuo perde uma competi¢do, por exemplo, ocorre um aumento da secre¢dao
de cortisol, e esse aumento pode impedir o individuo de competir novamente (JONES, 2006).

Os desvios na homeostase causados pelo estresse podem resultar em desordens
psiquiatricas ou psicossomaticas. Em caes, as alteragdes comportamentais mais observadas

em resposta a um estimulo estressor agudo sdo: as reacdes de fuga (fugir do local, correr em
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disparada), as reagdes de medo (se esconder, sobressaltar-se), as reacdes destrutivas e de
agressividade (KING et al., 2003; MILLS et al., 2003).

Entretanto, o comportamento individual ¢ geralmente, influenciado pela raga, sexo e
experiéncias passadas assim como, pela sua condi¢do de bem-estar atual. (HIBY et al., 2006)

Apesar de ndo haver uma concordancia universal sobre as defini¢des e quantificagdes
de bem-estar, uma das defini¢des mais reconhecidas ¢ a de Broom (citado por HAVERBEKE
et al., 2008): “bem-estar de um individuo € o seu estado em relacdo as suas tentativas em
adaptar-se ao ambiente que o rodeia em niveis fisioldgicos, comportamentais e de satide” Essa
definicdo vem sendo chamada também de “visdo homeostatica”.

Vérios parametros fisiologicos tém sido utilizados como indicadores de bem-estar em
caes, incluindo os niveis de catecolaminas, a fun¢do imune e a frequéncia cardiaca. Porém, as
pesquisas mais recentes em caes tém sido direcionadas para as variagdes dos niveis de cortisol
em resposta a um estimulo estressor (BEERDA et al., 1998).

Desse modo, para que se possa realizar um estudo em caes submetidos a um modelo
de estresse, ¢ importante analisar as respostas neuro-enddcrinas e comportamentais dos
animais. Em caes tal metodologia vem sendo utilizada em estudos relacionados ao medo e ao
estresse em individuos submetidos a estimulos desafiadores, como no caso de sons de trovoes

(BEERDA et al., 1997; SANDBERG et al., 2004).

2.8 O Estresse Sonoro em Caes

O aparelho auditivo foi desenvolvido para ser um 6rgao de percepcao, principalmente
para reconhecer situagdes de perigo para o individuo. Os sons do ambiente provocam
emocdes e agdes através da conexdo direta do ouvido interno com os mecanismos neurais de
“luta ou fuga”. Devido a sua caracteristica de defesa, a audi¢cao ndo pode ser interrompida e os
sons sdo registrados no cérebro mesmo durante o sono.

O sistema de audi¢do ¢ capaz de processar frequéncias e intensidades de som
relevantes para a sobrevivéncia do individuo em seu meio ambiente. (WESTMAN &
WALTERS, 1981).

O som contribui para a homeostase do sistema nervoso central (SNC) e,
consequentemente influencia o equilibrio fisiolégico do organismo através dos centros
autondmicos e neuroendocrinos do hipotdlamo. O nivel de estimulo do SNC depende da

intensidade, complexidade, variabilidade, previsibilidade e significado do estimulo sonoro.
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Ha trés tipos de respostas fundamentais ao estimulo sonoro:

e resposta de orientacdo (reflexo de novidade) — é a resposta comportamental
basica a todos os estimulos sonoros. A resposta consiste na orientacdo da
cabega e dos olhos em dire¢do a fonte sonora. Isso ocorre para preparar o
organismo para responder a situagdo. Esse reflexo ocorre em resposta a sons de
baixa a moderada intensidade e significancia. O reflexo deixa de ocorrer apos
varias repeticoes do mesmo som, sendo assim o individuo pode se habituar a
sons familiares e sem significado. Mas, se um periodo de tempo consideravel
passa entre as repeti¢des de um estimulo sonoro especifico, o individuo volta a
apresentar a resposta de orientagdo. A habituacdo a determinado som
normalmente nao ocorre quando o individuo mantém voluntariamente sua
aten¢do voltada para o estimulo, ou quando esse som possui um significado,
seja ele positivo ou negativo. Sons que possuem sua intensidade proxima ao
limiar de audicdo do individuo, sdo de dificil habituagdo, provavelmente
devido a dificuldade do sistema auditivo de avaliar seu significado;

e reflexo de surpresa — ocorrem em resposta a sons repentinos, intensos ou de
carater assustador. Esse reflexo pode ser atenuado quando o estimulo pode ser
antecipado pelo individuo ou pode se tornar exagerado quando o individuo se
encontra emocionalmente abalado ou com medo;

e resposta de defesa — o individuo reage dessa forma em resposta a sons de
intensidade, duracdo e significancia suficientes para ser percebido como uma
ameaga ¢ quando provoca a reacdo de “luta ou fuga”. A resposta consiste em
alerta do cortex cerebral, em excitagdo emocional, ¢ na preparacdo do corpo
para agdo. Sons na escala de 70 a 120 dB podem estimular a resposta de
defesa. E nesta resposta que consiste o estresse, e que leva a Sindrome Geral de
Adaptagdo, podendo ocorrer as fases de alarme, resisténcia e exaustdo se o
estimulo sonoro for de duragdo e qualidade suficientes. Quando isso ocorre, o
eixo HHA e o SNS sao ativados resultando no aumento da secregdo de cortisol

e adrenalina (WESTMAN & WALTERS, 1981).

Assim, o significado dos estimulos sonoros estd, primariamente, relacionado a
sobrevivéncia do individuo. Sendo assim, o significado dos sons consiste em um dos fatores

mais importantes na determinagdo de respostas do organismo ao ambiente em que vive. Sons
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ameacadores de qualquer natureza representam um perigo em potencial, todavia alguns sons
adquirem um significado particular, devido ao que eles simbolizam para o individuo.
Enquanto isso, sons familiares e repetitivos de intensidade moderada deixam rapidamente de
atrair a atencdo. Entdo, o significado conotativo de um som ameacador em potencial, esta
relacionado ao fato de ser desconhecido, de ter mudangas rapidas de intensidade e das
associacoes que se relacionam a ele. Além disso, o fato do estimulo sonoro ser previsivel ou
ndo, constitui um fator determinante na resposta do individuo. Sons imprevisiveis constituem
um estimulo estressor maior quando comparados a sons previsiveis, levando a reducdo geral
da performance do individuo e a baixa tolerancia a frustragdes (WESTMAN & WALTERS,
1981).

Deste modo, na sociedade moderna ha um elevado numero de estimulos sonoros
potencialmente estimuladores de medo e estresse. No caso dos cdes, podem ser citados os
sons de fogos de artificio, tiro de armas de fogo e sons de trovdes. Isso ocorre, provavelmente,
devido a essa espécie ndo estar adaptada a esse estimulo ou por ser um estimulo de
intensidade muito proximo ao seu limiar de audi¢do e, ainda por representar um estimulo de
conotacdo negativa para os individuos dessa espécie. Essas situagdes podem levar certos caes

a niveis de estresse que afetam seu bem-estar e sua saude (SANDBERG et al., 2004).

2.9 Acupuntura — Terapia Integrante da Medicina Tradicional Chinesa

A palavra acupuntura ¢ derivada dos radicais latinos “acus e pungere”, que significam
agulha e puncionar respectivamente. Trata-se de uma terapia que faz parte da Medicina
Tradicional Chinesa (MTC) e tem como técnica bésica a inser¢do de agulhas finas de metal
(ago inox) em pontos especificos da pele com propositos terapéuticos. A teoria geral da
acupuntura ¢ baseada na premissa de que ha um padrdo de fluxo de energia (chamada "Qi")
através do corpo, essencial para uma saude perfeita. Assim, a acupuntura ¢ essencialmente
uma técnica utilizada para corrigir disfuncdes fisioldgicas reversiveis de diversas origens.
Essa técnica vem sendo utilizada largamente como intervencdo terapéutica em casos de
disturbios comportamentais e fisicos decorrentes de estresse (WEN, 1989; JAGGAR, 1992;
SCHOEN, 2001).

Segundo hipotese de Mann (1982), a inervagdo da pele recebe e envia impulsos de
diferentes regides do corpo (reflexos viscero-somaticos e somato-visceral). Quando um 6rgao

estd em uma situagdo de desequilibrio, gera-se um estimulo nos terminais nervosos sobre a
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pele. Trata-se de um reflexo, que torna o local afetado da pele doloroso ao ser pressionado.
Este estimulo pode ser sentido ao longo dos meridianos onde se localiza a maioria dos pontos
de acupuntura. Quando uma agulha fina ¢ inserida no ponto sensivel e as fibras nervosas sao
estimuladas, o impulso propaga-se para o tronco encefalico e de 14 retorna para o 6rgdo
afetado, ajudando a restabelecer o seu equilibrio normal.

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

A saude pode ser definida como um estado de harmonia entre o corpo € o seu
ambiente interno e externo. Quando existe um estado de harmonia, diz-se que o organismo se
adaptou com éxito ao seu ambiente interno e externo, podendo assim manter suas func¢des. O
ambiente externo inclui: nutricdo, clima e forcas geofisicas e eletromagnéticas. Fatores
internos sdo caracterizados por influéncias hereditarias, sistema neuroendocrino e estado
emocional. Sob este conceito a saude nao ¢ absoluta, mas sim um estado relativo.
(LIMEHOUSE & TAYLOR-LIMEHOUSE, 2006).

A doenca surge quando had desequilibrio dentro do ambiente interno ou entre os
ambientes interno e externo. A doenca normalmente se origina como resultado de diversas
causas ocorrendo juntas e sobrecarregando o mecanismo homeostitico do organismo

(LIMEHOUSE & TAYLOR-LIMEHOUSE, 2006).

2.10 Acupuntura na Reducgéo das Respostas de Estresse

Na medicina ocidental contemporanea, a acupuntura ¢ considerada uma modalidade de
estimulo sensorial que afeta diversas classes de fibras nervosas aferentes. (MANNI et al.,
2009)

Os estimulos gerados pela acupuntura podem ativar os centros autondmicos € o
sistema hipofisario e desse modo, ajudar na manutencdo da homeostase e na melhora da
eficiéncia dos mecanismos imunologicos do organismo (YANG et al., 2002).

Alguns experimentos investigaram os efeitos da acupuntura nas respostas ao estresse.
Esses estudos mostraram evidéncias de que a acupuntura pode reduzir os niveis de
noradrenalina em regides do cérebro bem como na circulagdo sanguinea (CAO et al., 1983).

Além disso, Liao (1980) demonstrou que a estimulagao elétrica do ponto E36 (Zusanli) inibiu
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a hipersecrecao de corticosterona induzida pelo estresse de imobilizagdo em coelhos. Em
humanos, a acupuntura no mesmo ponto, foi capaz de reduzir significativamente as elevagoes
na pressdo arterial induzida pelo estresse (MIDDLEKAUFF et al., 2001). Em ratos, a
eletroacupuntura nos pontos PC6 e C3 reduziu os niveis de adrenalina e noradrenalina, além
de reduzir a frequéncia cardiaca e a pressdo arterial de animais submetidos ao estresse de
imobilizacdo (YANG et al., 2002). Além disso, verificou-se que em ratos naturalmente
hipertensos, a acupuntura levou a diminui¢do da pressdo arterial e os animais demonstraram
um comportamento mais tranquilo (YAO et al., 1982). Foi observado ainda um efeito
ansiolitico em animais expostos ao estresse de confinamento quando tratados com acupuntura
(GUIMARAES et al., 1997).

Segundo Kim e colaboradores (2009), varios estudos tem demonstrado os efeitos da
acupuntura na regulagdo da funcdo do eixo HHA, depois de uma resposta a estimulos
estressores. E ainda, foi demonstrado que pontos utilizados na acupuntura como o Pc6
(Neiguan), que esta localizado no meridiano do pericardio, t€ém sido utilizados com sucesso
no tratamento de doengas mentais e desordens psicossomaticas. O Pc6 também ¢ conhecido
por ter um efeito tranquilizante e antiemético, sendo utilizado no tratamento de varias
modalidades de estresse (YANG et al., 2002; KIM et al., 2009).

O efeito da acupuntura foi avaliado em experimentos com estresse agudo por
contenc¢ao. Guimaraes e colaboradores (1997) avaliaram o efeito da acupuntura nos acupontos
BP6, E36, VC17, PC6, VG20 durante um periodo de imobilizacdo de 60 minutos em ratos
Wistar, utilizando como parametros cardiovasculares a pressao arterial, a frequéncia cardiaca
e analise de comportamento. Os resultados obtidos sugeriram que a acupuntura aplicada
durante o estresse agudo por contencdo atenua alguns comportamentos envolvidos na reacao
de luta ou fuga caracteristica do estresse, de maneira independente dos parametros
cardiovasculares avaliados.

Além destes efeitos moduladores das respostas de estresse, estudos recentes tém
comprovado a indicagdo milenar do uso da acupuntura para o tratamento de alteragcdes
cognitivas. A estimulacdo elétrica transcutanea (TENS) é capaz de melhorar a memoria de
curta e longa duragdo, a fluéncia verbal, as funcdes fisicas e afetivas de pacientes com Doenga
de Alzheimer (GUO et al., 2002). Em ratos, a acupuntura atenua os déficits na resposta da
esquiva passiva causados pela ciclohexamida, mas ndo tem efeito nas alteracdes causadas pela
escopolamina (CHANG et al., 1999). Estes efeitos da acupuntura nas func¢des cognitivas

podem estar relacionados a alteragdes plasticas do SNC. A estimulagdo do ponto E36
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(Zusanli) foi capaz de aumentar a proliferacdo celular no giro denteado (KIM et al., 2011),
diminuir a expressao de c-Fos e a apoptose em neurdnios do hipocampo (JANG et al., 2003)
apds isquemia causada por oclusdo das cardtidas. Além disso, a acupuntura também se
mostrou efetiva nas alteragdes plasticas induzidas por estresse. A estimulacdo do ponto C7
aumentou a neurogénese em ratos submetidos ao estresse de separagao materna (PARK et al.,
2002) e a eletroacupuntura no ponto E36 (Zusanli) aumentou a expressdo de fatores
neurotréficos no hipocampo de ratos submetidos ao estresse de imobilizagdo (YUN et al.,

2002).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de Execucéo do Trabalho Experimental

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratério de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria do Departamento de Parasitologia Animal (DPA)
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e no Laboratorio de Fisiologia
Animal do Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCF) da UFRRIJ. Todos os procedimentos
estdo de acordo com a lei de bem-estar animal, Instru¢do Normativa n°® 56 de 2008. O
presente experimento encontra-se aprovado pelo Comité de Etica na Pesquisa da UFRRJ/

COMEP, n°23083.013953/2010-41.

3.2 Animais

Foram utilizados 24 cdes da raga Beagle, com 1 a 6 anos de idade, pesando 9 a 16 Kg,
saudaveis e com vacinas ¢ vermifugacao em dia provenientes do Canil de Experimentagdo do
Laboratorio de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterindria sob

responsabilidade do Professor Fabio Scott do DPA do Instituto de Veterindria da UFRRJ.

3.3 Procedimentos Experimentais

O protocolo experimental foi realizado em cada animal, iniciando-se sempre as 9
horas e as 14 horas. Um pesquisador acompanhado de um pesquisador colaborador realizaram
todo o protocolo experimental, sem se ausentarem em nenhuma etapa do experimento. Cada
etapa do protocolo esta explicada detalhadamente nos préximos itens.

Cada animal foi retirado de sua instalagdo e levado para a enfermaria situada ao lado
dos cercados de criagdo, aonde foi realizado o exame clinico que consistiu na aferi¢do da
temperatura corporal, ausculta pulmonar e cardiaca, exame otoldgico, exame visual de
mucosas e exame fisico. O exame clinico foi realizado para confirmar as boas condi¢des de

satide de cada animal no dia do experimento.
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Em seguida foi realizada a colocagao do frequencimetro (Polar Pro Trainer RS800CX)
que ¢ constituido por uma faixa eldstica contendo dois eletrodos € um transmissor que capta
os sinais adquiridos pelos eletrodos e os envia para o reldogio do equipamento que armazena
esses dados. Os animais permaneceram com a faixa durante todo o protocolo experimental.
Apds a colocagdo, da faixa os animais permaneceram no local por 10 minutos para ser
registrado o basal 1 (no ambiente do animal) para que os animais se acostumassem a faixa.
Em nenhum momento do experimento foi verificado desconforto dos animais em relagdo ao
equipamento . Em seguida cada animal foi transportado para a sala onde foi executado o
modelo de estresse sonoro agudo. O transporte teve duragdo média de 15 minutos e foi
realizado acondicionando-se o animal em um carro de passeio em uma caixa de transporte,
com ventilagdo adequada, prépria para o seu tamanho. Apos a chegada na sala de
experimentacdo foi colocada uma coleira com guia no pescoco dos animais, a qual eles estao
habituados em seu manejo. Os animais permaneceram na sala, sem manipulacdo e sem
interacdo por parte dos pesquisadores, por 30 minutos para o registro a VFC basal (basal 2). A
etapa de adaptacdo foi filmada para registrar as reagdes comportamentais no momento basal.
Ap0s a adaptagdo foi coletada a primeira amostra de sangue para detec¢do do nivel de cortisol
sérico antes do estimulo sonoro (CO0).

Apos a primeira coleta se seguiu o tratamento correspondente a cada grupo do
experimento com duracdo de 20 minutos.

O estimulo sonoro foi realizado 5 minutos apds o término dos tratamentos e antes de
seu inicio, cada o animal foi posicionado a um metro das caixas de som. Para que os animais
demonstrassem reagdes ao estimulo, cada animal pernameceu seguro por um apenas pela
guia, podendo reagir e se locomover naturalmente sem intervengdes. O estimulo sonoro
consistiu em uma gravagao de sons de trovao no formato wave padronizado a uma intensidade
sonora maxima de 103-104 dB e teve duragdo de 2 minutos e 30 segundos.

Apo6s o fim do estimulo sonoro cada animal permaneceu sem manipulagdao. A segunda
coleta de sangue (C1) foi realizada 15 minutos ap6s o fim do estimulo sonoro e a terceira
coleta de sangue (C2) foi realizada 30 minutos ap6s a segunda seguida de retirada do
frequencimetro. O esquema do protocolo experimental estd representado na figura 5.

A filmagem foi realizada durante o estimulo sonoro € 5 minutos apds seu término,

para registrar as reacdes comportamentais nos momentos estresse € pos-estresse.
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gura 5: Esquema do protocolo experimental

3.4 Coleta e Manipulagdo das Amostras de Sangue

As coletas de sangue foram realizadas através do método de coleta com agulhas para
tubos a vacuo (Vacutein®). O acesso foi realizado diretamente na veia jugular, uma vez que
os cdes sdo totalmente adaptados a essa via de coleta. As amostras de aproximadamente 3 ml
foram coletadas em tubos proprios para analise bioquimica para detec¢do das concentragdes
de cortisol sérico. O soro foi separado através de uma centrifuga, por 20 minutos a 3800 rpm,

e acondicionado a temperatura de -80 graus centigrados até serem analisados.

3.5 Tratamentos

Os animais foram divididos em trés grupos, compostos por quatro machos e quatro

fémeas em anestro:
e CTL — grupo controle (nao tratado), n = §;
e NP - grupo tratado com agulhas em pontos ndo correspondentes aos utilizados na

Medicina Tradicional Chinesa (ndo pontos), n= 8 ¢

e ACUP —grupo tratado com agulhas em pontos de acupuntura (acupontos), n = 8.

Os tratamentos foram realizados ao término da coleta da primeira amostra de sangue.
Durante a etapa do tratamento foi realizada uma contencdo suave enquanto os animais
permaneceram em cima da bancada, igual para todos os grupos.

No grupo ACUP, os animais foram posicionados numa bancada e inseridas agulhas
para acupuntura de acgo inox (0,30x30 mm, Dong Bang®) a uma profundidade de 3 mm nos
acupontos Yintang, VG20, E36 (bilateral), Pc6 (bilateral) e C7 (bilateral), no total de 8
agulhas (figura 6). As agulhas foram mantidas sem manipula¢do adicional durante vinte
minutos.

Na localizagao de diversos pontos de acupuntura, na MTC, se utiliza uma unidade de
medida relativa denominada cun. Um cun equivale, no caso dos caes, a largura da costela

flutuante ou ao comprimento da primeira vértebra coccigea. (XIE & PREAST, 2007). A
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seguir estdo descritas as localizagdes (XIE & PREAST, 2007), substrato anatomico
(DRAEHMPAEHL & ZOHMANN, 1997) e indicagdes (MACIOCIA, 1996; XIE &
PREAST, 2007; FOCKS & MARZ, 2008) segundo a MTC, dos pontos de acupuntura
selecionados para o tratamento do grupo ACUP com suas respectivas nomenclaturas em
denominagdo numérica, em chinés (pinyin) e traduzidas para o portugués (DRAEHMPAEHL
& ZOHMANN, 1997; FOCKS & MARZ, 2008):

Ponto Ex HN3 ou VG24 - 1 ou Yintang (Ponto da Maravilha):

Localizagéo: na linha média dorsal da cabega, entre as duas fossas temporais.

Substrato anatdmico: ramo dorsal nasal da artéria infraorbitaria. Ramo zigomatico do nervo
auriculopalpebral do nervo facial. Ramo dorsal do nervo oftalmico.

Indicaces: elimina o vento interno (trata convulsdes, medo);

tranquiliza o shen (trata distirbios psiquicos e ansiedade).

Ponto VG20 ou Baihui humano (Cem encontros):

Localizac¢&o: na intersecdo da linha média dorsal da cabega com a linha formada a partir do
apice das duas orelhas.

Substrato anatdmico: ramificagdes finais da artéria ¢ veia temporal superficial e
ramificagdes da artéria e veia occipital. Ramifica¢des do nervo occipital maior.

Indicacdes: tranquiliza o vento, acalma o yang, beneficia o cérebro e os 6rgaos dos sentidos,
tranquiliza o shen (trata tontura, dores de cabega, disturbios psiquicos, relaxa os tenddes e os

musculos).

Ponto E36 ou Zusanli (Trés milhas do pe):

Localizac&o: esta a 0,5 cun lateral a crista da tibia, na concavidade do musculo tibial cranial.
Substrato anatdomico: nervo fibular comum (profundamente), nervo cutaneo lateral da sura e
ramificagdes da pele do nervo safeno (superficialmente). Artéria e veia tibial cranial. Fusos
tendineos e musculares do musculo tibial cranial.

IndicacOes: fortalece o qi e o yang, nutre o sangue ¢ o yin (ponto regulador geral de energia,
principal ponto utilizado em estados de fraqueza, tontura, alergias, e para imunoestimulacao);
regula o estdmago, fortalece o baco, transforma umidade (trata distirbios do trato
gastrintestinal);

tranquiliza o shen (trata inquietagdo, estado de choque, histeria).
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Ponto Pc6 ou Neiguan (passagem interna):

Localizacdo: esta a trés cun proximal a articulagdo do punho, entre os tenddes dos muisculos
flexor digital superficial e flexor radial do carpo.

Substrato anatbmico: Artéria e veia interOssea caudal, artéria e veia mediana. Nervo
mediano, nervo cutaneo antebraquialmedial (do nervo musculo cutdneo) e em parte, ramo
medial do nervo cutaneo antebraquial lateral (nervo radial).

IndicagOes: tranquiliza o shen (trata ansiedade, inquietag@o, distirbios psiquicos, convulsio,
histeria);

harmoniza o estdmago (trata distarbios gastricos).

Ponto C7 ou Shenmen (porta da mente):

Localizac&o: na altura da articulag¢do carpal, no orificio maior lateral.

Substrato anatdémico: nervo cutineo antebraquial medial do nervo musculo-cutdneo, ramo
palmar do nervo ulnar. Na juncdo da artéria e veia ulnar e artéria e veia interdssea caudal.
IndicacOes: regula e fortalece o coragdo (o yin e o sangue), tranquiliza o shen (trata distrbios

psiquicos, distirbios do sono, histeria, pavor, ansiedade, dor toracica, ¢ ponto de sedagao).

AL e

Figura 6: Localizacdo dos pontos de acupuntura utilizados no tratamento do grupo ACUP.
Fonte: acervo pessoal.

No grupo NP, os animais também foram colocados numa bancada e agulhas de
acupuntura (0,30x30 mm, Dong Bang®) foram inseridas a uma profundidadede 3 mm em

locais préximos aos pontos escolhidos para o tratamento do grupo ACUP. Os locais de

32



insercdo de agulhas no grupo NP foram escolhidos de modo a se evitar vasos calibrosos e
outros pontos de acupuntura ou meridianos. A seguir estdo descritas as localizagdes dos ndo
pontos utilizados:

N&o-Ponto do Yintang: 3,5 cun acima e 3,5 cun ao lado a partir do Yintang;

N&o-Ponto do Ponto VG20: 3 cun caldal e 2cun lateral, apartir do VG20;

N&o-Ponto do Ponto E36: na dire¢do do E36, caudalmente, atras da fibula;

N&o-Ponto do Ponto Pc6: na dire¢do do Pc6, medialmente ao tenddo do musculo flexor

radial do carpo;

N&o-Ponto do Ponto C7: um cun acima e um cun lateral ao C7.
No grupo CTL, os animais foram posicionados na mesma bancada e contidos de forma

suave, exatamente da mesma maneira que em ACUP e NP. Os animais permaneceram em

cima da bancada por 20 minutos, sem agulhas e sem manipulag¢des adicionais.
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Figura 7: Fotografias ilustrando a localizacdo dos ndo pontos. Em A nao-Ponto do Yintang; em B
ndo-Ponto do VG20; em C nio-Ponto do Pc6 e ndo-Ponto do C7; em D ndo-Ponto do E36.
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3.6 Estimulo Sonoro

O estimulo sonoro consiste numa grava¢do com duracdo de 2 minutos e 30 segundos
de sons de trovao mixados alternadamente a partir de dois arquivos sonoros no formato wave
(“very loud thunder, close thunder crack™ e “high quality stereo sound of a major thunder

clap during a storm”), adquiridos no enderego eletronico http://www.sound-effect.com. O

formato utilizado possui a vantagem de ser uma gravagdo que preserva todas as variagdes de
frequéncia do som original.

A padronizagdo do som foi feita através de um decibelimetro, modelo BK Precision
732A Sound Level Meters (figura 8) para que cada animal pudesse receber o mesmo estimulo

SOnoro.

Figura 8: A- decibelimetro modelo BK Precision 732A Sound Level Meters; B- cabo de
transmissdo de dados; C- cd com manual e software de instalagdo. Fonte: acervo pessoal.

O som foi padronizado a uma intensidade sonora maxima de 103-104 dB (figura 9),
por ser uma pressdao sonora capaz de aumentar as concentragdes de cortisol sérico em caes,
estando abaixo dos limites que poderiam causar danos ao aparelho auditivo (ISING et al.,

1999).
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Figura 9: Gréfico do arquivo sonoro utilizado, apresentado em dB na razdo do tempo. Intensidade

sonora maxima de 103,9 dB, com duragio de 2 minutos e 30 segundos.

3.7 Uso dos Frequencimetros

Os IRR foram registrados através de frequencimetros utilizando um sistema

de

gravacdo movel (Polar® modelo RS800CX, figura 10), ligados ao térax dos cdes por uma

faixa elastica. Nesta faixa exitem dois eletrodos, que foram ajustados a cada animal para que

um deles permaneca em contato com a regido précordial e o outro se situe exatamente em

posicdo contralateral. Antes da adaptacdo da faixa ao animal, foi realizada tricotomia

na

regido aonde os eletrodos permaneceram e posteriormente foi aplicado gel condutor para

garantir a condugdo adequada dos pulsos cardiacos. O transmissor do sistema permanece

adaptado entre os dois eletrodos e capta seus sinais enviando-os para o relogio do

equipamento, que armazena estes dados.

36



Figura 10: Componentes do Polar modelo RS800CX: A- faixa com frequencimetros, B-
transmissor, C- relogio, D- manual e cd de instalagdo do programa Polar Protrainer 5, E- Driver Polar
IrDA USB Adapter (interface de emissdo de infravermelho), F- cd de instalagdo da interface de
emissao de infra-vermelho. Fonte: acervo pessoal.

3.8 Andlise Espectral da VFC

Os dados armazenados no relogio foram enviados para o programa Polar Pro Trainer
5® (figura 11) por meio da interface de emissdo de infravermelhos, para realizar a analise

espectral da VFC.
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%L File Edit View Tools Tests Reports Options Windows Help -8 x
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Figura 11: Tela inicial do programa Polar Pro Trainer 5®.
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Os dados obtidos foram dispostos num grafico confeccionado a partir da FC (bpm) em

razao do tempo (figura 12).
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Figura 12: 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). A partir da lista de valores de intervalos RR foram selecionados os
segmentos a serem analisados:

e Segmento basal: momento basal 2 (na sala de experimentagdo) com duragao de 5
minutos;

e Segmento tratamento: durante o tratamento com duracao de 5 minutos;

e Segmento estresse: selecionado durante o estimulo sonoro da diminui¢do abrupta dos
intervalos RR (ap6s o inicio do som) até, o fim do estimulo sonoro;

e Segmento pos-estresse: selecionado 30 minutos apos o término do som com duragdo

de 5 minutos.
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Nos arquivos de Excel, foi realizada a corre¢do de alguns artefatos de leitura através
da substituicdo dos valores de intervalos RR discrepantes pela média dos valores dos dois IRR
anteriores e dos dois posteriores (VON BORREL et al., 2007). Os segmentos foram enviados
para o programa HRV analysis (figura 13) que gera uma pagina com os valores dos
parametros da andlise da VFC no dominio da frequéncia e no dominio do tempo, de cada

segmento. (figura 14).
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Figura 13: Tela do programa HRV analysis, demonstrando a razdo entre os componentes de

freqiiéncia LF e HF, a partir da FFT.

No presente estudo foi utilizada a Transformada Répida 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 razao permite identificar o balancgo entre a ativagao
simpatica e parassimpatica nos momentos selecionados. Os valores das varidveis utilizadas
pelo programa HRV analysis foram padronizados da seguinte forma: VLF- 0 a 0,04; LF 0,04
—0,15; HF — 0,15 — 0,4; taxa de interpolagdo = 4 e pontos no dominio da freqiiéncia = 512
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(PAGANI et al., 1986; LOMBARDI et al.,1996; MALLIANI et al., 1997; VON BORELL et
al., 2007; HARADA et al., 2005).

Além disso, foram utilizados os parametros STDRR (desvio padrdo de todos os
intervalos RR do segmento); Mean HR (Frequéncia Cardiaca Média) e RMSSD (raiz
quadrada da média das diferengas entre intervalos entre batimentos consecutivos elevadas ao

quadrado) para realizar a analise da VFC no dominio do tempo.
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Figura 14: péagina gerada pelo programa HRV analysis com os valores dos parametros da
analise da VFC no dominio da freqiiéncia e no dominio do tempo de um dos cées, no segmento
basal.

3.9. Analise Comportamental

As alteracdes comportamentais, foram registradas por meio de filmagem no momento
basal 2 (5 minutos), no momento do estimulo sonoro (2 minutos ¢ 30 segundos) € no

momento pos-estresse (5 minutos apds o fim do estimulo sonoro). Foram analisados 14
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parametros de alteracdes comportamentais como resposta ao estresse sonoro agudo: Arfar,

tremer, postura de submissdo, se esconder, procurar pessoas, vigilancia, inquietagao,

vocalizagdo, atitude destrutiva, salivagdo, eliminacdo, disparada, fugir da sala e sobressalto. A

descricdo dos pardmetros comportamentais analisados estd detalhada na tabela 2. Os

parametros foram classificados quanto a frequéncia de eventos observados em uma escala de

4 notas aonde: 0 = ndo observado, 1 = observado algumas vezes, 2 = observado

frequentemente e 3 = observado durante todo o tempo de estimulo. Segundo descrito por

Mills et al., 2003. A atribuicdo das notas dos parametros comportamentais foi realizada por

um pesquisador que desconhecia a que grupo do experimento os animais pertenciam.

Tabela 2: Descricao dos 14 pardmetros comportamentais analisados.

Parametros Descricao

Arfar Aumento da frequéncia de inspiragao e expiragao em combinagdo com a abertura
da boca.

Tremer Evidéncia clara de tremor no corpo.

Postura de Se abaixar e permanecer em decubito dorsal.

submissao

Se esconder

Procurar
pessoas
Vigilancia
Inquietagao
Vocalizagao
Atitude
destrutiva
Salivagao
Eliminagdo
Disparada
Fugir da sala
Sobressalto

Procurar locais para se abrigar, como atras e debaixo de mdveis, e permanecer no
local.

Se deslocar deliberadamente para perto de uma pessoa, parando ao seu lado ou
tentando interagir.

Estado de alerta constante em relagao ao que estd acontecendo no ambiente.
Estado de locomogao sem chegar a correr.

Emitir qualquer som vocal como: latir, ganir, chorar, rosnar.

Tentar cavar no ambiente ou arranhar e/ou morder objetos do ambiente.

Aumento evidente da salivacdo ou aumento da frequéncia de degluticdao da saliva.
Evacuar, urinar ou emese.

Resposta exagerada de fuga correndo, para qualquer direc¢do.

Intencionalmente tentar sair do local, procurando possiveis acessos de saida.
Resposta exagerada de susto, levando o animal a pular para qualquer direcao.

(Adaptado de Sheppard & Mills, 2003; Beerda et al.,1998)
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3.10. Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados de VFC (LF/HF, STDRR, FC média ¢ RMSSD) foi
realizada através da ANOVA de duas vias para medidas repetidas sendo realizado
posteriormente o Teste de Comparacdes Multiplas de Bonferroni. Os dados foram
apresentados como média + erro padrao.

Na andlise estatistica dos pardmetros comportamentais, os dados apresentaram
distribuicdo proxima a normalidade sendo possivel a realizagdo da analise dos dados através
da ANOVA de duas vias para medidas repetidas sendo realizado posteriormente o Teste de
Comparacdes Multiplas de Bonferroni. Os dados foram apresentados como média + erro
padrao.

O programa Graph Pad Prisma 5 foi utilizado para realizar todas as analises estatisticas e

para confeccdo dos graficos apresentados nos resultados.
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4 RESULTADOS

4.1 Anélise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Na andlise da VFC no dominio da frequéncia, foi avaliada a razdo entre os
componentes frequenciais baixos e altos (LF/HF), que indica o balango simpato-vagal. Os
valores mais elevados da razdo LF/HF indicam maior ativacdo simpdatica em relacdo a
ativacao vagal.

O teste ANOVA de duas vias para medidas repetidas detectou na razdo LF/HF
diferenga significativa nos fatores: Tratamento (F, 63y =12,46; p=0,0003), Tempo (F@, 63=
157,4; p<0,0001) e Interagdo(F, ¢3= 11,42; p<0,0001). Os trés grupos demonstraram um
aumento significativo da LF/HF no momento estresse em relacdo aos momentos basal e
tratamento, demonstrando uma maior ativagdo do componente simpatico em relagdo ao
parassimpatico, em todos os animais, durante o estimulo sonoro. Além disso, foi verificado o
retorno aos valores de LF/HF apresentados antes do inicio do som, no momento pos-estresse
(30 minutos apds o término do estimulo) (figura 15).

O Teste de Comparagdes Multiplas de Bonferroni detectou diferenca significativa no
momento estresse, onde o grupo ACUP apresentou valores significativamente menores que o
CTL (p<0,001) e que o NP (p<0,05). Também no momento do estresse foi detectada
diferenca significativa entre os grupos NP e CTL (p<0,001). Desse modo, os dados
evidenciam uma ativagdo simpatica em relagdo a parassimpatica menor no grupo tratado com
acupuntura em relagdo aos grupos NP e CTL, durante o estimulo sonoro. Além disso, o grupo
NP apresentou uma ativagdo simpdatica em relacdo a parassimpdatica significativamente menor

em relagdo ao grupo CTL, no momento do estresse (figura 15).
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Figural5: Efeito da acupuntura na razdo entre os componentes frequenciais LF/HF de cées
submetidos ao estresse sonoro agudo. Antes do estresse sonoro (som de trovdo, por 2 min e 30 s),
cées da raga Beagle foram tratados com acupuntura por 20 min nos pontos VG20, Yintang, E36, Pc6 e
C7 (ACUP); com agulhas em ndo pontos por 20 min em regides proximas aos pontos VG20, Yintang,
E36, Pc6 e C7 (NP) e ndo tratados (CTL). Os dados sdo apresentados como média + epm da Razdo
LF/HF nos momentos basal, tratamento, estresse e pos-estresse. ** indica diferenca significativa do
grupo ACUP em relagdo aos grupos CTL (P<0,001) e NP (P<0,05) e * indica diferenca significativa
do grupo NP em relacdo ao grupo CTL (P<0,001) (Teste de Bonferroni).

Os parametros de VFC no dominio do tempo analisados neste estudo foram: STDRR
(desvio padrao de todos os intervalos RR do segmento); FC média (Frequéncia Cardiaca
Média) e RMSSD (raiz quadrada da média das diferengas entre intervalos entre batimentos
consecutivos, elevadas ao quadrado).

O valor de STDRR, quando diminui, indica o incremento simpatico. A ANOVA de
duas vias para medidas repetidas detectou diferenga significativa no fator Tempo (Fi¢3) =
6,281; P=0,0008), demonstrando uma menor influéncia simpatica durante o momento
tratamento e aumentando a ativagdo simpatica no momento estresse. Nao foram observadas
diferengas significativas nos fatores tratamento e interacdo. No Teste de Comparagdes
Multiplas de Bonferroni, ndo foram detectadas diferencas significativas entre os grupos
(figura 16 A).

O valor de RMSSD aumentou conforme o incremento da ativagdo parassimpatica. Na
andlise da RMSSD, a ANOVA de duas vias para medidas repetidas detectou diferenca
significativa no fator Tempo (Fg, ¢3= 8,047; p=0,0001), demonstrando uma maior ativacio

parassimpatica durante o momento tratamento. Nao foram observadas diferencas
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significativas nos fatores tratamento e interagao. No Teste de Comparacdes Multiplas de
Bonferroni, ndo foram detectadas diferengas significativas entre os grupos (figura 16 B).

Os dados demonstram que ndo houve diferenga estatistica em relagdo a ativacdo vagal,
entre os grupos em nenhum momento do experimento. Ainda assim pode se observar que o
valor do pardmetro RMSSD no grupo ACUP indicou uma tendéncia a estar mais alto nos

momentos tratamento e estresse, quando comparado aos grupos CTL e NP (figura 16 B).

A STDRR
0.20q
-O- CTL
015 -+ NP
n & ACUP
=3
x |
s 0.10
[a)]
'_
9 0.05-
0.00 T T T T
Basal Tratamento Estresse Pds-estresse
B RMSSD
300
-o- CTL
-+ NP
g 2004 -2 ACUP
&)
(99}
2
= 100+
C T T T T
Basal Tratamento Estresse Pds-estresse

Figural6: Efeito da acupuntura no STDRR (Desvio padrdo de todos os intervalos RR do
segmento) (A) e no RMSSD (raiz quadrada da média das diferencas entre intervalos entre
batimentos consecutivos elevadas ao quadrado) (B) de cdes submetidos ao estresse sonoro agudo.
Os dados apresentados correspondem a STDRR em MS (milesegundos) = epm e 8 RMSSD em ms +
epm nos momentos basal, tratamento, estresse e pos-estresse. Os animais receberam os seguintes
tratamentos: CTL (vinte minutos em cima da bancada sem agulhas); NP (vinte minutos em cima da
bancada com agulhas em pontos ndo correspondentes aos utilizados na acupuntura, proximos aos
pontos VG20, Yintang, E36 bilateral, Pc6 bilateral e C7 bilateral); ACUP (vinte minutos em cima da
bancada com agulhas nos pontos de acupuntura: VG20, Yintang, E36 bilateral, Pc6 bilateral e C7
bilateral). Na analise dos dados obtidos de STDRR e de RMSSD pela ANOVA de duas vias para
medidas repetidas ndo se detectaram diferencgas significativas nos fatores tratamento, tempo e
interagdo. O Teste de Bonferroni ndo detectou diferenga significativa entre os grupos.
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Na anélise da FC média a ANOVA de duas vias para medidas repetidas detectou
diferenga significativa nos fatores Tempo (F, 63y = 46,82; p<0,0001) e Interagdo (F, 63) =
3,61; p=0,0039). Assim como observado nos resultados da razdo LF/HF, os trés grupos
demonstraram um aumento significativo da FC média, no momento estresse em relacdo aos
momentos basal e tratamento, em todos os animais, durante o estimulo sonoro. Além disso,
foi verificado o retorno aos valores de FC média apresentados antes do inicio do som, no
momento pds-estresse (30 min apds o término do estimulo).

O teste de Bonferroni, detectou diferenca significativa no momento estresse entre os
grupos ACUP e CTL (p<0,001) e ACUP e NP (p<0,05). Desse modo, o grupo CTL
apresentou maior FC média entre os grupos, seguido do grupo NP, porém nao foi detectada
diferenca significativa de FC média entre o grupo CTL e o grupo NP (figura 17).

Os dados apresentados de FC média, em conjunto com os resultados observados da
razdo LF/HF, podem indicar que o grupo tratado com acupuntura apresentou uma ativacao
simpatica predominante sobre a parassimpatica, no momento do estresse, significativamente

menor que os grupos NP e CTL.
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Figura 17: Efeito da acupuntura na FC média (Frequéncia Cardiaca Média) de cdes submetidos
ao estresse sonoro agudo. Antes do estresse sonoro (som de trovao, por 2,5min), cies da raga Beagle
foram tratados com acupuntura por 20 min nos pontos VG20, Yintang, E36, Pc6 ¢ C7 (ACUP); com
agulhas em ndo pontos por 20 min em regides proximas aos pontos VG20, Yintang, E36, Pc6 ¢ C7
(NP) e nao tratados (CTL). Os dados sdo apresentados como FC média (Frequéncia Cardiaca Média)
em BPM (batimentos por minuto) + epm nos momentos basal, tratamento, estresse e pos-estresse. **
indica diferencga significativa do grupo ACUP em relagdo aos grupos CTL (P<0,001) e NP (P<0,05) no
momento do estresse (Teste de Bonferroni).
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4.2. Analise Comportamental

A andlise das alteragdes comportamentais foi realizada a partir de filmagens realizadas
durante o protocolo experimental. Sendo assim, foram avaliados 14 parametros
comportamentais, e atribuiu-se um escore para cada alteracdo utilizando-se uma escala de
notas de 0 a 3. Na tabela 3 estdo apresentadas as médias + epm dos escores comportamentais
de cada parametro analisado nos tempos basal, estresse e pos-estresse.

No momento basal, ndo houve diferencas significativas entre os grupos em nenhum
dos parametros comportamentais analisados. No momento estresse, foi observado um
aumento nas médias dos escores comportamentais dos parametros: arfar, tremer, se esconder,
vigilancia, inquieta¢do, salivacdo, disparada, fugir da sala, e sobressalto. De maneira geral, o
grupo tratado com acupuntura apresentou reducao destes comportamentos quando comparado
aos grupos CTL e NP. O grupo NP apresentou escores comportamentais intermediarios em
relagdo aos grupos ACUP e CTL.

Além disso, durante o estimulo sonoro, foi evidenciada diferenca significativa entre os
tratamentos nos parametros: arfar, se esconder, inquietagdo, disparada, fugir e sobressalto. O
grupo tratado com acupuntura apresentou menores escores em relacdo aos parametros citados
quando comparado aos grupos CTL e NP. O grupo NP apresentou escores comportamentais
intermediarios em relagdo aos grupos CTL e ACUP (ver detalhes na tabela 3).

Nos parametros procurar por pessoas, vigilancia, vocalizacdo, eliminacdo, tremer e
salivacdo ndo foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos. No entanto, o
grupo ACUP apresentou uma tendéncia a escores de tremer e salivagdo, menores que os
grupos CTL e NP. Os parametros postura de submissdo e atitude destrutiva ndo foram

observados em nenhum dos animais participantes do experimento.
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Tabela 3: Respostas comportamentais de caes submetidos ao estresse sonoro agudo.

Parametros Basal Estresse Pds-estresse

CTL NP ACUP CTL NP ACUP CTL NP ACUP
Arfar 0,00 0,50+0,37 | 0,00 1,00£0,42 | 0,25+0,25% | 0,25+0,16" | 0,00 0,00 0,00
Tremer 0,00 0,00 0,00 2,38+0,32 | 2,00+0,37 | 1,63+0,46 | 1,25+0,36 | 1,13+0,35 | 0,38+0,26
Submissdo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Esconder 0,00 0,00 0,1320,12 | 2,25+0,25 |2,38+0,26 | 0,63+0,26* | 1,63+0,46 |0,38+0,26" | 0,50+0,37"
Proc. pess, | 0,63+0,32 | 0,63£0,26 | 0,75+0,25 | 0,25+0,16 | 0,75£0,25 | 0,25+0,25 |0,50£0,37 | 0,38+0,26 | 0,25+0,16
Vigilancia | 0,75+0,25 | 0,630,18 | 0,38+0,18 | 2,88+0,12 | 2,63£0,26 |2,38+0,37 |1,50£0,37 | 0,88+0,22 | 1,25+0,36
Inquietagio | 0,75+0,36 | 0,50+0,18 | 0,250,16 | 2,13£0,39 | 1,25+0,45 | 0,63£0,26" | 0,50£0,32 | 0,38+0,26 | 0,130,12
Vocalizagdo | 0,00 0,00 0,00 0,25+0,16 | 0,00 0,13+0,12 | 0,25+0,25 | 0,00 0,00
Atit. dest 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Salivagao 0,00 0,13+0,12 | 0,00 1,63+0,37 | 1,63+0,32 | 0,88+0,39 ]0,75+0,36 | 0,25+0,16 | 0,38+0,37
Eliminag¢do |0,63+0,18 | 0,50+0,18 | 0,50+0,18 ] 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Disparada 0,00 0,00 0,00 2,13+0,39 | 1,25+0,45" | 0,25+0,16* | 0,13+0,12 | 0,00 0,00
Fugir da sala | 0,00 0,00 0,00 2,13+0,35 | 1,38+0,49 | 0,38+0,26* | 0,25+0,16 | 0,13+0,12 | 0,00
Sobressalto | 0,00 0,13+0,12 | 0,00 1,38+0,46 | 1,25+0,49 | 0,00* 0,00 0,13+0,12 | 0,00

A tabela descreve as

médias de cada alteragdo comportamental analisada nos grupos CTL, NP e

ACUP, nos tempos: basal, estresse e poés-estresse. Os dados sdo apresentados como escores

comportamentais £ epm em uma escala de quatro notas aonde: 0= ndo observado; 1 = observado
algumas vezes; 2= observado frequentemente ¢ 3 = observado durante todo o tempo de estimulo.*

indica diferenga significativa do grupo ACUP em relagdo aos grupos CTL e NP no momento estresse.”

indica diferenga significativa do grupo ACUP ou NP em relacdo ao grupo CTL no momento estresse

ou no pos-estresse (Teste de Bonferroni).
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O teste ANOVA de duas vias para medidas repetidas, em relagdo ao parametro arfar
detectou diferenga significativa somente no fator Tempo (F(2, 42= 4,083; p= 0.024). O Teste
de Comparagdes Multiplas de Bonferroni demonstrou que o grupo ACUP e o grupo NP
apresentaram escores comportamentais significativamente menores que o grupo CTL

(p<0,05) no momento estresse (Figura 18).

ARFAR
1.59
-o- CTL
I+ NP
—~ 1.0
o? -2 ACUP
S5
o 0.5
o
(8]
n
W 0.0
-0.5 T T T
Basal Estresse P6s-estresse

Figura 18: Efeito da acupuntura no parametro comportamental arfar de cdes submetidos ao
estresse sonoro agudo. Antes do estresse sonoro (som de trovao, por 2,5min), cdes da raga Beagle
foram tratados com acupuntura por 20 min nos pontos VG20, Yintang, E36, Pc6 ¢ C7 (ACUP); com
agulhas em ndo pontos por 20 min em regides proximas aos pontos VG20, Yintang, E36, Pc6 ¢ C7
(NP) e nao tratados (CTL). Os dados sdo apresentados como escore comportamental (0 a 3), nos
momentos basal, estresse e pds-estresse. * indica diferenga significativa do grupo ACUP em relagio
ao grupo CTL (P<0,05) e do grupo NP em relagao ao grupo CTL (P<0,05) no momento estresse (Teste
de Bonferroni).

O teste ANOVA de duas vias para medidas repetidas, em relacdo ao pardmetro se
esconder, detectou diferenga significativa nos fatores Tratamento (F(o, 42y =5,035; p=0,0164),
Tempo (Fp42= 44,43; p<0,0001) e Interagdo (Fu42= 8,653; p<0,0001).0 O Teste de
Comparacdes Multiplas de Bonferroni demonstrou que no momento estresse o grupo ACUP
demonstrou menores alteragdes em relacdo a esse parametro apresentando diferenca
significativa em relagdo ao grupo CTL (P<0,001) e ao grupo NP (P<0,05). No momento pos-
estresse foi detectada diferencga significativa entre o grupo ACUP e o grupo CTL (P<0,05) e
entre o grupo NP e CTL (P<0,01) (figura 19).
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Figura 19: Efeito da acupuntura no parametro comportamental se esconder de cées submetidos
ao estresse sonoro agudo. Antes do estresse sonoro (som de trovao, por 2,5 min), cdes da raga Beagle
foram tratados com acupuntura por 20 min nos pontos VG20, Yintang, E36, Pc6 e C7 (ACUP); com
agulhas em ndo pontos por 20 min em regides proximas aos pontos VG20, Yintang, E36, Pc6 e C7
(NP) e ndo tratados (CTL). Os dados sdo apresentados como escore comportamental (0 a3), nos
momentos basal, estresse e pos-estresse. ** indica diferenga significativa do grupo ACUP em relacéo
aos grupos CTL (P<0,001) e NP (P<0,001) no momento estresse e * indica diferenca significativa do
grupo ACUP em relagdo ao grupo CTL (P<0,05) e do grupo NP em relagdo ao grupo CTL (P<0,01) no
momento pos-estresse (Teste de Bonferroni).

O parametro inquietacdo, quando testado pelo ANOVA de duas vias para medidas
repetidas, apresentou diferenca significativa nos fatores Tratamento (F(2, 42) =3,903; p=0,0362)
e Tempo (Fpa= 11,24; p<0,0001). O Teste de Comparacdes Multiplas de Bonferroni
demonstrou que no momento estresse o grupo ACUP apresentou escores comportamentais
significativamente menores em relagdo ao grupo CTL (P<0,01) (figura 20).

Os dados apresentados demonstram menores escores comportamentais em relacdo ao
parametro inquietagdo no grupo tratado com acupuntura quando comparado ao grupo NP,
porém nao foi detectada diferenca significativa entre eles ao se utilizar o Teste de Bonferroni.
O grupo NP apresentou menores escores comportamentais em relacdo a esse parametro
quando comparado ao grupo CTL, porém o Teste de Bonferroni ndo detectou diferenca

significativa entre os grupos citados.

50



INQUIETACAO

-0- CTL
-+ NP
2 A -= ACUP

Escore

T T T
Basal Estresse Pés-estresse

Figura 20: Efeito da acupuntura no pardmetro comportamental inquietacdo de cées submetidos
ao estresse sonoro agudo. Antes do estresse sonoro (som de trovao, por 2,5min), cies da raga Beagle
foram tratados com acupuntura por 20 min nos pontos VG20, Yintang, E36, Pc6 e C7 (ACUP); com
agulhas em ndo pontos por 20 min em regides proximas aos pontos VG20, Yintang, E36, Pc6 ¢ C7
(NP) e ndo tratados (CTL). Os dados sdo apresentados como escore comportamental (0 a3), nos
momentos basal, estresse e pds-estresse. * indica diferenca significativa do grupo ACUP em relagdo
aos grupos CTL (P[10,01) (Teste de Bonferroni).

O teste ANOVA de duas vias para medidas repetidas, em relagdo ao parametro
disparada, detectou diferenga significativa nos fatores: Tratamento (F (2, 42) =6,857; p=0,0051),
Tempo (Fp4= 32,52; p<0,0001) e Interagdo (Fusz= 6,360; p=0,0004).0 Teste de
Comparagdes Multiplas de Bonferroni detectou diferenca significativa entre o grupo ACUP e
o grupo CTL (P<0,001) e entre o grupo ACUP e o grupo NP (P<0,01) no momento estresse,
demonstrando que o grupo ACUP apresentou escores comportamentais menores quando
comparado aos grupos CTL e NP. O grupo NP apresentou diferenga significativa em relacao
ao grupo CTL (P<0,05) no momento estresse, apresentando menores escores

comportamentais quando comparado ao grupo CTL (figura 21).
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Figura 21: Efeito da acupuntura no parametro comportamental disparada de cdes submetidos
ao estresse sonoro agudo. Antes do estresse sonoro (som de trovao, por 2,5min), cdes da raga Beagle
foram tratados com acupuntura por 20 min nos pontos VG20, Yintang, E36, Pc6 ¢ C7 (ACUP); com
agulhas em ndo pontos por 20 min em regides proximas aos pontos VG20, Yintang, E36, Pc6 e C7
(NP) e nao tratados (CTL). Os dados sdo apresentados como escore comportamental (0 a 3), nos
momentos basal, estresse e pos-estresse. ** indica diferenca significativa do grupo ACUP em relagdo
aos grupos CTL (P[10,001) e NP (P(10,001) no momento do estresse ¢ * indica diferenga significativa
do grupo NP em relagdo ao grupo CTL (P<0,05) no momento do estresse (Teste de Bonferroni).

O parametro fugir da sala apresentou diferenca significativa no teste ANOVA de duas
vias para medidas repetidas nos fatores: Tratamento (Fp, 4) = 6,558; p=0,0061), Tempo
(Fp42= 27,78; p<0,0001) e Interacdo (F42= 4,118; p=0,0066). O Teste de Comparagdes
Multiplas de Bonferroni detectou diferencga significativa do grupo ACUP em relagdo ao grupo
CTL (P<0,001) e ao grupo NP (P<0,01), demonstrando que no momento estresse o grupo
ACUP apresentou menores escores relativos ao parametro fugir da sala quando comparado
aos grupos NP e CTL. O grupo NP ndo apresentou diferenca significativa quando comparado

ao grupo CTL (figura 22).
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Figura 22: Efeito da acupuntura no pardmetro comportamental fugir da sala de cées submetidos
ao estresse sonoro agudo. Antes do estresse sonoro (som de trovao, por 2,5min), cies da raga Beagle
foram tratados com acupuntura por 20 min nos pontos VG20, Yintang, E36, Pc6 e C7 (ACUP); com
agulhas em ndo pontos por 20 min em regides proximas aos pontos VG20, Yintang, E36, Pc6 e C7
(NP) e ndo tratados (CTL). Os dados sdo apresentados como escore comportamental (0 a 3), nos
momentos basal, estresse e pos-estresse.* indica diferenca significativa do grupo ACUP em relagdo
aos grupos CTL (P<0,001) e NP (P<0,01) no momento do estresse. (Teste de Bonferroni).

O parametro sobressalto foi o que apresentou maior diferenca do grupo tratado com
acupuntura em relacdo aos demais grupos, uma vez que nenhum dos animais pertencentes ao
grupo ACUP apresentou essa alteragdo comportamental. Em relagdo a esse pardmetro, o teste
ANOVA de duas vias para medidas repetidas detectou diferenca significativa nos fatores:
Tratamento (F, 42) = 4,175; p=0,0297), Tempo (F2.42= 13,08; p<0,0001) e Interag¢do (F 42=
3,369; p=0,0177). O Teste de Comparagdes Multiplas de Bonferroni demonstrou que no
momento do estresse o grupo ACUP apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo
CTL (P<0,001) e ao grupo NP (P<0,001). O grupo NP ndo apresentou diferenga significativa
quando comparado ao grupo CTL (figura 23).
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Figura 23: Efeito da acupuntura no parametro comportamental sobressalto de cées submetidos
ao estresse sonoro agudo. Antes do estresse sonoro (som de trovao, por 2,5min), cdes da raga Beagle
foram tratados com acupuntura por 20 min nos pontos VG20, Yintang, E36, Pc6 ¢ C7 (ACUP); com
agulhas em ndo pontos por 20 min em regides proximas aos pontos VG20, Yintang, E36, Pc6 e C7
(NP) e nao tratados (CTL). Os dados sdo apresentados como escore comportamental (0 a 3), nos
momentos basal, estresse e pos-estresse.* indica diferenca significativa do grupo ACUP em relagdo
aos grupos CTL (P<0,001) e NP (P<0,001) no momento do estresse (Teste de Bonferroni).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como principal objetivo demonstrar o balango simpato-vagal,
através da analise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca e as respostas comportamentais de
caes submetidos a um modelo de estresse sonoro agudo quando tratados com um protocolo
clinico de acupuntura. O tratamento com acupuntura nos pontos VG20, Yintang, Pc6, C7, e

E36, por 20 minutos, foi realizado apenas uma vez, antes do estimulo sonoro.

5.1 O Modelo de Estresse Sonoro Agudo em Caes

Situacdes de estresse sonoro agudo sdo capazes de desencadear comportamentos de
luta ou fuga através de mecanismos neurais que levam a ativagdo do SNA (WESTMAN &
WALTERS, 1981; PASSCHIER-VERMEER & PASSCHIER, 2000; PRIOR, 2006). Sendo
assim, no presente estudo foi utilizado um modelo de estresse sonoro agudo em caes da racga
Beagle, com objetivo de acessar e analisar algumas respostas autondmicas (analise da VFC) e
comportamentais.

Ao realizar a andlise espectral da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca, nosso estudo
evidenciou que os trés grupos apresentaram um aumento significativo na razdo LF/HF e na
FC média, no momento estresse em relagdo aos momentos basal, tratamento e pos-estresse,
sugerindo que durante o estimulo sonoro houve um aumento na regulacdo da atividade
simpatica em relagcdo a regulagcdo parassimpatica em todos os animais. Ainda foi observado
que ndo houve diferengas significativas nos valores de LF/HF e FC média entre os momentos
basal, tratamento e no momento pos-estresse nos trés grupos experimentais, sugerindo que
nao houve diferenca na regulagdo autondmica nesses momentos. Os pardmetros RMSSD
(aumenta conforme o incremento da ativagao vagal) e STDRR (quando aumenta indica menor
ativacdo simpatica), se mantiveram maiores nos trés grupos, durante 0 momento tratamento
indicando maior incremento vagal e menor ativacdo simpdatica. Desta forma, o modelo
utilizado foi capaz de promover aumento do balango simpato-vagal que consiste num
importante indicativo de estresse.

A andlise da VFC durante o estresse sonoro em caes ¢ extremamente relevante, pois

permite acessar o balango autonomico independentemente de outros fatores que alteram a FC.
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No repouso, a regulacdo parassimpatica predomina e quando ocorre aumento na atividade
fisica, hd um incremento da ativacao simpatica. Ainda assim, os dois ramos do SNA possuem
a habilidade de atuar de forma simultanea 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 regulatdrias do SNA, simplesmente, através da mensuracdo 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 pardmetros. A analise
espectral da VFC, tendo como parametro principal a razdo LF/HF, que permite uma
determinagdo mais precisa da regulagdo funcional do SNA, em resposta ao estresse
psicolégico e fisiologico ja que estados psicologicos podem ter um impacto no balango
simpato-vagal sem, necessariamente vir seguido de alteragdes na frequéncia cardiaca e/ou
respiratoria (STAUSS, 2003).

Até o presente momento nao foram encontrados estudos publicados no ocidente que
tenham avaliado a VFC em caes submetidos a modelos de estresse sonoro. No entanto, nossos
resultados adicionam e confirmam evidéncias apresentadas em trabalhos anteriores onde
estimulos sonoros de alta intensidade tém sido considerados estressores tanto em animais
como no homem. Estudos relatam o aumento na frequéncia cardiaca média em animais
submetidos a sons de alta intensidade (ENGELAND et al., 1990), além disso, a exposi¢ao
aguda a sons acima de 90 dB ¢ capaz de estimular o SNS, aumentando a liberacdo de
adrenalina e noradrenalina (ISING et al., 1999). Beerda e colaboradores (1998) estudaram os
niveis de cortisol e a firequéncia cardiaca em caes sauddveis submetidos a um protocolo de
estresse sonoro agudo, onde foi utilizada uma intensidade sonora de 110 -120 dB, com
duragdo de 2 segundos, repetida por trés vezes com intervalos de 30 segundos. Este estudo
evidenciou um aumento significativo nos niveis de cortisol salivar, ao comparar com os
animais antes do estimulo, nos tempos: 10, 15 ¢ 30 minutos apds a exposi¢do ao som. No
entanto ndo houve diferencas significativas na frequéncia cardiaca, j4 que foram detectadas
frequéncias cardiacas muito altas antes do som, provavelmente devido a condi¢des pré-
estimulo ndo controladas. Em outro estudo do mesmo autor, foi utilizado um som de
intensidade sonora de 95 dB durante 6, 12 e 18 minutos que produziu um aumento gradativo
na FC média de 25, 35 e 54% respectivamente. Também foi verificado o aumento nos niveis
de cortisol salivar durante o estimulo demonstrando niveis gradativamente mais elevados

conforme o aumento da duracdo do som (10, 14, 24 mmol/L) (BEERDA et al., 1997).
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Ising e colaboradores (1999) demonstraram o aumento dos niveis plasmaticos de
adrenalina, noradrenalina, ACTH e cortisol em caes expostos a sons com intensidade sonora
de 75 dB e duracao de 3 minutos. As catecolaminas tiveram seus niveis elevados em 3 vezes,
1 minuto apds a exposicao sonora. O ACTH teve aumento de 1,4 vezes, verificado 5 a 15
minutos apds o som. Os niveis de cortisol aumentaram em 11 vezes, 12 minutos apds o
término do estimulo sonoro. Outro estudo verificou aumento significativo da FC média, do
hematocrito e dos niveis de cortisol de cdes apds serem submetidos a um modelo de estresse
sonoro onde dois tiros de arma de fogo eram disparados a 50 metros do animal (SANDBERG
et al., 2004).

Em relacdo aos parametros comportamentais avaliados em nosso estudo, a analise
estatistica demonstrou que durante o estimulo sonoro houve aumento significativo nos trés
grupos em relacdo aos momentos basal nos parametros: arfar, tremer, se esconder, vigilancia,
inquietacdo, salivacdo, disparada, fugir da sala, e sobressalto. Além disso, o pardmetro se
esconder continuou a ser observado em alguns animais apos o estimulo sonoro. O estresse
sonoro ndo alterou a respostas de procurar por pessoas, vocalizagdo e eliminacdo e os
parametros postura de submissdo e atitude destrutiva ndo foram observados nem antes nem
depois do estresse em nenhum dos animais estudados.

As respostas comportamentais ao estresse sonoro tém sido estudadas, tanto em animais
como em humanos, uma vez que refletem, em geral, o bem-estar e saude do individuo
(BEERDA et al.,, 1997, WESTMAN & WALTERS, 1981; PASSCHIER-VERMEER &
PASSCHIER, 2000). O estudo de Beerda e colaboradores de 1997 que utilizou um som de
intensidade sonora de 95 dB durante 6, 12 e 18 minutos observou alteracdes comportamentais
significativas nos parametros: arfar, tremer, lamber o focinho e postura baixa do corpo, cauda
e orelhas. No entanto estimulos sonoros de 70, 78 e 87 dB durante 30 minutos ndo foi capaz
de produzir alteracdes comportamentais significativas. Em outro estudo Beerda e
colaboradores (1998) utilizaram estimulos sonoros de 110 -120 dB, com duragdo de 2
segundos, 3x com intervalos de 30 segundos entre eles, sendo observada aumento
significativo das alteracdes comportamentais de postura muito baixa do corpo, orelhas e
cauda, 10 minutos apds o estimulo sonoro .

Em 2003, Mills e colaboradores relataram alteracdes comportamentais em 48 caes
sauddveis de racgas distintas, submetidos a sons de fogos de artificio reais (festa local), na
presenca de seus donos. Os cées utilizados no estudo tinham histérico de medo de sons altos e

os pardmetros comportamentais foram avaliados por seus donos durante o periodo de duragao
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dos fogos de artificio. Os autores nao tiveram controle da intensidade sonora a que os caes
foram submetidos e por qual periodo de tempo. Em uma escala de escores de 0 a 3, os
parametros arfar, tremer, inquietacdo e se esconder apresentaram média 3 em todos os caes
avaliados, os parametros postura de submissdo, procurar pelo dono, vigilancia e sobressalto
apresentaram nota 2 de média e os parametros correr em disparada e fugir, média 1.

Neste sentido, o modelo utilizado no presente estudo foi capaz de acessar algumas
alteracOes comportamentais importantes em resposta ao estresse sonoro agudo. Estas
respostas, principalmente se esconder, inquietacdo, disparada, fuga e sobressalto sdo
geralmente observadas na vida cotidiana de caes e podem se tornar perigosas para os animais
e um transtorno para os proprietarios (BEERDA et al., 1997).

O modelo de estresse sonoro agudo apresentado por nosso estudo demonstrou as
seguintes vantagens no acesso as respostas autonémicas e comportamentais de caes saudaveis.

e Os caes que participaram do estudo, pertencentes ao canil experimental do DPA da
UFRRJ, sao da mesma raca, possuem temperamento docil e estdo acostumados ao
mesmo manejo didrio e a coletas de sangue o que proporciona uma resposta mais
padronizada em relagdo ao manejo durante o protocolo e ao modelo de estresse.

e No nosso modelo o som foi padronizado a uma intensidade sonora maxima de 103 -
104 dB, por ser uma pressdo sonora capaz de gerar respostas fisiologicas e
comportamentais de estresse em caes, estando abaixo dos limites que poderiam causar
danos ao aparelho auditivo. O estimulo sonoro de som de trovdo consistiu numa
gravagao com duragao de 2 minutos e 30 segundos sendo assim, foi possivel realizar o
controle do tempo de estimulo e da intensidade sonora, tornando facil a sua
reprodugao.

e A avaliacdo comportamental também teve €xito uma vez que os cdes se adaptaram
bem ao local, ndo demonstrando alteragdes no momento basal. Essa padronizagdo de
manejo possibilitou que os animais respondessem livremente ao estimulo sonoro, sem
a influéncia de outros fatores como interacdes diferenciadas com pessoas e presenca
de outros animais.

e O uso do frequencimetro se mostrou um recurso nao invasivo, por ser leve e ndo
incomodar o animal, além de ser de baixo custo. Sendo assim, os animais
permaneceram a vontade, com os frequencimetros posicionados corretamente durante
todo o protocolo experimental, sendo possivel, posteriormente, acessar os dados de

VFC.
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O nivel de cortisol ¢ considerado um dos principais parametros para se avaliar niveis de
estresse em caes, constituindo uma evidéncia da ativagdo do Eixo HHA, um dos principais
sistemas acionados em situagdes de estresse. Em nosso estudo, amostras de sangue foram
coletadas nos tempos: basal (C0), 15 min pos-etresse (C1) e 45 min pos-estresse (C2), para
analise do cortisol sérico, porém ndo houve tempo habil para realizacdo das analises, devido
ao atraso na chegada dos kits de Radioimunoensaio. O soro estd acondicionado a temperatura

de — 80°C e as analises serdo realizadas em breve.

5.2 Acupuntura e Estresse

No presente estudo, a andlise espectral da VFC, demonstrou uma redugao significativa
da razao LF/HF no grupo tratado com acupuntura em relagdo aos grupos NP e CTL, durante o
estimulo sonoro, evidenciando uma menor ativagdo simpatica em relagdo a parassimpatica.
Além disso, o grupo NP também apresentou valores significativamente menores da razao
LF/HF em relagdo ao CTL, no momento do estresse, apresentando valores intermediarios
entre o CTL e ACUP. O grupo ACUP, apresentou os valores significativamente mais baixos
de FC média entre os grupos estudados. O grupo CTL apresentou a maior FC média entre os
grupos, seguido do grupo NP, porém nao foi detectada diferenga significativa entre eles. Além
disso, os resultados do presente estudo, ainda demonstraram que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos nos parametros RMSSD (aumenta conforme o incremento
da ativacdo vagal) ¢ STDRR (quando aumenta indica menor ativacdo simpatica). Sendo
assim, esses resultados sugerem nao haver diferenca estatistica em relacao a ativagao vagal e a
ativacdo simpdatica separadamente, entre os grupos em nenhum momento do experimento.
Ainda assim pode se observar que os valores de RMSSD e STDRR no grupo tratado com
acupuntura demonstraram uma tendéncia a estarem mais altos durante o tratamento e durante
o estimulo sonoro, quando comparado aos grupos CTL e NP.

Devemos destacar que a analise da VFC no dominio da frequéncia ¢ mais precisa na
mensura¢do do balanco simpato-vagal, que a andlise no dominio do tempo. Os valores de
RMSSD e STDRR sido capazes de indicar a ocorréncia de aumento ou diminui¢do, além da
média, das atividades do SNS e do SNP (VON BORELL et al, 2007), ndo sendo possivel
demonstrar através desses pardmetros a ativacao total dos dois ramos autondmicos. Sendo
esta, uma possivel explicacdo para a ndo verificagdo de diferencas significativas nesses

parametros, entre os tratamentos no momento do estresse sonoro.
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Desse modo, a andlise da razdao LF/HF aponta para um desbalango significativo na
regulacdo autondmica, com uma maior evidéncia da ativacdo simpatica em relacdo a
parassimpatica no momento do estresse e onde o grupo tratado com acupuntura nos pontos
VG20, Yintang, Pc6, C7 ¢ E36 apresentaram uma, significativamente, menor alteragdo do
balango simpato-vagal em relagdo aos grupos NP e CTL. Além disso, a acupuntura em nao
pontos parece ter apresentado um efeito similar ao observado no tratamento com acupuntura,
porém com menor intensidade.

Estudos anteriores utilizaram a andlise da VFC para demonstrar as respostas
autondmicas ao estresse em individuos tratados com acupuntura. Imai e colaboradores (2009)
estudaram os efeitos da acupuntura em ratos submetidos ao um modelo de estresse de
restricdo de movimentos (90 minutos). Nesse estudo foi verificado que a eletroacupuntura
(10Hz) no ponto E36, reduziu significativamente a FC média e o valor do componente
frequencial LF quando comparado ao grupo controle. E ainda, o grupo tratado demonstrou
aumento significativo do componente frequencial HF. Em humanos, Li e colaboradores
(2005), verificaram um aumento significativo nos valores de HF e um decréscimo nos valores
de LF e da razdo LF/HF, em individuos tratados com acupuntura apds dirigirem por trés horas
seguidas, comparados ao grupo tratado com nao pontos. Em 2011, Hwang e colaboradores
estudaram os efeitos da acupuntura na VFC em enfermeiras que trabalhavam no turno da
noite. Foi escolhida uma combina¢do de pontos utilizada na acupuntura tradicional koreana:
VB44, VB43, F1 e B66 e observou-se que o grupo tratado com acupuntura apresentou
menores valores de LF e da razdo LF/HF, além de um maior valor de HF quando comparado
ao grupo tratado com nao pontos. Sendo assim, os resultados apresentados em estudos em
ratos € humanos corroboram com nossos resultados, demonstrando que a acupuntura pode
promover inibi¢do da atividade simpatica associada a estimulacdo da atividade parassimpatica
durante o estresse.

A analise das alteracdes comportamentais demonstrou que a acupuntura nos pontos
VG20, Yintang, Pc6, C7 e E36 reduziu significativamente as respostas comportamentais de
arfar, se esconder, inquietacdo, disparada, fugir da sala e sobressalto no momento do estresse
sonoro em relagdo ao grupo ndo tratado. Além disso, também no momento do estresse,
observou-se que o tratamento com acupuntura nos pontos produziu escores significativamente
menores nos pardmetros se esconder, disparada, sobressalto e fugir da sala que o grupo
tratado com ndo pontos. Foi particularmente interessante observar que o pardmetro

sobressalto ndo foi observado em nenhum dos animais pertencentes ao grupo tratado com
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acupuntura. No grupo tratado com acupuntura em nao pontos houve redugdo significativa dos
comportamentos arfar e disparada em relacao ao grupo ndo tratado no momento do estresse.
Nosso estudo ainda evidenciou diferencas significativas no periodo pos-estresse no parametro
se esconder, demonstrando que os grupos ACUP e NP apresentaram reducao significativa
desse parametro quando comparado ao grupo CTL. Nos pardmetros procurar por pessoas,
vigilancia, vocalizacdo, eliminagdo, tremer e salivacdo ndao foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos. No entanto, o grupo tratado com acupuntura apresentou
uma tendéncia a escores menores de tremer e salivacdo, no momento do estresse, que o0s
grupos CTL e NP.

Efeitos fisiologicos e comportamentais do tratamento com acupuntura ja foram
demonstrados em estudos anteriores. Liu e colaboradores (2011) utilizou um modelo de
estresse cronico imprevisivel para induzir depressdo em ratos. No grupo tratado com
eletroacupuntura nos pontos VG20 e EX17, observou-se a reversdo significativa do déficit
comportamental induzido pelo modelo de depressdo. Outro estudo em ratos utilizou um
modelo de estresse de separacdo materna no qual o grupo tratado com acupuntura no ponto
C7 apresentou reducdo dos niveis de corticosterona e ACTH plasmadticos, demonstrando uma
modula¢ao do eixo HHA. Além disso, foi verificada a redugdo de alteragdes comportamentais
relacionadas a ansiedade no grupo tratado com acupuntura (PARK et al., 2011). Yang e
colaboradores (2002) estudaram os efeitos da EA nos pontos Pc6 e C3 e nos pontos F11 e
TAS5 em ratos submetidos a um modelo de estresse de imobilizacdo. Nesse estudo foi
verificado que o tratamento com acupuntura nos pontos Pc6 ¢ C3 produziu um decréscimo
significativo na FC e na pressao arterial durante o periodo de estresse, quando comparado ao
grupo tratado com os pontos F11 e TAS e o grupo ndo tratado. Os niveis plasmaticos de
catecolaminas também foram avaliados, sendo evidenciado que seus valores permaneceram
elevados em todos os grupos do experimento, durante todo o periodo de imobiliza¢do, com
excecdo do grupo tratado com os pontos Pc6 e C3, o qual demonstrou um decréscimo
significativo nos niveis de ambas as catecolaminas, durante o estresse, caindo ainda mais ao
final do periodo de estresse, chegando a niveis proximos do basal. Kim e colaboradores
(2009) demonstraram os efeitos do tratamento com acupuntura no ponto Pc6 em um modelo
de estresse cronico em ratos. O estudo evidenciou que o tratamento com acupuntura atenuou
significativamente os niveis de comportamentos relacionados a ansiedade e perda da memoria

nesse modelo de estresse. Todas as evidéncias experimentais apresentadas se encaixam com o
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que nos observamos com os caes que utilizamos em nosso experimento, apesar do modelo de
estresse utilizado ter sido diferente.

Estudos em humanos vém demonstrando os efeitos benéficos do tratamento com
acupuntura em diversas modalidades de estresse. Pavao e colaboradores (2010) demonstraram
os efeitos da acupuntura nos pontos E36, F4 ¢ BP6 em adultos jovens (23 a 38 anos) e de
idade avangada (60 a 81 anos), que sofriam de estresse cronico. Foi verificado, em ambos os
grupos tratados com acupuntura, uma reducdo significativa nos escores de comportamentos
relacionados a depressdo, ansiedade e estresse. Além disso, foi evidenciado um aumento na
proliferacao de linfocitos T, sendo que esse aumento se mostrou significativo nos individuos
com mais idade. Outro estudo utilizou um protocolo clinico de acupuntura (pontos basicos:
VG20, VG24, Yintang, F4, Pc6, E36 e R3) para tratar individuos com histérico de estresse
cronico. O estudo demonstrou uma reducdo significativa de diversos sintomas relacionados ao
estresse nos individuos tratados com acupuntura, sendo mais observada a reducdo da sensagao
de cansaco e ansiedade (HUANG et al., 2011). Sendo assim, os resultados apresentados, em
humanos e animais, evidenciam a eficicia da acupuntura, quando realizada em pontos
especificos indicados para o tratamento de disturbios provenientes de situacdes causadoras de
estresse tanto cronico como agudo.

Apesar dos estudos experimentais demonstrarem resultados satisfatorios, os
mecanismos pelos quais a acupuntura age em sua modulagdo central ndo estdo totalmente
esclarecidos. Alguns trabalhos demonstraram algumas areas centrais que estariam envolvidas
com a estimula¢do pela acupuntura promovendo uma reversao de déficits gerados pelo
estresse. Manni e colaboradores (2009) demonstraram que camundongos submetidos ao
modelo de estresse social por isolamento tiveram uma redugdo cognitiva, que ¢ uma
caracteristica desse modelo. Quando tratados com EA no ponto E36 apresentaram uma
melhora cognitiva e esta foi atribuida a uma modulagdo de neurotrofinas no estriato e no
hipocampo que sdo regides que tem um papel importante no processo de memoria e
aprendizado. Kim e colaboradores (2011) observaram que a EA no ponto Pc6 foi capaz de
promover uma melhora da memoria no modelo de estresse cronico que esta relacionada com a
atividade da acetilcolinesterase (AchE), dessa forma, os animais tratados com EA tiveram um
aumento na reatividade da AchE no hipocampo comparado com o grupo controle. Liu e
colaboradores (2011) constataram um bloqueio do efeito do estresse induzindo o déficit
comportamental pela eletroacupuntura e esta melhora comportamental parece estar associada

a uma reversao da atrofia glial.
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Os resultados apresentados no presente estudo reforcam e acrescentam evidéncias da
eficacia do tratamento clinico com um protocolo de acupuntura tradicional para reduzir os
efeitos fisiologicos e comportamentais decorrentes de estimulos estressores. Nos nossos
resultados observamos que a acupuntura foi capaz de reduzir significativamente o
comportamento de estresse e que o grupo NP ficou em um nivel intermediario entre o grupo
ACUP e o CTL. O efeito da estimulacdo de ndo-pontos foi observado em varios estudos
anteriores (MEDEIROS et al., 2001) e pode estar relacionado tanto com a estimulagdo de
pontos de acupuntura de outros meridianos como ao efeito da estimulacdo da pele em regides
inespecificas (regidoes que realmente nao sao consideradas acupontos). Em humanos os pontos
de acupuntura estdo bem definidos, mas quando se faz a transposi¢do para espécies menores a
chance de acertar um acuponto de outro meridiano ¢ grande. Desta forma, no presente estudo
ndo descartamos a possibilidade de estimulagdo de outros acupontos. No entanto, também
devemos considerar que a estimulagdo sensorial per se também pode provocar algum efeito e
que ndo existe uma caracteristica dicotomizada entre o efeito da estimulacdo de pontos e nao
pontos. Na verdade a proposta ¢ que a melhor combinagdo de pontos produza um efeito mais
intenso que outras combinac¢des. Como no nosso trabalho, os animais tratados nos pontos de
acupuntura tiveram um destaque maior em relagdo aos demais grupos, nossos resultados
corroboram com um dos tdpicos mais importantes da acupuntura que ¢ a importancia da
especificidade dos pontos. Para a MTC, para que se obtenha eficacia no tratamento com
acupuntura ¢ necessario que o tratamento seja conduzido por um profissional da area,
conhecedor da localizacao, indicacdes e efeitos clinicos dos acupontos.

Os efeitos da acupuntura no tratamento de distirbios de estresse realizada em pontos
indicados pela MTC tém se mostrado eficazes em estudos clinicos e experimentais. Sendo
assim, a acupuntura parece modular o eixo HHA e o balango simpato-vagal no sentido de
manter o equilibrio homeostatico, além de atuar no SNC atenuando os efeitos do estresse em
estruturas reconhecidamente afetadas nessas situagdes. Como mencionado anteriormente, esta
acdo central da acupuntura também promove diminuicdo dos distarbios psicoldgicos e
comportamentais relacionados as desordens decorrentes do estresse agudo e cronico. Assim a
redu¢do dos comportamentos de estresse, demonstrados neste estudo, podem estar
relacionados a reducdo da ativagdo de estruturas centrais. No entanto apenas estudos que

avaliem a ativagdo cerebral poderiam confirmar esta hipdtese.
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Mediante todos os beneficios promovidos pela acupuntura em modelos experimentais
de estresse, nossos resultados demonstraram um efeito positivo da acupuntura no tratamento
de distirbios comportamentais em caes. Dessa forma, facilitando o manejo de cdes saudaveis
em situacdes de estresse, diminuindo parametros comportamentais, que sdo caracteristicos do
estresse como disparada, tentativa de fuga, sobressalto e inquietacdo que quando exagerados,
como ¢ o caso de animais com disturbios comportamentais, podem se tornar um transtorno
tanto para os animais como para o homem. Em ultima anélise, o presente estudo demonstrou

o efeito promissor da acupuntura no tratamento de distirbios de estresse em caes.
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6 CONCLUSOES

O modelo de estresse sonoro agudo (som de trovao de intensidade maxima de 103-104
dB, por 2,5 minutos) produziu um aumento significativo na razdo LF/HF e na FC média no
momento estresse em relacdo aos momentos basal, tratamento e pds-estresse, sugerindo um
aumento na atividade simpatica em relacdo a parassimpatica caracterizando uma ativagao

autondmica indicativa de estresse.

O modelo de estresse sonoro agudo (som de trovao de intensidade maxima de 103-104
dB, por 2,5 minutos) produziu um aumento significativo, durante o estimulo sonoro, nos
comportamentos de: arfar, tremer, se esconder, vigilancia, inquietacdo, salivacdo, disparada,
fugir da sala, e sobressalto. Além disso, o parametro se esconder continuou a ser observado
em alguns animais apos o estimulo sonoro. Desta forma, o modelo utilizado foi capaz de gerar

alteragdes comportamentais caracteristicas de estresse.

A acupuntura nos pontos VG20, Yintang, Pc6, C7 ¢ E36, por 20 minutos, realizada
antes do estresse, foi capaz de:

e Reduzir significativamente a razdo LF/HF e a FC média no grupo tratado com
acupuntura em relacdo aos grupos NP e CTL, durante o estimulo sonoro, evidenciando uma
menor ativagdo simpatica em relagao a parassimpatica.

e Reduzir significativamente os parametros comportamentais arfar, se esconder,
inquietacdo, disparada, fugir da sala e sobressalto no momento do estresse sonoro em relagao
ao grupo controle ndo tratado (CTL).

e Produzir escores comportamentais significativamente menores nos parametros se
esconder, disparada, sobressalto e fugir da sala que o grupo tratado com nao pontos.

e Nao produzir a resposta comportamental de sobressalto em nenhum dos animais.

O tratamento realizado em nao pontos foi capaz de:

e Produzir valores significativamente menores da razdo LF/HF em relagdo ao CTL,
no momento do estresse, apresentando valores intermedidrios entre o grupo CTL e ACUP
indicando uma reducao do balango simpato-vagal.
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e Reduzir significativamente os comportamentos arfar ¢ disparada em relagdo ao

grupo ndo tratado no momento do estresse.

A reducdo do balango simpato-vagal produzida pela acupuntura pode ter ocorrido

através de uma inibicdo simpatica associada a estimulagdo parassimpatica.

Nos nossos resultados observamos que a acupuntura nos pontos VG20, Yintang, Pc6,
C7 e E36 foi capaz de reduzir significativamente as respostas comportamentais e autonomicas
induzidas pelo estresse e que a acupuntura em ndo-pontos produziu efeito semelhante mas

com intensidade muito reduzida.

Dessa forma, nossos dados sugerem que a acupuntura constitui uma terapia promissora
no tratamento de disturbios fisicos e comportamentais de estresse em caes, mas ainda se faz

necessario mais estudos para elucidar os mecanismos fisiologicos associados a esta melhora.
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8 ANEXOS

8.1. Ficha de Protocolo Experimental

Data: | Pesquisador:

Experimento:

N° do chip: | Nome: Idade: Peso: Sexo:

Grupo:

Temperamento:

Exame clinico

Temperatura: Mucosas: Ausculta:

Otolodgico:

Protocolo experimental:

Basal 1 transp. chegada Basal 2 coleta 1 Tratam som coleta 2 coleta3

Tempo:

Escore comportamental:

COMPORTAMENTO NOTA

arfar

tremer

postura de submissdo

se esconder

procurar por pessoas

vigilancia

inquietacdo

vocalizagao

O |00 | [ [ [ |W [N (=

atitude destrutiva

—_
(=]

salivagdo

—_—
—_—

eliminagdo

Ja—
[\S}

disparada

13 |fugir da sala

14 sobressalto

Escala de quatro notas: 0 = ndo observado, 1 = observado algumas vezes, 2= observado frequentemente e 3 =
observado durante todo o tempo de estimulo

Observagoes:
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